UNIVERZITET U BEOGRADU

FARMACEUTSKI FAKULTET

Ana |. Dordevi¢-Vuijici¢

SELEKCIJA SPECIFICNIH ANTIGENA VIRUSA
HUMANE IMUNODEFICIJENCUE | VIRUSA
HEPATITISA C ZA PROGNOSTICKE |
DIJAGNOSTICKE ELISA TESTOVE KORISCENJEM
BIOINFORMATICKIH METODA

doktorska disertacija

Beograd, 2013



UNIVERSITY OF BELGRADE

FACULTY OF PHARMACY

Ana |. Dordevic¢ — Vujici¢

SELECTION OF SPECIFIC ANTIGENS OF HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUS AND HEPATITIS C
VIRUS FOR PROGNOSTIC AND DIAGNOSTIC
ELISA BY USING BIOINFORMATICS METHODS

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2013



Mentori

dr Vesna Spasojevic¢-Kalimanovska, redovni profesor

Univerzitet u Beogradu Farmaceutski fakultet

dr Nevena Veljkovi¢, visi naucni saradnik
Univerzitet u Beogradu

Institut za nuklearne nauke ,,Vinca”

Clan komisije

dr Zorica Stoji¢c-Vukani¢, vanredni profesor

Univerzitet u Beogradu Farmaceutski fakultet

Datum odbrane:




ZAHVALNICA

Zahvalnost i poStovanje dugujem prof. dr Vesni Spasojevi¢-Kalimanovskoj, svom
mentoru, zbog pomo¢i, podrske i1 saveta u toku doktorskih studija i izrade teze.

Najvecu zahvalnost dugujem svom mentoru, dr Neveni Veljkovi¢, nau¢nom saradniku
Instituta za nuklearne nauke ,,Vin¢a”, na ukazanom poverenju, razumevanju, kao i na
nesebi¢noj pomo¢i i podrsci tokom izrade ove teze.

Zahvaljujem se prof. dr Zorici Stoji¢-Vukani¢ na korisnim savetima i sugestijama
tokom izrade disertacije.

Veliko hvala na podrsci i doprinosu ovom radu Branislavi Gemovi¢, dr Sanji Glisi¢, dr
Veliku Veljkovi¢u, Vladimiru Peroviéu i Nebojsi Skrbiéu, kolegama iz Centra za
multidisciplinarna istrazivanja, Instituta za nuklearne nauke ,,Vinca”.

U toku eksperimentalnog rada pomogli su mi dr Ursula Dietrich i Sascha Antoni sa
Instituta za biomedicinska istrazivanja ,,Georg-Speyer-Haus” iz Frankfurta, dr Maria
Sakarellos-Daitsiotis sa Hemijskog fakulteta u Janjini, kao i dr Nada Vasiljevié, prof. dr
Violeta Dopsaj i dr Jelena Martinovi¢ na ¢emu im srda¢no zahvaljujem.

Mojoj koleginici, mr ph Mileni Veljkovi¢ bez koje bi sve ovo bilo mnogo teZe,
zahvaljujem se na podrsci i pomo¢i u toku izvodenja eksperimentalnih analiza.

Zahvaljujem se svojoj porodici na razumevanju i podrsci da istrajem.



SELEKCIJA SPECIFICNIH ANTIGENA VIRUSA HUMANE
IMUNODEFICIJENCIJE I VIRUSA HEPATITISA C ZA PROGNOSTICKE I
DIJAGNOSTICKE ELISA TESTOVE KORISCENJEM BIOINFORMATICKIH
METODA

Rezime

Uvod Postojanje specificnih i osetljivih, a samim tim, i pouzdanih imunohemijskih
testova za detekciju brojnih virusa, izmedu ostalog i virusa hepatitisa C (HCV) i virusa
humane imunodeficijencije (HIV), je od velikog znacaja u savremenoj dijagnostici.
Sli¢nosti velikog broja proteina virusa i humanih proteina je ozbiljan izazov prilikom
odabira specificnog antigena za ELISA test, zbog potencijalnog unakrsnog imunskog
prepoznavanja. Danas se sistemskim racunarskim analizama proteinskih sekvenci mogu
utvrditi karakteristiCne slicnosti i razlike na nivou celokupnih virusnih i humanih
proteoma. Cilj ovog rada je bio da se iz naucne literature identifikuju sve sekvence
humanih antigena koji su potencijalne mete urodenog humoralnog imunskog odgovora i
da se na osnovu integrisanih bioinformatickih analiza definiSu specificni antigeni za: 1.
anti-HCV ELISA skrining testove i 2. ELISA testove kojima bi se odredivala antitela

koja su karakteristi¢na za neprogresivau HIV-1 infekciju.

Metode Studija informacionih karakteristika proteinskih sekvenci virusnih i humanih
antigena je izvrSena bioinformatickim programskim paketom zasnovanim na metodi
informacionih spektara. Za uporedivanje sekvenci i ispitivanje homologije koriS¢eni su
programi za lokalno i globalno poravnavanje sekvenci. Bioloski klasteri u proteinskim
skupovima identifikovani su programima kojima se analizira obogacenje pojmovima iz
baze podataka GENE ONTOLOGY. In house testovima ispitana je specificnost ELISA
antigena Cija je sekvenca definisana na osnovu informacija dobijenih integrisanim

bioinformati¢kim analizama.

Rezultati Napravljena je kompilacija humanih antigena koji su reaktivni sa prirodnim
autoantitelima i identifikovane su dominantne zajednicke informacione karakteristike do
sada poznatih sopstvenih humanih antigena. Poklapanje ovih karakteristika sa virusnim
antigenima je preduslov nespecifi¢nog imunskog prepoznavanja. Ispitali smo koji HCV

proteini imaju znacajne informacione slicnosti sa humanim autoantigenima i1 pokazali da



su na osnovu karakteristika proteinskih sekvenci HCV antigeni NS4 i NS5 nespecifi¢ni,
Sto je u saglasnosti sa zakljuccima iz klinickih studija. Primenom metode informacionih
spektara dizajniran je peptidni antigen za ELISA test za koji je eksperimentalno
pokazano da vezuje antitela iz seruma HIV-1 pozitivnih pacijenata, a koja su markeri
neprogresivne HIV-1 infekcije. Takode, prisustvo ovih antitela pokazano je i u
serumima novorodenih beba, §to ukazuje na cCinjenicu da su ona deo urodenog

humoralnog imunskog odgovora, §to je u saglasnosti sa litreraturnim podacima.

Zakljucak Sistemske analize virusnog i humanog proteoma i primene bioinformatic¢kih
metoda su od izuzetnog znacaja za selekciju i dizajniranje antigena u cilju poboljSanja

karakteristika ili pravljenja novih imunohemijskih testova.

Kljucne reci: ELISA, prirodna autoantitela, virus humane imunodeficijencije, virus
hepatitisa C, bioinformatika

Naucéna oblast. Medicinska biohemija

UDK broj: 577.27 : 616-072 (043.3)

616.36-002 : 616.98 (043.3)



SELECTION OF SPECIFIC ANTIGENS OF HUMAN IMMUNODEFICIENCY
VIRUS AND HEPATITIS C VIRUS FOR PROGNOSTIC AND DIAGNOSTIC
ELISA BY USING BIOINFORMATICS METHODS

Abstract

Introduction An outbreak of specific and sensitive, and therefore reliable
immunochemical tests for detecting numerous viruses, hepatitis C virus (HCV) and
human immunodeficiency virus (HIV) included, is essential for modern diagnostics.
Similarity of great number of virus proteins and human proteins is a serious challenge
when selecting a specific antigen for ELISA test, due to potential cross-reactivity
immune recognition. Nowadays, by using systematic computer-based analyses of
protein sequences characteristic similarities and differences can be established on the
level of overall virus and human proteomes. This paper is aimed at identifying all the
sequences of human antigens from scientific literature which are potential targets of
innate humoral immune response and at defining based on integrated bioinformatics
analysis, specific antigens for: 1. anti-HCV ELISA screening tests and 2. ELISA tests to

determine antibodies characteristic for non-progressive HIV-1 infection.

Methods The study of informational features of protein sequences of virus and human
antigens was performed by bioinformatics program package based on information-
spectrum method. Programs for local and global sequence aligning were used to
compare sequences and examine homology. Biological clusters in protein sets were
identified by programs of enrichment analysis of notions from GENE ONTOLOGY
database. In house tests examined specificity of ELISA antigen whose sequence was

defined based on information obtained by integrated bioinformatics analyses.

Results A compilation of human antigens reactive with natural auto antibodies was
made and dominant common information characteristics of own human antigens were
identified. Coincidence of these features with the virus antigens is a prerequisite for
nonspecific immune recognition. We have examined which HCV proteins have
significant informatics similarities with human autoantigens and showed that based on
the features of protein sequences, HCV antigens NS4 and NS5 are nonspecific, which is

in compliance with the clinical studies conclusions. By applying the information-



spectrum method, a peptide antigen was designed for ELISA test, experimentally
proven to connect antibodies from the serum of HIV-1 positive patients, that are
markers of non-progressive HIV-1 infection. Additionally, the presence of those
antibodies was proven in the sera of the newborn, which indicates to the fact that they

make part of the innate humoral immune response, in compliance with literature data.

Conclusion Systematic analyses of virus and human proteome and application of
bioinformatics methods are crucial for antigens selection and design in order to improve

characteristics or create new immunochemical tests .

Keywords: ELISA, Natural autoantibodies, Human immunodeficiency virus, Hepatitis C
virus, Bioinformatics

Scientific field: Medical biochemistry

UDC number: 577.27 : 616-072 (043.3)

616.36-002 : 616.98 (043.3)



SKRACENICE

AIDS: sindrom steCene imunodeficijencije (engl. acquired immunodeficiency
syndrome, AIDS)

APOBEC36: citidin dezaminaza koja spada u porodicu apolipoprotein B RNK-
opravljajuc¢ih enzima (engl. apolipoprotein B mRNA-editing enzyme, family of cytidine
deaminase enzymes, APOBEC36)

bDNA: tehnologija razgranate dezoksiribonukleinske kiseline (engl. branched DNA
assay)

BSA: govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumin, BSA)
CCR-5: C-C hemokinski receptor tip 5 (engl. C-C chemokine receptor type 5, CCR5)

CXCRG6: receptor za hemokine 6 (C-X-C motiv) (engl.chemokine (C-X-C motif)
receptor 6, CXCR6)

CCL3L1: hemokin ligand 3 (C-C maotiv)-kao 1 (engl. chemokine (C-C motif) ligand 3-
like 1)

CD: klaster diferencijacije (engl.cluster of differentiation , CD)
CLIA: hemiluminiscentni imunotest (engl. chemiluminescence immuno assay, CLIA)

DC-SIGN: vrsta intracelularnog adhezionog molekula specifi¢nog za dendriti¢ne ¢elije
(engl. dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin,
DC-SIGN)

DEA: dietanolamin (engl. diethanolamine, DEA)

DNK: dezoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid, DNA)

EIA: enzimski imunotest (engl. enzyme immuno assay)

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

ESI-MS: elektrosprej jonizacija-masena spektrometrija (engl. electrospray ionization
mass spectrometry)

HCV: virus hepatitisa C (engl. hepatitis C virus, HCV)
HIV: virus humane imunodeficijencije (engl. human immunodeficiency virus, HIV)

HLA: humani leukocitni antigen (engl. human leukocyte antigen, HLA)



HPLC: te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (engl. high pressure liquid
chromatography, HPLC)

INOS: inducibilna azot-oksid sintaza (engl. nitric oxide synthase, INOS)

ISM: metod informacionih spektara (engl. informational spectrum method, ISM)
LDL: holesterol male gustine (engl. low density lipoprotein, LDL)

LTNP: spori progresori (engl. long term non-progressors, LTNP)

KS: kros-spektralna funkcija (engl. cross-spectral function, KS)

MIP-1a: makrofagni inflamatorni protein tip la (engl. macrophage inflammatory
protein, MIP-/a)

NK ¢elije: ¢elije ubice (engl.natural killer cell, NK)
PEJI: potencijal elektron-jon interakcije (engl. electron-ion interaction potential, EIIP)

RANTES: regulisan aktivacijom, eksprimovan i sekretovan od strane normalnih T-
¢elija, poznat i kao hemokin ligand 5 (CCL5) (engl. regulated on activation , normal T
cell expressed and secreted, RANTES)

RIA: radioimuno test (engl. radioimmunoassay, RIA)

RDS: respiratorni distres sindrom (engl. respiratory distress syndrome, RDS)
RIBA: rekombinantni imunoblot test (engl. recombinant immunoblot assay, RIA)
RNK: ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid, RNA)

RT PCR: reverzna transkripcija sa lan¢anom reakcijom polimeraze (engl. reverse
transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR)

SDF-1: faktor derivat stromalnih celija-1, pripada porodici hemokina (engl. stromal
cell-derived factor-1, SDF-1)

SOC: skvencijelni oligopeptidni nosa¢ (engl. sequential oligopeptide carrier, SOC)

TRIM 5: protein 5 koji sadrzi trojni motiv (engl. tripartite motif-containing protein 5,
TRIM 5)

VIP: vazoaktivni intestinalni peptid (engl. vasoactive intestinal peptide, VIP)
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1.UVvOD

Tacno i1 brzo testiranje Cesto ima kljuénu ulogu za postavljanje dijagnoze i
klinicku stratifikaciju pacijenata. Za kvalitativno i kvantitativno merenje veoma malih
koli¢ina analita u kompleksnim bioloskim sistemima koriste se imunohemijske metode
zasnovane na specifi¢noj reakciji izmedu antigena i antitela (1). Pouzdanost
imunohemijskih testova zavisi od njihove osetljivosti i specifi¢nosti. Osetljivost govori
0 moguénosti da test otkrije stvarno bolesne, odnosno pacijente u odredenim
kategorijama (npr. progresija bolesti), dok specificnost pokazuje moguénost testa da
precizno razdvoji pacijente razli¢itih kategorija. Testovi sa niskom osetljivos¢u daju
lazno negativne rezultate Sto ugrozava bezbednost pacijenata i zajednice kada su u
pitanju infektivna oboljenja, dok nedovoljno specifi¢ni testovi daju lazno pozitivne
rezultate i tako, izmedu ostalog, povecaju troskove testiranja, zbog potrebe za

naknadnim potvrdnim analizama (2).

1.1 Enzimski imunotestovi

Jedan od prvih imunohemijskih testova, rutinski koris¢en u KkliniCkim
laboratorijama, bio je RIA test (engl. Radioimmunoassay) razvijen 1960. godine za
merenje peptidnih hormona kao $to je insulin. Medutim, postojalo je nekoliko problema
vezanih za upotrebu radioaktivnih obeleZivaca, kao §to su bezbednost laboratorijskog
osoblja, radioaktivni otpadni materijal, potreba za specijalnim laboratorijskim uslovima
i skupa oprema za merenje (2, 3). Tokom Sezdesetih godina su sprovedena istrazivanja u
cilju pronalaska nacina za efikasno vezivanje velikog molekula enzima za antitelo ili
antigen. Konaéno, 1971. godine Engval i Perlman iz Svedske su objavili prvi rad o
primeni ELISA testa (engl. Enzime-Linked Immunosorbent Assay) za odredivanje IgG
antitela u serumu zeca uz koriséenje alkalne fosfataze kao obelezivaca. Iste godine van

Vimen i Surs iz Holandije su objavili rezultate istrazivanja u kome su koristili EIA



(engl. Enzyme Immuno Assay) metodu za merenje humanog horionskog gonadotropina
u urinu uz primenu peroksidaze rena kao obelezivaca (3). Kasnije je doslo do razvoja

razli¢itih formata EIA/ELISA testova, Koji su istisnuli iz upotrebe RIA metodu.

ELISA je oblik heterogenog enzimskog imunoodredivanja Sto znaci da zahteva
razdvajanje specificnih kompleksa od slobodnih reaktanata. U ovoj metodi je jedna od
reakcionih komponenti nespecifi¢no adsorbovana ili kovalentno vezana za povrSinu
¢vrste faze kao Sto je bazen mikrotitarske ploce. Na taj nacin je ubrzano razdvajanje
vezanih i slobodnih obelezenih reaktanata. Kada se ispituje imunski odgovor na antigen,
Sto je najces¢i slucaj u dijagnostici virusnih infekcija, upotrebljava se direktna forma
ELISA testa (Slikal) (2,4).

A B
LEGENDA
0o
=)
e o ENZIMSKI
- |~ SUPSTRAT
C D
ENZIMSKI
. — OBELEZENO
€ l; €
. . ” —— ANTITELO(AD)
‘ —— ANTIGEN(A®)

Slika 1. ELISA test. A) U formi ELISA testa koji je koriS¢en u ovom radu antigen je
imobilisan za ¢vrstu fazu. B) Nakon dodavanja seruma u bazen mikrotitarske ploce,
eventualno prisutna specificna antitela se vezuju za antigen. C) Enzimi se koriste kao
obelezivaci za detekciju 1 kvantifikaciju imunoloske reakcije. U toku testa prvo reaguju
enzimski obeleZena antitela ili antigen. D) Nakon toga se dodaje enzimski supstrat. U
zavisnosti od vrste supstrata detekcija moze da bude fotometrijska, fluorescentna ili

hemiluminiscentna (1).



ELISA test se koristi za mnogobrojne rutinske analize u laboratoriji pri ¢emu
nije potrebna komplikovana priprema uzorka niti skupa oprema. Odlikuje ga visok
stepen osetljivosti, specificnost, jednostavnost, prakti¢nost, lako dostupni i jeftini
reagensi i moguénost automatizacije. Osetljivost i specificnost ELISA testa zavise od
afiniteta i1 aviditeta antitela za antigen, kao i od formata testa (1,4,5). U ELISA
testovima koji se koriste za skrining i dijagnostiku infektivnih bolesti najvaznije je
posti¢i visoku osetljivost, $to kao posledicu ima smanjenje specificnosti. Da bi se
postigla visoka osetljivost testa, potrebno je ukljuciti ve¢i broj antigenskih determinanti.
Na taj nacin se istovremeno povecava verovatno¢a imunoloske ukrstene reaktivnosti sa
drugim antigenima, koji mogu poticati od antigena domacina ili koinfekcije drugim

mikroorganizmima.

1.2 Urodena humoralna imunost

U organizmu zdravih ljudi postoje prirodna autoantitela, koja su deo urodene
imunosti i funkcionalno su reaktivna sa sopstvenim antigenima. Smatra se da se
autoreaktivni repertoar selektuje pre svega u toku fetalnog zivota. Za razliku od
klasi¢nih imunoglobulina koji imaju ulogu u odbrani od infekcija, ova antitela
intereaguju sa ograni¢enim brojem uglavnom evolutivno konzerviranih antigena sto je
genetski determinisano i dokazano u krvi iz pupcanika (6, 7, 8). Smatra se da je
restriktivnost posledica ograni¢enog stepena rekombinacija na genetskom nivou (9).
Prirodna autoantitela mogu da budu IgM, IgG ili IgA klase. Odlikuje ih nizak afinitet i
polireaktivnost §to znaci da usled molekulske mimikrije mogu da prepoznaju nekoliko
sopstvenih i stranih antigena (6, 10). Nema pojave sazrevanja afiniteta §to bi moglo biti
vazno za razdvajanje normalne 1 patoloske autoimunosti (7). IstraZivanja na miSevima
su pokazala da prirodna autoantitela sekretuje posebna grupa Bl limfocita, dok za

humanu populaciju jo§ nema dovoljno podataka o toj oblasti (6).

Velika paznja se poklanja istrazivanju korelacije reaktivnosti prirodnih

autoantitela kod novorodencadi i njihovih majki. Organizam fetusa i novorodenceta



stvara veoma male koli¢ine IgG antitela, ali postoji sopstvena produkcija IgM antitela.
Za zastitu novorodenceta od razliCitih patogena do Sestog meseca zivota, osim IgM
antitela, ipak sluze 1 IgG imunoglobulini, koji se nalaze u organizmu deteta zahvaljujuci
transplacentarnom prenosu iz organizma majke (11). Da bi se proucio razvoj i
karakteristike urodene autoimunosti, ispitivana je reaktivnost antitela na sopstvene
humane antigene u krvi iz pupCane vrpce detata, kao i iz krvi njihovih majki. Fetalna i
materinska IgG reaktivnost je bila gotovo identi¢na, upravo zbog prenosa majcinih IgG
antitela u organizam fetusa (12). Nasuprot tome, uocene su razlike kada je u pitanju IgM
reaktivnost. Prvo je utvrdeno da su u organizmu razli¢itih beba produkovana IgM
antitela in utero, kada normalno nema stranih antigena, za veoma sli¢an set molekula za
koje se zakljucuje da su sopstveni antigeni (12). Drugo, poredenjem antigena sa kojima
su IgM antitela reaktivna kod veceg broja novorodencadi, utvrdeno je postojanje
visokog stepena selektivnosti i uniformnosti (10, 12, 13). S druge strane, u krvi majki
ispitivanih beba, nadena je ve¢a medusobna raznovrsnost i drugacija organizacija IgM
prirodnih autoantitela. Zahvaljuju¢i primeni mikroerej tehnologije, utvrdene su blage
promene u specifi¢nosti autoantitela u toku procesa odrastanja (14). Moze da se govori
0 postojanju podgrupa (modula) prirodnih antitela sa posebno izraZzenom reaktivnoscu
prema grupama proteina sa odredenim funkcijama. Takva organizacija tokom Zzivota u
kontaktu sa stranim ili sopstvenim antigenima postaje sve sloZenija i specifi¢na za

odredenu osobu (13,14).

Smatra se da razli¢ita fizioloska (npr. rast, dojenje) i patoloska stanja mogu da
uticu na organizaciju urodene humoralne imunosti, pa bi njeno izu€avanje i analiza uz
primenu bioinformati¢kih metoda mogli imati znacaja za dijagnostiku i predvidanje
budu¢ih oboljenja (13, 15). Tako je pokazano da je organizacija 1gG prirodnih
autoantitela drugacdija kod miSeva, koji kasnije razviju ciklofosfamidom ubrzani

dijabetes, od onih koji su rezistentni na dejstvo ovog jedinjenja (16).

Smatra se da prirodna autoantitela imaju funkcije koje su vazne za odrzavanje
homeostaze u organizmu. Zbog postojanja mimikrije izmedu humanih 1 molekula

drugih organizama, ova antitela mogu da prepoznaju antigene na patogenim

.....

uzorcima su nadeni znacajni nivoi prirodnih antitela na oksidativno izmenjene oblike
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LDL-a, kao i druge molekule na povrsini ¢elija u apoptozi (6, 17, 18), te se smatra da
ova antitela ucestvuju u eliminaciji sopstvenih izmenjenih molekula i ¢elija nastalih
usled apoptoze, oksidativnog oStecenja, starenja ili maligne transformacije (6, 8,19). Na
taj naCin prirodna autoantitela, izmedu ostalog, preveniraju razvoj autoimunosti (20,
16). Postoje podaci da ova antitela mogu biti nosaci drugih molekula ili pokazivati
enzimsku aktivnost (7, 21). Zanimljiv je nalaz prisustva prirodnih IgA antitela sa
katalitickom aktivnoS¢u kod zdravih ljudi, koja prepoznaju i1 razgraduju povrsinski
protein HIV-1 virusa gp120, kao i njihov znacaj za usporavanje napredovanja infekcije
(22).

1.3 Virus humane imunodeficijencije (HIV)

Virus humane imunodeficijencije (HIV) je retrovirus koji inficira humane
imunske c¢elije, uniStava ih ili remeti njihovu funkciju $to onemogucava normalnu
odbranu od razli¢itih infekcija. MozZe da se prenese seksualnim odnosom, putem krvi ili

vertikalno, sa majke na potomstvo (23).

1 Isto€na Evropa
Zapadna i Centralna iCentraina Azija

900 000 1.4 miliona
Severna Amerika
1.4 miliona Istoéna Azija
830000
Srednji istok i Severna Afrika
Karibi 300 000
230000 Juzna i Jugoisto€na Azija
.O0miliona
i - Podsaharska Afrika
Latinska Amerika 23.5miliona

1.4 miliona Okeanija

53 00

Slika 2. Procena o broju odraslih i dece koji su ziveli sa HIV-om u 2011. godini.

(Preuzeto sa sajta www.who.int/hiv/data/2012_epi_core_en.pps)



Infekcija HIV virusom je povezana sa progresivhim padom broja CD4+ T
limfocita i povecanjem titra virusa u krvi. U periodu nakon primarne infekcije dolazi do
ubrzane virusne replikacije, diseminacije virusa u razlicite delove organizma, pre svega
limfne organe, i pojave virusa u perifernoj krvi. Jak imunski odgovor dovodi do
smanjenja titra virusa u krvi i porasta broja CD4+ T limfocita, ali se virus ne eliminiSe u
potpunosti ve¢ perzistira u limfnim ¢vorovima i Stvara se neka vrsta virusnog
rezervoara. Ovaj period latencije moze da traje godinama. Vremenom broj CD4+ T
¢elija opada i javlje se klinicki ispoljena bolest-AIDS (engl. acquired immunodeficiency
syndrome) (1,24,25).

HIV virion se sastoji od nukleoproteinskog jezgra i dvoslojnog lipoproteinskog
omotaca. Unutar jezgra se nalaze dve identi¢ne kopije RNK i enzimi neophodni za
replikaciju virusa obavijeni strukturnim proteinom p24. Izmedu jezgra i omotaca virusa
se nalazi matriksni protein pl7. Lipoproteinski omota¢ poti¢e delom od membrane
¢elije u kojoj se virus razmnozavao. Drugi deo omotaca predstavljaju glikoproteini
kodirani virusnim genomom, koji u vidu $iljaka $tr¢e na povrSini omotaca (26). U
pitanju su visoko glikozilirani proteini organizovani u heterotrimere-povrsinski
glikoprotein gp120, Kkoji se vezuje za receptor na ¢eliji domacina i transmembranski
gp41, koji omogucava membransku fuziju (27, 28). Genom virusa HIV-1 i HIV-2 je
slican 1 sastoji se od strukturnih gena-gag, pol i env, regulatornih gena-tat, rev i
pomoc¢nih gena nef, vif, vpr i vpu ili vpx u zavisnosti da li je u pitanju HIV-1 ili HIV-2
virus. (29).

Za kodiranje sinteze glavnih glikoproteina omotaca zaduZen je gen env. Prvo se
na granuliranom endoplazmati¢nom retikulumu sintetiSe prekursorski protein gp160, a
zatim proteolitiCkom razgradnjom u Goldzi komleksu od gp 160 nastaju gp120 i gp4l.
Glikoprotein gp120 se sastoji od pet varijabilnih domena (V1, V2, V3, V4 i V5) izmedu
kojih se nalazi pet relativno konstantnih domena (C1, C2, C3 C4 i C5) (27,28,30).



Virus humane
imunodeficijencije
tip 1

Slika 3. Sematski prikaz strukture gp120 HIV-1 virusa (Preuzeto sa sajta:
http://wenliang.myweb.uga.edu)

Skoro polovinu molekulske mase gpl120 ¢ine N- i O-vezani glikani, koji
verovatno Stite protein od imunoloskog prepoznavanja, doprinose savijanju proteina i
olaksavaju vezivanje virusa za povrsinu ¢elija domacina (28, 31). Pokazano je da su
domeni koji pokazuju najveéi stepen varijabilnosti V1 i V2. U okviru C1, C2 i C3
domena se nalazi najveci broj od 26 aminokiselina koje ucestvuju u formiranju CD4
vezujueg mesta. Ove aminokiseline su konzervirane i diskontinuirane, a
odgovaraju¢om prostornom organizacijom dolaze u kontakt 1 obrazuju ,,spoljasnji” 1
,unutrasnji” domen koji su povezani ,,mostom” (engl. ,,bridging sheet”) (32).

HIV pokazuje tropizam za ¢elije koje na svojoj povrSini imaju CD4 receptor kao
Sto su T limfociti, makrofagi ili neke vrste nervnih ¢elija. Proces ulaska virusa u ¢eliju
pocinje vezivanjem gp120 za CD4 §to pokrec¢e konformacione promene molekula gp120
1 povecava njegov afinitet za koreceptorske molekule na humanim celijama.
Najznacajniji koreceptori su receptori za hemokine CCRS5 1 CXCR4 1 na osnovu
tropizma za odgovarajuci koreceptor izvrSena je jedna od podela HIV-1 virusa (28, 29).
Dalje konformacione promene gpl120 i gp4l omogucéavaju fuziju sa celijskom
membranom i ubacivanje jezgra virusa u citoplazmu (33). Uz pomo¢ virusnog enzima
reverzne transkriptaze RNK virusa se prepisuje u DNK, koja se translokacijom kroz
pore ubacuje u nukleus. Zahvaljuju¢i delovanju virusnog enzima integraze, DNK virusa
se ugraduje u DNK domacina. Genom HIV-a ugraden u genom T limfocita ostaje u

latentnom obliku do aktivacije limfocita, kada poc¢inje razmnozavanje virusa i na taj
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nadin razaranje Celije (26). Sinteza virusnih proteina odigrava se u citoplazmi.
Novosintetisani virusni proteini zajedno sa dve kopije virusne RNK stvaraju u plazma
membrani novu generaciju virusa (29). Istovremeno sa oslobadanjem virusa iz
inficirane ¢elije virusni enzim, proteaza, razlaze poliproteine Gag i GagPol i omogucava
stvaranje zrelog viriona (27, 28,29).

U cilju dijagnostike HIV infekcije koriste se dve grupe testova:

1. indirektni testovi za dokazivanje prisustva antitela na HIV kao Sto su
enzimska imunoodredivanja (EIA) i Western blot testovi

2. direktni testovi u koje spadaju, izmedu ostalih, test za dokazivanje HIV
antigena p24 i testovi za detekciju delova virusnog genoma.

U danaSnje vreme se za postavljanje dijagnoze HIV infekcije koristi Cetvrta
generacija EIA testova, koja osim IgM i IgG antitela, omogacava istovremenu detekciju
prisustva p24 antigena. Primenom ove generacije testova prisustvo infekcije moze da se
utvrdi posle dve nedelje. Ukoliko se dobiju pozitivni rezultati imunoenzimskog testa,
potrebno je ponoviti isti test ili test drugog proizvodaca, a potom iz istog ili novog
uzorka uraditi potvrdni Western blot, koji je prvenstveno kvalitativni test, ali je
intenzitet boje na pojedinim trakama proporcionalan koncentraciji antitela, te moze da
se tumaci i semikvantitativno. Rezultati se izrazavaju kao negativni, pozitivni ili
neodredeni (engl.indeterminate). Western blot je zametan, skup i manje senzitivan test u
odnosu na EIA testove, ali pokazuje veéi stepen specifi¢nosti (34).

Kada se radi o direktnim testovima, pojedinacna detekcija p24 se koristi kao
dopunski test za otkrivanje infekcije kada je nedostupno merenje RNK i za dijagnostiku
infekcije kod novorodencadi (35), dok se najranija dijagnoza moze postaviti detekcijom
virusne RNK, koja se obi¢no meri primenom RT PCR (engl. Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction) ili testovima zasnovanim na hibridizaciji nukleinskih
kiselina (36).

Postoji manje od 5% HIV-1 inficiranih pacijenta koji uspevaju da odrze stabilan
broj CD4+ T limfocita u opsegu karakteristicnom za zdrave (450-1650 ¢elija/mL Krvi, u
zavisnosti od laboratorije) duzi period vremena, bez simptoma bolesti i razvoja
agresivnijih oblika HIV-a, iako nije primenjena antiretrovirusna terapija (37, 38, 39).
Pacijenti koji imaju takve karakteristike se oznacavaju kao LTNP (engl. long term non-

progressors). Medu ovim pacijentima moze da se izdvoji mala grupa (manje od 1% od
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ukupnog broja) tkz. HIV kontrolora u ¢ijem je organizmu replikacija virusa vrlo niska i

nivo virusa ispod granice detekcije komercijalnih testova koja danas iznosi manje od 50
HIV-1 RNK kopija/mL plazme (37, 39).

Tabela 1. Definicija glavnih populacija kontrolora kod HIV infekcije

HIV kontrolori LTNP
Nivo CD4+ ¢el/uL > 500 > 500
HIV RNK kopija/mL <50 <10 000
Antivirusna terapija ne ne
Godine bez AIDS-a meseci-godine >7-20

(Modifikovano iz: Poropatich K, Sullivan DJ Jr. Human immunodeficiency virus type 1

long-term non-progressors: the viral, genetic and immunological basis for disease non-

progression. J Gen Virol. 2011;92(Pt 2):247-68)

Kao moguéi uzrocnici spore progresije HIV infekcije izuCavani su virusni

faktori, kao 1 specificne genetske i imunoloske osobine domacina. Istrazivanja su

pokazala da mutacije razli¢itih proteina virusa kao $to su nef, env, vpr i vif mogu da

omoguce bolju kontrolu virusa, kao i da neke osobine gag i pol virusnih proteina uti¢u

na njegovu poremecenu replikaciju. Ipak, noviji podaci govore da je najveci broj

neprogresora zarazen oblikom virusa koji se normalno razmnozava, odnosno da su

karakteristike imunskog sistema i genetski faktori domacina najznacajniji faktori

neprogresivne infekcije (40, 41,42, 43).




Viremija kod tipi¢nih progresora
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Slika 4. Progresija bolesti kod HIV-1 inficiranih tipi¢nih progresora, LTNP pacijenata i
brzih progresora prema broju CD4+ T ¢elija i stepenu viremije (preuzeto iz: Poropatich
K, Sullivan DJ Jr. Human immunodeficiency virus type 1 long-term non-progressors:
the viral, genetic and immunological basis for disease non-progression. J Gen Virol.
2011;92(Pt 2):247-68)

Kada su u pitanju faktori domacina, pokazano je da na tok infekcije mozZe da
uti¢e genetski polimorfizam receptora za hemokine: CCR-5 koreceptora (alel
CCR5D32), CXCR6, CCR2 i CX3CR1, kao i liganada za ove receptore MIP-1a, MIP-
1B, CCL3L1, RANTES i SDF-1, ali su rezultati razli¢itih studija Cesto kontradiktorni
(43). Kao mogu¢i uzrok razli¢ite brzine napredovanja HIV infekcije proucavan je i
polimorfizam molekula HLA | klase, pri ¢emu su zastitnu ulogu pokazali neki B aleli,
posebno B*27, B*57 i B*58, kao i neki aleli HLA 11 klase (37, 38, 44, 45). Odrzavanje
odredenog stepena HIV-specificnog CD4+ T Ccelijskog odgovora, koji obezbeduje
pomo¢ CD8+ T limfocitima, moze da omoguéi dugotrajnu kontrolu replikacije HIV
virusa (46). Studije koje su istrazivale faktore koji uti¢u na broj CD4+ T limfocita, nasle
su znacajan efekat pola, etnickog porekla, starosti i nacina Zivota pacijenta (37). Veca
produkcija odredenih podgrupa CD4+ T ¢celija, kao $to su Th17 1 FOXP3+CD25+

Tregs, moze da uti¢e na progresiju bolesti (47). Osim toga, utvrdeno je na osnovu
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produkcije perforina i citokina da je funkcija CD8+ T ¢elija veéa kod pacijenata koji
uspevaju da kontrolisu infekciju, ali nije dovoljno jasno da li je ovo uzrok ili mozda
posledica uspesne kontrole HIV-a (25,48).

Postoje podaci da neki od ucesnika urodenog imuniteta, kao sto su NK ¢elije ili
toll-like receptori, mogu da uti¢u na tok HIV infekcije. Medutim, prema dosadasnjim
saznanjima ni jedan pojedinacni faktor nije u potpunosti protektivan (39, 44). Neke
studije su ukazale da kombinacija viSe faktora, kao $to su protektivni aleli HLA | klase i
specifi¢ni NK ¢elijski receptori mogu da omoguce duzu kontrolu infekcije (49).

U novijim radovima se kao faktor koji moze da doprinese sporijem razvoju HIV
infekcije pojavljuje polimorfizam endogenih antivirusnih agenasa. U ovu grupu spadaju
APOBEC36-citidin dezaminaza koja blokira HIV-1 integraciju i ¢ije je poveéano
stvaranje povezano sa sporijom progresijom, TRIM Sa koji deluje na replikaciju HIV
virusa, protein teterin koji moze da remeti oslobadanje HIV partikula, kao i SAM-HD1
koji remeti replikaciju HIV-1 u makrofagama (43, 49).

Nijedan od proucavanih faktora nije mogao da kod svih pacijenata objasni
razloge za vecu ili manju brzinu napredovanja HIV infekcije. Vecina istraZivaca se, ipak
slaze, da teza primarna infekcija uslovljava i brzu progresiju bolesti.

Jedan od funkcionalno znacajnih delova molekula gp120 HIV-1 je karboksilni
kraj druge konzervirane regije (C2) za koji su istrazivanja utvrdila da direktno ucestvuje
u vezivanju za CD4 receptor, kao i u dogadanjima koji slede, a omogucavaju ulazak
virusa u ¢eliju (32). Pokazano je da je ovaj deo molekula gp120 potreban za interakciju
sa receptorima za hemokine, koja se desava nakon interakcije sa CD4 molekulom i
omogucava aktivaciju transmembranskog glikoproteina gp4l (50). Karboksilni kraj
druge konzervirane regije bi mogao biti imunoloski vazan kada je u pitanju dugoro¢na
zaStita HIV-1 zaraZenih pacijenata. Naime, Neurath 1 sar. su utvrdili da su antitela koja
prepoznaju karboksilni kraj C2 regije gpl20 prevalentna kod asimptomatskih HIV
pozitivnih pacijenata u odnosu na one kod kojih je ve¢ doslo do razvoja AIDS-a (51).
Kasnija istraZivanja su potvrdila postojanje korelacije izmedu prisustva antitela
reaktivnin  sa  peptidom NTM, koji obuhvata aminokiseline (280-306
RSANFTDNAKTIIVQLNQSVEIN) iz C2 regije gp120 HIV-1 i progresije bolesti kod
HIV pozitivnih pacijenata (52).
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S obzirom da ovaj HIV-1 gp120 domen nije imunogen kod ¢oveka, smatra se da
su antitela koja se vezuju za njega deo urodenog imunskog odgovora (53). Pasivno
primenjena, antitela reaktivna sa peptidom NTM, mogu efikasno da odloze
napredovanje HIV infekcije (54). Moze da se pretpostavi da bi HIV-1 gpl20 C2
reaktivna antitela mogla da budu prognosticki biomarker za kontrolu progresije HIV
infekcije, koji bi se u obliku imunohemijskog testa mogao jednostavno i efikasno pratiti
1 u klini¢kim uslovima. Proteinski domen HIV-1 gp120 C2 koji je kao antigen koris¢en
u navedenim eksperimentima, peptid NTM, nalazi se u C-terminalnom delu, dugacak je
23 aminokiseline i nije pogodan za komercijalnu sintezu ni zbog svoje veli¢ine ni zbog
velikih hidrofobnih domena. Zato je veoma vazno odrediti strukturu sopstvenog
antigena, koji je obuhvaden ovim domenom i odgovaraju¢i oblik ovog antigena
pogodan za primenu u ELISA testu.

Kada se radi o pracenju i prognozi HIV infekcije danas se mogu koristiti neke od
metoda koje se koriste i za postavljanje dijagnoze. Jedna od moguénosti je primena
Western blot testa za detekciju prisustva pojedinacnih specifi¢nih antitela. Naime, u
toku serokonverzije prvo se razvijaju antitela na antigene virusnog omotaca i jezgra
(env i gag), a poslednja se stvaraju antitela na virusne enzime (pol). Kada dode do
napredovanja HIV infekcije i razvoja imunosupresije opada koncentracija antitela za
antigene virusnog jezgra, dok su kod razvijenog AIDS-a antitela nedetektibilna. Drugi
moguci nacin za prognozu HIV infekcije je odredivanje aviditeta specifi¢nih antitela na
antigene virusnog jezgra (p17 i p24) i na transmembranski glikoprotein (gp41). Posto su
antitela visokog aviditeta znaCajna za kontrolu virusne replikacije, rana pojava nisko
aviditetnih antitela za pl7 i p24 ukazuje na brzo napredovanje infekcije, dok se u
organizmu asimptomatskih pacijenta odrzavaju antitela visokog aviditeta iste
specificnosti. Merenje aviditeta antitela za gp41 moZe da se koristi za procenu starosti

HIV infekcije (55).

Za pracenje progresije HIV infekcije koriste se u velikoj meri direktni testovi.
Pokazano je da povecan titar virusa u plazmi ukazuje na klini¢ku progresiju, dok se
njegovo opadanje javlja kod uspesno primenjene terapije. Visoki nivoi HIV RNK se

javljaju u akutnoj fazi bolesti, kao i u kasnoj fazi kada se razvije AIDS (35).
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Kada se koristi u prognosticke svrhe HIV RNK se prati zajedno sa brojem CD4
limfocita. Visok pocetni nivo virusne RNK je u korelaciji sa brzim padom broja CD4
limfocita 1 brzom progresijom bolesti. Pokazano je da pacijenti koji odrzavaju nivo
RNK <10 000 kopija/mL u ranoj fazi infekcije nece progredirati u AIDS u toku sledec¢ih
pet godina (55).

Ogranicenja primene testova za analizu nukleinskih kiselina su: visoka cena,
potreba za sofisticiranom laboratorijskom opremom i tehnicka osposobljenost osoblja
(35). Zbog nedostataka ove metode jo§ uvek nisu dostupne u mnogim ekonomski

nerazvijenim zemljama u kojima je procenat inficiranih visok.

1.4 Virus hepatitisa C (HCV)

Virus hepatitisa C (HCV) je izaziva¢ oboljenja jetre. Klinicka slika HCV
infekcije je u pocetnoj fazi vrlo Cesto pracena blagim klinickim simptomima, mada su
zabelezeni slucajevi pacijenata sa zuticom, mucninom i slabo$¢u. Akutna infekcija
obi¢no prelazi u hroni¢nu sa blagim klinickim tokom, ali vodi ka razvoju hepatitisa i
odredenog stepena fibroze. U 15-20% slucajeva hepatitis dovodi do ciroze jetre, a
mogu¢ je razvoj hepatocelularnog karcinoma. Osim bolesti jetre, virus hepatitisa C

moze da izazove neke autoimunske bolesti i limfoproliferativna stanja (23, 56).

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije u 2011. godini virusom
hepatitisa C je bilo hroni¢no inficirano oko 150 miliona ljudi, a svake godine umre oko

350 000 ljudi kao posledica bolesti jetre izazvane ovim virusom (57).
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Slika 5. Prevalenca infekcije virusom hepatitisa C. (Preuzeto iz: Ip PP, Nijmanb HW,
Wilschut J, Daemen T. Therapeutic vaccination against chronic hepatitis C virus
infection. Antiviral Res. 2012;96(1):36-50, lzvor: The US Centers for Disease Control

and Prevention, Hepatitis C virus database project)

HCV virion se sastoji od linearnog molekula jednolancane, pozitivne RNK, koja
se nalazi u okviru kapsida okruzenog dvoslojnim lipidnim omota¢em za Koji su vezani
glikoproteini (58). RNK virusa kodira sintezu poliproteina od oko 3000 aminokiselina,
koji se uz pomo¢ enzima cepa na pojedinacne strukturne i nestrukturne proteine. U
strukturne proteine spadaju protein C (engl. core) i glikoproteini omota¢a E1 i E2.
Strukturni i nestrukturni proteini su razdvojeni kratkim membranskim peptidom p7 za
koji se smatra da je viroporin. Nestrukturni proteini NS2, NS3 i NS4A imaju funkcije
proteaza, NS3 helikaze, a NS5B RNK-zavisne RNK polimeraze. Funkcija proteina
NSS5A nije dovoljno poznata, ali se pretpostavlja da uestvuje u procesu replikacije
virusa (56,59).
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Slika 6. HCV poliprotein (preuzeto iz: Lauer GM, Walker BD. Hepatitis C
virus infection. N Engl J Med. 2001;345(1):41-52)

Moguéi receptori za HCV su CDS8I1, ,scavanger” receptor BI, adhezivni
molekuli DC-SIGN i L-SIGN i receptor za LDL cestice na hepatocitima i limfoidnim
¢elijama (mononukleari, B i T limfociti) (58). Ostecenje inficiranih hepatocita nastaje

pre svega citotoksi¢nim delovanjem T-limfocita.

U cilju postavljanja dijagnoze infekcije HCV-om koriste se dve vrste

dijagnostickih testova:
1. seroloski testovi kojima se detektuju antitela na hepatitis C virus (anti-HCV)

2. molekulski testovi kojima se moze vrsiti detekcija, merenje i karakterizacija
HCV RNK genoma

Seroloski testovi mogu da se podele na skrining testove za anti-HCV antitela kao
sto su EIA i CLIA (engl. Chemiluminescence Immuno Assay) i potvrdne testove kao
Sto je najceS¢e koriS¢en RIBA (engl. Recombinant Immunoblot Assay) test. Od
osamdesetih godina dvadesetog veka razvijene su tri generacije seroloskih testova u

cilju poboljsanja osetljivosti i specifi¢nosti. Trecom generacijom EIA testa, inace danas
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u upotrebi, detektuju se antitela na rekonfigurisane proteine virusa hepatitisa C: C, NS3
I NS4 kao i NS5A antigen Kkoji nije bio prisutan u prethodnoj generaciji testa (60).

RIBA testovi se Kkoriste u cilju potvrde pozitivnih rezultata enzimskih
imunotestova pri ¢emu mogu da se upotrebe isti uzorci seruma. Koriste se sli¢ni
rekombinantni antigeni i sintetski peptidi kao i u EIA testovima, ali u imunoblot
formatu, tako da se mogu identifikovati antitela na pojedinacne proteine. Rezultat testa
moze da bude pozitivan, ako se detektuju antitela na dva ili viSe antigena, neodreden ili
grani¢ni ako se detektuju antitela na jedan antigen, ili negativan. Upotreba ovih testova
se preporucuje pre svega za populaciju pacijenata sa niskim rizikom od HCV infekcije
kao §to su dobrovoljni davaoci krvi (56, 61). Dokaz postojanja anti-HCV antitela ne
moze da pokaze da li je u pitanju sadasnja ili ranija infekcija, ali ukazuje na potrebu za

daljim ispitivanjem (61).

Seroloski  testovi ~mogu dati lazno  negativnhe  rezultate  kod
imunokompromitovanih osoba kao $to su zarazeni HIV-om, pacijenati sa renalnom
insuficijencijom, kao 1 kod pacijenata sa esencijalnom mesovitom krioglobulinemijom
izazvanom HCV-om (56). Kvalitativni molekulski testovi se baziraju na RT-PCR
tehnici. Imaju limit detekcije od oko 50 IU/mL. Ovi testovi sluze za potvrdu postojanja
viremije i pracenje odgovora na terapiju (62). Pozitivni rezultati testa ukazuju na
aktivnu infekciju. Kvalitativne PCR testove bi trebalo Koristiti i kod pacijenata sa
suspektnom akutnom infekcijom kod kojih se dobijaju negativni rezultati EIA testova,
kod pacijenata koji imaju hepatitis nepoznatog uzroka, kao i kod onih sa poznatim

uzrocima lazno negativnih rezultata testiranja antitela.

Kvantitativni molekulski testovi, PCR ili bDNA (engl. branched DNA assay),

imaju znacaja za pracenje anti-HCV terapije (56).

VaZan nespecificni test za pracenje infekcije 1 efikasnosti terapije je merenje

aktivnosti alanin aminotransferaze (ALT) (56).

Infekcija virusom hepatitisa C se pretezno prenosi parenteralno, upotrebom
zagadenih igala i Spriceva, transfuzijom krvi i krvnih produkata, kontaktom sa krvlju i
sl. Posto kod znacajnog broja inficiranih ne moze da se dokaze ni jedan od pomenutih
nadina prenoSenja, ispituju se i drugi putevi, prvenstveno seksualni. Vertikalna

16



transmisija sa majke na plod, dokazana je u malom broju slu¢ajeva i zavisi od trenutka

infekcije majke, postojanja koinfekcija i drugo (23,56).

Do pocetka devedesetih godina 20. veka HCV se u znacajnoj meri prenosio
transfuzijom krvi. Uvodenjem skrininga na HCV tj. testiranjem krvi dobrovoljnih
davalaca EIA testovima, pre svega u ekonomski razvijenim delovima sveta, znacajno je
smanjen rizik od posttransfuzijskog hepatitisa C. S druge strane, doslo je do povecanja
incidence lazno pozitivnih rezultata testova. Naime, specifi¢nost EIA testova za HCV
treCe generacije iznosi preko 99% za populaciju sa visokom prevalencom infekcije, kao
Sto su oni sa klini¢kim pokazateljima oboljenja jetre (58). Medutim za populaciju sa
prevalencom HCV infekcije manjom od 10% kao S§to su dobrovoljni davaoci krvi,
zdravstveni radnici, vojna lica 1 drugi, nije obezbedena adekvatna prediktivna vrednost
za pozitivne rezultate. U ovoj populaciji nivo lazno pozitivnih rezultata dostize i 35%
(61). Razlog za ovakvu pojavu se nalazi i u ¢injenici da se u toku razvoja EIA testova za
ovu populaciju, tezilo se pre svega povecanju osetljivosti kako infekcija ne bi prosla
nedetektovana, a postizanju prihvatljivog nivoa specifi¢nosti (62). Ovakva situacija
zahteva da se u slu¢aja dobijanja pozitivnih rezultata EIA testovima izvode i dodatni
potvrdni testovi Sto povecava volumen krvi potreban za testiranje, produzava vreme i
troskove ispitivanja (63). Prema mnogim istrazivanjima prisustvo NS5A antigena u
EIA testovima tre¢e generacije je osnovni uzrok lazno pozitivnih rezultata u

populacijama sa niskom prevalencom HCV infekcije (64, 65, 66).

Pokazano je da 30% od 543 sintetska peptida poreklom iz razliitih regiona
virusa hepatitisa C razli¢itih genotipova, pokazuje reaktivnost sa proteinima iz seruma
zdravih davalaca krvi, S§to bi moglo da ukaZe na nespecificnu imunoreaktivnost
antigenskih epitopa HCV-a (67). Istrazivanje Kusalik i sar. je pokazalo visok stepen
homologije izmedu humanog i HCV proteoma (68). Takva saznanja su dovela do
ispitivanja potencijalnog uticaja molekulske mimikrije na autoimunske poremecaje
povezane sa infekcijom virusom hepatitisa C (69,70). Pokazano je takode da je velika
homologija izmedu virusnih i humanih proteina prepreka za razvoj protektivne HCV
vakcine (71).

Najveci broj inficiranih HIV-om ili HCV-om je iz nerazvijenih ili zemalja u

razvoju zbog Cega postoji velika potreba za jeftinim i1 jednostavnim dijagnostickim
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testovima kakav je ELISA test. Dijagnostika HIV 1 HCV infekcije ¢esto zahteva skupe i
u mnogim zemljama nedostupne molekularne tehnike. Otezavajué¢i faktor za razvoj
specificnih dijagnostickih i/ili prognostic¢kih testova za ove viruse je postojanje velike
slicnosti izmedu virusnih i humanih proteina. Za ispitivanje stepena podudarnosti
izmedu proteina mogu da se koriste podaci iz javnih baza podataka, koje sadrze genske
1 proteinske sekvence coveka, mikroorganizama i drugih organizama. Analiza se moZze
vrsiti razli¢itim bioinformatickim alatima za predvidanje funkcije 1 funkcionalno

znacCajnih domena.

1.5 Specificne interakcije u bioloskim sistemima:

bioinformaticki pristupi

Bioinformatika podrazumeva primenu informacionih tehnologija u obradi i
analizi bioloskih podataka. NajceS¢e se koristi za obradu velikog broja rezultata
dobijenih primenom novih metoda za proucavanje genoma i proteoma (72). Projekat
humanog genoma je bio najveci pokreta¢ za razvoj mnogih bioinformatickih metoda, ali
osim genoma Coveka vrsi Se sekvencioniranje genoma drugih bioloskih vrsta. Prvi
sekvencirani genomi su bili virusni i bakterijski. Tako je genom virusa Haemophilus
influenze Rd bio prvi genom slobodnog Zivog organizma koji se nasao u javnoj bazi
podataka (73). Poznavanje genomske sekvence ne zna¢i mnogo bez primene
komparativne analize za koju je neophodno imati pristup javnim bazama podataka. Cilj
svake bioinformati¢ke analize je dolazenje do odgovora na neko biolosko ili
biohemijsko pitanje. Moze da bude u pitanju razumevanje veze genotipa i fenotipa kada
su u pitanju razlicita oboljenja, strukture i funkcije proteina ili razumevanje slozenih

bioloskih mreza.

Za dizajniranje specificnih antigena za imunohemijska ispitivanja kljucno je
razumevanje procesa prepoznavanja izmedu antigena i antitela. Uspesno prepoznavanje
ovih molekula zavisi prvenstveno od njihove strukturne komplementarnosti. lako se zna
da su interakcije kratkog dometa klju¢ne za prepoznavanje dva molekula, dugodosezne
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interakcije su podjednako vazne. Prema konceptu kvantne hemije o dalekoseznim
interakcijama, pretpostavljeno je da se specificna interakcija molekula desava usled
koherentne ekscitacije nelinearnih spregnutih dipola, kao $to su biomolekuli, koja
propagira kroz polarni medijum dovode¢i do pojave frekventno-selektivnih privla¢nih
sila. Prema Frulihu ovakva pojava omogucava komunikaciju proteina i dovodi do
povecanog broja produktivnih sudara. Kratko i dugodosezne karakteristike proteina
(antitela i antigena) determinisane su proteinskom sekvencom. U primarnoj strukturi
proteina su kodirane informacije o funkciji, bioloSkoj aktivnosti i vi§im nivoima
organizacije proteina. Bioinformaticke metode za analizu odnosa strukture i funkcije na
osnovu sekvence zasnivaju se na uporedivanju, odnosno poravnavanju hemijskih
struktura ili distribucije fizicko-hemijskih osobina bioloskih polimera (74,75,76).
Identifikacija najvaznijih karakteristika sekvenci virusnih antigena, koji se Kkoriste za
prognozu i dijagnozu je kljucni korak u definisanju specificnosti. Racunarska pretraga
baza humanih autoantigena i ko-infektatanata omoguciée identifikaciju potencijalnih

nespecifi¢nih interakcija i diskriminaciju nezeljenih mimikrija.
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2. Ciljevi istrazivanja

1. kompjuterskim metodama za analizu odnosa strukture i funkcije proteina
definisati peptidni antigen za ELISA test pogodan za detekciju antitela reaktivnih sa
HIV-1 gpl20 C2 NTM polipeptidom koja koreliraju sa neprogresivnom HIV-1

infekcijom;

2. eksperimentalno utvrditi da li je dizajnirani peptidni antigen slican sa
humanim antigenom, odnosno da li se u ELISA testu za njega vezuju IgM antitela iz

seruma novorodenih beba;

3. eksperimentalno ispitati efikasnost dizajniranog antigena u ELISA testu

sa serumima HIV-1 LTNP i odgovarajuéih kontrola;

4, sakupiti podatake o sekvencama sopstvenih antigena ¢oveka potvrdenih
u eksperimentima i objavljenim u nauc¢noj literaturi, kao i utvrditi specifi¢nosti i bitne

zajednicCke karakteristike do sada poznatih sopstvenih antigena;

5. ispitati informacione i strukturne slicnosti HCV NS5A antigena i
sopstvenih antigena ¢oveka da bi se utvrilo da li su one uzrok visokog nespecificnog

vezivanja za HCV NS5A u ELISA skrining testovima u transfuziologiji;

6. ispitati informacione i strukturne sli¢nosti HCV NS3, NS4 i core sa
humanim antigenima da bi se utvrdilo eventualno postojanje izrazito slicnih domena
koji mogu da uzrokuju lazno pozitivne i ,,neodredene” rezultate u anti-HCV ELISA

skrining testovima u transfuziologiji.
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3. Materijali i metode

3.1 Ispitanici i uzorci

Analizirani su serumi sedam LTNP pacijenata koji su inficirani virusom HIV-1
podtip B duze od 15 godina sa nivoom HIV RNK manjim od 10 000 kopija/mL i sa vise
od 500 CD4+ T limfocita/uL bez primene bilo kakve anti-retrovirusne terapije.
Kontrolna grupa su bila ¢etiri LTNP pacijenata stabilnog broja od preko 400 CD4+
limfocita/pL, ali sa nivoom HIV RNK ve¢im od 10 000 kopija/mL i identifikovanim
nekim od poznatih faktora virusa ili domacina koji doprinose sporoj progresiji bolesti, i
pet pacijenata sa uobiCajenom brzinom progresije infekcije, istog nivoa CD4+ celija i
niskog titra virusa u plazmi. Svi LTNP pacijenti su imali uobicajen tip CC-hemokinskog
receptora 5 (CCRS5). Pre analize virus je toplotno inaktiviran. Kao negativnu kontrolu
smo Koristili tri uzorka HIV negativnih osoba. Uzorci HIV pozitivnih pacijenata i HIV
negativnih kontrola su bili iz Instituta za biomedicinska istrazivanja ,,Georg-Speyer-

Haus” u Frankfurtu, Nemacka.

ELISA testom su testirani ostaci seruma posle uradenih rutinskih biohemijskih
analiza, devetoro preterminske i devetoro terminske novorodencadi starosti do sedam
dana lecenih u Institutu za neonatologiju u Beogradu. Preterminska novorodencad su
rodena izmedu 27 i 34 nedelje gestacije, telesne tezine od 950-2200g. Terminska
novorodencad, rodena posle 37. gestacione nedelje, bila su telesne teZine vece od 2500g
i bez znakova RDS-a. Serumi su odvajani odmah nakon centrifugiranja i ¢uvani na -
20°C do izvodenja analiza. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog odbora Instituta

za neonatologiju.

Istrazivanje je planirano i1 sprovedeno prema etickim principima u skladu sa
Deklaracijom iz Helsinkija, a na osnovu odobrenja Etickog komiteta za klinicka

ispitivanja Farmaceutskog fakulteta.
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3.2 Sekvence

Sekvence HCV peptida su preuzete iz baze podataka Uni-ProtKB/Swiss-Prot i

iz dokumentacije proizvodata za transfuzioloske skrining testove ORTHO HCV

Version 3.0 ELISA Test System, Abbott Version 3.0. Sekvence humanih sopstvenih

antigena su preuzete iz baze podataka Uni-ProtKB/Swiss-Prot (77).

Tabela 2. Sekvence HCV peptida genotipa 1a (izolata 1)

Peptid UniProtKB/Swiss-Prot oznaka Sekvenca

HCV C P26664, Genome polyprotein, Hepatitis virus | AA #2-191

(core) genotype 1a (isolate 1)

NS3 P26664, Genome polyprotein, Hepatitis virus | AA # 1027-1657
genotype 1a (isolate 1)

NS4A P26664, Genome polyprotein, Hepatitis virus | AA # 1658-1711
genotype 1a (isolate 1)

NS4B P26664, Genome polyprotein, Hepatitis virus | AA #1712-1972
genotype 1a (isolate 1)

NS5A P26664, Genome polyprotein, Hepatitis virus | AA # 1973-2420

genotype 1a (isolate 1)
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3.3 Bioinformaticka analiza

3.3.1 Metoda informacioniih spektara (ISM)

Bioloska funkcija i struktura proteina je odredena redosledom aminokiselina,
odnosno proteinskom sekvencom. Metode za analizu odnosa strukture i funkcije na

osnovu sekvence zasnivaju se na uporedivanju, odnosno poravnavanju:

1. simboli¢ke reprezentacije sekvenci, odnosno niza simbola koji predstavljaju

njihovu primarnu strukturu i
2. parametarskih reprezentacija.

Za predstavljanje aminokiselina koriste se fizicki, hemijski, statisticki i drugi
parametri (78). Metod informacionih spektara (engl. Informational spectrum method,
(ISM)) (79) spada u drugu grupu metoda za analizu sekvenci.

Postoji  Siroko zastupljeno misSljenje da je medusobno prepoznavanje
biomolekula zasnovano na povrSinskoj komplementarnosti izmedu njih. Ovo shvatanje
je zasnovano na dve fundamentalne hipoteze. Prema modelu interakcije ,,kljuc¢-i-brava”,
koju je predlozio Emil FiSer, mesta vezivanja proteina strukturno su medusobno
komplementarna i slazu se kao klju¢ sa bravom ili ruka sa rukavicom. Daniel Kosland
je predlozio fleksibilniji model ,,indukovanog slaganja” za biolosku interakciju, koji se
zasniva na ¢injenici da je moguca slobodna rotacija oko pojedinacne kovalentne veze
(80). Prema ovom modelu aktivno mesto enzima ima sve potrebne elemente za
pozicioniranje supstrata, ali nije potpuno formirano. Interakcijom supstrata sa enzimom
indukuje se konformaciona promena u enzimu, koja dovodi do repozicioniranja
aminokiselina i formiranja aktivnog mesta. Promena enzima moze naknadno da dovede
do promene u supstratu, odnosno do ,naprezanja” ili ,istezanja” supstrata, S$to

uslovljava jos$ bolje slaganje izmedu supstrata i mesta za vezivanje na enzimu (81).
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Smatra se da se hemijska reakcija odigrava kada se Cestice reaktanata (atomi,
molekuli, joni) slu¢ajno sudare usled termi¢kog kretanja (Braunovo kretanje). Tada
dolazi do interakcija koje raskidaju postojece i/ili uspostavljanja nove veze izmedu
Cestica (82). Da bi doslo do ispoljavanja slabih nekovalentnih sila privlacenja, kao §to
su van der Valsove sile, vodoni¢ne veze ili jonske interakcije, potrebnih za
prepoznavanje i vezivanje, reagujuc¢i biomolekuli treba da se nadu na bliskom rastojanju
od priblizno 2A i odgovarajuéi atomi treba da budu korektno orijentisani. Medutim,
ovakvo shvatanje hemijskih reakcija ne mozZe u potpunosti da objasni niz brzih i veoma
tanih procesa koji se odvijaju u ¢eliji kao Sto su: replikacija, transkripcija, selektivna
interakcija enzim-supstrat itd. Zato se pojavilo nekoliko modela koji teze da objasne

realne biohemijske procese (76).

Model fizi¢ko-hemijskih procesa u bioloskim sistemima, koji je predlozio Frulih
(83) i na osnovu koga bi se prevazisao raskorak izmedu izraCunatih i realnih brzina

hemijskih reakcija, zasniva se na slede¢im zaklju¢cima:

(1) biopolimeri, proteini, DNK i RNK, bi trebalo da imaju metastabilno

ekscitirano stanje sa vrlo velikim dipolnim momentom
(2) proteini, DNK i RNK vibriraju na frekvencijama bliskim 10 Hz.

Pod ovim uslovima ekscitacija polarnog stanja makromolekula dovodi do
razbijanja elektricne simetrije 1 kroz porast internog elektricnog polja omogucava
njegovu dalekoseznu specifiénu privlacnu interakciju sa drugim molekulom.
KoriS¢enjem Ramanovog efekta i1 koherentnih milimetarskih talasa doSlo se do
eksperimentalnih dokaza o postojanju periodi¢nih vibracija proteina u oblasti 10*-10%
Hz. Medusobna interakcija polarnih bioloSkih makromolekula, koja je zasnovana na
takvim vibracijama, dovodi do pojave frekventno-selektivnih dalekoseznih sila. Ovakve
sile su efikasne na rastojanjima ve¢im od linearne dimenzije molekula koji stupaju u
interakciju. Slaganje frekvenci izmedu bioloskih makromolekula dozvoljava njihovu
selektivnu  komunikaciju na velikim distancama, S§to omogucéava ubrzavanje
biohemijskih procesa 1 porast produktivnih sudara u poredenju sa slucajnim susretima

molekula. Na osnovu ovih razmatranja moze da se zakljuci da je za efikasnu interakciju
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bioloskih makromolekula neophodna kompatibilnost frekvenci dalekoseznih sila kao i

strukturna komplementarnost (74,75,76).

Kada su u pitanju proteini, pretpostavlja se da je izvor elektricnih oscilacija
vremenski zavisna polarizacija proteinskih bocnih grupa indukovana kretanjem
valentnih elektrona u konstantnom delu makromolekula (84). Ovo stanoviSte nas
upucuje na to da su karakteristike oscilovanja proteina odredene primarnom strukturom

proteina tj. rasporedom i osobinama aminokiselina koje grade molekul proteina.

S obzirom da su dalekosezne sile izmedu biomolekula vazne za odigravanje
biohemijskih procesa, trebalo bi ih analizirati prilikom ispitivanja interakcija protein-
protein i protein-DNK. Fizi¢ki parametar, koji opisuje dalekosezna svojstva
aminokiselina je potencijal elektron-jon interakcije (PEJI). PEJI vrednost se za organske
molekule izra¢unava na osnovu jednaline dobijene iz opSteg modela za
pseudopotencijal (85) i date su u Tabeli 3. Jedinica za izrazavanje vrednosti PEJI je
Rydbergs (Ry).
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Tabela 3. Vrednosti potencijala elektron-jon interakcije za aminokiseline (74)

Aminokiseline  Simbol PEJI (Ry) Aminokiseline Simbol PEJI (Ry)

Leucin Leu, L 0,0000 Tirozin Tyr, Y 0,0516
Izoleucin lle, | 0,0000 Triptofan Trp, W 0,0548
Asparagin Asn, N 0,0036 Glutamin Gln, Q 0,0761
Glicin Gly, G 0,0050 Metionin Met, M 0,0823
Glutaminska kis. Glu, E 0,0058 Serin Ser, S 0,0829
Valin Val, V 0,0057 Cistein Cis, C 0,0829
Prolin Pro, P 0,0198 Treonin Thr, T 0,0941
Histidin His, H 0,0242 Fenilalanin Phe, F 0,0946
Lizin Lys, K 0,0371 Arginin Arg, R 0,0959
Alanin Ala, A 0,0373 @sparaginska Asp, D 0,1263
is.

Za analizu proteinskih sekvenci ISM-om kori$¢eni su racunarski programi
razvijeni u Centru za multidisciplinarne studije i inZenjering, Instituta za nuklearne

nauke, Vinca. Algoritam metode informacionih spektara dat je na Slici 7.
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Algoritam metode informacionih spektara

INFORMACIONI

SEKVENCA PARAMETARSKA

PREZENTACIJA SPEKTAR

0.082260 0.005800 0.005800 3.04
0.019790 0.076060 0.082920 25]
0.126300 0.019790 0.082920
0.005690 0.005800 0.019790
0.019790 0.000000 0.082920
0.076060 0.005800 0.094080
0.094600 0.082920 0.126300
0.000000 ...

Amplituda
o

0.0 0.1 02 03 0.4
Frekvenca

Slika 7. Procedura ISM. Prva faza podrazumeva transformaciju sekvence aminokiselina,
simboli¢no predstavljene u obliku alfabetskog niza, u numericku sekvencu. Taj
postupak podrazumeva predstavljanje svake rezidue u sekvenci vrednoS¢u hemijskog
deskriptora, potencijala elektron-jon interakcije (PEJI), koji odgovara prose¢nom
energetskom stanju svih valentnih elektrona u odredenoj aminokiselini. U drugoj fazi se
numericka sekvenca transformise u virtuelni domen frekvenci da bi se kreirao ISM

spektar koris¢enjem diskretne Fourier-ove transformacije.

Istrazivanja su pokazala da parovi proteina, koji stupaju u interakcije, kao §to su
receptor 1 ligand ili antigen 1 antitelo imaju zajednicku istu karakteristicnu frekvencu
(74,86). Da bi se identifikovale frekvence u informacionom spektru molekula vazne za
bioloSku funkciju ili interakciju sa drugim molekulima, za viSe funkcionalno slicnih
proteina odreduje se kros-spektralna funkcija (KS). Vrhovi u kros-spektralnoj funkciji

definiSu znacajne zajedniCke karakteristike analiziranih nizova. Za procenu sli¢nosti
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vrhova u kros-spektralnoj funkciji, koristi se vrednost odnosa signal/Sum-S/S (engl.
signal/noise-S/N), koji predstavlja odnos intenziteta posmatranog signala i aritmeticke
srednje vrednosti intenziteta signala preostalog dela spektra. Ako se za grupu proteina
razli¢ite primarne strukture, izraCunavanjem kros-spektralne funkcije nade znacajan vrh,
znaci da analizirane sekvence imaju zajednicku karakteristicnu frekvencu. Tada se moze
zakljuciti da njihove primarne strukture kodiraju istu informaciju (75). Osim toga,

pokazano je da:

[1] grupa sekvenci sa istom bioloskom funkcijom ima samo jednu

karakteristi¢nu frekvencu;
[2] karakteristi¢ne sekvence su razli¢ite za razlicite bioloske funkcije;

[3] ne postoji znacajan vrh u konsenzus informacionom spektru za sekvence

koje nisu u nekoj bioloskoj vezi.

Kada se metodom informacionih spektara utvrdi koja je karakteristicna
frekvenca povezana sa odredenom bioloskom funkcijom, koriS¢enjem inverznog
pristupa u odnosu na opisani, moguce je predvideti sekvence aminokiselina koje u
najvec¢oj meri odreduju datu frekvencu i verovatno su vazne za datu funkciju. U ove
svrhe duZina numericke sekvence se definiSe rezolucijom, kojom se postize da razliciti
vrhovi budu dovoljno razdvojeni i Zeljenom duzinom peptida (87). Na taj nacin ISM

moze da se Koristi i za dizajniranje peptidomimetika.
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Slika 8. Kros-spektralna analiza proteina fraktalina i njegovog specifiénog receptora.
Nakon dobijanja IS dva analizirana proteina odreduje se kros-spektralna funkcija ovih
proteina. Dominantni pik na F(0,0371) oznacava zajednicku frekvencu za obe sekvence.
Za oba spektra na apcisi su predstavljene frekvence dobijene Fourier-ovom
transformacijom sekvence vrednosti PEJI $to odgovara sekvenci aminokiselina. Na
ordinati su predstavljene vrednosti odnosa signal/sum-S/S (engl. signal/noise-S/N) koje
odgovaraju svakoj frekventnoj komponenti u spektru. (Preuzeto iz: Stojkovi¢ L, Djuri¢
T, Stankovi¢ A, Dinci¢ E, Stanci¢ O, Veljkovi¢ N, Alavanti¢c D, Zivkovi¢ M. The
association of V2491 and T280M fractalkine receptor haplotypes with disease course of
multiple sclerosis. J Neuroimmunol. 2012 Apr;245(1-2):87-92)

3.3.2 Poravnavanje sekvenci

Lokalno poravnavanje sekvenci izvrSeno je programom BLAST (88), kao i

primenom Dbioinformatickog alata EMBOSS Water (89). Globalno poravnavanje
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sekvenci izvrSeno je programom CLUSTALW (90). Klasterizacija GO sopstvenih

humanih autoantigena je izvrSena pomocu programa DAVID (91).

3.4 Laboratorijske metode

3.4.1 Protokol in house ELISA testa za HIV-1 inficirane pacijente

Oblaganje

Peptid (NTMs),-SOC, je rastvoren u puferu za oblaganje da bi se dobila
koncentracija 0,005 g/L. Polistirenske mikrotitarske plo¢e (Grenier Bio One 96 polja, sa
ravnim dnom) su inkubirane preko no¢i na 4°C sa 100 pL rastvora peptida. Nakon toga

su isprane Sest puta sa 0,05% Tween-om u fosfathom puferu.
Blokiranje

Blokiranje nezasi¢enih mesta na plo¢i je vrSeno sa 200 pL 5% BSA u fosfathom
puferu u toku dva sata na sobnoj temperaturi. PloCa je isprana Sest puta sa 0,05%

Tween-om u fosfatnom puferu.
Dodavanje seruma

Uzorci su razblazeni u odnosu 1:100 u 5% BSA u fosfatnom puferu. Dodato je
100 pL razblazenog seruma po bazencicu. Inkubiranje je trajalo 4 sata na sobnoj
temperaturi, a zatim je uradeno ispiranje Sest puta sa 0,05% Tween-om u fosfatnom

puferu.
Reakcija detekcionih antitela

Peroksidazom konjugovana kozja anti-humana IgG antitela specificna za Fc
fragment (Sigma A0170), razblaZzena u odnosu 1:2500 u 5% BSA u fosfatnom puferu,
dodata su u zapremini od 100 uL po otvoru. Inkubiranje je trajalo 30 minuta na sobnoj
temperaturi, a zatim je uradeno ispiranje Sest puta sa 0,05% Tween-om u fosfatnom

puferu.
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Razvijanje boje

Za enzim peroksidazu kojom su bila obelezena detekciona antitela kao supstrat
je koris¢en OPD (o-fenilendiamin dihidrohlorid, tablete, Sigma) u fosfatno-citratnom
puferu. Neposredno pre upotrebe je rastvarana jedna tableta OPD-a u 35 mL pufera

(Img/mL). Nakon toga je dodavano 50 pL rastvora 30% vodonik-peroksida.

Reakcija je zaustavljana nakon 15 minuta kori§¢enjem 100 puL 0,5 M sumporne

kiseline. Apsorbanca je merena na ELISA ¢ita¢u na 492/620 nm.

3.4.2 Protokol in house ELISA testa za novorodencad

Oblaganje

Peptid (NTMs),-SOC, je rastvoren u puferu za oblaganje da bi se dobila
koncentracija 0,0125 g/L. Polistirenske mikrotitarske plo¢e (SARSTEDT 96 polja, sa
ravnim dnom) su inkubirane preko no¢i na 4°C sa 100 pL rastvora peptida. Nakon toga

su isprane Sest puta sa 0,05% Tween-om u fosfatnom puferu.
Blokiranje

Blokiranje nezasi¢enih mesta na plo¢i je vrSeno sa 200 uL 5% BSA u fosfathom
puferu u toku dva sata na sobnoj temperaturi. Ploca je isprana Sest puta sa 0,05%

Tween-om u fosfatnom puferu.
Dodavanje seruma

Uzorci su razblazeni u odnosu 1:200 u 5% BSA u fosfatnom puferu. Dodato je
100 pL razblazenog seruma po otvoru. Inkubiranje je trajalo 4 sata na sobnoj
temperaturi, a zatim je uradeno ispiranje Sest puta sa 0,05% Tween-om u fosfatnom

puferu.
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Reakcija detekcionih antitela

Alkalnom fosfatazom konjugovana kozja anti-humana IgM antitela specifi¢na za
Fc fragment (Sigma A9794), razblazena u odnosu 1:50 u 5% BSA u fosfathom puferu,
dodata su u zapremini od 100 pL po otvoru. Inkubiranje je trajalo 30 minuta na sobnoj
temperaturi, a zatim je uradeno ispiranje Sest puta sa 0,05% Tween-om u fosfatnom

puferu.
Razvijanje boje

Kao supstrat za enzim alkalnu fosfatazu kojom su bila obelezena sekundarna
antitela koriS¢en je p-nitrofenil fosfat (50 mmol/L, EliTech) u DEA (smesa
dietanolamin pufera 1,25 mol/L, pH 10,2 i magnezijum hlorida 0,625 mmol/L,
EliTech). Neposredno pre kori$¢enja je rastvaran p-nitrofenil fosfat u odnosu 1:10 u

DEA puferu. Za jednu plocu je rastvaran 1 mL p-nitrofenil fosfat-a u 9 mL DEA.

Reakcija je zaustavljena posle 15 minuta dodavanjem po 100 uL 3 M natrijum-

hidroksida u svaki otvor. Apsorbanca je merena na ELISA ¢itacu na 405/620 nm.

Kao kontrolu smo Koristili antigen iz testa Serion ELISA classic

Cytomegalovirus (Institute Virion/Serion GmbH).

3.4.3 Reagensi

Bikarbonatni pufer (pufer za oblaganje)-pH 9,6

natrijum karbonat, Na,CO3x10H,0 28,6 g
natrijum hidrogenkarbonat, NaHCO3 8,40
destilovana voda H,O do 1000 mL
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Fosfatni pufer-pH 7,4

primarni kalijum hidrogenfosfat, KH,PO, 0,29
sekundarni natrijum hidrogenfosfat, Na,HPO4x2H,0 159
natrijum hlorid, NaCl 8,040
kalijum hlorid, KCI 0,29
destilovana voda H,O do 1000 mL

Puferi su sterilisani na 110° C i do upotrebe ¢uvani na +4°C.

Fosfatno-citratni pufer

Fosfatno-citratni pufer je dobijan rastvaranjem jedne tablete pufera (Sigma) u

100 mL destilovane vode.

Rastvor govedeg serumskog albumina (engl. Bovine Serum Albumin-BSA) u

fosfatnom puferu

Pravljen je 5% BSA (Bovine Serum Albumin fraction V- SERVA 11930 pH

7,0) u fosfatnom puferu. Rastvor je cuvan na 4°C do upotrebe.

DeterdZentski rastvor 0.05% Tween u fosfatnom puferu

0,5 mL Tween-a 20 je rastvarano u 1 L fosfatnog pufera.
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3.4.4 Peptid za oblaganje ploce

Prilikom oblaganja plo¢e, mnogi peptidi ¢e se direktno vezati za mikrotitarsku
plo¢u bez modifikacija. S druge strane, mali molekuli koji sadrze manje od 20
aminokiselina, zahtevaju konjugaciju za irelevantni noseci protein da bi se bolje vezali
za Cvrstu fazu. Kao noseci proteini mogu da se koriste govedi, misji ili ze€iji serumski
albumin, ovalbumin i dr. Nedostaci ovih nosaca su izmedu ostalog i to §to mogu da
dovedu do promene bioloskih osobina peptidnog epitopa i izazovu promenu aktivne
konformacije. Zato se sve ¢eS¢e koriste sintetski nosaci. Ovi nosaci su Cesto gradeni od
veceg broja rezidua lizina tako da za njih moZe da se veze viSe kopija peptidnog
antigena. Konjugacija peptida za ovakve nosaCe treba da spre¢i konformacione
restrikcije 1 sterne smetnje i tako omoguci optimalno prepoznavanje epitopa od strane
antitela. Antigeni zadrzavaju svoju prirodnu ,,aktivnu” konformaciju bez interakcije sa

drugim molekulima antigena ili nosaca (92, 93, 94)

U naSim eksperimentima je kao peptidni nosa¢ koriS¢en sekvencijelni
oligopeptidni nosac¢-SOC, (engl. Sequential Oligopeptide Carrier) koji je graden od

ponavljajuéeg segmenta lizin-o-aminoizobuterna kiselina-glicin.

Ac-K-A1b-G-K-Aib-G-K-Ai1b-G-K-A1b-G-K-A1b-G-K-Ai1b-G-K-A1b-G

Slika 9. llustracija sekvencijelnog oligopeptidnog nosaca (engl. SOC,) i za njega

vezanog antigena (preuzeto iz: Sakarellos-Daitsiotis et al. Methods, 1999)
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Za potrebe izvodenja nasih eksperimenata manuelno je vrSena sinteza konjugata
(NTMs)4-SOC,4  (sintetisan na Hemijskom fakultetu, Univerzitet u Janjini, Grcka).
Raden je postupak viSestepene sinteze peptida na ¢vrstoj fazi uz koris¢enje BOC-Gly-
OCH,-Pam smole (1g, kapacitet 0,25 mmol/g). Oligopeptidi nosa¢ (SOC,4) sacinjen od
ponavljajuc¢eg niza Lys-Aib-Gly, koris¢en je da prikaze analizirani peptid. Procedura
sinteze zapoCinje tako $§to se korak po korak kupluju zasti¢ene rezidue (Boc/Bzl) na
SOC4 nosa¢ na smoli. Lizin se uvodi u obliku Boc-Lys(Fmoc)-OH. Posle uklanjanja
Fmoc protektivne grupe sa g-amino grupe lizina uz pomo¢ 20% piperidina u
dimetilformamidu, sinteza epitopa FTDNAKTTI je vrSena simultanim vezivanjem svake
rezidue u Cetiri kopije. Treonin je uvoden kao Boc-Thr(Bzl)-OH, lizin kao Boc-Lzs(2,6-
Di-Cl-Bzl)-OH i asparaginska kiselina kao Boc-Asp(Obzl)-OH. Peptid je odvojen od
smole kori$é¢enjem te¢nog HF u prisustvu fenola i anizola u toku 30 minuta na -8°C i
1,5 h na 0°C i ekstrahovan sa 2 M sir¢etnom kiselinom. Tako dobijen peptid je
precis¢en koris¢enjem reverzno fazne HPLC (engl. high pressure liquid
chromatography) tehnike na Supelco Discovery Cig semipreparativnoj koloni (25 cm x
10 mm, 5 pm). Eluent A je bila 0,1% trifluorosiréetna kiselina u vodi, eluent B je bila
0,1% trifluorosiréetna kiselina u acetonitrilu i linearni gradijent je bio 20% do 40%
acetonitrila u 0,1% trifluorosiréetnoj kiselini pri protoku brzine od 4,7 mL/min u toku
30 minuta i detekcija je radena na A=214 nm. Precis¢eni peptid je potvrden pomocu
analiticke reverzno fazne HPLC metode (tg=13,2 min) i ESI-MS (M+H"
izraCunat/naden 4705,35/4705,65). Karakterizacija strukture je izvrSena pomocu

nuklearne magnetne rezonance i molekulskog modelovanja.

Peptidi su ¢uvani na -20°C, bez obzira da li su u ¢vrstom stanju ili u rastvoru.
Rastvori koncentracije 1 mg peptida/mL H;O su pravljeni u malim porcijama i
izbegavano je Cesto odmrzavanje i zamrzavanje. Na ovaj nacin se izbegava nezeljena

oksidacija peptida.
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3.5 Statisticka analiza

Znacajnost razlike vrednosti apsorbance dobijenih u eksperimentalnom radu u
ELISA testovima izraCunati su koriS¢enjem Studentovog t-testa, pos$to su veli¢ine
uzoraka bile relativno male. Upotrebljen je heteroskedasticki t-test s obzirom da se

radilo o grupama sa raspodelom podataka sa nejednakim varijansama.
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4. Rezultati

4.1 Analiza humanih sopstvenih antigena

Visok stepen specificnosti ELISA testa poc¢iva na izboru antigena koji vezuje
samo antitela od interesa. Pored koinfekcije sa drugim patogenima, nespecifi¢ne
reakcije mogu poticati od interakcije antigena u ELISA testu sa prirodnim
autoantitelima, koja su deo imunskog sistema svake osobe i funkcionalno su reaktivna
sa sopstvenim antigenima. Da bi se napravio optimalan izbor specifi¢nog antigena,
potrebno je poznavati sopstvene antigene domacina, odnosno generalno antigene sa
kojim su autoantitela ukrSteno reaktivna. Prirodna autoantitela su deo imunskog
repertoara svih ki¢menjaka. Ona se vezuju za evolutivno konzervirane antigene koji
mogu postojati i na patogenim organizmima i zato su vazna za inicijalnu odbranu od

Stetnih mikroorganizama. Sopstveni antigenski repertoar ¢oveka je genetski odreden.

4.1.1 Podaci o sekvencama humanih sopstvenih antigena

U okviru ove studije smo na osnovu podataka objavljenih u nau¢noj literaturi
napravili kompilaciju podataka, koja sadrzi sekvence sopstvenih antigena ¢oveka. Iz ove
kompilacije sekvenci (Tabela 4) se bioinformatickim alatima mogu ekstrahovati

informacije o specificnim i nespecifi¢énim antigenima za klini¢ku dijagnostiku.
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Tabela 4. Podaci o sekvencama humanih sopstvenih antigena

Opis proteina (Sw?sg;’jro 1) Reference
Alfa-2-makroglobulin prekursor P01023 12
Acetilholinesteraza prekursor P22303 12
Serumski albumin prekursor P02768 12
Fruktoza-bifosfat aldolaza A P04075 12
Fruktoza-bifosfat aldolaza B P05062 12
Fruktoza- bifosfat aldolaza C P09972 12
Amiloid beta A4 protein P05067 12
Anjon izmenjivacki protein 3 P48751 95
Atrijalni natriureti¢ni faktor prekursor P01160 12
Natr_iuretiéni pe.ptid . B prelfursor. (Sadrzi: Gama-mozdani natriureti¢ni P16860 12
peptid; Mozdani natriureti¢ni peptid 32)

Aneksin A10 QoUJ72 12
Aneksin Al11 P50995 12
Aneksin A13 P27216 12
Aneksin Al P04083 12
Aneksin A2 P07355 12
Aneksin A3 P11229 12
Aneksin A4 P09525 12
Aneksin A5 P08758 12
Aneksin A6 P08133 12
Aneksin A7 P20073 12
Aneksin A8 P13928 12
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Aneksin A9 076027 12
ATP sintaza subjedinica alfa, mitohondrijalna P25705 96
ATP sintaza subjedinica beta, mitohondrijalna P06576 96
Beta-2-glikoprotein 1 prekursor P02749 12
E’e3t)a-2—mikroglobulin prekursor (Sadrzi: Beta-2-mikroglobulin formu pl P61769 12
Komplement C1q subkomponenta subjedinica A prekursor P02745 12
Komplement C1q subkomponenta subjedinica B prekursor P02746 12
Komplement C1q subkomponenta subjedinica C prekursor P02747 12
Kalcitonin prekursor (Sadrzi: Kalcitonin; Katakalcin) P01258 12
Kaspaza-3 prekursor P42574 12
Kaspaza-8 prekursor Q14790 12
Katalaza P04040 12
C-C hemokin receptor tip 5 P51681 97,98
C-X-C hemokin receptor tip 4 P61073 97
Citrat sintaza, mitohondrijalna 075390 30
T-celijski povrsinski glikoprotein CD4 P01730 971'0%9*
Ciklin-Al P78396 12
Ciklin-A2 P20128 12
Horiogonadotropin sujedinica beta prekursor P01233 12
60 kDa stres protein, mitohondrijalni prekursor P10809 12
Koagulacioni faktor V111 P00451 101, 102
Kolagen alfa-1(l) lanac prekursor P01252 12
Kolagen alfa-2(1) lanac prekursor P08123 12
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Komplement componenta C9 prekursor (Sadrzi: Komplement

komponentu C9a; Komplement komponenta C9b) P02748 12
Kolagen alfa-1(X) lanac prekursor Q03692 12
Kortikotropin-lipotropin prekursor P01189 12
Kortikoliberin prekursor P06850 12
C-reaktivni protein prekursor (Sadrzi: C-reaktivni protein (1-205)) P02741 12
Citotoksiéni T-limfocit protein 4 prekursor P16410 12
Glutamat dekarboksilaza 1 Q99259 12
Glutamat dekarboksilaza 2 Q05329 12
Granulocitni makrofagni faktor stimulacije kolonija P04141 103
DnaJ homolog subfamilija B ¢lan 1 P25685 12
Endoplazmin/gp96 homolog P14625 96
Endotelin-1 prekursor P05305 12
Endotelin-2 prekursor P20800 12
Alfa-enolaza P06733 9
Pro-epidermalni faktor rasta prekursor P01133 12
Leukocitna elastaza prekursor P08126 12
Koagulacioni faktor X prekursor P00742 12
Koagulacioni faktor VII prekursor P08709 12
Alfa-2-HS-glikoprotein prekursor P02765 12
Fetuin-B prekursor Q9UGMS5 12
Fibrinogen alfa lanac prekursor (Sadrzi: Fibrinopeptid A) P02671 12
Fibrinogen beta lanac prekursor (Sadrzi: Fibrinopeptid B) P02675 12
Fibrinogen gama lanac prekursor P02679 12
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Fibronektin prekursor P02751 12
Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza P04406 12, 96
Gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza, testis-specifi¢na 014556 12
Gastrin prekursor (Sadrzi: Gastrin-71) P01350 12
Gelzolin prekursor P06396 12
Glikoprotein hormon, alfa lanac, prekursor P01215 12
Glukagon prekursor (Sadrzi: Glicentin; Glicentin-povezani polipeptid) P01275 12
Progonadoliberin-1 prekursor P01148 12
Protein toplotnog stresa-70, mitohondrijalni prekursor P38646 12
Glutation S-transferaza Al P08263 12
Glutatione S-transferaza A2 P09210 12
Glutathion S-transferase A3 Q16772 12
Glutation S-transferaza A4 015217 12
Glutation S-transferaza A5 Q7RTV2 12
Glutation S-transferaza kapa 1 Q9Y2Q3 12
Glutation S-transferaza Mu 1 P09488 12
Glutation S-transferaza Mu 2 P28161 12
Glutation S-transferaza Mu 3 P21266 12
Glutation S-transferaza Mu 4 Q03013 12
Glutation S-transferaza Mu 5 P46439 12
Glutation transferaza omega-1 P78417 12
Glutation transferaza omega-2 Q9H4Y5 12
Glutation S-transferaza P P09211 12
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Glutation S-transferaza teta-1 P30711 12
Glutation S-transferaza teta-2 P30712 12
Visoko afinitetni imunoglobulin epsilon receptor, subjedinica alfa P12319 104
Histon H2A tip 2-C Q16777 12
Hemoglobin subjedinica alfa P69905 12
Hemoglobin subjedinica teta-1 P09105 12
Hemoglobin subjedinica zeta P02008 12
Hemoglobin subjedinica beta P68871 12
Hemoglobin subjedinica delta P02042 12
Hemoglobin subjedinica epsilon P02100 12
Hemoglobin subjedinica gama 1 P69891 12
Hemoglobin subjedinica gama 2 P69892 12
Hemoglobin subjedinica mi Q6BOK9 12
Spermalni protamin-P1 P04553 12
Protein toplotnog stresa 70 kDa protein 1 P08107 12
Protein toplotnog stresa 70 kDa protein 4 P34932 12,96
Protein toplotnog stresa 70 kDa protein 6 P17066 12
Putativni protein toplotnog stresa 70 kDa protein 7 P48741 12
Protein toplotnog stresa (cognate) 71 kDa protein P11142 12,96
Protein toplotnog stresa 70 kDa protein 14 QOVDF9 12
Protein toplotnog stresa HSP 90-beta P08238 96
Protein toplotnog stresa beta-1 P04792 12
Amiloid polipeptid prekursor P10997 12
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Interferon gama P01579 103
Interleukin-1 alfa P01583 103
Interleukin-10 prekursor P22301 12
Interleukin-12 subjedinica alfa prekursor P29459 12
Interleukin-12 subjedinica beta prekursor P29460 12
Interleukin-15 prekursor P40933 12
Interleukin-2 prekursor P60568 12
Interleukin-21 prekursor Q9HBE4 12
Interleukin-2 receptor alfa lanac prekursor P01589 12
Interleukin-2 receptor subjedinica beta prekursor P14784 12
Interleukin-4 prekursor P05112 12
Interleukin-5 prekursor P05113 12
Interleukin-6 precursor P05231 12,105
Interleukin-8 prekursor P10145 12
Insulin prekursor (Sadrzi: Insulin B lanac; Insulin A lanac) P01308 12
Keratin, tip | citoskeletni 18 P05783 12
Keratin, tip 11 citoskeletni 8 P05787 12
Laminin subjedinica alfa-1 prekursor P25391 12
Laminin subjedinica alfa-2 prekursor P12043 12
Laminin subjedinica alfa-3 prekursor Q16787 12
Laminin subjedinica alfa-4 prekursor Q16363 12
Laminin subjedinica alfa-5 prekursor 015230 12
Laminin subjedinica beta-1 prekursor P07942 12
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Laminin subjedinica beta-2 prekursor P55268 12
Laminin subjedinica beta-3 preursor Q13751 12
Laminin subjedinica gama-1 prekursor P11047 12
Laminin subjedinica gama-2 prekursor Q13753 12
Laminin subjedinica gama-3 prekursor Q9Y6N6 12
Receptor lipoproteina male gustine prekursor P01130 12
Lupus La protein P05455 106
Galektin-1 P09382 12
Galektin-3 P17931 12
Malat dehidrogenaza, mitohondrijalna P40926 107
Melanoma-povezani antigen E1 Q9HCI5 12
Melanoma antigen prepoznat od T-éelija 1 Q16655 12
Pro-MCH-sli¢an protein 1 Q16048 12
Pro-MCH-sli¢an protein 2 Q9BQD1 12
Makrofagni migracioni inhibitorni faktor P14174 12
Intersticijalni kolagenaza prekursor P03956 12
72 kDa tip 1V kolagenaza prekursor P08253 12
Stromelizin-1 prekursor P08254 12
Matriks metaloproteinaza-9 prekursor P14780 12
Mijelin-povezani oligodendrocitni osnovni protein Q13875 12
Mijelin-oligodendrociti glikoprotein prekursor Q16653 12
Mucin-1 prekursor P15941 12
Mik proto-onkogen protein P01106 12
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Mioglobin P02144 12,108
Mijelin proteolipid protein P60201 12
Oksitocin-neurofizin 1 prekursor P01178 12
Neurotenzin/neuromedin N prekursor (Sadrzi: Veliki neuromedin N) P30990 12
Neuropeptid Y prekursor (Sadrzi: Neuropeptid Y) P01303 12
Mijeloperoksidaza prekursor P05164 12, 109
Fosfatidilinositol-glikan-specifi¢na fosfolipaza D prekursor P80108 12
Fosfoglicerat mutaza 1 P18669 96
Plazminogen prekursor P0O0747 12
Protein disulfid-izomeraza/Prolil 4-hidroksilaza sujedinica beta P07237 96
Protein disulfid-izomeraza A5 Q14554 96
Protein disulfid-izomeraza A3 P30101 96
Proteolipid protein 2 Q04941 12
Prostati¢na kisela fosfataza prekursor P15309 12
Protamin-2 P04554 12,110
Protamin-3 QINNZ6 12
Paratiroidni hormon-povezani protein prekursor P12272 12
Efgﬁfjirr:ci)(rjni hormon/paratroidni  hormon-povezani  peptid receptor Q03431 12
Paratiroidni hormon prekursor P01270 12
Serpin H1 prekursor P50454 12
Serum amiloid A protein P02735 111
Sijalinska kiselina-vezujuéi Ig-sli¢an lektin 8/Siglec 8 QINYZ4 112
Sijalinska kiselina-vezujuéi Ig-sli¢an lektin 9/Siglec 9 Q9Y336 113
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Mali nuklearni ribonukleoprotein Sm D1 P62314 106
Mali nuklearni ribonukleoprotein Sm D2 P62316 106
Mali nuklearni ribonukleoprotein Sm D3 P62318 106
Somatoliberin prekursor P01286 12
Somatostatin prekursor P61278 12
60 kDa SS-A/Ro ribonukleoprotein P10155 106
Superoksid dizmutaza Cu-Zn P00441 12
Ekstracelularna superoksid dizmutaza Cu-Zn prekursor P08294 12
Superoksid dismutaza Mn, mitohondrijalni prekursor P04179 12
Spektrin alfa lanac, eritrocitni P02549 12
Spektrin beta lanac 1, mozdani Q01082 12
Alfa-sinuklein P37840 12,17
Transformisuéi faktor rasta beta-1 prekursor P01137 12
Transformisuéi faktor rasta beta -2 prekursor P61812 12
Transformisuéi faktor rasta beta-3 prekursor P10600 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza K P22735 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza 2 P21980 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza E prekursor Q08188 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza 6 095932 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza 4 P49221 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza 5 043548 12
Protein-glutamin gama-glutamiltransferaza Z Q96PF1 12
Protrombin prekursor P00734 12
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Talin-1 Q9Y490 114
Talin-2 Q9Y4G6 114
Thy-1 membranski glikoprotein P04216 115
Tireoglobulin prekursor P01266 12
Protahikinin 1 prekursor P20366 12
Tubulin beta-4B lanac/Tubulin beta-2 lanac P68371 96
Tumor nekrozis faktor prekursor P01375 12
1&%@; /nFeI;\rSoEg :zlé;%rt c:«:-ceptor superfamilja ¢lan 6/Apo-1 P25445 116
Trafiking Kinezin-vezuju¢i protein 1 QYUPV9 96
Tropomiozin alfa-1 lanac P09493 12
Tropomiozin beta lanac P07951 12
Tropomiozin alfa-3 lanac P06753 12
Tropomiozin alfa-4 lanac P67936 12
Serotransferin prekursor P02787 12,108
Laktotransferin prekursor P02788 12
Ubikvitin P62988 12
Vimentin P08670 27
Vinkulin P18206 114
;)/elgti g)(le:plgi:\j/l _gr7e)kursor (Sadrzi: Intestinalni peptid PHV-42; Intestinalni P01282 12
Vitronektin prekursor P04004 12
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U ovom radu je sakupljeno 225 sekvenci sopstvenih antigena coveka objavljenih
u naucnoj literaturi. Proteini koji su dati u Tabeli 4 su raznoliki u pogledu strukture,
funkcije i lokalizacije. Najveci broj podataka potice iz rada Merbl Y i sar. (12) u kome
su u cilju ispitivanja karakteristika prirodne autoimunosti na rodenju, analizirana
autoantitela na sopstvene antigene u serumima iz krvi pupcanika zdravih beba i iz krvi
njihovih majki. Detekciju velikog broja autoantigena omogucila je primena mikroerej
metode uz koriS¢enje Cipova obloZzenih sa 305 fragmenata razli¢itih molekula, dok je
analiza podataka radena primenom bioinformatickih metoda. Znacajan deo autoantigena
nadenih u ovom istrazivanju pripada u pogledu funkcionalnog obelezja tkivnim

proteinima, imunomodulatorima i proteinima toplotnog stresa (117).

Deo podataka potice iz istrazivanja Servettaz A i sar. (96) u kome je cilj bio da
se prouce ciljni antigeni za antiendotelna antitela u serumu zdravih odraslih
dobrovoljaca. Analiza je radena primenom dvodimenzionalne elektroforeze,
imunoblotinga i masene spektrometrije. Kod svih ispitanika su nadena antitela na
citoskeletne proteine (a-tubulin, vimentin) i glikoliticke enzime (gliceraldehid-3-fosfat-

dehidrogenaza i a-enolaza).

Manji broj sopstvenih autoantigena izucavan je pojedinacno u vise razlicitih
studija, koje su najéesce istrazivala patogenezu patoloSke autoimunosti, pri ¢emu Su U

organizmu zdravih ljudi detektovana prirodna autoantitela.

4.1.2 Bioinformati¢ka analiza karakteristika humanih sopstvenih antigena

Da bismo utvrdili kojim bioloskim grupama i funkcionalnim klasterima
pripadaju autoantigeni prikazani u Tabeli 4, primenili smo analizu ontologije gena ovih
proteina. Ontologija gena (engl. Gene Ontology-GO) je bioinformaticka inicijativa koja
ujedinjuje reprezentacije gena i karakteristike produkata tih gena kod razli¢itih bioloskih
vrsta (118). U ovoj bazi podataka svaki gen je opisan Celijskom komponentom sa kojom
je povezan, bioloskim procesom 1 molekulskom funkcijom. Klasterizacija GO

sopstvenih humanih autoantigena je izvrSena pomocu programa DAVID (91). U ovoj
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vrsti analize vrednosti faktora obogacenja vece od 3,5 smatraju se znac¢ajnim (91), a na
osnovu laboratorijskog iskustva vrednosti ve¢e od 7,5 imaju bioloskog znacaja (Jude

Fitzgibbone, Queen Mary, University of London, li¢na komunikacija).

Tabela 5. Klasteri kojima pripadaju humani sopstveni autoantigeni

KLASTER FAKTOR OBOGACENJA
Ekstracelijski prostor 25,96
Kalcijum-zavisno vezivanje za 15.30
fosfolipide

Glutationin-transferazna aktivnost 13,40
Hormonska aktivnost 13,19
Regulacija apoptoze 12,66
Odgovor na povredu tkiva 12,29
Regulacija nivoa tecnosti u organizmu 11,69
Pozitivna regulacija imunskog sistema 10,89
Homeostatski procesi 10,72

Analiza je pokazala da pojedinacno po klasterima najve¢i broj proteina
predstavlja tkivne antigene koji su deo ekstracelijskog prostora. Ako se sagleda vise
klastera koji dominiraju, uocava se da se radi o proteinima koji obavljaju enzimske i

regulatorne uloge u razli¢itim metabolickim procesima.
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Da bismo utvrdili koje informacione frekvence dominiraju u skupu autoantigena
urodenog humoralnog imunskog odgovora, izracunali smo informacione spektre
sekvenci u Tabeli 4 i za svaki od njih odredili dominantnu frekvencu. Na Slici 10 je

prikazana distribucija dominantnih frekvenci za svaki pojedinacni protein.

45 -
Humani antigeni

35 A

30 1

20
15 ~

Antigeni urodenog humoralnog odgovora

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

IS Frekventni opseg

Slika 10. Raspodela autoantigena urodenog humoralnog odgovora navedenih u Tabeli 4

prema dominantnim frekvencama njihovih informacionih spektara

Ova analiza pokazuje da je najvece prisustvo dominantnih frekvenci u domenu
niskih frekvenci u informacionom opsegu Fopl (0,0-0,05) i u srednjem Fop2 (0,25-
0,35). S obzirom da su to karakteristike kojima je determinisano prepoznavanje sa
autoantitelima, moZemo pretpostaviti da ¢e prisustvo ovih dominantnih frekvenci u
ELISA antigenima dovesti do nespecificnog vezivanja, pa bi ih trebalo izbegavati

prilikom dizajniranja testova.
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Tabela 6. Klasteri kojima pripadaju humani sopstveni autoantigeni sa dominantnim

informacionim frekvencama u Fgpl i Fgp2

IS frekventni opseg KLASTER

Fopl (0,0-0.05) Hemoglobinski kompl(_aks,
odgovor na povredu tkiva

F0p2 (0.25-0.35) Kalcijum-zavisno vezivanje za
fosfolipide

Analiza faktora obogacenja je pokazala da je najviSe antigena iz Fqpl povezano
sa koagulacijom krvi dok su antigeni iz skupa Fqp2 ukljuceni u kalcijum zavisno
vezivanje za fosfolipide.

4.2 Bioinformati¢ka analiza HCV proteina

Prevencija Sirenja HCV infekcije obuhvata rutinsko testiranje krvi dobrovoljnih
davalaca na prisustvo anti-HCV antitela u serumu. ELISA skrining testovi, koji se
koriste za tu svrhu, ukljucuju slede¢e HCV antigene: C (engl. core), NS3, NS4 i NS5.
Kljuéni zahtev koji ovi testovi moraju da zadovolje je visoka osetljivost. Osetljivost u
generaciji testova koji se sada koriste iznosi 97,2% (119). S druge strane, znacajna
karakteristika anti-HCV skrining ELISA testova je relativno niska specifi¢nost, odnosno
veliki broj uzoraka koji se klasifikuju kao ,neodredeni” ili se nakon potvrdnih,
molekulskih testova pokazu lazno pozitivni. Ovo je posledica inverznog odnosa izmedu
osetljivosti 1 specifi¢nosti, kao 1 velike slicnosti izmedu virusnih 1 proteina domacina.
Vazan korak u definisanju specifi¢nih antigena za skrining testove je identifikovanje
HCYV antigena ili delova antigena, koji zbog sli¢nosti sa sopstvenim antigenima ¢oveka
potencijalno uzrokuju lazno pozitivne rezultate. Zbog toga smo u ovom radu metodom
informacionih spektara odredili ciljne determinante virusnih proteina i utvrdili domene i
stepen sli¢nosti virusnih proteina i proteina domacina za koje je pokazano da sadrze

nepatogene autoantigene.
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4.2.1 Informaciona analiza HCV peptida

Informaciona analiza pojedinacnih HCV peptida trebalo je da pokaze koje su

njihove osnovne i dominantne ciljne determinante. Na osnovu toga mozemo da damo

procenu o stepenu njihove sli¢nosti sa humanim autoantigenima. Na Slikama od 11 do

15 su prikazani informacioni spektri HCV proteina koji su uklju¢eni u ELISA skrining

testove.
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Slika 11. Informacioni spektar HCV C proteina

Informacionom analizom HCV C proteina utvrdeno je da ovaj protein ima

dominantnu frekvencu u domenu niskih IS frekvenci koja iznosi Fucy core (0,016).
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Slika 12. Informacioni spektar HCV NS3 proteina

Informacionom analizom HCV NS3 proteina utvrdeno je da ima dominantnu

frekvencu u domenu srednjih 1S frekvenci Fycv ns3 (0,190).
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Slika 13. Informacioni spektar HCV NS4A proteina

53



Informacionom analizom proteina HCV NS4A utvrdili smo da ima vise
dominantnih frekvenci koje se nalaze u domenu srednjih i visokih IS frekvenci Fycy
nsaa 1(0,234) i Frcy nsaa 2 (0,344).
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2 {F1(0,0039) F2(0,21)
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Slika 14. Informacioni spektar HCV NS4B proteina.

Na osnovu informacione analize proteina HCV NS4B ustanovili smo da se
njegove dominantne frekvence nalaze u domenu niskih i srednjih IS frekvenci
Frcwnsasl (0,0039) i Frev nsas 2 (0,21).
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Slika 15. Informacioni spektar HCV NS5A proteina. Dominantna frekvenca je u

domenu niskih IS frekvenci

Primenom metode informacionih spektara smo utvrdili da se u informacionom
spektru peptida HCV NS5A izdvaja jedna dominantna informaciona frekvenca Fpcv
nssa(0,103).

Pokazano je da informacija koja je kodirana u primarnoj strukturi proteina i
pojavljuje se u obliku odredene dominantne frekvence u njegovom informacionom
spektru, znacajno uti¢e na efikasnost njegove interakcije sa antitelima. Saznanja o
dominantnim frekvencama proteina virusa hepatitisa C predstavlja vazan korak u
kreiranju antigena koji bi bili reaktivni sa antitelima ¢ije prisustvo treba detektovati u

imunohemijskim testovima.
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Slika 16. Kros-spektar HCV proteina C, NS3, NS4A, NS4B i NS5A

Kako bismo utvrdili zajedni¢ke karakteristike HCV proteina C, NS3, NS4A,
NS4B i NS5A, primenili smo metodu informacionih spektara. Dobijen je kros-spektar
koji pokazuje postojanje dve zajednicke dominantne frekvence F1(0,1035) 1 F2 (0,343)
za sekvence ovih pet proteina (Slika 16). Na apcisi su predstavljene frekvence dobijene
Fourier-ovom transformacijom sekvence vrednosti PEJI $to odgovara sekvenci
aminokiselina. Na ordinati su predstavljene vrednosti odnosa signal/Ssum koje

odgovaraju svakoj frekventnoj komponenti u spektru.

Na osnovu informacione analize HCV poliproteina i dominantnih opsega

frekvenci humanih autoantigena, zakljucujemo sledece:

1. HCV NS3 i NS5A antigeni su pogodniji od ostalih HCV antigena za
specifican ELISA skrining s obzirom da imaju samo po jednu dominantnu frekvencu u

informacionom spektru;

2. od analiziranih HCV antigena iz genotipa 1a najvecu informacionu sli¢nost sa

repertoarom humanih autoantigena ima HCV NS4A, jer su obe karakteristicne
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frekvence ovog proteina u frekventnim opsezima dominantnih autoantigenskih

frekvenci;

3. proteini virusa hepatitisa C, koje smo analizirali, imaju potencijal da se iz njih
napravi specifican set ELISA skrining antigena ukoliko bi se izdvojili segmenti koji
doprinose dominantnoj spektralnoj karakteristici F1 (0,1035) u kros-spektru. Sa druge
strane segmente koji doprinose F2(0,343) bi trebalo iskljuciti iz baterije antigena, jer su

oni informaciono sli¢ni humanim autoantigenima.

4.2.2 Ispitivanje informacione slicnosti HCV NS5 antigena i sopstvenih

antigena ¢oveka

Da bismo utvrdili moguce postojanje informacione sli¢nosti izmedu proteina
HCV NS5A i humanih proteina, uradili smo kros spektralnu analizu primenom metode
informacionih spektara. VrSeno je poredenje peptida HCV NS5A sa humanim
proteinima, koji su bili reaktivni sa IgM, IgG i IgA autoantitelima, na osnovu rezultata
antigen mikroerej studije u kojoj su analizirana prirodna antitela prisutna u serumu
zdravih majki i njihove novorodencadi (12). Utvrdena je distribucija karakteristi¢nih
dominantnih frekvenci, koja pokazuje da su zajednicke frekvence za HCV NS5 i
antigene coveka grupisane u odreden broj subdomena. Najve¢i broj zajednickih
frekvenci, 41%, se nalazi u domenu F1 (0,25-0,40), a zatim u domenu F2 (0,10-0,15).
Na osnovu koncepta metode informacionih spektara delovi HCV NS5 koji najvise
doprinose frekvencama u ovim domenima ¢e verovatno biti prepoznati od strane

prirodnih antitela.
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Slika 17. Distribucija karakteristiénih Fourier-ovih frekvenci za sopstvene molekule
coveka i HCV NS5A koji vezuju IgG prirodna autoantitela. Na x-0si su prikazani
domeni Fourier-ovih frekvenci (0-0,5) informacionog spektra (IS), a na y-osi ukupan
udeo sopstvenih molekula koji imaju karakteristi¢nu IS frekvencu u odredenom domenu

frekvenci.

4.2.3 Ispitivanje strukturne sli¢nosti HCV C (core), NS3 i NS4 sa humanim

antigenima

Proteinske virusne sekvence koje su znacajno sli¢ne sa proteinima domacina koji
su reaktivni sa autoantitelima mogu da uzrokuju lazno pozitivne i ,,neodredene”
rezultate u anti-HCV ELISA skrining testovima. Uradili smo komparativno istrazivanje
proteina HCV C, NS3 i NS4 sa humanim antigenima iz nase baze sopstvenih antigena
primenom programa CLUSTAL W (89). Na taj na¢in smo dosli do podataka o sli¢nosti
u sekvenci izmedu ove dve grupe proteina. U tabelama je prikazano po pet najveéih

slaganja izmedu humanih i proteina virusa hepatitisa C.
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Tabela 7. Humani autoantigeni koji imaju najveci stepen sli¢nosti sa HCV C (core)

proteinom

Protein: Fibronektin SwissProt broj: P02751 Skor: 69,0
prekursor (FINC) - Homo

sapiens

HCVcore 37 PRRGPRLGVRATRKTSERSQPR-—=——=—==—==————————————————— 58
FINC_HUMAN 1019 gé;Aéifé&éi%&éiéééééééQYNVGPSVSKYPLRNLQPASEYTVSLVA 1068
HCVcore 59 -GRRQPIPKARRPEGRTWAQPGYPWPLYGNEGCGWA---GWLLSPR---- 100
FINC_HUMAN 1069 IKGNéESg£ATGV——F%TL£géSSIgP;NTéQféffIVIT%TPA;&IGFK 1116
HCVcore 101 -GSRPSWGPTDPRRRSRNLGK-VIDTLTCGFADLMGYIPLVGAPLGGAAR 148
FINC_HUMAN 1117 LévgggQéGEAggéé%égéééI¢VSG£%Pé————§é;§ ———————————— 1150
HCVcore 149 ALAHGVRVLEDG 160

FINC_HUMAN 1151 ———YTiééiééé 1159

Protein: Kolagen alfa-2(l) SwissProt broj: P08123 Skor: 65,0

lanac prekursor (CO1A2) -

Homo sapiens

HCVcore 18 PQDVKFP-GGGQIVGGVYLLPRRGP--RLGVRATRKTSERSQPRGRRQPI 64
COLA2 HUMAN 326 BHGIBGEVGAMGATGARGLYGEPGPACSKEESGIKARPCAAGPOG- e 373
HCVcore 65 PKA----RRPEGRTWAQPGYPWP--LYGNEGC-—--—-—--- GWAGWLLSPRG 101
CO1A2 HUMAN 374 BOGEEGKRGENGHA-GSAGHEGRGLAGSPESRGLEGADERAG NGRS 421
HCVcore 102 SRPSWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGFADLMGYIPLVGAP--LGGAAR 148
COLD HOMBN 422 SRGASERAGURGPNGDAGRP- - CEEGLMGPRCLIGSPONIGPAGK 464
Protein: Aneksin A1l SwissProt broj: P50995 Skor: 64,0
(ANX11) - Homo sapiens

HCVcore 15 NRRPQDVKFPGG—-————————— GQIVGGVYLLPRRGPRLGVRATRKTSER 54
ANKLL HOMAN 115 SRMPSYEYBGAPVEGORMEPEEQOPBEAY-—BaOE- e 183
HCVcore 55 SQP----RGRRQPIPKARRPEGRTWAQPGYPWPLYGNEGCGWAGWLLSPR 100
ANKLL HOMAN 154 GOPBVELRGOOOBVE - AT SoraeEr 186
HCVcore 101 --GSR-——--—--—- PSWGPTDPRRRSRNLGKVIDTLTCGF-ADLMGYIPLVGA 141
ANKLL HOMAN 187 OFGSRGTITDARGE-——DBLRDARVLAKAME-——-GEGIDEOAIIDCIGS 220
HCVcore 142 PLGGAARAL----——-— AHGVRVLEDGVNYATGNLPGCSFSIFLLALL 181
ANKLL HOMAN 230 RSNKOROOTLLSFKTAYGKDLIKDLAGEL GG FEKPILALN 270
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Protein: Horiogonadotropin SwissProt broj: P01233 Skor: 62,5

subjedinica beta prekursor
(CGHB) - Homo sapiens

HCVcore 96 LLSPRGSRPSWGPTDPRRRSRNLGKVID-—-——--—- TLTCGFADLMGYIPLV 139
CaHB. HUMAN L LGRS E P PR P AT AV BKEGERVC TP T CAGY P 61
HCVcore 140 GAPLGGAARALAHGVRVLEDGVNYATGNLPGC-—-—-——-—-- SFSIFLLALL 181
CaHB HUMAN 6 LG AL PO DR E RS KL PRGNS Tt 106
HCVcore 182 SC 183

CGHB_HUMAN 107 gé 108

Protein: Kolagen alfa-1(1) SwissProt broj: P01252 Skor: 60,5

lanac prekursor (CO1Al) -

Homo sapiens

HCVcore 12 PGGGQIVG--GVYLLP-RRGPR-————-——-— LGVRATRKTSERSQPRGRRQ 62
COlAliHUMAN 949 géPQG£AéQRé¢VG£gGQ;éE;GFPGLPGPSéééékééégGAgGE;éPPG 998
HCVcore 63 PI—————————mmmmm PKARRPEGRTW-——-———— 75
COlAliHUMAN 999 LQGPPGLAGPPGESGREGAPGAEGSPGRDGSgéA%ébééﬁ%éPAGPPGAP 1048
HCVcore 76 AQPGYPWPL----- YGNEG----CGWAGWLLSPRGSRPSWGPTDPRRRSR 116
COLAL HUMAN 1049 GAPGAPGPUGPAGKSCDGETGPAGPAG FGPTEARGRACPOGPRGDE 1097
HCVcore 117 NLGKVIDTLTCGFADLMGYIPLVG-—-—————————=————————— APLGGA 146
COlAliHUMAN 1098 ETééQGéR———éikéééégSGLQéPPGPPGSPGEQGPSGASGPAG;RéPP 1144
HCVcore 147 ARALAHGVRVLEDGVNYATGNLPG 170

CO1A1l HUMAN 1145 GSAGAéé————KgéL$————G£gé 1160

Tabela 8. Humani autoantigeni koji imaju najveéi stepen sli¢nosti sa HCV NS3

proteinom

Protein: Melanoma-povezani | SwissProt broj: Q9HCI5 Skor: 141,0
antigen E1 (MAGE1) - Homo

sapiens

NS3 57 HGAGTRTIASPKGPVIQMYTNVDQDLVGWPAPQG--SRSLTPCTCGSSDL 104
VAGED HOMAN BT et S St NV g ) S
NS3 105 YLVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPISYLKGSSGGPLLCPA-GHAV-- 151
MAGEI_HUMAN 64 ————PSTS&LéTSAEéP———éTFVéPTiééAééAééQPf;éééPéTS&LP 106
NS3 152 ----GIFRAA--VCTRGVAKAVDFIPVENLETTMRSPVEFTDNSSPPVVPQ 195
VAGEL HOMAN 107 TPSEGLSTeGRRTSKeLCT T ARG RNTSR PSSR RSP P 155
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NS3 196 SFQVAHLHAP--TGSGKSTKV-PAAYAAQGYKVLVL-—----— NPSVAATLG 237
VAGEL HUMAN 156 ASBVPSTLEPTRGHGIETSUEPIAYEGESISUYPIEDEGESTSVITSG 205
NS3 238 FGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPIT--—-—-—-—-——-— YSTYGKFLADGG 278
VAGEL HOMAN 206 BGRGTSUBLAMTEGLOTSVORTPPRGESTSUPPTATEGL SISV PPIRDEG 255
NS3 279 CSGGAYDIIICDECHSTDATSILGIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGS 328
VAGED HOMAN 256 bSo— AT ST P ARG TS PTG Ges 293
NS3 329 VTVPHPNIEEVALS---TTGEIPFYGKAIPLEVIKGGRHLIFCHSKKKCD 375
MAGEliHUMAN 294 TS&gPTATéGLéTgVQP%Aéé————éé;fé;ééfééé ————————————— 326
NS3 376 ELAAKLVALGINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMTGY----- TG 420
vacEl oAy 327 RS ATERLSTSTEPRTEGES 351
NS3 421 DFDSVI----—- DCNTCVTQTV----DFSLDPTFTIETITLPQDAVSRTQR 461
VAGEL HOMAN 352 POTEVLETPGEGLSTGVRPIASDGSDTEYPPTRGRGASTLTOP S04
NS3 462 RGRTGRGKPGIYRFVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTV 511
VAGEL HOMAN 395 —mAPDGBESSULNECEGEET SRS DR P SR S VLESPRYT 439
NS3 512 RLRAYMNTPGLPVCQDHLEF 531

VAGEL HOMAN 440 KASVDSDSRGPKGARGEIER 450

Protein: Fibronektin SwissProt broj: P02751 Skor: 98,5
prekursor (FINC) - Homo

sapiens

NS3 1 APITAYAQQT--RGLLGCIITSLTGRDKNQ--VEG---EVQ-IVSTAAQT 42
PING EDMAN 1567 SEUIGYRUMITEANGPCPTKIKIAGPDOTEMI T EGLOPIVEY VAT YA 1616
NS3 43 FLATCINGVCWTVYHGAGTRTIASPKGPVIQMYTNVDQD--LVGWPAPQG 90
PING EDMAN 1617 - PeGESOPLUGTAVE NIDREKG LAPTDVDUDS IR ARESEOE 1657
NS3 9] SRS—-=—=—=———————————— LTPCTCGSSD———===—===—=———— LYLVTRHA 111
FINCiHUMAN 1658 é&éRYRVTYSSPEDGIHEL%;AEbéﬁﬁ&TAELQGLRPGSEYT;é;&ALgb 1707
NS3 112 DV-==————————— IPVRRRGDSRGSLLSPRPIS—=——————— YLKG—-——-- 137
FINCiHUMAN 1708 égESQPLIGTQSTA£gAﬁf——£i%f;é&;g%éLéAQWTPPNVéL%éYRVR 1755
NS3 138 ----SSGGPL----LCPAGHAVGIFRAAVCTR---GVAKAVDFI---PVE 173
PING EUMAN 1756 VIPKEKTGRMKEINLAPDGSSUSGLIVATYEY SUVALKDILTSR RS 1805
NS3 174 NLETTMRSPVFTDNSSPPVVPQSFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGY 223
PINC HOMAN 1806 GUVETI - mNUSBE- REAR bR SR 1837
NS3 212 KVLVLNPSVAATLGFGAYMSKAHG------- IDPNIRTGVRTITTGSPIT 266
PrvC HOMAN 1898 e TR GE OB ANCQTE ORI TP PR G-—YITTE PG 1877
NS3 267 -YSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDECHSTDATSILGI----- GTVLDQA 310
FINC_HUMAN 1878 D;KI;LYTLN$NAR£SP————&&IéAéf&ié;PQNLRFLATTPNéLLVSW 1923
NS3 311 ETAGARLV-VLATATPPGS----- VIVPHPNIEEVALSTTGEIPFYGKATI 354
PINC HUMAN 1912 GRPRARITGYIIHVEKPGEPPREVUPRPREGUIEATT - TOLEEGTEYEL 1071
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NS3 355 PLEVIKGGRHLIFCHSKKKCDELAAKLVAL 384

PING EOMAN 1972 GVIAIKNNOKSEDLIGRKKIDEL POLVIL 2000

Protein: Gelzolin prekursor SwissProt broj: P06396 Skor: 95,5
(GELS) - Homo sapiens

NS3 155 RAAVCTRGVAKAVDFIPVENLETTMRSPVFTDNSSPPVVPQSFQVAHLHA 204
GELS HOMAN 56 KARLIT AR TR PROTOS LB TP FE R 393
NS3 205 PTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVL---VLN----PSVAATLGFGAYMSKAHG 127
GELS HOMAN 90 o EOPPOTPGLGL LSS E LANVERY P DAL A IS AAROG 438
NS3 128 IDPNIRTGVRTI--TTGS---PITYSTYGKFLADGGCSGGAYDIIICDEC 292
GELS_HUMAN 439 M&bg G%éQKQ;WRIEégNKVgVDPA%;éQ;Y —————— éébSY££L§&§é 481
NS3 293 HSTDATSIL--GIGTVLDQAETAGARLVVLATATPPGSVIVPHPNIEEVA 340
GELS HOMAN 182 HEGROGOT TYNTOGAOSTODE ARG A T M AOL PEE L COT PSR o 528
NS3 341 LSTTGEIP------ FYGKAIPLEVIKGGRHLIFCHSKKKCDELA---AKL 381
GELSiHUMAN 529 ————ééﬁéAHLMSL;Géé——;&IIYééé ——————— ;éééééé%;PASTgi 565
NS3 382 VALGINAVAYYRGLDVSVIPTSG----- DVVVVATDALMTGYTGDFEFDSVI 426
GELS HUMAN S66 FOURANSAGATRA VLKA GA LS DRV AT P AR VG 607
NS3 427 DCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETITLPQDAVSRTQRRG——-——— RTGRGKPG 471
GELS HUMAN 608 OASEARKTCAQELLRVLRAGE- 629
NS3 472 IYRFVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYMNTPG 521
GELS HUMAN 630 - OVARGEEP PG EAL AR PR AR DAL PR 668
NS3 522 LPVCQDH--—=—==—————— e —————— LEFWEGVFT-—-=-—————— 537
GELSiHUMAN 669 LfAéé&kIGRFVIEEVPGELMQEDLATDDVMLLB%%BQ&;&WVGKDSQEE 718
NS3 538 —-—---GLTHIDAHFLSQTKQSGENLPYLVAYQATVCARAQAPPPS———-—-—— 577
SELS HOVAN 10 ERTEALTS AR BT ANEORREE LG - -
NS3 578 -WD 579

GELS_HUMAN 762 G%é 764

Protein: Stres-70 protein, SwissProt broj: P38646 Skor: 92,0
mitohondrijalni prekursor

(GRP75) - Homo sapiens

NS3 52 CWTVYHGAGTRTIASPKG----PVIQMYTNVDQDLVGWPAPQGSRSLTPC 97
6rE75 HOMAN 66 AT H KT EN A B GART TP S VA P TAD R LU AR RO 7 110
NS3 98 TCGSSDLY----LVTRHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPISYLKGSSG--- 140
GRETS HOMAN 111 DNPMNTRYATKRLIGRRYDDEEVOKD- wERRASHeDA 153
NS3 141 ----GPLLCPAGHAVGIFRAAVCTRGVAKAVDFIPVENLETTMRSPVETD 186
GRPTS HUMAN 154 VEAHGKLYGEG - O1GAF- - VIMKMELTARNY— LGHTAKNAVIT- 192
NS3 187 NSSPPVVPQSFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVL-VLNPSVAAT 235
GRS HovAN 193 o AP S OROATHDAGO i eiRvINGRTARE 227
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NS3 236 LGFGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYSTYGKFLADGGCSGGAYD 285
GRE7S HOMAN 228 Lo AL rebRAILGGGTED 251
NS3 286 ITIICD------ ECHSTDATSILGIGTVLDQA-—=——=—=—=———— ET-—-———- 312
GRP757HUMAN 252 £é£iéIQKGVF;VKg%ﬁébéfié—éébf$égLLRHIVKEFKR;%GVDLTK 300
NS3 313 - ————————- AGARLVVLATATPPGSVIVP-—-=—===——— HPNIE-=-=--- 337
GRETS HUMAN 301 DNMALORVREAAGKAKCELSSSUOTHINLEYLINDSSGPKELMMKLTRAD 350
NS3 338 - ————— EVALSTTGEIPFYGKAIPLEVIKGGRH 364
GRP757HUMAN 351 FEGIVTDLIRRTIAPCQKAMQDA;&SK;DIééVILVééMféﬁék& ————— 395
NS3 365 LIFCHSKKKCDELAAKLVALGIN---AVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVAT 411
GRE7S HmAN 396 DL FeRA S KA PDEAY A AR OSGY L  AGDY— T 433
NS3 412 DALMTGYT-----—-———- GDFDSVIDCNTCVTQTVDFSLDPTFTIETITL 451
GRETS HUMAN 434 DVLALLBVIPLELGIETLGYETLINRTTL prrasorsr 474
NS3 452 PQDAVSRTQRRGRTGRGKPGIYRFVAPGER 481

GRETS HUMAN 475 AADGOTOVETK-— veotsx 491

Protein: Laminin subjedinica | SwissProt broj: P11047 Skor: 89,0
gama-1 prekursor (LAMC1) -

Homo sapiens

NS3 45 ATCINGVCWIVYHGAGTRTIASPKGPVIQMYTNVDQDLVGWPAPQ--GSR 92
LAMCT HUMAN 502 SUCTNAVGYSVYSTSST FoibEb--CuRABORDGEE 535
NS3 93 SLTPCTCGSSDLYLVT-—-—--—-— RHADVIPVRRRGDSRGSLLSPRPISYLKG 137
LAMCL HUMAN 536 ASLEWSSERODIAVISDSYEPRYE IAPAK- Skomsvcon 576
NS3 138 SSGGPLLCPAGHAVGIFRAAVCTRGVAKAVDFIPVENLETTMRSPVEFTDN 187
LauCT HOMAN 577 LS e RUDRRDIRL AR DLV E AR BT AGG 612
NS3 188 SSPPVVPQSFQVAHLHAPTGSGKSTKVPAAYAAQGYKVLVLNPSVAATLG 237
LAMCT HUMAN 613 NSVRSRTIVKLVERLE- LATDYPNAPALTRREFOKLLNITSIKE 656
NS3 238 FGAYMSKAHGIDPNIRTGVRTITTGSPITYST--—-—-—-—-- YGKFLADGGCS 280
LAMCL HUMAN 657 ROTYSRRGAGYLODVILAGAREGEGYEATIVESCICEVGYGEORCENCLE 706
NS3 281 G-———————- GAYDIIICDEC--HSTDATSILGIGTVLDQA--—-—-—-————-— 310
LAMCL HUMAN 707 GYRRETENLEPYSIOVLCACNGHSEICOPEIGUCNCRDNTAGRHCERCSD 756
NS3 311 -——-—- ETAGARLVVLATATPPGSVTIVPHPNIEEVALS————--— TTG—-———-- 345
LAMCI HOMAN 757 GYYCDSTAGISSPOORCRERCGSSeAT PKIKECINCETGITGRRCEL 506
NS3 346 -EIPFYGKAI----PLEVIKGGRHLIFC-—----- HSKKKCDELAAKLVAL 384
LAMCI HOMAN 807 CODGYREDPLGRNGEVALCR- - 1oOCSDNTDPNAVCNONRLTCECIRE 852
NS3 385 GINAVAYYRGLDVSVIPTSGDVVVVATDALMTGYTG---—-—-——--— DFDSVI 426
LAMCT HOMAN 853 TONRAGRY- DRCKDGRPONPLAPNEADKCRAC 384
NS3 427 DCNTCVTQTVDEFSLDPTFTIETITLP----QDAVSRTQRRGRTGRGKPGI 472
LML HOMAN 885 NONBYOIMEOGSSONBY - TCOeE L Y TCODC - Ehchber 923
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NS3 473 YRFVAPGERPSGMFDSSVLCECYDAGCAWYELTPAETTVRLRAYMNTPGL 522
([ P I [ [P A I ]z

LAMCliHUMAN 912 YNL-----—- 0SG--QGCERCDCHALGS—==-- TNGQCDIRTGQCECQPGI 960
NS3 523 —-———- PVCQ-DHLEFW-EGVFTGLTHIDAHFLSQTKQSG--ENLPYLVAY 563
LAMCL HUMAN 961 TGOHCERCEVNHFGRAPEGEKECOEHPEGALSIOCKDGRCECREGEVGN 1010
NS3 564 QATVCARAQAPPPSWDOMWKCLIRLKPTLHGPTPLLYRLGAVONEITLTH 613
AN EUMAN 1011 RCDOCRENFNRSHPGCORE- PACYRL - KbRA- DY 1045
NS3 614 PVTKYIMTCMSADL----EVVT 631

LAMCI HUMAN 1046 RVKLORLESLIANLGIGDEMVE 1067

Tabela 9. Humani autoantigeni koji imaju najveéi stepen slicnosti sa HCV NS4A

proteinom

Protein: Fruktoza-difosfat SwissProt broj: P05062 Skor: 50,5

aldolaza B (ALDOB) - Homo

sapiens

NS4A 10 LAALAAYCLSTGCVVIVGRVVLSGKPAIIPDREVLYREFDEMEEC 54
I P S I B e | I B I I N

ALDOB HUMAN 171 LARYASICQONGLVPIV-—-———-- EPEVIPDGD—-—---- HDLEHC 202

Protein: Fruktoza-difosfat SwissProt broj: P04075 Skor: 49,5

aldolaza A (ALDOA)- Homo

sapiens

NS4A 9 VLAALAAYCLSTGCVVIVGRVVLSGKPAIIPDREVLYREFDEMEEC 54
Plleelzaleealel ol N E R |

ALDOA_HUMAN 170 VLARYASICQONGIVPIV-—-—-———-— EPEILPDGD —————— HDLKRC 202

Protein: Fructoza-difosfat SwissProt broj: P09972 Skor: 49,5

aldolaza C (ALDOC) - Homo

sapiens

NS4A 9 VLAALAAYCLSTGCVVIVGRVVLSGKPAIIPDREVLYREFDEMEEC 54
Plleelzaleealel ol RN RN

ALDOCiHUMAN 170 VLARYASICQONGIVPIV-—-—-—-——-— EPEILPDGD —————— HDLKRC 202

Protein: Laminin subjedinica | SwissProt broj: Q16363 Skor: 45,0

alfa-4 prekursor (LAMA4) -
Homo sapiens

NS4A 4 VLVGGVLAALAAYCLS----- TGCV---VIVGRVVLSGKPAIL 38

[P I O O [1]: [ P P O B
LAMA4 HUMAN 1769 VFVGGVPESLLTPRLAPSKPFTGCIRHEVIDGHPVSEFSKAALV 1811
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Protein: Fibrinogen beta SwissProt broj: P02675 Skor: 39,0
lanac prekursor (FIBB)
SadrZi: Fibrinopeptid B -
Homo sapiens

NS4A 10 LAALAAYCLSTGCVVIVGRVVLSGKPA-—-————————————— IIPDREVL 44
FrB HOMAN 216 VeAOMEYC-RTPUTVACNT PVVSOKECEET IRKGOETSEMYLIOPDSSV 264
NS4A 45 -YREFDEM 51

FIBB HUMAN 265 P;é&;ég& 272

Protein: Serotransferin SwissProt broj: P02787 Skor: 39,0
prekursor (TRFE)- Homo

sapiens

NS4A 27 GRVVLSGKPAIIPDREVLYREFDEMEEC 54

TREE HOMAN 413 GRVYIAGROGLYD—-VLARNTNKSONG 437

Tabela 10. Humani autoantigeni koji imaju najveci stepen sli¢nosti sa HCV NS4B

proteinom

Protein: Tireoglobulin SwissProt broj: P01266 Skor: 64,0
prekursor (THYG) - Homo

sapiens

NS4B 39 VOTNWQKLETFWAKHMWNFISGIQYLA-—-——————————————— GLSTLP 71
THYGiHUMAN 2218 &G%éxééegég ————————— ié&é;AgPPLAERRFQAPEPLNWTé—ngA 2257
NS4B 72 GNPAIASLMAFTAAVTSPLTTSQTLLENILGGWVAAQLAAPGAAT---——— 116
THYG HOMAN 2258 SKPRASCHODGTRISTSREVAEDCLYINTE - TPONVAPVASVIVEFE 2303
NS4B 117 ———————————-— AFVGAGLAGAAIGSVGLGKVLIDILAGYGAGVAGALVA 154
THYG HOMAN 2304 NTMDREESEGHPATDGSFL--AAVEN-—— LIV TASYRVGURGILSS 2945
NS4B 155 FKIMSGEVPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCAAILRRHVGPGEGAVQW 204
THYG HOMAN 2346 —--CBERVSCNIEIEOOVAR e TR PR 2378
NS4B 205 MNRLIAFASRGNHVSPTHYVPESDAAARVTAILSSLTVTQLLRR 128

THYG HOMAN 2979 —-RUSTAADRGG-— e A THIATARATSOLFRE 1200
Protein: Keratin, tip | SwissProt broj: P05783 Skor: 62,5
citoskeletni 18 (K1C18) -

Homo sapiens

NS4B 80 MAFTAAVTSPLTTSQTLLFNILGGWVAAQLAA---PGAATAFVGAGLAGA 126
Kic1s HOMAN SRR Re TN YRALGTOAPSCARPUS ARG VAGA GGG 44
NS4B 127 AT-———————— GSVGLGKVLIDILAGYGAGVAGALVAFKIMSGEVPSTED 167
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N [l [ T ITTr I
K1C18_ HUMAN 45 RISVSRSTSFRGGMGSG—--—--—-— GLATGIAGGLAGMGGIQNEKETMQS 86

NS4B 168 LVNLLPAIL 176
[ R
K1C18 HUMAN 87 LNDRLASYL 95
Protein: Laminin subjedinica | SwissProt broj: 015230 Skor: 61,5

alfa-5 prekursor (LAMADS) -
Homo sapiens

NS4B 6 YIEQGMMLAEQFKQKALGL-LQTASRQAEVIAPAVQTNWQKLETFWAKH- 53
LAUAS HOMAN 3395 FLONGHEVAO- - IEGLGTRLEAGSRORS. AP ENEKVVRMEKNE 3436
NS4B 54 ———-————- MWN—=————————————————— FISGIQYLAGLSTLP---- 71
LAMASiHUMAN 3437 ILLVTDGARA*%QEGPHRQHQGAEHPQPHTL;VGéiéAééﬁééKiéVTVG 3486
NS4B 72 —————————— GNP--AIASLMAFTAAVTSPLTTSQTLLFNILGGWVAAQ 108
LAUAS HUMAN 3487 PSGCVKRLRLEGRPLGADTRMAGUIPCILGPLEAG- LEERGSGEVITLD 3534
NS4B 109 LAAPGAATAFVGAGLAGAAIGSVGL 133

LAUAS HUMAN 3535 1o BOATLPDVGLELAVRRIAVIGL | 3557

Protein: 60 kDa protein SwissProt broj: P10809 Skor: 58,0

toplotnog stresa,
mitohondrijalni prekursor
(CH60) - Homo sapiens

NS4B 146 AGVAGALVAFKIM--SGEV---PSTEDLVNLL-PAILSPGALV-—-----— 182
e [ o] P I N T A -
CH60 HUMAN 483 AGVEGSLIVEKIMQSSSEVGYDAMAGDFVNMVEKGIIDPTKVVRTALLDA 532
NS4B 183 ——===———- VGVVCAAILRRHVGPGEGAVQWM 205
N I B A N
CH60_ HUMAN 533 AGVASLLTTAEVVVTEIPKEEKDPGMGAMGGM 564
Protein: 70 kDa protein SwissProt broj: P17066 Skor: 56,5

toplotnog stresa 6 (HSP 76) -
Homo sapiens

NS4B 139 DILAGYGAGVAGALVAFKIMSGEVPSTEDLVNLLPAILSPGALVVGVVCA 188
HSPTE HUMAN 368 DEAVAYGAAVOAAY- - IMGDKCERVODLILLOVAPLALGIETAGGUE 413
NS4B 189 AIIRRH-———————————— - ———— VGPGEGAVQWMNRLIA-FAS 213
HSP767HUMAN 414 TL;QA&ATIPTKQTQTFTTYSDNQPGVFIQ&YEééRgMTKD$ﬁ££éRgﬁi 463
NS4B 214 RGNHVSPTHYVPESD-—-—-—-—————————— AAARVTAILSSLTVTQLLRRL 129
HSPT6 HUMAN 464 SGIBBAB-EGVEGIEVIFDIDANGILSVIATDRSIGKANKITITINDRCRL 512

U Tabelama od 7 do 10 je prikazan rezultat dobijen poravnavanjem sekvenci
izmedu proteina HCV C, NS3, NS4A i NS4B, koji se koriste u imunohemijskim
testovima za detekciju HCV infekcije, i humanih sopstvenih antigena iz nase baze

podataka. Najveci stepen slicnosti postoji izmedu proteina sa najvec¢im skorom. Izmedu
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identi¢nih aminokiselina prikazane su crtice, dve tacke ukazuju na konzervirane
promene, tj. aminokiseline koje imaju sli¢ne biohemijske osobine bo¢nih lanaca, a jedna

tacka semikonzervirane promene.

Ovom analizom su identifikovane sekvence aminokiselina virusa i ¢oveka koje
bi mogle predstavljati epitope visokog stepena sli¢nosti. Delovi virusnih proteina koji su
sli¢ni delovima humanih proteina ne bi trebalo koristiti kao antigene u imunohemijskim
testovima za merenje anti-HCV antitela da ne bi doslo do njihove interakcije sa

prirodnim autoantitelima i posledi¢no dobijanja lazno pozitivnih rezultata.

Analizom funkcionalnih karakteristika humanih proteina, koji pokazuju najvecu
sli¢nost sa proteinima virusa hepataitisa C, mozemo zakljuciti da spadaju u grupu
ekstracelularnih proteina, proteina koji u€estvuju u odgovoru na stres i povredu tkiva,

kao i enzima.

U prethodnim istrazivanjima u kojima je poreden proteom coveka i HCV-a,
utvrdena je sli¢nost u sekvenci od blizu 60 %. Prema nekim istrazivanjima tireoglobulin
i protein toplotnog stresa od 60 kDa predstavljaju humane ciljne antigene u hroni¢noj
infekciji HCV-om (68). U nasem istrazivanju se ova dva proteina nalaze medu pet koji

pokazuju najvecu sli¢nost sa proteinom HCV NS4B.

4.3. Bioinformaticka analiza HIV-1 NTM peptida

4.3.1 Informaciona analiza peptidnog antigena za ELISA test

Primenom metode informacionih spektara deset godina pre otkrica kristalne
strukture molekula gp120 HIV-1, identifikovan je peptid NAKTIVQL (nazvan peptid
V) koji se nalazi na karboksilnom kraju C2 regije gp120 HIV-1 u okviru peptida NTM,
kao vazan za interakciju molekula gp120 HIV-1 i CD4 molekula (120). Kada su Kwong
i sar. otkrili kristalnu strukturu molekula gp120 HIV-1, utvrdili su da peptid
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SVNFTDNAKTI (petlja D) iz C2 regiona ucestvuje u interakciji sa CD4 receptorom pri
¢emu su Cetiri aminokiseline iz ovog domena Asp279, Asn280, Ala281 i Thr283 u
direktnom kontaktu (32). Jasno je da su od ove Cetiri aminokiseline tri zajedni¢ke za
peptid V i D petlju. Takode, par godina ranije Stamatatos i sar. su pokazali da jedna
mutacija u regionu FTDNAK dovodi do gubitka infektivnosti virusa (121). Kasnijim
istrazivanjima je utvrdeno postojanje korelacije nivoa anti-NTM antitela i progresije
bolesti kod HIV pozitivnih pacijenata, pa se moze pretpostaviti da bi merenje antitela
reaktivnih sa peptidom NTM, moglo da se koristi za prognozu i procenu napredovanja
HIV infekcije.

U cilju definisanja peptidnog antigena za ELISA test pogodnog za detekciju
antitela reaktivnih sa HIV-1 gpl20 C2 NTM polipeptidom, koja koreliraju sa
neprogresivnom HIV infekcijom, primenili smo metodu informacionih spektara.
Trebalo je peptid NTM, dugacak 23 aminokiseline, koji nije pogodan za komercijalnu
sintezu, ni zbog svoje veli¢ine ni zbog velikih hidrofobnih domena, zameniti peptidom
veli¢ine od sedam do deset aminokiselina pogodnijim za test na Cvrstoj fazi. U
informacionom spektru peptida NTM izdvajaju se dve dominantne informacione
frekvence F1(0,0351) i F2 (0,2187) (Slika 18a). Da bi se sacuvale dugodosezne
karakteristike ovog peptida, koje su vazne za prepoznavanje sa antitelima, trebalo je
odrzati ta informaciona svojstva i u novom peptidu, NTMs (engl. NTM short). Peptid
NTMs smo dizajnirali kao linearni fragment NTM peptida da bismo u njemu zadrZali
aminokiseline preko kojih HIV-1 gp120 stupa u interakciju sa CD4 receptorom, tj. D
petlju. Sa Slike 18b je ocigledno da novi peptid NTMs, iako ima predefinsane

informacione karakteristike, nema specificne pikove na IS frekvencama F1 i F2.
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Slika 18. Informacioni spektri (a) NTM (b) NTMs

Efikasni i potentni peptidni antigeni za ELISA test predstavljaju sinteticke
peptide vezane za peptidne nosace. U laboratorijskim uslovima to su najée$¢e BSA i
KLH (engl. Keyhole Limpet Hemocyanin). Mi smo se u ovoj studiji odlucili za
znacajno manji peptidni nosa¢ da bismo izbegli neke od uobicajnih nezeljnih pojava u

ELISA testovima:
1. nespecificno vezivanje antitela za nosac;
2. neprecizno definisan sastav i strukturu;

3. peptid NTMs, s obzirom na njegovu malu specifi¢nu veli¢inu u odnosu na

nosac, vezuje relativno malu koli¢inu specifi¢nih antitela.

Sekvencijelni oligopeptidni nosac-SOC, je graden od ponavljajuéeg segmenta
lizin-a-aminoizobuterna kiselina-glicin. Lizin ima funkciju da vezuje antigen, o-
aminoizobuterna kiselina omogucava stvaranje helikoidne strukture peptidne ki¢me, a
glicin je tu zbog malog stereohemijskog volumena. SOC, ima odgovaraju¢u sekundarnu
strukturu koja omogucéava da antigenski peptidi koji se vezu za njega zadrZe svoju

prirodnu konformaciju (94).
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Molekulska formula: C4H11NO,
Molekulska tezina: 105,136 g/mol

o PEJI: 0,0964 Ry

Slika 19. Hemijska struktura a-aminoizobuterne kiseline

S obzirom da a-aminoizobuterna Kiselina ne spada u standardne aminokiseline,
da bismo mogli da izraCunamo informacione spektre peptida vezanih za SOC nosac,
bilo je potrebno prvo odrediti njenu vrednost PEJI. Primenom jednadina iz rada
Veljkovic i sar, (85) i pomocu in-house racunarskih programa iz Instituta ,,Vinca“
odredena je PEJI vrednost (122) za a-aminoizobuternu kiselinu i prikazana na Slici 19.

Nakon toga smo odredili informacioni spektar konjugata FTDNAKTI-SOC, koji
bismo koristili kao antigen u ELISA testu. Utvrdili smo da ima dominantne pikove na
Zeljenim informacionim frekvencama F1 1 F2, kao 1 da se u informacionom spektru
konjugata izdvajaju specificni pikovi, koji su preciznije definisani nego pikovi u samom
peptidu FTDNAKTI (Slika 20b).

Na osnovu teorije molekulskog prepoznavanja moZzemo da zaklju¢imo da
FTDNAKTI-SOC predstavlja odgovaraju¢i antigenski supstrat za NTM vezujuca
antitela.
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Slika 20. Informacioni spektri (a) NTM (b) FTDNAKTI-SOC

Peptid NTMs je u replikatima po Cetiri vezan za SOC, (Slika 21) i kao takav
primenjen u ELISA testu.

FTDNAKTI FTDNAKTI

G-K-A1b-G-K-A1b-G-K-A1b-G-K-Aib-G

FTDNAKTI FTDNAKTI

Slika 21. Sematski prikaz antigena za prognosti¢ki ELISA test

71



4.3.2 Analiza sli¢nosti peptida NTMs i sopstvenih humanih antigena

S obzirom na pretpostavku da su antitela koja prepoznaju peptid NTMs prirodna
autoantitela, analizirali smo sli¢nost sekvenci peptida NTMs i sopstvenih antigena iz
Tabele 4. Stepen sli¢nosti sekvenci je prikazan kao rezultat koji izracunava program
EMBOSS Water (89). Vrednosti skora za analizirane peptide su se kretale od 7 do 23. U
Tabeli 11 smo prikazali poravnavanje sekvence FTDNAKTI sa deset proteina (oko 2%
od ukupnog broja), koji su pokazali najveéu sli¢nost sa peptidom. Oni predstavljaju

moguce kandidate za sopstvene antigene koje prepoznaju antitela reaktivna sa NTMs.

Osim vazoaktivnog intestinalnog peptida (VIP), za koji su ranije studije
pokazale da je potencijalni antigen za NTM reaktivna antitela, ovom analizom smo
utvrdili da identi¢nu sekvencu sadrzi i ribonukleoprotein Ro60 (123). Ovo je RNK-
vezujuéi protein, koji vezuje nekoliko malih citoplazmatskih RNK molekula, poznatih
kao Y RNK. On je identifikovan kao autoantigen u okviru studije ¢iji je cilj bio da
potvrdi postojanje i stepen membranske ekspresije Ro60 tokom osStec¢enja tkiva na

¢elijama u apoptozi kod neonatalnog lupus sindroma. Analiza je radena primenom

multiparametarske proto¢ne citofluorimetrije (124).
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Tabela 11. Mogu¢i kandidati za sopstvene antigene koje prepoznaju anti-NTMs

prirodna autoantitela

Ime proteina SwissProt No  Skor Poravnanje sekvenci
VIP P01282 23 | NTMs 1 FTDN 4
RN
VIP HUMAN 130 FTDN 133
ROG60 ribonukleoprotein P10155 23 | NTMs 1 FTDN 4
[0
RO60-HUMAN 467 FTDN 470
ATP sintaza subjedinica P25705 22 | NTMs 1 FTDNAK 6
alfa Lollal
ATPA HUMAN 300 FRDNGK 305
Histon H2A 2C Q16777 21 | NTMs 3 DNAKT 7
(N
H2A2C HUMAN 73 DNKKT 77
Serumski albumin P02768 21 | NTMs 1 FTDNAKT 7
[l
ALBU HUMAN 151 FHDNEET 157
Hsp70 P08107 21 | NTMs 1 FTDNAKTI 8
R
HSP71 HUMAN 44 FTDTERLI 51
Hsp71 P11142 21 | NTMs 1 FTDNAKTI 8
(I R
HSP7C_HUMAN 44 FTDTERLI 51
Mijeloperoksidaza P05164 21 | NTMs 1 FTDNAKTI 8
[P B -
PERM HUMAN 369 FQDNGRAL 376
Fibronektin P02751 21 | NTMs 1 FTDNAKT 7
(1ol
FINC HUMAN 364 FTYNGRT 370
Tireoglobulin P01266 21 | NTMs 1 FTDNAKTI 8
(I RO -
THYG HUMAN 460 FTTNPKRL 467
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4.4 Eksperimentalna analiza efikasnosti dizajniranog antigena u

ELISA testu

4.4.1 lzbor optimalnog razblaZenja antigena za oblaganje ploce u ,,in

house” ELISA testu

S obzirom da kapacitet proteina za apsorpciju zavisi od njegove prirode, jedan
od najvaznijih koraka u izradi ,,in house” ELISA testa je izbor optimalne koncentracije
antigena za oblaganje ploce, koji se vr$i jednom vrstom titracije. Ovim ispitivanjem se u
pocetku izrade testa proverava da li se antigen vezuje za plocu i da li ¢e se obelezeno

antitelo vezati za antigen.

ELISA titraciona kriva je dobijena koris¢enjem seruma LTNP pacijenata, kao i

HIV pozitivnih progresora i HIV negativnih kontrolnih uzoraka.

1,8 -
1,6
E r
o
S 1,4
© 1,2
~ —6—LTNP1
o 1
= —A—LTNP3
© 08
c —e—HIV+
S 06
= —B-HIv-
204
= —=—sek At

© 0,2

0 0,5 1 1,5 2 2,5
koncentracija peptida [pg/100ulL]

Slika 22. Vrednosti apsorbance u odnosu na koli¢inu peptida (NTMs)s,-SOC, za

oblaganje ploce
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Utvrdeno je da se saturacija postize pri koncentraciji peptida (NTMs)4-SOC,4 od
0,5 ng/100 pL. Na osnovu ovih rezultata izabrana je koli¢ina peptida za oblaganje pri

daljem ELISA testiranju.

Kako bismo proverili moguée postojanje imunoloske ukrStene reaktivnosti
izmedu molekula NTMs i SOC, uradeno je paralelno testiranje reaktivnosti antitela iz

uzorka LTNP pacijenta sa razli¢itim koncentracijama ovih antigena.

—o—(NTMs)4-50C4
—H-50c4
—Linear ((NTMs)4-50C4)

NS % & “ \] \e] “
I N AT N
o I\ QQQ o o

koncentracija peptida [ug/100puL]

Slika 23. Vrednosti apsorbance u odnosu na koli¢inu peptida NTMs i SOC, za

oblaganje ploce

Sa Slike 23 se vidi da oblaganje bazena mikrotitarske ploc¢e sa 0,5ug/100puL
peptida ne dovodi do ispoljavanja imunoloske sli¢nosti izmedu molekula NTMs i SOC i
da je sa tog aspekta SOC pogodan nosa¢ za diskriminaciju antitela koja koreliraju sa

neprogresivnom HIV-1 infekcijom.
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4.4.2 Analiza seruma LTNP i odgovarajuéih kontrola

U sledecoj fazi istrazivanja je uradena studija kojom je trebalo da se ispita
efikasnost dizajniranog antigena u ELISA testu i mogucnost koris¢enja anti-NTMs
antitela kao prognostickog markera HIV infekcije. Peptid NTMs vezan za SOC je
koris¢en kao antigen kojim je oblagana ploca. Svaki uzorak je postavljen u duplikatu.
Da bi se eliminisao uticaj eventualnog vezivanja antitela za SOC, svaki uzorak je imao
svoju kontrolu, §to znaci da je za svaki uzorak oblagano po dva bazena sa (NTMSs),-
SOC, i dva sa SOC,4. Od absorbance izmerene za polja (NTMs)4-SOC, je oduzimana

apsorbanca dobijena za polja oblagana samo nosacem.

U studiji je analizirano sedam seruma LTNP pacijenata koji su inficirani
virusom HIV-1 podtip B, a bili su u stabilnom stanju duze od 15 godina bez bilo kakve
antiretrovirusne terapije. U prethodnim istraZivanjima na ovim pacijentima iskljuceno je
nekoliko poznatih virusnih i ¢elijskih faktora kao moguéih uzrocnika LTNP statusa.
Naime, ni kod jednog pacijenta nije nadena delecija virusnih regulatornih gena (nef, tat,
rev i vpr) niti gena za CC-hemokinski receptor 5 (125). Osim toga, pokazano je da je
¢elijska imunost kod ovih LTNP pacijenata komparabilna sa imuno$¢u kod HIV-1

progresora (126).

U naSem eksperimentu je testirano i pet HIV-1 pozitivnih pacijenata (progresori)
kod kojih je broj CD4 limfocita 1 titar virusne RNK bio sli¢an onom kod LTNP
pacijenata. PoSto su uzorci za kontrolnu grupu uzeti od pacijenata koji nisu nikada
primali antiretrovirusnu terapiju, mogli smo da merimo nivo anti-NTMs antitela kod

prirodne progresije HIV infekcije.

Posebnu kontrolnu grupu su ¢inili LTNP pacijenti sa stabilnim brojem CD4
limfocita, ali pove¢anim titrom virusne RNK (LTNP GF). Smatra se da kod ovih

pacijenata neki virusni ili genetski faktor domacina doprinosi sporoj progresiji bolesti.
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Tabela 12. Karakteristike pacijenata i srednje vrednosti apsorbance na peptid NTMs u

ELISA testu

LTNP
n=7

PR
n=5

LTNP GF
n=4

Inficirani u
periodu od
(godina)

Virusna RNK
(broj
kopija/mL)

Srednje
vrednosti
apsorbance

1985-1990.

<10000

0,261+0,156

1997-2003.

769-688000

0,104+0,069

1988-1990.

>10000

0,006+0,004

0

0,45 -
0,4 -
0,35 -

0,3

apsorbanca 492-620 nm

0,05 -

p =0,0092

O =

O O

LTNP

L]

[]
O O
PR

HIV -

Slika 24. Poredenje reaktivnosti seruma LTNP pacijenata, tipi¢nih progresora i HIV

negativnih kontrola dobijenih u ELISA testu
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Kao $to se vidi iz grafickog prikaza (Slika 24) antitela koja prepoznaju peptid
NTMs su u znac¢ajnoj meri vise prisutna u serumima LTNP pacijenata u poredenju sa

HIV-1 progresorima pri ¢emu je p=0,0092.

p=0,0047
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Slika 25. Poredenje reaktivnosti seruma LTNP pacijenata, LTNP kod kojih je poznati

faktor uzro€nik spore progresije (LTNP GF) i HIV negativnih kontrola dobijenih u
ELISA testu

Antitela koja prepoznaju peptid NTMs su vise prisutna u serumima LTNP
pacijenata u poredenju sa onim LTNP pacijentima kod kojih neki virusni ili genetski

faktor domacina doprinosi neprogresivnoj infekciji pri ¢emu je p=0,0047 (Slika 25).

Grupa LTNP GF pacijenata je bila relativno mala, ali je odabrana zato $to su
LTNP 1 LTNP GF pacijenti bili u ovom slucaju deo iste grupe, koja je prac¢ena u periodu
od devet godina. Prethodno istrazivanje je pokazalo da izmedu grupa nije bilo razlike u
nivou citotoksi¢nih T limfocita. Ni jedan drugi faktor kao Sto su starost, pol, virusni

hepatitis ili neki drugi infektivni agens nisu mogli biti povezani sa LTNP statusom.
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4.5 Eksperimentalna analiza prisustva anti-NTMs antitela u

serumu novorodencadi

U sledec¢em koraku naseg istrazivanja, eksperimentalno smo ispitivali da li je

dizajnirani peptidni antigen slican nekom humanom antigenu, analiziranjem reaktivnosti

seruma 18 HIV negativnih novorodencadi sa peptidom NTMs koris¢enjem ELISA testa.

S obzirom da se radilo o novorodenim bebama starosti do sedam dana kod kojih IgG

antitela uglavnom poticu iz organizma majke, analizirali smo reaktivnost [gM antitela

specificnih za novorodence. Polovina ispitivane novorodencadi su bila rodena pre 37.

nedelje gestacije sa tezinom manjom od 2500g, dok su drugu grupu ¢inile zdrave bebe

rodene u terminu tezine vece od 2500g.

Tabela 13. Karakteristike novorodencadi i srednje vrednosti apsorbance na peptid

NTMs u ELISA testu

Preterminska Terminska

deca deca

n=9 n=9
Gestaciona starost na rodenju (nedelje) <34 >37
TeZina na rodenju (grami) <2500 >2500
Starost deteta u vreme uzimanja uzorka (dani) <7 <7
Srednje vrednosti apsorbance za NTM antigen 0.517+0.107 0.287+0.128
Srednje vrednosti apsorbance za kontrolni 0,120+0,022 0,106+0,009

antigen
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Slika 26. Poredenje reaktivnosti seruma novorodencadi sa peptidom NTMs i kontrolnim

antigenom u ELISA testu

Analizom seruma novorodencadi dobili smo srednju vrednost apsorbance za
NTMs antigen od 0,404 (SD= 0,164), dok je srednja vrednost apsobance za kontrolni
antigen iznosila 0,113 (SD= 0,018). Na ovaj na¢in smo primenom ELISA testa pokazali
postojanje specifi¢ne reaktivnosti IgM antitela iz seruma novorodencadi sa peptidom
NTMs na osnovu ¢ega mozemo da zaklju¢imo da je dizajnirani antigen slican sa nekim

humanim proteinom.

Slede¢om analizom smo utvrdili da postoji specificna reaktivnost sa peptidom

NTMs u odnosu na kontrolni antigen u populaciji prevremeno rodenih beba (Slika 27).
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Slika 27. Poredenje reaktivnosti seruma preterminske novorodencadi sa peptidom

NTMs i kontrolnim antigenom u ELISA testu

0,45 Serumi terminskih beba
0,4
0,35
0,3
0,25
0,2

0,15

Apsorbanca 405-620 nm

0,1

0,05

NTMs antigen kontrolni antigen

Slika 28. Poredenje reaktivnosti seruma terminske novorodencadi sa peptidom NTMs i

kontrolnim antigenom u ELISA testu

Nasli smo da postoji specifi¢na reaktivnost sa peptidom NTMs u odnosu na

kontrolni antigen u populaciji zdrave terminske novorodencadi (Slika 28).
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Slika 29. Poredenje reaktivnosti seruma preterminske i terminske novorodencadi

dobijene u ELISA testu

Nivo antitela koja prepoznaju peptid NTMs je bio znacajno veéi kod

preterminske u poredenju sa terminskom novorodencadi (p<0,001).
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5. Diskusija

Sistemsko bioloski pristup izuCavanju imunskog sistema je komplementaran
tradicionalnim eksperimentalnim tehnikama kojima se analizira specifi¢nost. Sistemska
biologija omogucava Sirok uvid uz koris¢enje tkz. high-throughput eksperimentalnih
metoda kojima se iz pojedinacnog uzorka ili analize moze dobiti veliki broj informacija.
Analiza informacije dobijene ovim eksperimentalnim tehnikama vrsi se kompjuterskim
alatima koji se zasnivaju na matematickoj obradi fizickih 1 hemijskih podataka. Krajnji
cilj svih ovih analiza je tacno i precizno predvidanje bioloskih interakcija. Jedna od
centralnih tema za izuCavanje u sistemskoj biogiji i bioinformatici predstavlja
poznavanje fizi¢ko-hemijskih osnova protein-protein interakcija, sto je vazan preduslov
za predvidanje interakcija izmedu antigena i antitela. U ovom radu su integrisane dve
vrste bioinformatickih metoda pomocu kojih smo Zeleli da dodemo do informacija

vezanih za prepoznavanje, targeting i neposredno vezivanje antitela i antigena.

Zbog svoje veoma kompleksne prirode imunsko prepoznavanje i interakcije su
jedan od najveéih izazova za biologe i biohemicare. Cesto se ispituju u in vivo ili in
vitro zivotinjskim modelima ili kompjuterskim (in silico) modelima. Napredak u oblasti
bioinformatike je omoguéio nastanak brojnih tehnika za obradu i integraciju velikog
broja podataka nastalih u genomickim eksperimentima. Osim toga, ovaj iskorak je
unapredio nase mogucnosti da predvidimo molekularnu specificnost imunskog sistema.
U ovom radu smo imali za cilj da predvidimo interakciju izmedu virusnih antigena i
prirodnih autoantitela domacina. Prirodna autoantitela su humoralni deo urodene
imunosti 1 otkrivena su kod svih ki¢menjaka (127). Rezultat su prirodne selekcije,
ispoljavaju genetski odreden 1 stabilan repertoar koji je u opStem smislu nezavisan od
spoljasnjeg antigenskog stimulusa (7,8). Ova antitela imaju regulisane i stabilne nivoe
kod zdravih osoba. U zdravim, neinficiranim miSevima, vecina plazmatskih IgM

antitela su prirodna autoantitela koja poticu od B-1 ¢elija (6).

Prirodna autoantitela imaju ulogu da obezbede inicijalnu zastitu od infekcija, a s
druge strane, da sprece nastanak inflamacije olaksavajuci uklanjanje oksidovanih lipida
I proteina, kao i ¢elija u apoptozi. Njihova uloga u autoimunskim oboljenjima nije
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precizno objasnjena. Postoje dokazi da neka od ovih autoantitela u¢estvuju u patogenezi
autoimunskih oboljenja, ali je to uslovljeno promenama u njihovoj koli¢ini i afinitetu za
antigen (7). Dugo je postojalo glediste da je autoreaktivnost povezana samo sa
patologijom, pa su autoantitela bila marker autoimunskih poremecaja i bolesti. Prema
Burnetovoj teoriji klonalne selekcije, autoreaktivni klonovi limfocita se kod zdravih
ljudi uklanjaju jo§ tokom razvoja u limfnim organima, te je njihovo prisustvo kod
zdravih dugo predstavljalo paradoks (128). Medutim, od kada detekcija serumskih
autoantitela postaje dostupna u klinickim uslovima, razvijaju se preduslovi za
sistemati¢nu analizu urodenog imunskog odgovora, koji ¢e u buducnosti postati mocan

dijagnosticki alat u razli¢itim oblastima medicine.

Nova tehnologija, antigen mikroerej, u kojoj je za Cipove kovalentno vezan
veliki broj antigena, omogucila je simultano merenje reaktivnosti na stotine antitela
(72). Potrebna je kap seruma (ili neke druge telesne teCnosti) da bi se testirala
reaktivnost antitela, koja se vezuju za svako antigensko mesto, pri ¢emu se obi¢no za
merenje koriste fluoroscentni obelezivaci. Primenom antigenskih Cipova, ali i klasi¢nih

imunohemijskih analiza, zna¢ajno je uvecan broj poznatih autoantigena.

Dok su u proslosti mreze antitela i njihove reaktivnosti izu¢avane na osnovu
veze izmedu idiotipova i anti-idiotipova, koji se vezuju jedni za druge, danas se veca
paznja poklanja drugoj mreZi antitela, antitelima koja su izmedu sebe povezana
reaktivno$éu sa skupom humanih autoantigena (129). Razvijene su bioinformaticke
platforme koje omogucavaju inegrisanu analizu razli¢itih faktora urodene imunosti:
mreZa, puteva i gena (130), ali u dostupnoj literaturi nema kompletnih podataka o
humanim autoantigenima koji su potencijalna meta urodenog humoralnog imunskog

odgovora, a koja je rezultat ove disertacije.

Analizirajuéi literaturu napravili smo kompilaciju humanih antigena urodenog
imunskog odgovora, odnosno sopstvenih molekula ¢oveka za koja se vezuju nepatogena
autoantitela i prikazali ih u Tabeli 4. U njoj se nalaze podaci o 225 antigena, koji osim
opisa  proteina, sadrze i  pristupni broj u bazi  UniProt/Swiss-Prot
(www.uniprot.org/help/uniprotkb) pomocu koga se moze do¢i do podataka o sekvenci
proteina i informacija o funkciji, strukturi i bioloskom znacaju odredenog gena (77). U
ovom radu smo Kkoristili bioinformatic¢ki alat DAVID da bismo identifikovali bioloske
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termine i pojmove (odnosno bioloske uloge) koje preovladuju u skupu humanih
autoantigena (Tabela 5). DAVID je web bioinformati¢ki alat kojim se analizira
statistiCka znacCajnost prisustva predefinisanih bioloSkih pojmova u datom skupu gena.
Standardizovani bioloski pojmovi koji se odnose na ¢elijsku lokalizaciju, molekulsku
funkciju 1 biolosku aktivnost odredenih gena nalaze se u bazi podataka GO (118). U
nasoj analizi su vrednosti faktora obogacenja, koji je kvantititativna mera statisticke
znaCajnosti klasterizacije, za sve navedene funkcionalne Kklastere znacajno iznad
grani¢ne vrednosti. Ocekivano, najve¢i deo humanih autoantigena je ekstracelijski.
Osim toga, u pogledu funkcije dominiraju agensi sa enzimskom i hormonskom
aktivnosc¢u ukljuceni u apoptotske i inflamatorne procese. Mozda je nelogi¢no da je
regulacija imunskog odgovora na dnu liste statisti¢ki znacajnih pojmova. Ovaj rezultat
moze biti posledica slabog poznavanja ucesnika u procesu imunske regulacije, te zbog
toga odredeni geni i pojmovi nisu adekvatno opisani u GO. Mozda ipak, nase shvatanje
da je primarna uloga humoralne urodene imunosti nespecifi¢na zastita od infektivnih
agenasa, nije u potpunosti u skladu sa realnom funkcijom ove poluge imunskog sistema

u organizmu.

Antigen mikroerej tehnologija ne omogucava strogo definisanje specifi¢nosti ili
afiniteta bilo kog pojedinacnog antitela ili grupe antitela. U stvari, pozitivni signali na
antigenskom cCipu verovatno odrazavaju vezivanje poliklonalne smeSe za razliCite
strukturne epitope svakog imobilisanog antigena. Paralelno merenje reaktivnosti na
stotine razli¢itih antigena predstavlja tezak raCunarski zadatak: kako ekstrahovati
relevantnu informaciju iz velike koli¢ine podataka. Potrebno je definisati odgovarajuci
sistemski pristup kojim bi se analizirala funkcionalna osnova interakcije izmedu antitela
I antigena (72). U ovom radu smo za predvidanje specifi¢ne interakcije antigen-antitelo
Koristili pristup u kome smo integrisali poravnavanje sekvenci i poravnavanje fizi¢ko-

hemijskih profila proteina.

Poravnavanje proteinskih sekvenci je jedna od oshovnih metoda u
bioinformatici. Poravnavanja se koriste za detekciju homologije, da bi se izucavali
evoluciono povezani dogadaji i da bi se analizirali funkcionalni domeni koji su
zajednicki elementi za proteinske familije. Kao generalni koncept, slicnost izmedu

bioloskih sekvenci je predstavljena kao identi¢nost sekvenci: broj poravnatih pozicije na
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kojima su odgovarajuca slova (odnosno aminokiseline u proteinima) identi¢ni. Kada je
u pitanju izucavanje imunskog sistema i identifikacija epitopa, analiza sli¢nosti izmedu
bioloskih sekvenci znaci pronalazenje kratkih sekvenci (odnosno peptida od 5 do 7

aminokiselina) koji se minimalno razlikuju (131).

Ranije je viSe puta pokazano da je poravnavanje parametarskih profila tehnika
koja je komplementarna analizi sekvenci. Najkorisnija informacija do koje se moze doc¢i
poravnavanjem sekvenci je, pre svega, 0 apsolutno konzerviranim aminokiselinama,
koje su vazne za odrzavanje trodimenzionalne strukture proteina ili su od sustinskog
funkcionalnog znac¢aja. Obrazac ili profil konzerviranih aminokiselina moze se koristiti
za identifikaciju proteina iz iste grupe koji mogu imati sli¢nu strukturu. Osim toga,
varijacije na specificnim pozicijama u sekvenci mogu da uslove i/ili ukazu na
funkcionalne izmene, ali veoma cesto nemaju nikakvog ili imaju veoma malo
funkcionalnog znacaja. Bioinformaticke metode kojima se analiziraju globalni profili
fizicko-hemijskih osobina mogu efikasno da razdvoje varijacije koje su inertne od onih
koje uticu na proteinsku funkciju i imunogenost (132). Kao §to smo ranije naglasili,
metode zasnovane na identifikaciji konsenzus parametarskih profila imaju brojne
primene: u Kklasifikaciji sekvenci (133), poredenju epitopa (134), definisanju
multivalentnih sekvenci kao dijagnosti¢kih antigena i antigena za vakcine (135) i u

odredivanju ciljnih molekula i njihovih domena za dizajniranje lekova (136, 137).

Imunoloski unakrsno reaktivni proteini su pored znacajnog stepena sliCnosti
sekvenci imali i veoma sli¢nu distribuciju fizicko-hemijskih parametara duz molekula
(138). Ove na prvi pogled neprimetne sli¢nosti, vizuelizuju se metodom ISM koja se
zasniva na konceptima pozajmljenim iz digitalne analize signala u kome se numericki
niz transformiSe u virtualnu frekventnu karakteristiku. Primenom ISM metode
proteinska sekvenca se prikazuje u formi virtuelnog, informacionog spektra. U ovakvom
prikazu proteinske sekvence, izdvajaju se frekvence na kojima su signali Kkoji
dominiraju proteinskim informacionim spektrom. Ove dominantne frekvence poticu od
funkcionalno najvaznijih strukturnih motiva 1 €esto su evolutivno konzervirane. U ovoj
vrsti bioinformatickih analiza od kljuénog znaaja je izbor molekulskog parametra
kojim se predstavlja aminokiselinska sekvenca. U metodi infomacionih spektara se

koristi parameter PEJI kojim se opisuju dugodosezne karakteristike aminokiselina (85).
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Ove karakteristike 1 njihova raspodela duz sekvence su determinante intermolekulske
interakcije, koje su odgovorne za specificno prepoznavanje i povezivanje bioloskih
makromolekula (proteina, DNK i RNK) (74, 86). Na osnovu Frulihovog koncepta (83)
koherentni motivi omogucavaju proteinsku komunikaciju koja rezultira frekventno-

specificnim privla¢nim silama i pove¢anim brojem produktivnih sudara.

Virusni proteini ili njihovi domeni sa dominantnim frekvencama koje su jednake
sa humanim autoantigenima, imaju potencijal da budu prepoznati od strane prirodnih
autoantitela kao humani autoantigeni i predstavljaju potencijalne mete humoralnog
imunskog odgovora. Koris¢enjem ISM programskog paketa u ovom radu su izraunati
informacioni spektri svih 225 sekvenci proteina reaktivnih sa urodenim autoantitelima i
odredene su njihove dominantne informacione frekvence. Nadeno je da dominantne
frekvence preovladuju u informacionom opsegu Fopl (0,0-0,05) i Fop2 (0,25-0,35).
Posto su to karakteristike kojima je odredeno prepoznavanje sa autoantitelima,
smatramo da ¢e prisustvo ovih dominantnih frekvenci u antigenima za imunohemijske
testove dovesti do nespecificnog vezivanja. Iz tog razloga bi preporuka za izbor
specifi¢nih antigena bila da budu u Fop3 (0,20-0,25), Fop4 (0,05-0,10) i Fop5 (0,45-
0,50), dok bi trebalo izbegavati antigene sa dominantnim IS frekvencama u Fopl i
Fop2. Primenom analize ontologije gena proteina koji imaju dominantne frekvence u
Fopl I Fop2 utvrdeno je da se u prvom opsegu u najvecoj meri nalaze proteini povezani
sa kogulacijom krvi, a u drugoj proteini uklju¢eni u kalcijum zavisno vezivanje za

fosfolipide.

Metoda informacionih spektara je uspe$no primenjena u identifikaciji funkcije
G-receptora, fizioloski znacajnih interaktora epigentskog regulatora TET2 (139) i
receptora na ¢eliji domacinu za toksin antraksa (140). U ovom radu smo je Kkoristili da

bismo odredili determinante virusnih i humanih antigena koje prepoznaju antitela.

Posttransfuzijski hepatitis, izazvan virusom hepatitisa C je ozbiljan problem pri
primeni krvi za leCenje. Ova pojava je uslovila razvoj automatskih i pristupacnih
seroloskih testova za testiranje krvi kojom bi mogao da se prenese ovaj infektivni agens.
Primarni skrining test za detekciju anti-HCV antitela je enzimski imunoesej. Prvom
generacijom EIA testa je ispitivano prisustvo antitela na jedan rekombinantni antigen
c100-3, derivat proteina NS4 virusa hepatitisa C. Ova generacija testa je kod pacijenata
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sa klinickim 1 molekulskim pokazateljima HCV infekcije davala pozitivne rezultate kod
80% osoba (141, 142). Stopa lazno pozitivnih rezultata bila je 5-25% (143, 144, 145).
Da bi se, pre svega, smanjio broj lazno pozitivnih rezultata, razvijeni su dodatni
potvrdni testovi kao Sto je RIBA test. Nakon toga se pojavila druga generacija EIA
testa, koji je osim antigena derivata proteina NS4 dela genoma, sadrzao 1 antigene iz
proteina C (engl. core) i NS3. Ovaj test je pokazivao vecu specifi¢nost i osetljivost u
odnosu na prethodnu generaciju. Postignuto je smanjivanje tkz. ,,prozora” za HCV
serokonverziju sa 16 na 10 nedelja, a osetljivost je iznosila oko 95%. Treca generacija
EIA testa sadrzi rekonfigurisane proteine C, NS3, NS4 kao i NS5 antigen koji nije bio
prisutan u prethodnoj generaciji testa (60). Primenom ovog testa ,,prozor” je skracen na

7-8 nedelja.

Testovi treCe generacije su pokazali znaCajno povecanje osetljivosti kod
davalaca krvi, imunokompromitovanih osoba i obolelih od bolesti jetre, ali ne i dovoljno
povecanje specifi¢nosti (146, 147, 64, 148). Naime, opravdanost uvodenja NS5 antigena
u skrining testove je i dalje kontroverzna, s obzirom da se ovaj antigen smatra osnovnim
uzrokom lazno pozitivnih rezultata u populacijama sa niskom prevalencijom, kao $to su
npr. davaoci krvi. (64, 65, 66). ELISA testovi tre¢e generacije ukljucuju skoro ceo NS5
protein, medutim razli¢ite analize ovih testova pokazale su da NS5 antigen nije
imunoreaktivan koliko i drugi antigeni, kao i da pokazuje nizu specifi¢nost od bilo kog
drugog antigena sadrzanog u testu. Utvrdeno je da su davaoci krvi, inae bez
prethodnog rizika od infekcije, bili pozitivni samo na anti-NS5 antitela, a sa negativnim
rezultatom molekulskog testiranja, odnosno uoceno je da izolovana NS5 reaktivnost

obi¢no nije povezana sa infekcijom virusom hepatitisa C (146, 149).

Tako, i nakon trece generacije ELISA testova, lazno pozitivni rezultati ostaju
problem u populacijama sa niskom prevalencom HCV infekcije. S obzirom na troskove
koje uzrokuje postavljanje laZzno pozitivnih rezultata, kao 1 na rastu¢u potrebu za
testiranjem Krvi u nerazvijenim i osiromasenim podrucjima, postoji izrazena potreba za
razvojem specificnog enzimskog imunotesta za identifikaciju anti-HCV antitela. U
ovom radu smo pokazali da je jedna od moguénosti za povecanje specificnosti HCV
skrininga u niskorizi¢noj populaciji iskljucivanje antigenskih domena ili/i peptida koji

su izrazito sli¢ni sa humanim autoantigenima.
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Informacionom analizom HCV antigena HCV C, NS3, NS4A, NS4B i NS5A
identifikovane su njihove karakteristicne frekvence sa ciljem da se utvrdi stepen
slicnosti sa humanim antigenima i potencijal da budu ciljne mete urodenog humoralnog
imunskog odgovora. HCV proteini C, NS3A i NS5A imaju po jednu dominantnu
informacionu frekvencu, od kojih je Fycy ¢ U opsegu Fopl, dok su Fucv nss | Facv nssa
izvan opsega dominantnih autoantigena, dakle specifi¢ni su za virus. Proteini HCV
NS4A i NS4B imaju po dve dominantne informacione frekvence. UkrStanje ove
informacije sa podacima o humanim antigenima, pokazalo je da je po jedna njihova
dominantna frekvenca u okviru humanih autoantigenskih informacionih opsega.
Informacione karakteristike zajedinicke za sve HCV antigene za ELISA test, odredene
su pomoc¢u kros-spektralne funkcije u programskom paketu ISM sa ciljem da se
identifikuju globalne specifi¢ne karakteristike HCV antigena. Odreden je kros-spektar
proteina HCV C, NS3, NS4A, NS4B i NS5A u kome postoje dve dominantne frekvence
Fucvl i Fyev2. Zakljuéeno je da bi proteinske domene, koji doprinose ja¢ini virtuelnog
signala na Fpcy2 trebalo iskljuditi iz baterije antigena, jer su oni informaciono sli¢ni
humanim autoantigenima koji imaju dominantne frekvence u Fop2, dok su oni koji
doprinose Fycv1 specifi¢ni za virus HCV. Rezultati informacione analize su pokazali da
HCV NS5A antigen, koji je najmanje specifican iz palete HCV antigena u skrining
testovima, ima dominantne informacione frekvence koje su karakteristicne za vecinu
humanih autoantigena (Slika 17). Kao posledica toga proizilazi unakrsna reaktivnosta sa

prirodnim autoantitelima $to je potvrdeno u studiji Vasiljevi¢ i sar. (150).

U daljoj analizi smo primenom programa BLAST, koji je deo programskog
paketa za analizu proteinskih i genskih sekvenci, pokazali da postoje brojni humani
proteini ¢ije su primarne strukture veoma sli¢ne sa svim HCV proteinima. Primenom
programa CLUSTALW identifikovli smo delove proteina HCV C, NS3 i NS4 Koji
pokazuju visok stepen sli¢nosti sa humanim antigenima iz nase baze sopstvenih
antigena. Interesantno je da se medu humanim proteinima sa kojima HCV protein NS4B
pokazuje najveci stepen homologije nalaze tireoglobulin i protein toplotnog stresa od 60
kDa, koji su prema nekim ranijim istrazivanjima humani ciljni antigeni u hroni¢noj
infekciji HCV-om (68). Rezultati o slicnost humanih i proteina virusa hepatitisa C su u
saglasnosti sa podacima iz literature o sli¢nosti izmedu HCV proteina i humanih

sekvenci koje dovode do unakrsne imunoloske reaktivnosti. Kusalik i sar. su ispitujuci
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sli¢nost pentapeptida iz HCV poliproteina utvrdili slicnost sa ¢ak 19605 humanih
proteina, Sto Cini 57,6% humanog proteoma (68). Smatra se da je upravo ova pojava
uzrok razli¢itih autoimunskih bolesti koje se srecu kod pacijenata sa hronicnom HCV
infekcijom. Tako je utvrdeno da imunoloska ukrStena reaktivnost izmedu HCV C
proteina i humanog GOR proteina doprinosi razvoju autoimunskog hroni¢nog hepatitisa
I nekih drugih oboljenja jetre izazvanih hroni¢cnom HCV infekcijom (151, 152, 153,
154). Jos§ jedan primer uloge molekularne mimikrije u patogenezi HCV infekcije je
homologija izmedu HCV C proteina i humanog citohroma P450 ¢ime se objasnjava
razvoj autoimunskog hepatitisa tipa 2 (155, 156). U jednom od istraZivanja je pronadena
povezanost izmedu antitela na nuklearne proteine i autoantitela na proteine ¢elija glatkih
misi¢a (157). Naime, bioinformatickim pretrazivanjem proteinskih baza podataka
identifikovana su tri proteina u glatkim misi¢ima - smudelin, miozin i vimentin, kao i tri
nuklearna proteina - matrin, histon H2A i replikacioni protein A, sa velikim stepenom
lokalne homologije u odnosu na HCV poliprotein. Velika sli¢nost virusnog i humanog
proteoma ne predstavlja samo prepreku za razvoj specificne dijagnostike, ve¢ i za razvoj

protektivne vakcine za HCV (71, 158).

Potvrdu opravdanosti naSih analiza pokazuju 1 rezultati dobijeni u istrazivanju
Vasiljevi¢ i sar (150). Kombinovanom primenom metode informacionih spektara i
pretraZzivanjem baze sekvenci humanih proteina UniProt, u ovoj studiji je utvrdeno da
postoji veliki stepen strukturne i1 informacione homologije izmedu dela proteina HCV
NS5A i peptida koji se nalazi na N-terminalnom kraju humanog enzima inducibilna
azot-oksid sintaza (engl. iINOS). Peptidi sa najvecom sli¢nos¢u koji su bili delovi
molekula HCV NS5A i iNOS su sintetisani 1 iskori§¢eni za oblaganje mikrotitarske
plo¢e u ELISA testu. Uradeno je ispitivanje reaktivnosti seruma HCV-negativnih i
HCV-pozitivnih davalaca krvi na ove peptide. Pokazana je veoma sli¢na reaktivnost
(p<0,001) kod obe grupe ispitanika, pri ¢emu je najveca reaktivnost utvrdena za HCV-
negativne serume koji su davali lazno pozitivne rezultate u komercijalnom
imunoenzimskom testiranju. Na taj nacin je potvrdena ideja da je NS5A antigen moguci
uzro¢nik smanjene specifi¢nosti tre¢e generacije ELISA testova za merenje antitela na

virus hepatitisa C.
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Dakle, na osnovu navedenih cinjenica 1 rezultata bioinformati¢kih analiza
prikazanih u ovom radu, zakljucili smo da anti-HCV ELISA test treba prvenstveno da se
zasniva na aminokiselinskim motivima koji su specifi¢ni za virus i u pogledu sekvence i
na osnovu informacionih karakteristika. Na taj nacin bi se izbegli nespecifi¢ni rezultati

koji poticu od imunoloskog prepoznavanja sopstvenih antigena.

Drugi aspekt specifi¢nosti, koji je bio tema u ovom radu, odnosio se na
modifikaciju prirodnog polipeptida koja bi ga ucinila pogodnim za antigen U
komercijalnom ELISA testu. Ovde smo takode, odredili informacione i hemijske
karakteristike neophodne za prepoznavanje i vezivanje izmedu antigena i antitela.
Dobijene rezultate, odnosno svojstva smo zatim preneli na sinteticki peptid. Predmet
studije je bio polipeptid NTM iz C-terminalnog kraja gpl20 HIV-1. U ranijim
istrazivanjima je pokazano da HIV-1 inficirane osobe kod kojih je utvrden povisen titar
antitela reaktivnih sa ovim peptidom imaju neprogresivnu infekciju, kao i da relativno
smanjenje titra ovih antitela korelira sa progresijom bolesti (52). Polipeptid HIV-1
gp120 NTM ima 23 amino kiseline, te nije pogodan za potencijalnu primenu u klini¢koj
analitici. Sa druge strane, NTM-reaktivna antitela imaju potencijal da budu klini¢ki
relevantan biomarker neprogresivne HIV-1 infekcije. Interes za pouzdane biomarkere
neprestano raste usled njihovog znacéaja za kvalitetnu dijagnostiku i terapiju infektivnih
i hroni¢nih bolesti. U ovom radu su analizirane informacione karakteristike skracene
forme NTM polipeptida i odgovarajuéeg peptidnog nosaca koji je neophodna
komponenta ELISA testa u kome se peptidom oblaze plo¢a. Dve dominantne frekvence
u informacionom spektru HIV-1 gp120 NTM, Fntml i Fntm2 predstavijale su
karakteristiku koju je bilo potrebno definisati u novom peptidu. Osim toga, u peptid
NTMs je bilo potrebno ukljuéiti fragment NTM polipeptida koji uéestvuje u direktnom
hemijskom vezivanju izmedu HIV-1 gpl120, petlja D, i humanog receptora CD4. Za
NTMs antigen predloZen je oktapeptid koji ima slede¢u sekvencu: Fenilalanin(F)-
Treonin(T)-Aspartat(D)-Asparagin(N)-Alanin(A)-Lizin(K)-Treonin(T)-1zoleucin(l),
koja obuhvata aminokiseline 2-4 (DNA) i 7(T) koje uéestvuju u direktnom vezivanju za
CD4. Ovaj peptid ima Sirok i nespecifi¢an informacioni signal, koji se poklapa sa
dominantnim frekvencama polipeptida HIV-1 NTM, pa je modifikacija i poboljsanje
karakteristika informaciong spektra izvedeno dodavanjem odgovarajuc¢eg peptidnog

nosaca. Naime, dodatak SOC tripeptida, lizin (K)-a-aminoizobuterna kiselina (Aib)-
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glicin(G) doveo je do definisanja specificnih predefinisanih informacionih karakteristika
u spektru NTMs. Pokazali smo da oktapeptid NTMs, FTDNAKTI derivat HIV-1 gp120
NTM kovalentno vezan za peptidni nosa¢ SOC ima dominantne frekventne
karakteristike koje ima i peptid NTM, F1 (0,035) i F2 (0,218) (122). Osim toga u
oktapeptidu NTMs sadrzan je epitop za koga se smatra da je kljucan za vezivanje
antitela koja koreliraju sa neprogresivnom HIV-1 infekcijom. Uzimajuéi u obzir ove
¢injenice zakljucili smo da bi ovaj peptid bio pogodan ELISA antigen za merenje

antitela koja koreliraju sa neprogresivnom HIV-1 infekcijom.

S tim u vezi smo testirali malu grupu ispitanika, koji zahvaljujuc¢i svojim
prirodnim imunoloskim karakteristikama, godinama uspe$no kontrolisu HIV infekciju.
LTNP predstavljaju mali heterogeni podskup (oko 5%) HIV pozitivnih osoba kod kojih
specifi¢ni ¢elijski i humoralni imunski odgovor odrzava replikaciju virusa na niskom
nivou i kod kojih se mozda nikada nece desiti progresija infekcije, bez obzira §to ne

primaju nikakvu antiretrovirusnu terapiju (37,38).

Pre nego §to smo odredili reaktivnost seruma HIV pozitivnih pacijenata sa
NTMs, proverili smo da li se na$ peptid vezuje za povrSinu polistirenske mikrotitarske
plo¢e i koja bi bila optimalna koncentracija ovog antigena za detekiju anti-NTMs
antitela kod razliitih grupa pacijenata zaraZzenih HIV-om. Primenom rastvora razlicite
koncentracije NTMs za oblaganje, odnosno nekom vrstom titracije, pokazali smo ve¢ u
inicijalnim eksperimentima da postoji reaktivnost koja je veca kod LTNP pacijenata u
odnosu na HIV + progresore i HIV- kontrolu, kao i da koncentracija antigena pri kojoj
se postize zasi¢enje ploce iznosi 0,5 pg/100 pL (Slika 22). Dodatnom analizom smo
utvrdili specifi¢nost vezivanja antitela za peptid NTMs s obzirom da je bio vezan za

nosac, koji omogucéava bolju adsorbciju za ¢vrstu fazu bez konformacionih promena

(Slika 23).

U naSim eksperimentima svi LTNP serumi su bili reaktivni sa peptidom NTMs.
Reaktivnost u kontrolnoj grupi HIV-1 progresora, odnosno inficiranih kod kojih se
infekcija razvija uobicajenim tokom bila je statisticki znacajno niza (p = 0,0092).
Analize ukupnog imunoloskog statusa LTNP pacijenata pokazale su da oni proizvode i

odrzavaju energi¢niji imunski odgovor na HIV-1 infekciju od brzo-progresivirajuéih
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pacijenata. Osim toga, podaci Jollz i Weissa pokazuju da kada se jednom ustanovi nivo i

aktivnost antitela, on se verovatno neée znacajno menjati kod LTNP pacijenata (159).

Da bismo odredili da li u ELISA testu, kod koga je za ¢vrstu fazu vezan NTMs
antigen, detektujemo specifi¢nu frakciju antitela koja koreliraju sa odlaganjem bolesti,
testirali smo nekoliko osoba koji uspesno kontroliSu infekciju zahvaljuju¢i nekom od
protektivnih genetskih faktora domacina ili virusa i imaju potpuno ocuvan imunski
sistem uprkos dugotrajnoj HIV infekciji. Ova grupa pacijenata koju smo nazvali LTNP
GF je imala stabilan broj CD4 ¢elija i nije imala klini¢ke simptome bolesti, ali je imala
povisen titar virusne RNK. Nasi rezultati su pokazali da je titar antitela koja se vezuju
za NTMs kod ovih seruma statisticki znacajno (p=0,0047) nizi nego kod LTNP
pacijenata, kod kojih je humoralni imunski odgovor odgovoran za stabilan status. Ovi
rezultati su potvrdili da je modifikovani antigen za ELISA tets pogodan za pracenje

nivoa imunoloskog biomarkera i kontrole HIV-1 infekcije.

Poreklo NTM reaktivnih antitela je joS uvek nejasno, jer je domen koji obuhvata
FTDNAKTI sekvencu HIV-1 gp120 neimunogen (160). Moze da se pretpostavi da su
ova antitela nastala kao odgovor na neki retko prisutni HIV-specifi¢ni stimulans (npr.
konformacioni epitop) ili da su posledica antigenske stimulacije koja nije specificna za
HIV-1, odnosno da je u pitanju autoantigen. Dakle, postavljena je hipoteza da su NTM-
reaktivna antitela, zapravo autoantitela. Ranija istrazivanja su pokazala da HIV-1 gp120
NTM pokazuje homologiju sa humanim VIP peptidom (engl. vasoactive intestinal
peptide), kao i da su antitela iz seruma HIV negativnih osoba prec¢iséena afinitetnom
hromatografijom na VIP reaktivna sa peptidom NTM u ELISA testu (123). Utvrdeno je
da je VIP autoantigen za prirodna autoantitela (12). Medutim, s obzirom da su prirodna
autoantitela reaktivna sa epitopima koji su zajednic¢ki za nekoliko antigena 1 kroz tu
polispecifi¢énost ostvaruju svoju multifunkcionalnost, ispitali smo da li u naSoj bazi
(Tabela 4) postoji jo$ antigena koji su sli¢ni sa peptidom NTMs i kolika je mera te
slicnosti. Ne iznenaduje podatak da smo pored VIP-a nasli jos jednu sekvencu sa
identi¢nim stepenom i obimom sli¢nosti, kao 1 da postoji jos nekoliko humanih proteina
koji imaju potencijal da vezu antitela reaktivna sa NTMs, koja su marker stabilne i
neprogresivne HIV-1 infekcije (Tabela 11). Utvrdili smo da identi¢nu sekvencu kao

NTMs sadrzi i ribonukleoprotein Ro60, koji inace pripada grupi RNK-vezujucih
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proteina. Prethodno je identifikovan kao autoantigen u istrazivanju ekspresije Ro60

tokom os$tecenja tkiva na ¢elijama u apoptozi kod neonatalnog lupus sindroma (124).

Inace, peptidi koji oponaSaju funkcionalno vazne regione HIV proteina su
izvrstan alat za istrazivanje strukture i funkcije virusa HIV-1 (161). Takvi peptidi mogu
posluziti kao polazna tatke za nove terapijske i preventivne anti-HIV strategije, koje
mogu da ukljucuju i razvoj inhibitora ulaska virusa u ¢eliju, kao 1 indukciju
neutraliziraju¢ih antitela. Danas se najviSe istrazuju Siroko neutralizirajuca antitela, koja
imaju potencijal da neutralizuju razliCite sojeve virusa HIV-1 i odgovarajuci antigeni

koji bi trebalo da budu mete za vakcine (162, 163, 164, 165).

I na kraju, pokazali smo da je NTMs zapravo antigen urodenog humoralnog
imunskog odgovora, jer u serumu novorodenih beba starosti do sedam dana, mozemo da
detektujemo IgM antitela koja su reaktivna sa ovim antigenom. Serumi 18
novorodencadi su testirani ELISA testom sa NTMs antigenom imobilisanim na ploci.
Grupa je sadrzala 9 terminskih i 9 preterminskih beba. Kod svih uzoraka je zabelezena
reaktivnost statisti¢ki znac¢ajno visa od reaktivnosti sa kontrolnim antigenom, koji nije
komponenta urodenog imunskog antigenskog repertoara. Osim toga, zapazeno je da u
grupi preterminskih beba postoji statisticki znacajno visi titar NTMs reaktivnih antitela
nego u grupi terminskih beba. Ova razlika je u saglasnosti sa ve¢ zabeleZzenim razlikama
imunskog sistema izmedu ove dve kategorije novorodencadi, koje mogu poticati od
specificnih imunskih odbrambenih puteva, koji su aktivni u zastiti preterminskih beba
od infekcije ili od neregulisanog urodenog imunskog odgovora, koji igra glavnu ulogu u
etiologiji odredenih komplikacija koje nastaju u kasnijem zivotnom dobu dece rodene
pre termina (166). Razlika u titru anti-NTM antitela izmedu dve grupe novorodencadi
mogla bi se povezati i sa saznanjem da je nivo VIP-a veéi kod preterminske u odnosu na
terminsku novorodencad, a da su naSe i ranija istrazivanja pokazala postojanje

homologije izmedu HIV-1 gp120 NTM i VIP-a (123, 167).

Danas je manje uobicajeno nego Sto je to ranije bio slucaj da se u okviru
pojedinacnih studija analizira mala koli¢ina bioloskih podataka. Sistemski podaci se
&esto generi$u u velikim, dobro opremljenim laboratorijama i institutima. Citavi genomi
se procesuju u okviru jednog projekta (168, 169,170). Podaci o sekvencama, analiticki
podaci, kao i pratee, obi¢no automatizovane interpretacije su centralizovane i lako
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dostupne (171,172,173). Mnoge hipoteze se mogu jednostavno testirati analizom
podataka koji se nalaze u bazama prebogatim informacijama. Ipak, postoji jo§ dosta
prostora i potrebe za unapredenjima. Potrebni su bolji algoritmi za predvidanje B-
¢elijskih epitopa i afiniteta antigen/antitelo interakcije. Postojece arhitekture treba
unaprediti da bi se mogle lako razvijati i modulisati kako bi se poboljsale tac¢nost i
preciznost predvidanja. Funkcionalna anotacija koja je koris¢ena i u ovom radu ¢e se
takode unapredivati, pre svega kroz povecanje preciznosti. Takve promene ¢e doprineti
sagledavanju imunskog sistema u finijoj rezoluciji i mapiranju virusnih antigena u
vremenskoj i prostornoj dinamici. Ovo ¢e olakSati i ubrzati razvoj testova vece
specifinosti $to ¢e omoguciti kvalitetnije leCenje infektivnih oboljenja i racionalizaciju

troSkova zdravstvne zastite.
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6. Zakljuéci

1. Na osnovu saznanja o prirodnoj humoralnoj imunosti i eksperimentalno
potvrdenih podataka objavljenih u naucnoj literaturi, napravili smo kompilaciju
sekvenci sopstvenih antigena Coveka, koja nam je posluzila za testiranje strukturne i
informacione sli¢nosti humanih i virusnih proteina, a u cilju definisanja specifi¢nih
antigena za imunohemijske testove. Analizom zajednickih karakteristika utvrdeno je da
najveci broj ovih proteina u funkcionalnom pogledu spada u ekstracelularne proteine,
enzime i regulatorne proteine. Informacionom analizom smo utvrdili koja informaciona
svojstva karakterisu specifiéne sintetiCke antigene koji nisu unakrsno reaktivni sa

sopstvenim autoantigenima.

2. Primenom informacione i strukturne analize smo utvrdili da HCV NS5
antigen, koji je najmanje specifican iz palete HCV antigena u skrining testovima, ima
dominantne informacione frekvence koje su karakteristicne za ve¢inu humanih antigena

Sto je moguéi uzrok nespecificnosti tre¢e generacije ELISA skrining testova.

3. Komparativhom analizom proteina virusa hepatitisa C, C (engl.core), NS3,
NS4A, NS4B pokazali smo da postoje brojni humani proteini sli¢ne primarne strukture.
Osim toga, utvrdeno je da je HCV NS3 antigen zbog svojih informacionih karakteristika
pogodniji za dizajniranje specifiénog ELISA testa, za razliku od NS4A koji pokazuje

slicnost sa humanim autoantigenima.

4. Primenom metode informacionih spektara dizajnirali smo peptidni antigen
NTMs za koji smo eksperimentalno pokazali, kod pacijenata sa razli¢itim tokom HIV
infekcije, da je pogodan za pravljenje komercijalnog ELISA testa. Ovaj imunohemijski
test bi mogao da se koristi za merenje anti-NTM antitela kao biomarkera neprogresivne
HIV infekcije.

5. Eksperimentalno smo utvrdili da postoji specifi¢na reaktivnost IgM antitela iz
seruma novorodencadi sa peptidom NTMs $to ukazuje da je ovaj peptid slican sa nekim
humanim peptidom i da su NTMs reaktivna antitela deo urodenog humoralnog

imunskog odgovora. Bioinformati¢ka analiza je pokazala najvecu sli¢nost sekvence
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NTMs sa humanim VIP peptidom i proteinom Ro60 koji spada u RNK-vezujucée
proteine.
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Mpwunor 1.

MUzjaBa o ayTopCcTBY

Motnucaru-a __Ana Bordevi¢-Vujicié

6poj nHaekca 67/06

UsjaBmbyjem
[a je pjoKTopcka Aguceprauuja nog Hacnosom

Selekcija specifi¢nih antigena virusa humane imunodeficijencije i virusa hepatitisa C za
prognostigke i dijagnosticke ELISA testove kori$¢enjem bioinformati¢kih metoda

e pesynTaTt COMCTBEHOr UCTpaXXmBaykor paaa,

e [a npeanoxeHa aucepraumja y LEMMHN HY Y Aenosuma Huje Guna npeanoxera
3a pobujaie 6uno koje AUNIOME Npema CTyAMjCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBa,

® [la Cy pesyntaTu KOpeKTHO HaBeaeHu n

e [a HUCaM Kpluvo/ma ayTopcka npaBa U KOPUCTUO WHTEneKTyarHy CBOjUHY
APYTUX NMua. .

Mornuc pokropaHaa
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Mpwunor 2.

.

U3jaBa 0 UCTOBETHOCTU WITAMMNaHE U ENIEKTPOHCKEe
Bep3uje JOKTOPCKOr paaa

Wwme v npeaume aytopa Ana Dordevic¢-VujiCic
Bpoj uHpekca 67/06
Cryaujckm nporpam doktorske akademske studije iz medicinske biohemije

Hacnos paga Selekcija specifiénih antigena virusa humane imunodeficijenciie i virusa

hepatitisa C za prognosticke i dijagnosticke ELISA testove kori§¢enjem bioinformatickih
metoda

Mentop dr Vesna Spasojevi¢-Kalimanovska, redovni profesor, Univerzitet u
Beogradu, Farmaceutski fakultet

dr Nevena Velikovi¢, vi$i nauéni saradnik, Univerzitet u Beogradu, Institut za nuklearne
nauke ,Vinga”

Motnucanw/a _Ana Pordevic-Vujici¢

W3jaBrbyjem ga je wramnaHa Bepavja Mor JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA eneKTPOHCKOj
Bep3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noprany JururanHor
peno3sutopujyma Yuusep3uterta y Georpapny.

[losBorbaBam aa ce objaBe Moju NUYHKM nojaum BesaHu 3a Jobujare akagemckor
3Batba AOKTOpa Hayka, Kao LUTO Cy UMe 1 npeaume, roguHa u Mecto poflewa u gatym
onbpaHe paga.

OBM nUYHM nogauu Mory ce 06jaBuUTM Ha MPeXHUM CTpaHuuama AaurutanHe
BubnuoTeke, y enekTpoHCKoM Katarory v y nybnukauvjama YHusepauteta y Beorpagy.

MoTtnuc pokropanaa
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Mpwnor 3.

UzjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh® aa y [urutanHu
penoauTopujym YHuBepauteta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY Auceptauujy nog
HacnoBom:

Selekcija specifiénih antigena virusa humane imunodeficijencije i virusa hepatitisa C za
prognosticke i dijagnosticke ELISA testove kori§¢enjem bioinformati¢kih metoda

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

[vcepTaumjy ca cBuM npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckom opmaTty norogHoM
3a TpajHO apxvBupame.

Mojy AOKTOpCKy AucepTauujy noxparweHy y [urutanHu penosutopujym YHusepsuTeTa
y Beorpagy Mory aa kopucTe CBM Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny
nuueHue KpeatueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEeKOMepLjanHo
@AyTopcrao — HekomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLWjanHo — AenuTv Noj UCTUM ycriosuma
5. Aytopcteo — 6es npepage
6. AyTOpCTBO — AEnuUTK Noj UCTUM ycrosuma

(Monumo aa 3aoKpyXuTe camo jefHy Of LecT MOHyReHUX nuueHumn, KpaTtak onuc
nMuUeHUm aar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc nokropaHpa

Y Beorpagy, _ 42.0S . 20/3
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1. Aytopcteo - [lossorbaBate ymHOXaBawe, AMCTPUBYUMjy U jaBHO CaonLUTaBate
Aena, v npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of cTpaHe ayTopa
unu fasaoya nuueHUe, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnoBoaHuja oa ceux
NULEeHLM.

2. AyTOpCTBO — HekoMepumjanHo. [lo3sorbasaTe yMHOXaBare, AMCTpUBYLMjY 1 jaBHO
caonwtasate Aena, u npepage, ako ce Hasefde MMe ayTopa Ha HauuH oppeReH op
CTpaHe ayTopa unu fasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He A03BoSbasa KoMepLmjanHy
ynoTpeby pgena.

3. AytopcTBO - HekomepuujanHo — 6es npepage. [losBorbasate YMHOXaBaH-€,
Auctpubyumjy v jaBHo caonwTasare pdena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa wunm
ynotpe6e fgena y CBOM Aeny, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauwH oapeheH oa
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Osa nuueHuUa He 403BOMbaBa KOMepLMjanHy
ynotpeby Aena. Y ogHocy Ha cBe ocTane fULEHUE, OBOM SIULEHLIOM Ce OorpaHvyasa
Hajsefn 06um npasa kopuwhera gena.

4. AyTopcTBO - HEKOMepuMjanHO — AenuTW Mo4 UCTUM ycriosuma. [lo3sorbasate
yMHOXaBake, AUCTPUByLMjy 1 jaBHO caoniuTaBake Aena, U npepaje, ako ce Haseae
“Ume ayTopa Ha HauuH odpefieH of cTpaHe ayTopa Unu AasBaoua NULEHLEe W ako ce
npepaga Auctpubyupa nog MCTOM UMM CIMYHOM nvueHuom. OBa nvueHua He
Ao3Borbasa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3Borbasate yMHOXaBate, AvcTpubyumjy 1 jasHo
caonwrasatse Aena, 6e3 npomera, npeobnukosarka unu ynotpebe aena y ceom aeny,
aKo ce HaBede Mme ayTopa Ha HauuH ogpefleH of cTpaHe ayTopa wunu pasaoua
nuueHye. Osa nuueHua go3sorbasa komepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopcTtBO - pgenuTM noa MCTUM ycrosuma. [lo3BorbasaTe yMHOXaBakse,
AVCTPUBYLM]y W jaBHO caoniiTasatbe ena, W npepage, ako ce Hasege UMe ayTopa Ha
HauvH oapefleH oA cTpaHe aytopa unu Aaeaola NUUEHUE M ako ce npepaaa
AuctpuBympa nog WCTOM WNKM CNUMYHOM nuueHuom. OBa nuueHUa AO03BOrbasa
komepumjanHy ynoTpeby aena u npepaga. CnvuHa je codTBepckUM nuULeHLama,
OAHOCHO NULEHLIaMa OTBOPEHOT Koaa.



