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Terapeutski potencijal anti-tetanus toksoid monoklonskih

antitela: primena zasnovana na vezivnim karakteristikama

SAZETAK

Tetanus toksin (TT), produkt anaerobne bakterije Clostridium tetani, je izuzetno
potentan neurotoksin koji moze izazvati tetanus, teSko 1 Cesto fatalno oboljenje. Uprkos
viSedecenijskom sistematskom sprovodenju vakcinacije protiv tetanusa, incidenca
tetanusa joS uvek nije zanemarljiva. TT-specificna antitela su klju¢ni faktor u
sprecavanju intoksikacije TT-om. Pored toga, predpostavlja se da bi ova antitela, usled
ukrStene reaktivnosti, mogla doprinositi i otpornosti ka heterologim infekcijama. Kod
osoba koja nemaju uspostavljen adekvatan TT-specifican imunski odgovor, a postoji
sumnja na intoksikaciju TT-om, preporucuje se imunoterapija koja podrazumeva
aplikaciju TT-specifi¢nih antitela sposobnih da neutraliSu slobodno cirkuliSu¢i TT. Duzi
niz godina se kao imunoterapeutici razmatraju i TT-specificna monoklonska antitela
(MAL) gde se kao jedan od problema namece pitanje kako selektovati zastitno MAt i/ ili
formulisati efikasan preparat s obzirom da specificnost ka TT ne znaci nuzno 1 zaStini
potencijal.

Cilj ove doktorske disertacije je da se, kroz ispitivanje vezivnih karakteristika
panela TTd/TT-specificnih MAt i njihovog zaStitnog potencijala in vivo, utvrdi na koji
nacin 1 u kojoj meri vezivne karakteristike TTd/TT specificnih antitela odreduju njihovu
sposobnost da sprece intoksikaciju TT-om i / ili doprinesu otpornosti ka heterologim
infekcijama.

IstraZivanja realizovana u okviru izrade ove doktorske teze su pokazala da se
zastitni potencijal anti-TTd / TT antitela moZe proceniti na osnovu afiniteta ka TT-u i
sposobnosti da inhibiraju TT-Gp;p interakciju. TT-specificna antitela koja mogu da
sprece in vivo intoksikaciju TT-om treba da vezuju TT-om sa afinitetom > 1x10° M i
da istovremeno imaju sposobnost da inhibiraju vezivanje TT-a za Gp;p, gangliozide.
Afinitet prema TT-u je prvi selekcioni kriterijum zaStitnith TT-specifi¢nih antitela, a

potom njihova sposobnost da preveniraju TT-Gp;p interakciju. Zastitni potencijal TT-



specifi¢nih antitala &iji je afinitet ka TT-u > 1x10* M dominantno odreduje sposobnost
inhibiranja TT-Gp; interakcije a ne sam afinitet.

Analizom karakteristika vezivanja i1 zaStitnog potencijala preparata koji sadrze
dva TTd/TT -specificna MAt u istim koli¢inama (engl. biclonal equimolar preparation;
BEP) pokazano je da se kombinovanjem dva TT-specificna MAt koja mogu
istovremeno da interaguju sa TT-om 1 pri tome ispoljavaju pozitivan kooperativni
efekat, moze dobiti BEP ¢iji je zastitni potencijal bolji u odnosu na MAt koji ulaze u
njegov sastav. PoveCanje zastitnog kapaciteta je posledica promena karakteristika
vezivanja BEP za TT u odnosu na njene constituente u smislu efikasnije inhibicije
uspostavljanja TT-Gpy;, interakcije i rasta prose¢nog afiniteta ka TT-u. TT-specifi¢na
MAt koja sama ne mogu da obezbede potpunu zaStitu od TT-intoksikacije mogu da
budu znacajni konstituenti TT-specifi¢nih BEP u slu¢ajevima kada ispoljavaju pozitivne
efekte na vezivanje drugog MAt koji ulazi u sastav BEP.

U okviru ove doktorske disertacije pokazano je i da TT-specifi¢na antitela mogu,
usled unakrsne reaktivnosti, interagovati sa hlamidijalnim antigenima 1 doprineti
ublazavanju klini¢ke slike u sluc¢aju okularne hlamidijalne infekcije. Pokazano je da
postoji odreden stepen homologije izmedu TT i hlamidijalnih proteina na nivou
primarne strukture, a direktnom ELISA-om i pri Western blot-om je pokazana unakrsna
reaktivnost TTd/TT-specificnih MAt. U in vitro modelu je pokazno da anti-TTd/TT
MAt mogu specificno da inhibiraju hlamidijalnu infekciju i da stepen inhibicije zavisi
od vezivnih karakteristika MAt 1 infektivne doze. U modelu inkluzionog konjunktivitisa
zamorci¢a je pokazano da anti-TTd/TT MAt ne mogu u potpunosti da prevenira
okularnu hlamidijalnu infekciju ali da njihova lokalna primena tokom akutne faze
infekcije moZe znacajno ublaziti klini¢ku sliku.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da karakteristike
vezivanja TT-specificnih antitela odreduju njihov =zaStitni potencijal u slu€aju
intoksikacije TT-om, kao i doprinos u otpornosti ka heterologim infekcijama.
Definisanjem parametara koji najznacajnije odreduju zastitni potencijal TT-specificnih
MAt stvoreni su preduslovi za efikasnu in vitro selekciju zastitinih anti-TTd/TT MAt a

time i smanjenje potrebe za in vivo testiranja u Zivotinjskim modelima.
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Therapeutic potential of antioxidant anti-tetanus monoclonal

antibodies: application based on binding properties

ABSTRACT

Tetanus toxin (TT), a product of an obligate anaerobic bacteria Clostridium
tetani, is an extremely potent neurotoxin that can cause tetanus, a severe and often fatal
disease. Mandatory vaccination against tetanus is introduced worldwide and it was
crucial for a significant decline of tetanus cases. Nevertheless, the prevalence of the
disease is not negligible, particularly in the developing world. Antibodies capable to
neutralize TT are key factors in protection against tetanus disease. It is assumed that
antibodies may, due to cross-reactivity, contribute to the immunity against heterologous
pathogens. TT intoxications can be efficiently treated with various polyclonal antibody-
based therapies. Although antibody-based therapeutics for treatment of tetanus exist on
the market its production is tedious. Monoclonal antibodies (MAbs) are considered for a
long time as a reagent of choice, but the core drawback is how to select a MAb and how
to prepare oligoclonal MAbs-based preparation that would be safe in providing
efficacious protection, since available data clearly demonstrate that the ability of a
single MAD to bind TT does not necessarily mean that this MADb protects from tetanus
intoxication.

The aims of this thesis were to evaluate the binding characteristics and
protective capacity of TTd/TT-specific MAb(s)-based preparations, to determine how
these binding characteristics correlate with the observed in vivo effects and to
investigate whether these preparations could contribute to the development of
heterologous immunity.

In this PhD thesis, we showed that the selection of protective anti-TTd/TT MAbs
can be performed by the in vitro testing combining two assays: (i) the measurement of
MAD affinity toward TT (ii) the evaluation of its capability to prevent TT-ganglioside
interaction. TT-specific antibodies that prevent in vivo TT intoxication bind TT with

affinity > 1x10® M™" and, at the same time, possess the ability to inhibit binding of TT to



Gpib ganglioside. MAb’s afinity toward TT is the first selection criterion of protective
TT-specific antibodies, and the second criterion is their ability to prevent TT-Gpp
interaction. The protectivness of TT-specific antibodies having affinity for TT > 1x10*
M has been determined by the ability to inhibit TT-Gp, interaction andnot by the
affinity alone.

The evaluation of binding characteristics of six biclonal equimolar preparations
(BEPs) of TT-specific MAbs and their protective capacity revealed that a combination
of TT-specific MAbs, which not only bind TT but also exert positive cooperative
effects, results in a MAb-based BEPs with superior binding characteristics and
protective capacity, when compared to the individual MAbs. The increase in
protectivness of MAb-based BEPs is due to the increase in their affinity/potency and
inhibitory effect on TT-Gp, interactions. We showed that a MAb with a partial
protective capacity which exerts positive effects on the binding of the other BEP MAb
component can be used as a valuable constituent of the MAb-based BEPs.

Here we further showed that TTd/TT-specific antibodies, due to their cross-
reactivity, could interact with heterologous antigens from Chlamydia and consequently
diminish the intensity of ocular pathology in guinea pigs. There is a structural similarity
between TT and Chlamydial proteins at the level of short peptide sequences, and
binding of anti TT/TTd MAbs for chlamydial proteins was confirmed in a direct ELISA
and Western blot. We showed that anti-TTd/TT MAbs could profoudly inhibit in vitro
infection of human epithelial cells with Chlamydia, as well as that the degree of
inhibition depends on the MAb’s binding characteristics and the infectious dose. The in
vivo protective potential of anti TTd/TT MAbs was assessed in the model of inclusion
conjunctivitis in guinea pigs. We showed that anti-TTd/TT MAbs, although not able to
completely inhibit the ocular chlamydial infection, could significantly decrease the
intensity of ocular pathology when applied locally during the acute phase of infection.

The results presented in this thesis represent the clear evidence that TT-specific
antibodies’ binding characteristics determine antibodies protective potential in case of
TT intoxication and could contribute to the protection against heterologues infections.
In vitro screening of TT-specific preparations based on their affinity and inhibitory
effect on TT-Gp;, interactions may permit the rational selection of MAb-based

preparations with high protective capacity against TT intoxication in vivo. The selection



of predictive in vitro parameters is of great importance for the efficient and quick
manufacturing of anti-tetanus antibodies as well as for the reduction of animal usage

when experimentating with tetanus toxin.

Key words: monoclonal antibodies, tetanus toxin, binding properties, cooperative

effect, protective and therapeutic potential, cross-reactivity.

Scientific field: Biochemistry
Scientific subfield: Immunology
UDC number: 577.27



SKRACENICE

At - antitelo

Ag - antigen

MALt - monoklonsko antitelo

MAt-B - monoklonsko antitelo obelezeno biotinom

PAt - poliklonsko antitelo

TT - tetanus toksin

TTd - tetanus toksoid

Hc - teski lanac tetanus toksina (eng. heavy chain)

Lc - laki lanac tetanus toksina (eng. light chain)

GABA - gama-aminobuterna kiseline

GPI pridruZeni proteini - proteini povezani sa glikofosfoinozitolom

VAMP - vezikulama pridruzeni membranski protein (eng. vesicle-associated

membrane protein)

WHO - Svetska Zdravstvena Organizacija (engl. World Health Organisation)

AS - amonijum sulfat

HIC - hidrofobna hromatografija

IMAC - imobilisani metal — afinitetna hromatografija

Gnpip - polisijalo-gangliozid serije D1b

TIG - tetanusni imunoglobulini (engl. tetanus immunoglobulins)

IVIG - polivalentni imunoglobulini za intravensku primenu (engl. intravenous
immunoglobulins)

DTPer vakcina - vakcina protiv tetanusa, difterije i pertusisa

ET - elementarno telo

RT - retikularno telo

PN - proteinski azot

TN - totalni azot

Ka - konstanta afiniteta

kon - konstanta brzine asocijacije



1.p. - intraperitonealno

1.v. - intravenski

2LDs - letalna doza

BEP - biklonalni ekvimolarni preparati

IA - indeks aditiviteta

MAt: 509 - koncentracije slobodnih analiziranih MAt-B u rastvoru gde je 50% TT

vezano za odredeno MAt-B

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool

CRAD - himernih bi-specifi¢nih heliraju¢i fragmenati (eng. chelating recombinant
antibodies)

Ct - Chlamydia trahomatis

Cc - Chlamydia caviae

CtA - Chlamydia trachomatis serovar A

CtB - Chlamydia trachomatis serovar B

PmpC - polimorfni membranski protein C

MOMP - Major Outer Membrane Protein

HcjE - epitelijalne ¢elije humane konjunktive

CALT - conjunctiva-associated lymphoid tissue

ELISA - enzyme linked immunoadsorbent assay

PBS - fosfatom puferisan fizioloski rastvor

OPD - o-fenilendiamin

SDS-PAGE - Natrijum dodecil sulfat- poliakrilamid gel elektroforeza

APS - amonijum persulfat

SDS - natrijum dodecilsulfat

TEMED - N, N, N, N- tetrametiletilendiamin

PAAG - poliakrilamidni gel

BSA - govedi serum albumin

NBT - nitro blue tetrazolim

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

Pcc - Pearson-ov korelacioni koeficijent,

P - statisticka znaCajnost
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1. UVOD

Clostridium tetani je anaerobna sporogena bakterija koja produkuje jedan od
najpotentnijih neurotoksina, tetanus toksin (TT). C. fetani je Siroko rasprostranjena u
prirodi i otporna je na uslove spoljasnje sredine Sto rezultuje velikoGm moguénoséu
infekcije ovom bakterijoml’z. C. tetani tj. TT koji ona produkuje je uzrok tetanusa,
bolesti koja ima izuzetno tesku klinicku sliku 1 u velikom procentu fatalan ishod. Kod
osoba koje nemaju razvijen specifi¢an imunitet na TT, letalna doza TT-a iznosi 1 ng po
kilogramu telesne mase”.

S obzirom da se toksi¢ni efekti TT ispoljavaju vrlo brzo, znatno brze nego §to se
uspostavlja specifican imunski odgovor na TT od krucijalne je vaZnosti da pri kontaktu
sa C. tetani jedinke imaju ve¢ uspostavljen imunski odgovor protiv TT. Vakcinacija
tetanus toksoidom (TTd), hemijski inaktivisanom formom TT koja nije toksicna ali ima
ocuvane antigene karakteristike TT-a, je najefikasniji nacin za prevenciju tetanusa.
Visedecenijsko sistematsko sprovodenje vakcinacije TTd-om dovelo je do znacajnog
smanjenja slucajeva tetanusa u razvijenim zemljama gde su slucajevi tetanusa
zabeleZzeni najceS¢e u starijoj populaciji stanovniStva koja je, zbog postepenog
smanjenja specificne imunosti ka TT-u, nedovoljno za§tiéena®. Medutim, posmatrano
globalno, incidenca tetanusa jo$§ uvek nije zanemarljiva. Povecana incidenca tetanusa
belezi se 1 tokom elementarnih nepogoda (zemljotresi, cunami, uragani, itd) kada, usled
povecane incidence trauma, dolazi do poveéane incidence infekcija sa C. fetani’.

Brojna istraZivanja su pokazala da su TT-specificna antitela (At) klju¢na za
zaStitu od TT intoksikacije i da stepen zastite direktno korelira sa koncentracijom TT-
specificnih antitela u serumu. Preparati koji se danas primenjuju u humanoj populaciji
(tzv. antitetanusni serumi) najcesc¢e su bazirani na poliklonskim antitelima izolovanim iz
plazme zdravih dobrovoljnih davalaca krvi>®, a koriste se i heterologi, Zivotinjski,

antitetanusni serumi”’. Proizvodnja ovih preparata je dugotrajna i koli¢ine koje se mogu



proizvesti u kratkom vremenskom intervalu su limitirane. Pored toga, nacin njihove
proizvodnje je takav da im sastav, a time i jedini¢na efikasnost, varira (tzv. batch-to-
batch nekonzistentnost)®, neophodna je intenzivna mikrobiologka kontrola, a primena
heterologih preparata povezana je i sa mogu¢noscu pojave imunske reakcije na sam
preparatg.

Duzi niz godina TT-specifi¢na monoklonska antitela (MAt) se razmatraju kao
alternativa antitetanusnim serumima'’. Preparat na bazi jednog ili vide anti-TTd/TT

.. . 11,12
MAt bi imao konzistentan sastav

, 1 kao takav bi se mogao proizvoditi u
neogranic¢enim koli¢inama. Jedna od glavnih prepreka u formulisanju ovakvog preparata
je selekcija MAt koji moZe da obezbedi zastitu pri intoksikaciji TT-om. Cinjenica da
antitelo interaguje sa TT-om ne zna&i nuzno da to antitelo ima zatitni potencijal.'®
Pokazano je da odredena antitela koja interaguju sa epitopima TT-a lociranim u regionu
kojim se TT vezuje za neuron (C-terminalni deo te§kog lanca) nisu protektivna'?, dok su
odredena antitela specifi¢na za epitope lakog lanca TT-a spredavala razvoj tetanusa'™ .

S obzirom da je in vivo ispitivanje zastitnog potencijala svakog pojedinacnog
MALt zahtevan, dugotrajan i eti¢ki problematian pristup, definisanje parametara koji se
mogu odrediti in vitro i na osnovu njih predvideti zastitni potencijal anti-TTd/TT MAt
bi bilo od velikog znacaja.

S druge strane, iako MAt poseduju odredenu specificnost ka ciljnom antigenu
(Ag), visoko specificno prepoznavanje moze da uti¢e na odsustvo vezivanja datih MAt
u sluGaju odsustva ili modifikacija ciljnog epitopa infektivnog agensa'®. Takode,
potenca MAt (narocito onih koji imaju sposobnost neutralizacije patogena ili toksina)
uglavnom je niska u poredenju sa poliklonskim preparatima. Sposobnost neutralizacije
patogena ili toksina pojedinaénim MAt zavisi od funkcionalnog znacaja specificnih
antigenskih epitopa 1 od afiniteta MAt ka ciljnom epitopu. Ujedno, vezivanje
pojedinacnog MAt za ciljni antigen (kao S§to je toksin) dovodi do formiranja relativno
malih imunokompleksa jer se za jedan molekul antigena moZe vezati jedno MAt (osim
u retkim slu¢ajevima kada na molekulu Ag postoje repetitivni epitopi)'>'* =,

Pokazano je da preparati koji sadrze dva ili viSe MAt efikasnije pokrecu
efektorske mehanizme i samim tim imaju veci protektivni kapacitet u odnosu na

. . oE . . . 16,17,22 .
preparate sa pojedinaénim MAt na primerima tetanus toksina'®'’?? botulinum

23-26

toksina ili toksinu antraksa®’.



Pored toga, u literaturi su dostupni podaci koji ukazuju da realizacija odredenih
imunizacionih  protokola moze uticati na ishod infekcije heterologim
mikroorganizmima®>*. Mehanizmi koji su u osnovi ove povezanosti nisu dovoljno
objasnjeni. Pored toga, radovi viSe grupa, direktno ili indirektno, ukazuju na strukturnu
homologiju TT i drugih nesrodnih proteina $to ostavlja moguénost da ti proteini budu
prepoznati od strane anti-TTd/TT antitela usled ukritene reaktivnosti’. Tako je
pokazano i da je nivo antitela koja se u odredenim dijagnostickim testovima vezuju za
antigene hlamidije znatno ve¢i kod osoba koje su imunizovane, izmedu ostalog, 1 TTd-

%37 " Ovi rezultati ukazuje da

om u poredenju sa osobama koje nisu imunizovane
vakcinacija protiv tetanusa moze doprineti otpornosti organizma na hlamidijalne

infekcije.
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TT je izuzetno potentan neurotoksin (letalna doza TT-a iznosi 1 ng po kilogramu

telesne mase)’ koji kod osoba koje nemaju uspostavljen TT-specifican imunski odgovor

moze izazvati tetanus, tesko i u velikom broju sluacajeva fatalno oboljenje.

Tokom 2015. godine zabelezeno je oko 60 000 smrtnih slucajeva zbog tetanusa,

od toga je ~20 000 smrtnih slutajeva uzrokovanih neonatalnim tetanusom (Slika 2.1) **.

® 004<5
" 5<1.77 ‘
177<344
3448 <1247
1247 < 11036
® 11036 < 321.53
| 321530337629

~

W 0004 <0.021

N 0021 <00416
0.0416 < 0.138
0.136 < 04588

" 04588 <1.2125

| 12125 <= 102977

Slika 2.1. Mortalitet stanovnika tokom 2015. godine uzorkovan neonatalnim tetanusom (A) i
generalizovanim tetanusom (B). U donjem desnom uglu naznacen je prosecan broj smrtnih slucajeva

. . BMC Public fealth (2017) 17:179 38
uzorkovanih tetanusom na 100 000 stanovnika. ublic Health (2017)
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Tetanus karakteriSe jak spazam muskulature. Smrt usled tetanusa uglavnom
nastupa zbog disfukcije u centralnom i autonomnom nervnom sistemu, koje se potom
odrazavaju na kardiovaskularni, respiratorni i endokrini sistem®. Zbog brzog razvoja
bolesti tetanus se dijagnostikuje isklju¢ivo na osnovu klinicke slike koju karakteriSe:

— prisustvo povrede

— trismus (nesposobnost otvaranja usta),

— spazmi facijalnih miSica (lat. facies tetanica),

- bolne misi¢ne kontrakcije ekstremiteta i drugih migi¢a®”*.

2.1 Tetanus toksin i tetanus

TT je protein tezine oko 150 kDa i sastoji se od dva polipeptidna lanca oznacena
kao teski (eng. heavy chain, Hc; ~100 kDa) i laki (eng. light chain, Lc; ~50 kDa) lanac.
Hc i Lc su medusobno povezani disulfidnom vezom i nekovalentnim interakcijama
(Slika 2.2) "*"*_ Funkcionalno, TT se sastoji od tri domena:

(1) C-terminalni domen Hc (50 kDa; HcC) u okviru koga se definiSu dva pod-
domena od po 25kDa: HcCC pod-domen kojim se TT vezuje za receptore na povrsini
neurona 1 HcCN (lectin-like) pod-domen koji ima wulogu u prepoznavanju
oligosaharidnih komponenti receptora®';

(2) N-terminalni domen Hc (50 kDa; HcN), domen koji je neophodan za
formiranje pore u endocitotskoj vezikuli kroz koju se L lanac TT-a translocira u citosol
neurona gde ispoljava svoje toksi¢no dejstvo*'***;

(3) Lc, Zn** - zavisna endopeptidaza koja svojim dejstvom dovodi do inhibicije
otpustanja neurotransmitera glicina 1 gama-aminobuterne kiseline (GABA) i samim tim

43,44.46,47
do nastanka tetanusa.
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(translokacija Lc)

Slika 2.2. Sematski prikaz strukture TT: A) Laki i teski lanac TT-a medusobno povezani disulfidnom
vezom; B) Prikaz trodimenzionalne strukture TT sa naznacenim funkcionalnim domenima™.

Nakon infekcije, C. fefani u anaerobnim uslovima autolizom oslobada TT"*,
Mehanizam nastanka tetanusa je vrlo slozen 1 u odredenim segmentima nedovljno
ispitan. Generalno, TT u nervni sistem ulazi preko motornih neurona, ali svoje toksi¢no
dejstvo ispoljava na nivou inhibitornih neurona. TT dovodi do nastanka tetanusa kroz
nekoliko koraka koji ukljucuju:

(1) Vezivanje TT-a za presinapticku membranu perifernih motoneurona**4.

TT se cirkulacijom prenosi do nemijelizovanih delova presinapticke membrane
motornih neurona i1 drugih holinergi¢nih sinapsi gde interaguje sa lipidnim domenima
koji sadrze visoke koncentracije holesterola, polisijalogangliozida 1 proteina povezanih
sa glikofosfoinozitolom (GPI-pridruZeni proteini). Kompleksni polisijalo-gangliozidi
kao S§to su Gpia, Gpib,Ggib 1 Grip U membranama motornih neurona imaju klju¢nu ulogu
u specifiénom vezivanju He TT-a za nervne éelije®.

Osim sa polisijalo-gangliozidima, pretpostavlja se da TT interaguje i sa
proteinima sinaptickih vezikula™.

(2) Internalizacija TT-a endocitozom™*.

Nakon vezivanja za proteinski receptor, TT biva internalizovan zajedno sa
sinaptickim vezikulama koje recirkulisu.

(3) Retrogradni aksonalni transport TT-a*4!,

Polisijalogangliozidi se ne internalizuju u motorne neurone i smatra se da time

doprinose retrogradnom transportu TT-a*’. Retrogradnim transportom TT zaobilazi

endosomalni i lizozomski put degradacije 1 prenosi se duz motornog neurona i otpusta
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se u sinapticku pukotinu gde biva preuzet od strane inhibitornih neurona smestenih u
ki¢menoj mozdini.

(4) Translokacija TT-a u inhibitorne neurone.

Ulazak TT-a u inhibitorne neurone se deSava endocitozom pomocu sinaptickih
vezikula®. U lumenu sinapti¢kih vezikula koje endocituju TT sniZava se pH dejstvom
protonske ATP-azne pumpe. Snizavanje pH u lumenu vezikula je esencijalno za dejstvo
TT-a, jer pri niskom pH dolazi do konformacione promene u molekulu TT-a ¢ime on
postaje hidrofobniji.”*> U takvoj konformaciji TT se insertuje u lipidni dvosloj
membrane vezikule i tako da N-domen Hc TT-a formira selektivni katjonski kanal i
deluje kao Saperon tj. uCestvuju u promeni konformacije Lc i omoguéavaju njegov
prolazak kroz kanal. Pri prolasku kroz HcN kanal dolazi do raskidanja disulfidne veze
izmedu Hc i Lc ¢ime se Lc oslobada u citosol inhibitornog neurona gde ispoljava svoju
toksi¢nu aktivnost' 443,

(5) Inhibicija oslobadanja inhibitornih neurotransmitera.

Lc je visoko specifi¢na Zn** - zavisna endopeptidaza ija je aktivnosti usmerena
ka vezi izmedu GIn’®-Phe’’ u molekulu sinaptobrevin—254. Sinaptobrevin-2, poznat i1 kao
VAMP (eng. vesicle-associated membrane protein), je deo SNARE kompleksa proteina
(engl. soluble N-ethylmaleimide—sensitive factor attachment receptor) koji se nalazi na
vezikularnoj membrani i ima vaznu ulogu u fuzionisanju vezikula u kojima se nalaze
neurotransmiteri i éelijske membrane™®. Proteoliza sinaptobrevina-2 dovodi do izostanka
fuzije vezikule i membrane neurona, a time i izostanka oslobadanja inhibitornih
neurotransmitera (glicin i GABA) koji su posrednici inhibitornog delovanja sekundarnih
interneurona na motoneurone. Posledica odsustva inhibitornih neurotransmitera u
nervno-misiénoj sinapsi je hiperaktivnost motornih neurona (izostanak relaksacione faze
kontrakcije) usled prekomerne stimulacije motoneurona acetilholinom. To dovodi do
nastanka paralize uzrokovane spazmom poprecno-prugastih miSi¢a i nastanka vrlo

teskog, Eesto smrtonosnog, oboljenja - tetanusa (Slika 2.3) **,
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Slika 2.3. Sematski prikaz motornog i inhibitornog neurona i mehanizam nastanka tetanusa. Nakon
interakcije TT polisijaloglikanima i GPI-pridruZenim proteinima u okviru mikrolipidnih domena na
membrani motornog neurona, TT se internalizuje i retrogradnim transportom prenosi do kicmene
moZdine gde se prenosi u inhibitorni neuron. U okviru inhibitornog neurona TT ispoljava svoju
intracelularnu aktivnost — raskidanje sinaptobrevina.
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2.2. Prevencija i terapija tetanusa

Vakcinacija je proces kojim se stimuliSe uspostavljanje zastitnog adaptivnog
imunskog odgovora na patogene mikroorganizme ili njihove toksine. Imunizacija
proteinima mikroorganizama ili njihovim inaktiviranim toksinima (toksoidima)
indukuje imunski odgovor u okviru kog je funkcionano najznacajnija stimulacija
produkcije antitela koja se specificno vezuju za mikroorganizme i/ili njihove toksine i
potom pokreéu kaskadu direktnih i indirektnih efektorskih mehanizama™.

Vakcinacija TTd-om, hemijski inaktivisanom, netoksi¢nom formom, TT-a je
jedini efikasan nacin prevencije tetanus. Vakcinacija protiv tetanusa se izvodi primenom
monovalentne vakcine gde je TTd jedini imunizacioni antigen ili primenom
polivalentnih vakcina gde je TTd u smeSi sa antigenima bakterijskog i virusnog
poreklass. Od druge polovine XX veka, u skladu sa preporukama Svetske Zdravstvene
Organizacije (engl. World Health Organisation, WHO), imunizacija protiv tetanusa je u
redovnom programu imunizacije velikog broja zemalja’®. Visedecenijsko sistematsko
sprovodenje vakcinacije TTd-om rezultovalo je znac¢ajnim padom incidence tetanusa,
takvim da je u razvijenim zemljama uglavnom re¢ o sporadi¢nim sluajevima®. Na
globalnom nivou zabelezen drastiCan pad incidence tetanusa (u periodu od 1990-2015

godine mortalitet zbog neonatalnog tetanusa je smanjen za 90%, a za generalizovani

oblik za 80%).

2.2.1 Proizvodnja vakcine protiv tetanusa

Proces proizvodnje vakcine protiv tetanus podrazumeva kultivaciju vakcinalnog
soja C. tetani, inaktivaciju sekretovanog TT tretmanom formaldehidom kao i postupke
pre&idéavanja i karakterizacije dobijenih TT derivata®’.

Kultivacija C. tetani vr$i se na Miieller-Miller podlozi, na 35 °C, u anaerobnim
uslovima. Koli¢ina TT u kulturi je najveca izmedu 5 i 7 dana kultivacije kada, nakon

eksponencijalne faze rasta bakterijske kulture, dolazi do lize bakterijskih celija.
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Supernatant bakterijske kulture u kome se nalazi TT se centrifugiranjem odvaja od
bakterijskih ¢éelija i njihovih fragmenata. Inaktivacija TT tj. njegovo prevodenje u
toksoidnu formu se radi dodavanjem formaldehida koji indukuje ireverzibilno
formiranje novih inter- i intralananih kovalentnih veza u molekulu TT**"2%,
Standardni postupak preciS¢avanja TTd podrazumeva frakciono talozenje
proteina amonijum sulfatom (AS)”. Uklanjanje soli iz rastvora dobijenog rastvaranjem
taloga TTd-a vrsi se dijalizom, gel filtracijom, jonoizmenjivac¢kom hromatografijom ili
kombinacijom ovih metoda. Poslednji korak preciS€avanja je filtracija rastvora TTd
kroz filtre ¢ije su pore precnika 0,2 um ¢ime se obezbeduje sterilnost rastvora.
Precis¢eni TTd se u poslednjoj fazi proizvodnje vakcine kombinuje sa
adjuvansom (monovalentne vakcine) 1 sa drugim vakcinalnim antigenima (polivalentne
vakcine). lako sami nisu imunogenti, adjuvansi deluju kao
imunomodulatori/imunostimulatori i/ili predstavljaju depo vakcinalnog antigena i
omogucavaju njegovo postepeno oslobadaju, ¢ime se postize prolongirana stimulacija
imunskog sistema™. Kao adjuvansi u vakcini protiv tetanusa koriste se jedinjenja

aluminijuma, aluminijum fosfat i aluminijum hidroksid®.

2.2.2 Preciséavanje TT-ai TTd-a

U standardnoj proizvodnji pre€iS¢avanje / TTd-a se zasniva na precipitaciji AS-
om. Povecanjem koncentracije AS dolazi do isoljavanja (“salting out*) efekta usled
Cega dolazi do precipitacije proteina. Prema literaturnim podacima TTd precipitira u
rastvorima gde je zasi¢enje AS-a 40 %°°. Budu¢i da veliki broj proteina precipitira pri
ovom zasi¢enju AS postoji velika moguénost koprecipitacije “ne TTd” proteina.

U cilju unapredenja proizvodnog postupka, intezivno se razmatra 1 mogucnost
pre¢idéavanja TT/TTd hromatografskim tehnikama®. Osnovna prednost upotrebe
hromatografskih tehnika za pre€iS¢avanje TT/TTd-a, pored jednostavne manipulacije i
brzine rada, ogleda se u moguénosti dobijanja preparata vece Cistoe 1 lakse
standardizacije postupka. Do sada je najviSe razmatrana mogucénost prec¢iS¢avanja TTd-a
gel-filtracijom. OgraniCavajuci faktor ovog nacina preciS¢avanja predstavlja tendencija

TTd-a da u rastvorima visoke koncentracije formira agregate. Stoga, skupljanje frakcija

10
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u uskom opsegu molekulskih masa rezultuje preparatom zadovoljavajuée Cistoce, ali
smanjenog prinosa. Sa druge strane, skupljanje frakcija u Sirem opsegu molekulskih
masa povecava mogucénost kontaminacije drugim proteinima koji se nalaze u filtratima
kulture C. tetani®®.

Literaturni podaci o strukturi TT-a ukazuju na opravdanost razmatranja slede¢ih
hromatografskih tehnika:

a) Hidrofobna hromatografija

Hidrofobna hromatografija (HIC) je tehnika kojom se supstance razdvajaju na
osnovu razlike u jacini interakcija sa hidrofobnim matriksom. Intezitet tih interakcija
prvenstveno zavisi od hidrofobnosti povrSine proteina. Analizom amino kiselinske
sekvence je pokazano da na povrSini Hc TT-a u nativnoj konformaciji postoje
hidrofobni regioni64, Sto predstavlja osnov za razmatranje HIC-a kao pristupa za
precis¢avanje TT-a. U molekulu TT-a se nalaze brojne hidrofobne sekvence duzine do
10 aminokiselina, kao i dve duze hidrofobne sekvence — jedna na Lc (od Tyr’> do

691 \ 45 . . o
). Rezultati analiza vezivanja

116253), a druga na N-terminusu Hc-a (od Asn®® do Ala
Triton X-100 za TT-a 1 sposobnosti TT-a da formira kanale u fosfolipidnim vezikulama
takode impliciraju da se hidrofobnost N-terminusa teSkog lanca moze povecati
sniZenjem pH65.

b) Imobilizovana metal-afinitetna hromatogarfija

u nativnoj konformaciji TT-a postoji sedam His ostataka na HcC domenu.
Uzajaman poloZzaj His ostataka u nativnom TT molekulu je takav da omogucava
vezivanje polivalentnih katjona §to ukazuje da bi hromatografska metoda zasnovana na
interakcijama sa imobilizovanim metalnim jonima (imobilisani metal — afinitetna
hromatografija (IMAC)) mogla biti efikasan pristup pre¢is¢avanju TT-a’%.

IMAC se zasniva na specifi¢nim interakcijama izmedu imobilizovanih metalnih
jona 1 odredenih amino kiselinskih ostataka na povrSini proteina (uglavnom His 1 nesto
manje Cys i Trp). Jacina interakcija sa imobilizovanim jonima zavisi od tipa, broja i
distribucije amino kiselinskim ostataka na povrSini proteina, kao i od prirode
imobilizovanog metalnog jona. Najées¢e kori§¢eni metalni joni su Ni**, Cu** i Zn™.
Cak i jedan His na povrsini proteina moze da dovede do adsorpcije proteina na matriks
sa imobilizovanihm Cu®* jonima, dok su za adsorpciju na Zn** i Ni** potrebna dva

vicinalna ostatka His. Prema brojnim literaturnim podacima Ni** se najéesc¢e koristi za

11
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pre¢idéavanje His-tag proteina. U nekim sluGajevima mogu se uspe$no koristiti i Fe’*,

24 . 2w . .
Co** i Ca®*joni®.

2.2.3 Imunoterapija: preparat na bazi TT-specifi¢nih At

Uprkos postojanju efikasne vakcine, tetanus i dalje predstavlja zdravstveni
problem u zemljama u razvoju (prvenstveno u Africi i Indiji) *. Globalna incidenca
tetanusa, poslednjih deset godina, krece se oko 50 000 ljudi godisnje®™. Takode,
povecana incidenca tetanusa belezi se i tokom elementarnih nepogoda (zemljotresi,
cunami, uragani, itd), kada usled povecane incidence trauma dolazi i do povecane
incidence infekcija sa C. tetani’. Iz tih razloga, pored preventivne vakcinacije,
kontinuirano se radi se na razviju novih terapijskih pristupa.

Brojene studije pokazuju da TT-specifi¢na antitela imaju klju¢nu ulogu u zastiti
od intoksikaciji TT-om i da stepen zastite direktno korelira sa koncentracijom TT-
specifi¢nih antitela u serumu. Samim tim, kada postoji sumnja na TT intoksikaciju kod
neimunizovanih i nedovoljno zastiCenih osoba, preporucuje se imunoterapija koja
podrazumeva aplikaciju TT-specificnih antitela sposobnih da neutraliSu slobodno
cirkuliSu¢i TT. Preparati na bazi TT-specificnih At primenjuju se samostalno ili u

kombinaciji sa drugim merama intezivne nege.

2.2.3.1 TT-specifi¢ni preparati bazirani na poliklonskim antitelima u

terapiji tetanusa

Antitela su efektorski molekuli humoralnog imunskog odgovora. U sklopu
imunskog odgovora na stimulaciju antigenom dolazi do aktivacije B limfocita i njihove
diferencijacije u plazma celije, ¢elije koja ima sposobnost sekrecije specifi¢nih antitela.
Antitela koja sekretuje jedna plazma celija su identi¢nih karakteristika. Medutim,
antitela sekretovana od strane veceg broja plazma celija diferenciranih u sklopu
imunskog odgovora na odredeni antigen mogu se medusobno razlikovati po (pod)klasi,

finoj epitopskoj specifiénosti i/ili afinitetu za antigen®. Antitela koja se sekretuju u
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sklopu imunskog odgovora na specifinu stimulaciju antigenom oznacavaju se kao
antigen-specificna poliklonska antitela (PAt). Osnovni izvor za izolovanje specifi¢nih
PAt je serum imunizovanih jedinki gde je koncentracija antigen-specificnih antitela
najcesce u opsegu od 50 do 200 pg/leO.

Preporuka WHO je da se u humanoj populaciji koriste antitetanusni preparati
bazirani na PAt izolovanim iz plazme zdravih dobrovoljnih davalaca krvi specificno
imunizovani TTd-om (engl. ftetanus immunoglobulins, TIG) ili polivalentni
imunoglobulini za intravensku primenu (engl. intravenous immunoglobulins, IVIG).°

Ukoliko nisu dostupni preparati na bazi humanih imunoglobulina, za pasivnu
imunizaciju pacijenata se mogu koristiti i heterologi, zivotinjski antitetanusni serumi.
Najces¢e se koriste TT-vezujuéi fragmenti (F(ab),) poliklonskih antitela dobijenih iz
seruma konja imunizovanih TTd-om.

Sama proizvodnja preparata na bazi poliklonskih antitela je relativno jeftina i
nije tehnicki zahtevna, ali je dugotrajna i koli¢ine koje se mogu proizvesti u kratkom
vremenskom intervalu su ograni¢ene. Takode, faktori koji oteZavaju Siroku primenu
preparata na bazi PAt, i humanog i animalnog porekla, su: varijacije u jedinacnoj
efikasnosti kao posledica individualnog odgovora na specificnu imunizaciju, i
neophodnost intenzivne 1 mikrobioloske kontrole u cilju smanjenja rizika od infekcije
krvno-prenosivim patogenima (npr. HIV, hepatitis, razli¢ite zoonoze). Pored toga, u
odnosu na primenu TIG 1 IVIG, pri primeni preparata animalnog porekla veca je
verovatnoca pojave nezeljenih reakcija primaoca.’

Uzimaju¢i u obzir sve pomenute poteSkoce jasno je da postoji potreba za visoko
specifiénim anti-TTd/TT antitelima koja se lako mogu proizvesti u velikim koli¢inama

in vitro.
2.2.3.2 Primena preparata baziranih na monoklonskim antitelima u
terapiji tetanusa
Ve¢ duzi niz godina, anti-TTd/TT MAt se razmatraju kao alternativa

. . . 1 . . .
antitetanusnim serumima'’. Generalno, preparati na bazi MAt su homogeni,

konzistentnog sastava i specificnosti, i, ukoliko postoji stabilan izvor MAt, mogu se
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proizvoditi u neograni¢enoj koli¢ini'""'*'*. Ujedno, zna¢ajan napredak koji je ostvaren u
dizajniranju hranljivih podloga za kultivaciju hibridomskih ¢elija (serum free medijumi
sa smanjenom moguénoS¢u unakrsne kontaminacije) rezultovao je  dobijanjem
preparata visoke &istoée i veéih prinosa MAt®”%.

Proizvodnja MAt je inicijalno zahtevnija jer je potrebno dobiti stabilan i efikasan
izvor antitela. Medutim, kada se dobije stabilan izvor MAt, njihova proizvodnja je
daleko efikasnija u poredenju sa proizvodnjom PALt.

Hibridomska tehnologija je najstariji pristup za dobijanje MAt. Za definisanje
ovog postupka Kohler 1 Milstein su 1984. godine dobili Nobelovu nagradu.
Hibridomska tehnologija se zasniva na fuziji mijelomskih ¢elija sa B limfocitima
jedinke imunizovane antigenom od interesa. Na ovaj nacin se dobija hibridom, hibridna
¢elija koja “nasleduje” od B Celije sposobnost sekrecije antitela a od mijelomske celije
sposobnost deobe i rasta u c¢elijskoj kulturi. MAt sekretovana od strane jednog B
¢elijskog klona imaju istu finu epitopsku specificnost i prepoznaju antigen sa istim
afinitetom.”

Jedna od glavnih prepreka u formulisanju TT-specificnog preparata na bazi MAt
je selekcija MAt koji moze pruziti zastitu pri intoksikaciji TT-om. Vise istrazivackih
grupa je pokazalo da ¢injenica da odredeno antitelo interaguje sa TT-om ne znac¢i nuzno
da to antitelo ima zadtitni potencijal.">'>"" Smatra se da je za prevenciju tetanusa
kljuéno spre¢avanje vezivanja TT za neuron”. Medutim, pokazano je da odredena
antitela koja interaguju sa epitopima TT-a lociranim u regionu kojim se TT vezuje za
neuron (C-terminalni deo Hc) nisu protektivna, dok su odredena antitela specifi¢na za
epitope Lc TT-a sprecavala razvoj tetanusa'>'*"". S obzirom da je in vivo ispitivanje
zaStitnog potencijala svakog pojedinatnog MAt zahtevan i dugotrajan postupak koji sa
sobom nosi i odredene eticke probleme, bilo bi od velikog znacaja da se definiSu
parametari koji se mogu odrediti in vitro i na osnovu kojih je moguce predvideti zastitni
potencijal anti-TTd/TT MAt. Mogu¢nost selekcije MAt sa zaStitnim potencijalom na
osnovu in vitro parametara znacajano bi ubrzalo proces formulisanja efikasnih TT-
specifi¢nih preparata i smanjilo potrebu za ispitivanjima na Zivotinjama.

Definisana fina epitopska specificnost MAt u smislu karakterizacije preparata
predstavlja prednost u odnosu na PAt, ali ona moze predstavljati i ograni¢enje. Naime,

male promene u strukturi ciljnog epitopa (glikozilacija, izmene u primarnoj strukturi,
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konformacione promene) mogu dovesti do nemogucénosti prepoznavanja datog antigena
od strane specifi¢nog MAL.'® Pored toga, u odredenim slutajevima postizanje punog
zastitnog efekta zahteva istovremeno maskiranje viSe epitopa na jednom antigenu.
Kona¢no, opsonizacija antigena je efikasnija kada se viSe antitela simultano veze za
antigen §to rezultuje efikasnijom eliminacijom antigena'®?'. Stoga se u velikom broju
slu¢ajeva formulisanje specifiénih oligoklonskih preparata smatra optimalnim
pristupom.

U cilju prevazilazenja navedenih problema velika paznja se poklanja
dizajniranju terapeutika koji sadrze veéi broj MAt specifi¢nih za razlicite epitope istog
antigena. Oligoklonski preparati na bazi MAt su manje osetljivi na promene u strukturi
antigena u poredenju sa preparatima na bazi jednog MAt, a moguce ih je, sa
nepromenljivim karakteristikama, proizvesti u velikoj koli¢ini §to im daje prednost u

11,12

odnosu na preparate na bazi PAt °. Prednosti upotrebe definisanih oligoklonskih

preparata umesto preparata sa jednim MAt pokazane su u tretmanima infekcija

bakterijom Clostridium botulinum™** i Bacillus anthracis®. Takode, odredena

istrazivanja su ukazala da bi TT-specifi¢ni oligoklonski preparati mogli biti efikasniji i

v - 16,1
u slu¢aju tetanusa'®'”.
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2.3 Heterologi efekti vakcinacije protiv tetanusa

Nedvosmisleno je pokazano da specifiéna imunizacija predstavlja najbolji vid
zaStite od razli¢itih infekcija, ali je sve viSe podataka koji ukazuju i na heterologe efekte
imunizacije®®*. Naime, na viSe primera je pokazano da imunizacija radena sa ciljem
uspostavljanja zastitnog imunskog odgovora protiv specifi¢nog patogena rezultuje i tzv.
heterologom imunosti tj. imunskim odgovorom koji je usmeren ka drugom nesrodnom
(heterologom) patogenu. Mehanizmi koji su u osnovi uspostavljanja heterologe
imunosti nisu dovoljno prouceni ali se predpostavlja da se bar delimi¢no zasnivaju na
ukrStenoj reaktivnosti antitela. UkrStena reaktivnost antitela podrazumeva sposobnost
antitela da pored antigena protiv koga je inicijalno sekretovano (primarni antigen)
interaguje 1 sa heterologim antigenom koji je poseduje odredeni stepen strukturne
sli¢nosti sa primarnim antigenom.

Radovi vise istrazivackih grupa, direktno ili indirektno, ukazuju na strukturnu
homologiju TT i drugih heterologih proteina §to ostavlja moguénost da ti proteini budu
prepoznati od strane antitela &ija je produkcija pokrenuta imunizacijom TTd-om™.

U okviru studije o heterologim efektima vakcine protiv tetanusa, difterije 1
pertusisa (DTPer vakcina) pokazano je da kod zdrave dece starosti do 2 godine, nakon
booster doze DTPer vakcine dolazi do povecanja nivoa antitela specificnih za
hlamidijalne antigene (Chlamydia pneumoniae).”” Takode, pri obradi rezultata
seroloskih analiza uzoraka pacijenata radenih u cilju merenja antitela specifi¢nih za
hlamidijalne antigene uoceno je da je nivo antitela specifiénih za antigene hlamidije
znatno veci kod osoba koje su imunizovane, izmedu ostalog 1 TTd-om , u poredenju sa
osobama koje nisu imunizovane®®. Ovi podaci ukazaju na mogucnost postojanja
strukturne homologije TTd/TT 1 hlamidijalnih antigena. Navedena pretpostavka,
zajedno sa ¢injenicom da drasti¢an pad incidence trahoma u razvijenom svetu koincidira
sa omasovljenjem vakcinacije usled definisanja nacionalnih programa o obaveznoj
vakcinaciji polovinom XX veka (Slika 2.4), daju osnov za razmatranje uloge hetrologe
imunosti pokrenute imunizacijom TTd-om u otpornosti prema (okularnim)

hlamidijalnim infekcijama.
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Slika 2.4. Uporedni prikaz globalne distribucije vakcinacije protiv tetanusa tokom 2016. godine (A)
i incidence trahoma tokom 2017. godine (B). Prema podacima dobijenim iz 194 zemlje clanice WHO
kreirane su mape pomocu Global Health Observatory Maps, WHO/UNICEF: A) Vakcinacija
novorodencadi protiv tetanusa tokom 2016. godine (na mapi su oznacene zemlje gde je vakcinacija dece:
> 50% (M ). od 60% do 70% ( '—id ); >80% (" ). Zemlje u kojim zbog redovnog sistemskog
sprovodenja vakcinacije nije radena provera ( ). Podaci su preuzeti sa:
http.://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/global_pab_neonatal tetanus coverage 2016.jpg)
B) Globalna incidenca trahoma (na mapi su oznacene zemlje u kojima je: neophodna medicinska pomo¢ i
hirurska intervencija u suzbijanju trahoma (W ). potreba medicinska pomoé (1 ); eliminisan
trahom ( el ); potvrdeno eliminisan trahom ( Z<224 ); nepouzdan status ( W ). Ne-endemsko
podrucje (el ). Podaci su preuzeti sa:

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Trachoma 2017.png).

Naime, do sredine XX veka incidenca trahoma je bila epidemijskih razmera’ "%,

Od polovine XX veka trahom se javlja samo endemski, u nerazvijenim delovima
Afrike, Azije, Australije (Slika 2.4B). Drasticnom smanjenju incidence trahoma u danas

razvijenim delovima sveta sigurno su doprineli i poboljSanje Zivotnog standarda,
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upotreba antibiotika, bolji higijenski uslovi 1 zdravstvena nega, ali potencijalni doprinos
heterologe imunosti ne moZe biti zanemaren’".

U prilog pretpostavci da bi unakrsno reaktivna antitela generisana nakon
imunizacije TTd-om mogla doprineti otpornosti ka hlamidijalnim infekcijama idu i
saznanja o imunskim mehanizmima koji su u osnovi kontrole / sprecavanja
hlamidijalnih infekcija. Uspostavljanje specificnog imunskog odgovora dominantno
Thl tipa je klju¢no za kontrolu / sprecavanje hlamidijalnih infekcija, ali i znacaj
antitela, prvenstveno na mestu infekcije, nije zanemarljiv’> "'

Bakterije roda Chlamydia su intracelularne bakterije za koje je karakteristi¢an
bifazni zivotni ciklus. U formi elementarnog tela (ET; engl. elementary body) koje je
infektivno 1 metabolicki neaktivno Chlamydia trahomatis (Ct) inficira ¢eliju domacina.
Potom se transformiSe u neinfektivno, metabolicki aktivno retikularno telo (RT; engl.
reticulate body) koje se u celiji domacina replicira. Nakon umnozavanja RT se
transformiSe u ET i nakon lize ¢elije domacina dospeva u tkivni medudelijski prostor,
spremno da zapo¢ne novi infektivni ciklus’®. Pokazano je da neutraliSuca antitela
specifi¢na za hlamidijalne protein eksprimirane na povrsini ET"* imaju veoma vaznu
ulogu u sprecavanju inicijalnog kontakta hlamidijalnih ET 1 ¢éelije domacina, a time i

73,80,83,84

sprecavanju Sirenja hlamidijalne infekcije ZnaCaj At koja prepoznaju

hlamidijalne proteine takode je pokazan i brojnim studijama dizajniranja vakcina protiv

hlamidijalnih infekcija®'%>%>%¢,
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Cilj ove doktorske disertacije je da se, kroz ispitivanje vezivnih karakteristika
panela TT / TTd-specificnih MAt i njihovog zastitnog potencijala in vivo, utvrdi na koji
nacin i u kojoj meri vezivne karakteristike TTd/ TT specificnih antitela odreduju
njihovu sposobnost da sprece intoksikaciju TT-om i / ili doprinesu otpornosti ka

heterologim infekcijama.

Kako bi se ostvario ovaj cilj planirano je da se eksperimentalni deo realizuje u 3

faze ¢iji su pojedinacni ciljevi:

. Definisanje klju¢nih vezivnih karakteristika TTd/TT-specificnih MAt koja mogu

in vivo da obezbede zastitu od intoksikacije TT-om.

U okviru ove faze planirano je da se in vitro okarakteriSe vezivanje seta TTd/TT-
specificnih MAt za TT sa aspekta epitopske specificnosti kao i afiniteta 1 brzine
uspostavljanja interakcija, da se ispita njihov zastitni potencijal in vivo i da se
korelacionom analizom definiSu relevantne karakteristike anti-TTd/TT MAt — TT

interakcije na osnovu kojih se moze predvideti njihov in vivo zastitni potencijal.

. Ispitivanje uzajamnog uticaja anti-TTd/TT MAt pri istovremenom vezivanju za
TT 1 njegovog znacaja u poboljSanju zaStitnog potencijala biklonalnih ekvimolarnih
preparata na bazi anti-TTd/TT MAt u odnosu na odgovaraju¢a pojedinacna anti-TTd/TT
MAL.

U okviru ove faze planirano je da se in vitro okarakteriSe vezivanje biklonalnih
ekvimolarnih preparata (BEP) na bazi anti-TTd/TT MAt za TT 1 utvrdi in vivo njihov

zaStitni potencijal. Nakon korelacione analize ovih podataka i njihovog poredenja sa
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rezultatima dobijenim za anti-TTd/TT MAt koji ulaze u sastav BEP, trebalo bi da se
stekne uvid da li postoji uzajaman uticaj anti-TTd/TT MALt pri istovremenom vezivanju

za TT 1 na koji nacin on utice na zastitni potencijal BEP.

. Ispitivanje uloge heterologe imunosti uspostavljene nakon imunizacije TTd-om

u otpornosti ka okularnim hlamidijalnim infekcijama

U okviru ove faze planirano je da se, koristeci set anti-TTd/TT MAt, utvrdi da li postoji
unakrsna reaktivnost TT/TTd-specificnih At sa hlamidijalnim antigenima i da se u

relevantnim in vitro i in vivo modelima utvrdi njen funkcionalni znaca;.
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U istrazivanjima koja su realizovana u sklopu izrade ove doktorske disertacije
koris¢eno je osam anti-TTd/TT MAt dobijenih hibridomskom tehnologijom.
Selektovana MAt, interno obelezena kao MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, MAt42,
MAt51, MAt62 1 MALt71, izolovana su hromatografijom na protein G koloni iz
supernatanta kultura odgovarajucih hibridoma gajenih u Integra Cell Line bocama. U
poglavlju 8. Prilozi (Slika 8.1 - Slika 8.2) prikazani su podaci koji se odnose na
precis¢avanje selektovanih MAt i potvrdu ocCuvanosti njihovih vezivnih karakteristika
nakon primenjenog postupka prec¢iS¢avanja (Slika 8.3).

TT 1 TTd koji su koriS¢eni za ispitivanje vezivnih karakteristika anti-TTd/TT
MAt dobijeni su preciS¢avanjem iz rastvora tzv. nativnog TT i nativnog TTd koji se
dobijaju tokom standardnog proizvodnog postupka vakcine protiv tetanusa u Institutu za
virusologiju, vakcine i serume — Torlak, Beograd. TT 1 TTd su precis¢eni hidrofobnom
hromatografijom na HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni. U poglavlju 8. Prilozi (Slika
8.4 - Slika 8.7) prikazani su podaci koji se odnose na karakteristike polaznih rastvora i
preciS¢enih TTd preparata (Tabela 8.1 — Tabela 8.2) i TT preparata (Tabela 8.3), kao i
sam postupak preciS¢avanja i potvrda oCuvanosti funkcionalnih karakteristika nakon

primenjenog postupka pre¢iséavanja (Slika 8.4 - Slika 8.5)°".
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4.1 Ispitivanje vezivnih karakteristika anti-TTd/TT MAt

4.1.1 Lokalizacija epitopa selektovanih anti-TTd/TT MAt

Prvi korak u istrazivanju bio je lociranje epitopa u molekulu TT-a koje
prepoznaju selektovana MALt.

Western  blot analizom radenom nakon SDS-elektroforeze na 9%
poliakrilamidnom gelu (PAAG) u redukuju¢im uslovima, pokazano je da sva odabrana
MAt, osim MAt42, imaju sposobnost vezivanja za delove primarne sekvence TT-a.
MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, MAt62 i MALt71 su interagovala sa linearnim
epitopima lociranim i na Hc i na Lc TT-a (Slika 4.1), dok je MAt51 interagovao

iskljucivo sa Lec.

i He TT
(100 kDa)

EeTT
(50 kDa)

MA26_MA33 MA39 MAt41 MAt42 MAtS1 MAt62 MAt71  nk

Slika 4.1. Western blot analiza reaktivnosti MAt26, MAt33, MAt39, MAt 41, MAt42, MAt5S1,
MALt62 i MAt71 ka teSkom i lakom lancu TT molekula. 7T je nakon redukcione SDS-PAGE ( 9%
PAAG, Mini Protean II System, Bio-Rad) transferovan na polivinil difluoroidnu membranu. Za
vizuelizaciju interakcije MAt-B (monoklonsko antitelo obelezeno biotinom) i TT-a koriséen je sisitem
extrAvidin-alkalna fosfataza//NBT/BCIP. Membrana na koju je transferovan TT tretirana sa extrAvidin-
alkalna fosfataza//NBT/BCIP predstavlja negativau kontrolu (nk).

Takode, Western blot analiza je ukazala da MAt41 i MAt62 vezuju Hc i Lc
sli¢nim intezitetom, dok je vezivanje MAt26, MAt33, MAt39 i MAt71 bilo intenzivnije

za Hc nego za Lc. Pokazano je da se MAt51 vezuje samo za Lc.
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Dalja istrazivanja su bila usmerena na odredivanje lokacije specifi¢nog epitopa
selektovanih MAt u odnosu na gangliozid-vezuju¢e mesto TT. Dosada$nja istrazivanja
pokazuju da su za prevenciju intoksikacije TT-om klju¢na TT-specifi¢na neutralizujuca
antitela®’, sposobna da spre¢e prvi korak intoksikacije tj. vezivanje TT za neuron. Za
inicijalno vezivanje TT-a za neurone izuzetno je znac¢ajno uspostavljanje interakcije sa
gangliozidima na povrsini Celije. U skladu sa tim su i rezultati nekoliko istrazivanja u
kojima je pokazano da su MAt koja se vezuju za gangliozid-vezujue mesto TT-a
efikasna u zastiti od tetanusa’*™. Ova MAt protektivan efekat ostvaruju maskiranjem
ganliozid-vezuju¢eg mesta na TT i na taj nain blokiraju vezivanje TT za membranu
neurona i njegov ulazak u neuron. TT prvenstveno interaguje sa gangliozidima iz serija
Gpia, Gpib,Goib 1 Grib, @ nesto slabije sa sa gangliozidima iz serije GM149.

U cilju odredivanja pozicije epitopa selektovanih MAt u odnosu na gangliozid
vezujuce mesto TT-a, najpre je ELISA testom (enzyme linked immunoadsorbent assay)
ispitana sposobnost vezivanja selektovanih MAt za TT-Gp;, kompleks. Polazna
pretpostavka je bila da ¢e u slucaju MAt ¢iji je epitop lociran u okviru gangliozid-
vezujuceg mesta ili u njegovoj neposrednoj blizini biti smanjeno vezivanje za TT-Gpp
kompleks u poredenju sa vezivanjem za istu koli¢inu TT-a direktno adsorbovanog na
ELISA plocu. Preliminarnim eksperimentima je pokazano da selektovana MAt ne
interaguju sa Gpjp. Na Slici 4.2A su predstavljeni procenti specificnog vezivanja MAt
za TT koji je prethodno kompleksiran sa Gpjp, u odnosu na vezivanja MAt za istu
koli¢inu TT direktno adsorbovanu na mikrotitar plocu (100% vezivanje).

U slede¢em koraku ispitana je sposobnost selektovanih MAt da inhibiraju
uspostavljanje TT-Gpy, interakcije. Na Slici 4.2B predstavljeni su procenti vezanog TT
za Gpjp nakon jednocasovne inkubacije sa specificnim MAt. Vezivanje TT inkubiranog

pod istim uslovima bez MAt je bilo referentno (100% vezivanje).
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Slika 4.2. Sposobnost vezivanja anti-TTd/TT-MAt za TT/ Gp,, kompleks i njihov potencijal da
inhibiraju TT - Gp,;, interakciju. A) Procenat vezivanja selektovanih MAt za TT prethodno adsorbovan
na gangliozid Gp;, u odnosu na vezivanje selektovanih MAt za istu koncentraciju TT direktno
adsorbovanog na mikrotitar plocu (100% vezivanje). B) Procenat vezivanja TT za Gp;, nakon inkubacije
(1h/RT) sa selektovanim MAt (vezivanje TT za Gpy, bez prethodne inkubacije sa MAt predstavija 100%
vezivanja). Uzorci su analizirani u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
greska.

Dobijeni rezultati pokazuju da MAt42 i MAt62 najslabije uticu na formiranje
TT- Gpip kompleksa, dok je formiranjem TT- Gpj, kompleksa vezivanje MAt33 i
MAt39 za TT skoro potpuno smanjeno (smanjenje ~95% u odnosu na vezivanje za
TT). Sa druge strane, pokazano je da preinkubacija MAt41l i MAtS1 sa TT-om u
potpunosti inhibira vezivanja TT za Gp;p, dok MAt42 i MAt62 ne inhibiraju TT-Gpy
interakciju. Pearson-ovom bivarijantnom korelacionom analizom je pokazano da
izmedu sposobnosti selektovanih MAt da sprece vezivanje TT za Gpjp i njihovog
vezivanja za TT-Gp, kompleks postoji znaCajna negativna korelacija (Pearson-ov
korelacioni koeficijent (Pcc) = -0,679, statisticka znacajnost (P) = 0,035).

Analiza vezivanja odabranih MAt za TT adsorbovan na Gp;p, ukazuje da se ciljni
epitopi MAt33 i MAt39 nalaze u neposrednoj blizini gangliozid-vezuju¢eg mesta, za
razliku od epitopa MAt42 i MAt62 koji su udaljeni od gangliozid-vezujueg mesta TT
molekula. Formiranje Gpip-TT kompleksa dovodi do sternih smetnji u vezivanju
MAt26, MAt41, MAt51 i MAt71, ali su one manje izrazene nego kod MAt33 1 MAt39.
Ako se uzmu u razmatranje samo sterni faktori, ukupna inhibicija TT- Gp;, interakcije
nakon preinkubiranja TT sa MAt41 1 MAt51 je naizgled kontradiktorna njithovom
vezivanju za TT-Gp;, kompleks adsorbovan na mikrotitar plo¢u. Medutim, u slucaju

vezivanja MAt za TT-Gp, kompleks treba uzeti u obzir 1 moguc¢nost konformacionih
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promena u TT molekulu koje mogu dovesti do stvaranja novih epitopa tzv. neo-epitopa
8990 Takode, vezivanjem TT za Gpip, preko jednog od dva gangliozid-vezujuéa mesta’’
moze ostati dovoljno prostora za vezivanje MAt41 ili MAt51. Sa druge strane, u slucaju
vezivanja MAt-TT tokom preinkubacije uocena inhibicija formiranja TT- Gpip
kompleksa moze biti suma sternih smetnji i promene u 3D strukturi gangliozid-

vezujuéeg mesta zbog vezivanja MAt'®.

4.1.2 Odredivanje konstante afiniteta i brzine uspostavljanja interakcije

selektovanih anti-TTd/TT MAt ka TT molekulu

Odredivanje konstante afiniteta (Ka) radeno je kompetitivnom ELISA-om
zasnovanom na inhibiciji vezivanja MAt za TT adsorbovan na mikrotitar plo¢i pomoc¢u
TT-a u rastvoru. Da bi odredivanje Ka bilo validno morali su biti ispunjeni su sledeci
uslovi:

- da ukupna koncentracija MAt bude bliska ili manja od vrednosti konstante
afiniteta;
- da apsorbanca koja se meri u poslednjem koraku ELISA-e bude proporcionalna
koncentraciji vezanog MAt za TT adsorbovan na mikrotitar ploci;
- da temperature bude konstantna tokom eksperimenta.
Ka vrednosti selektovanih MAt za TT odredene Scatchard-ovom analizom

modifikovanoj prema Stevens-u’> i predstavljene su u Tabeli 4.1.
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Tabela 4.1. Afiniteti (Ka) i konstante brzine asocijacije (k,,) MAt ka tetanus toksinu

Ka*P Kon®
(x 108M™ R (x 10°M's™h R’
MA26 0,4+02 > 0,91 1,102 > 0,96
MAI33 3,7+0,2 > 0,95 118,0 + 8,1 > 0,98
MAt39 0,9+0,1 > 0,96 478 +0,8 > 0,97
MA41 0,7+0,1 > 0,93 46,3 + 1,1 > 0,96
MA42 2,1+0,5 > 0,94 55,6 +0,9 > 0,96
MAt51 2,4+04 > 0,95 185,1 + 16,1 > 0,96
MAL62 1,9+04 > 0,96 20,7 +0,8 > 0,97
MAt71 1,8 +0,6 > 0,94 17,1 0,5 > 0,98

“ Ka izracunate Scatchard-ovom metodom modifikovanoj prema Stevens-u
b Srednja vrednost (tri nezavisna merenja) + standardna greska.

Na osnovu odredenih Ka vrednosti moze se zakljuciti da afiniteti selektovanih
MAt ka TT prati sledec¢i niz MAt33 > MAtS1 = MAt42 > MAt62 =~ MAt71 > MAt39 =
MAt41 > MAt26.

Osim stabilnosti kompleksa MAt-TT, koja se ogleda u vrednosti Ka, sama brzina
formiranja kompleksa takode moze biti vazan faktor koji uti¢e na zastitni potencijal
MAt”. Odredene vrednosti konstante asocijacije (k,,) pokazuju da se MAt33
(kon(MAt33)=1,18 + 0,08 x 10° M''s™") i MAtS1 (k,n(MAt51)=1,85 + 0,16 x 10° M''s™")
vezuju za TT znacano brze (P < 0,05) nego ostala MAt (Tabela 4.1).

Nije uocena statisticki znac¢ajna korelacija izmedu afiniteta selektovanih MAt 1
njihove sposobnosti da inhibiraju vezivanje TT-a za Gp, (Pcc = -0,007, P = 0,988) 1 da
interaguju sa kompleksom Gp;,-TT (Pcc = -0,086, P = 0,839). Takode, sposobnosti
MAt da inhibiraju vezivanje TT-a za Gpp (Pcc = 0,586, P = 0,127) i da interaguju sa
kompleksom Gpp,-TT (Pcc = -0,468, P = 0,243) nije znaCajno korelirala ni sa

odredenim k,,, vrednostima.

4.1.3 Zastitni potencijal selektovanih anti-TTd/TT MAt

Iako sva selektovana MAt pripadaju IgG1 podklasi94 male razlike u njihovoj
proteinskoj sekvenci i eventualne razlike u glikozilaciji”>*® mogu uticati na njihov

efektorski potencijal kao i duzinu poluzivota (t;;) u serumu’’ . Duzina poluzivota u
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cirkulaciji je vazan farmakokinetio¢ki parametar jer direktno odreduje vremenski
zavisne promene efektivne koncentracije terapeutikagg.

Za selektovana MAt odredivano je tj,; u cirkulaciji kako bi se utvrdilo da li / u
kojoj meri eventualne razlike u t;, uti€u na njihov zastitni potencijal. S obzirom da u
serumima sakupljenim neposredno pre aplikovanja MAt nije detektovana reaktivnosti
serumskog IgG ka TT, pretpostavljeno je da ukupna reaktivnost IgG ka TT potice od i.v
injektovanih MAt. Najvece vezivanje serumskog IgG za TT je izmereno u serumima
sakupljenim 8h nakon intravenske (i.v.) aplikacije MAt i ono je uzeto kao referentno
(100% vezivanje), proporcionalno maksimalnoj koncentraciji MAt u serumu (Slika
4.3).

0 MAR6 (—)

0 MA33 (- )

100 - A MAB9(- )

v MA@ ()

80 4 " MAM2(—)

o MASSI( )

A MAL62 ( )

609 v MAt71 (- )
40 -

20 1

Relativna MAt koncentracija (%)

1 2 3 4 5 6 7

Vreme (dan)

Slika 4.3. Vremenski zavisne promene vrednosti relativnih koncentracija TT-specificnih MAt u
serumu miseva. Misevi (5 miSeva po grupi) i.v. su tretirani odgovarajucim MAt (50 ug/mis). S obzirom
da je reaktivnost IgG ka TT u serumima miSeva sakupljenih pre tretmana zanemarljiva, reaktivnost ka
TT-u IgG-a iz seruma sakupljenih nakon tretmana potice od aplikovanih MAt. Vezivanje ubrizganih MAt
za TT adsorbovan na mikrotitar plocu u definisanim vremenskim intervalima odredena je za svaki
pojedinacni serum. Za svakog miSa, vezivanje MAt iz seruma sakupljenog 8h nakon tretmana
proporcionalno je maksimalnoj koncentraciji MAt u serumu (100%). Vezivanje MAt u narednim
sakupljenim serumima proporcionalno je relativnoj koncentraciji MAt (predstavljena kao procenat
maksimalne koncentracije) u serumu. Na slici su predstavijene srednje vrednosti relativne koncentracije
MAt u definisanim vremenskim intervalima (standardna greska < 10 %) i odgovarajuce krive dobijene
sigmoidnim dozno-zavisnim fitovanjem (R > 0,96). Statisticka znacajnost izmedu krivih odredena je
uporednim t-testom.

Sigmoidnim dozno-zavisnim fitovanjem dobijenih rezultata (R > 0,96) pokazano
je da ~ 4. dana nakon aplikovanja koncentracija svih selektovanih MAt biva smanjena

za polovinu. Medusobnim poredenjem procenata vezivanja MAt u odredenim
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vremenskim intervalima Student-ovim t-testom pokazano je da nema statisticki znacajne
razlike (P > 0,01) u dinamici uklanjanja selektovanih MAt iz cirkulacije. Ovaj rezultat
je ukazao da eventualne razlike u zaStitnom potencijalu selektovanih MAt ne mogu biti
posledica dinamike njihovog uklanjanja iz cirkulacije.

Protektivni potencijal selektovanih osam misjih MAt ispitan je in vivo u
miSevima soja Swiss white. Promene u intezitetu patologije tetanusa nakon
intraperitonealnog (i.p.) ubrizgavanja letalne doze TT preinkubirane sa odgovarajuéim
MALt su predstavljene na Slici 4.4. U Tabeli 4.2 prikazani su stepen preZivljavanja,
intezitet patologije tetanusa i vreme oporavka miseva kojima je i.p. aplikovana letalna
doza (2LDsp) TT-a preinkubiranog 1h sa MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71.

Pokazano je da MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71 imaju odredeni protektivni
kapacitet (Slika 4.4.), dok su MAt26, MAt41, MAt42, i MAt62 dovela samo do
prolaznog ublazavanja klinicke slike u inicijalnoj fazi, ali nisu uspela da obezbede
prezivljavanje nakon intoksikacije letalnom dozom TT-a (Slika 4.4.). Naime, svi miSevi
tretirani TT-om preinkubiranim sa TT/MAt26, TT/MAt41, TT/MAt42 ili TT/MAt62 su
uginule do 5. dana nakon tretmana.

—TT
—o— TT/MAt26 —o— TT/MAt33 2 TT/MAt39 v TT/MAt41
—u— TT/MAt42 —o— TT/MAt51 —ao— TT/MAt62 —v TT/MAt71

Intezitet patologije

Vreme (dan)

Slika 4.4. Intezitet patologije misSeva tretiranih letalnom dozom TT ili letalnom dozom TT
prethodno inkubiranom sa anti-TTd/TT MAt. Misevima (10 miseva po grupi) je i.p. aplikovano TT
(2LDsy) preinkubirane (1W/RT) sa MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, MAt42, MAt51, MAt62 i MAt71 (MAt
10 ug). Rezultati su predstavijeni kao srednja vrednost inteziteta patologije * standardna greska
odredene je za svakog misa u grupi. Dan TT intoksikacije je oznacen kao 0. dan. Intezitet patologije
tokom perioda nakon tretmana pracen je svakodnevno uzimajuci u obzir (i) intezitet patologije miseva
koji su bili zivi u trenutku posmatranja; (ii) miSeve koji su uginuli u trenutku posmatranja ili su
eutanazirani prethodnog dana (ocene inteziteta patologije date su u odeljku 5.6. In vivo ispitivanja).
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In vivo tretman letalnom dozom TT-a su preziveli svi miSevi TT/MAt51 grupe
(prezivljavanje 100%), dok je stopa prezivljavanja u grupama TT/MAt33 i TT/MAt39
bila 80%, a 60% u grupi TT/MAt71 (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Stepen preZivljavanja, maksimalan intezitet patologije tetanusa i vreme
oporavka miseva kojima je i.p. aplikovano 2L.Dsy TT preinkubiran 1h sa odgovaraju¢im
MAt

Maksimalan c
a Stepen . . .. Vreme oporavka
MAt rezivljavania (%) intezitet patologije (dan)
p ) ) ’ tetanusa
MAIt33 80 1,0+£0,7 2,9+0,7
MAt39 80 1,9+0,7 11,2+ 1,7
MAt51 100 2,1+0,2 5,5+04
MAL71 60 29+£03 > 14,7

“ Ubrizgano je 10 ug MAt preinkubiranih sa 2LDsy TT,

b Misevi koji su bili Zivi u momentu posmatranja su uzeti u obzir prilikom odredivanja inteziteta
patologije,

“ Dan TT intoksikacije oznacen je kao 0.dan. MiSevi su svakodnevno praceni tokom 15 dana.

Uzimajuéi u obzir samo miseve koji su preziveli in vivo TT intoksikaciju (Slika
4.4), najlosija klinicka slika je uocena kod TT/MALt71 tretiranih miSeva (1. nedelja: P <
0,0005 vs. MAt33/TT 1 MA39/TT grupa, P < 0,05 vs. MAt51/TT; 2. nedelja: P < 0,005
vs. MAt33/TT i MAtS1/TT grupa, P < 0,05 vs. MAt39/TT). Osim toga, kod miSeva
tretiranih sa TT/MAt71 uocena je najloSija klini¢ka slika 2,9 + 0,3 1 najduzi period
oporavka (> 14,7 dana). Tokom 2. nedelje nakon TT intoksikacije klinicke slike kod
TT/MAt33- i TT/MAtS1-tretiranih miSeva su bile sli¢ne, dok je oporavak TT/MAt39-
tretiranih miSeva bio znatno sporiji (P < 0,005). MiSevi u grupi TT/MAt33 1 u grupi
TT/MAt39 su se do kraja perioda pracenja potpuno oporavili (vreme oporavka za
MAt33 je 2,9 £ 0,7 dana, a za MAt39 11,2 £ 1,7 dana), dok su u grupi TT/MAt71 2 od 6
miSeva i dalje imali blaZze simptome tetanusa (Tabela 4.2).

Dobijeni rezultati ukazuju da je prema zastitnom potencijalu MAt51 superiorno
u odnosu na ostala selektovana MAt (Slika 4.4). U inicijalnoj fazi intoksikacije (prvih 5
dana nakon intoksikacije) klinicka slika miSeva TT/MS51 grupe je bila neSto loSija u
poredenju sa miSevima grupe TT/MAt33 (P = 0,039), ali je stepen prezivljavanja u
TT/MAt51 grupi bio 100% 1 svi miSevi su se potpuno oporavili do 6. dana nakon

intoksikacije letalnom dozom TT-a (Tabela 4.2). Dobijeni rezultati mogu da deluju
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neocekivano s obzirom da se MAt51 specificno vezuje za Lc TT-a. Medutim,
istrazivanja Volk i saradnika'’ pokazuju da epitopi za MAt koja mogu da obezbede
zaStitu protiv tetanusa mogu da se nalaze na celom molekulu TT-a. Pored toga,
pokazano je i da MAt specifi¢na za laki lanac botulinum toksina, toksin slicne strukture
i mehanizma delovanja, inhibiraju ulazak toksina u neuron i obezbeduju zastitu®*. Oba
istrazivanja pokazuju da maskiranje gangliozid vezujueg mesta nije jedini nacin za
sprecavanje interakcije klostridijalnih neurotoksina (uklju¢uju¢i 1 TT) sa ciljnom
¢elijjom. lako u Western blot analizi MAt51 isklju¢ivo interaguje Lc TT-a, nije
isklju¢ena moguénost da u realnim uslovima, kada je nativni TT molekul dostupan,
MATt51 interaguje sa konformacionim epitopima koji obuhvataju deo Hc TT-a. Takode,
vezivanjem MALt za epitope TT-a locirane izvan gangliozid-vezuju¢eg mesta moze doci
do promena u tercijarnoj strukturi (ukljucujuéi i promene u konformaciji gangliozid-

vezujuéeg mesta) koje mogu rezultovati smanjenjem afiniteta TT-a ka gangliozidima'®.

4.1.4 Terapeutski potencijal anti-TTd/TT MAt

S obzirom da se preparati na bazi TT-specifi¢nih antitela primenjuju nakon TT
intoksikacije, efikasnost MAt koja su u prethodnom ogledu pokazala odredeni zastitni
potencijal (MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71) je ispitana i u sluc¢aju njihove primene
nakon intoksikacije letalnom dozom TT-a. Na Slici 4.5 su prikazane vremenski zavisne
promene inteziteta patologije karakteristine za tetanus kod miSeva kojima je najpre
ubrizgana letalna doza TT, a potom su tretirani sa MAt33, MAt51, MAt39 i MAt71. U
Tabeli 4.3 su prikazani stepen preZivljavanja, maksimalan intezitet patologije tetanusa i
vreme oporavka miSeva kojima je i.p. aplikovano 2LDsy TT, a onda su nakon 2h, 6h i
24h tretirani odgovaraju¢im MAt. Zastitni efekat MAt39 1 MAt71 aplikovanih 24h
nakon TT intoksikacje nije ispitivan jer je ve¢ u slucaju njihovog aplikovanja 6h nakon

intoksikacije TT-om stopa prezivljavanja bila manja od 50% (Slika 4.5A).
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Slika 4.5. Stepen preZivljavanja (A) i intezitet patologije nakon ubrizgavanja letalne doze TT
preinkubiranog sa TT-specificnim MAt u definisanim vremenskim tackama (B-E). MiSevima je i.p.
aplikovana smesa TT preinkubiran (1h/RT) sa anti-TTd/TT MAt (2LDsy TT sa 10 ug MAt; isprekidana
linija) ili i.p. tretirani sa 2LDsy TT, a onda 2h, 6h ili 24h kasnije su i.v. ubrizgana MAt (10 ug). Rezultati
su predstavljeni kao srednja vrednost inteziteta patologije + standardna greska odredene je za svakog
misa u grupi (8-10 miseva po grupi) u definisanim vremenskim tackama. Dan TT intoksikacije je oznacen
kao 0. dan. Intezitet patologije tokom perioda nakon tretmana pracen je svakodnevno uzimajuci u obzir
(i) intezitet patologije miseva koji su bili zivi u trenutku posmatranja; (ii) miseve koji su uginuli u
trenutku posmatranja ili su eutanazirani prethodnog dana (ocene inteziteta patologije date su u odeljku
Eksperimentalni rad). Strelice ukazuju na dane kada su pojedini misevi uginuli.

Dobijeni rezultati pokazuju da produzavanje perioda izmedu TT intoksikacije i
MAt administracije pozitivno korelira 1 sa smanjenjem stope preZivljavanja i sa
intenzitetom patologije (Slika 4.5B-E). Poredenjem inteziteta patologije miSeva koji su
bili Zivi u momentu posmatranja pokazuje da su miSevi tretirani odgovaraju¢im MAt
nakon TT intoksikacije imali izraZzenije simptome tetanusa u poredenju sa miSevima
koji su tretirani letalnom dozom TT-a preinkubiranom sa odgovaraju¢im MAt (paired t-
test: pre-inkubirani TT/MAt33 vs. sve ispitivane vremenske tatke P < 0,001;
preinkubirani TT/MAt39 vs. sve ispitivane vremenske tacke P < 0,001; preinkubirani
TT/MATt51 vs. sve ispitivane vremenske tacke P < 0,005; preinkubirani TT/MAt71 vs.
2h P=0,35, vs. 6h P=0,026). Pokazano je i da postoji znacajna razlika u jacini
patologije izmedu grupa tretiranih sa MAt33 (paired T-test: 2h vs. 6h P=0,035, 2h vs.
24h P < 0,001, 6h vs. 24h P=0,004) i MAt51 (paired T-test: 2h vs. 6h P=0,001, 2h vs.
24h P=0,001, 6h vs. 24h P=0,026) nakon TT intoksikacije.
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Najbolji terapeutski potencijal je pokazalo MAt51: stepen prezivljavanja u grupi
tertiranoj 1 nakon 2h i nakon 6h je bio 100% i uocene su najblaze klinicke slike u
odnosu na ostale grupe (Tabela 4.3). Ujedno vreme oporavka za ove dve grupe je < 15
dana. U preostalim grupama pokretljivost je bila ozbiljno naruSena i miSevi se nisu
oporavila do kraja opservacionog perioda (maksimalan intezitet patologije je bio u
opsegu 3,1 + 0,2 do 3,8 + 0,3). Najnizi stepen prezivljavanja (40%) zabelezen je u grupi

miSeva tretiranoj sa MAt71 6h nakon intoksikacije TT-om.

Tabela 4.3.Stepen prezivljavanja, intezitet patologije tetanusa i vreme oporavka miSeva
kojima je i.p. aplikovano: i) 2LDsy TT preinkubiran 1h sa odgovaraju¢im MAL; ii)
2LDso TT, a onda su nakon 2h, 6h i 24h tretirani odgovaraju¢im MAt

Stepen Mill(tzizrﬁaeian Vreme
MA€*, vreme® prezivljavanja patologije oporavka®
(%) tetanusa™ (dan)
MATt33, nakon 2h 80 3,1+£0,2 > 15
MATt33, nakon 6h 80 3,3+0,2 > 15
MATt33, nakon 24h 70 3,8+0,3 > 15
MATt39, nakon 2h 80 3,1+0,2 > 15
MATt39, nakon 6h 70 3,7+0,3 > 15
MATt51, nakon 2h 100 2,0+0,2 12,6 £1,1
MATt51, nakon 6h 100 2,5+0,3 > 14,2
MATt51, nakon 24h 80 3,2+0,3 > 15
MAt71, nakon 2h 60 34+£0,3 > 15
MALt71, nakon 6h 40 3,8+0,3 > 15

“ Ubrizgano je 10 ug MAt,
" Vreme aplikacije odgovarajuéih MAt je u odnosu na TT intoksikaciju,
“ Dan intoksikacije TT-om oznacen je kao 0.dan. MiSevi su svakodnevno praéeni tokom 15 dana.

4.1.5 Korelaciona analiza zaStitnog potencijala i vezivnih karakteristika

anti-TTd/TT MAt

Znacaj pojedinih vezivnih karakteristika za zaStitni potencijal anti-TTd/TT MAt
odredene je koreliranjem in vitro odredenih vezivnih karakteristika sa njihoivim
zaStitnim potencijalom u ogledu gde su miSevi tretirani letalnom dozom TT-a

preinkubiranom sa MAt.
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Stopa prezivljavanja je uzeta kao glavni kriterijum za procenu zastitnog

potencijala selektovanih MAt. Dobijeni rezultati su sumarno prikazani na Slici 4.6.
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Slika 4.6. Bivarijantna Pearson-ova korelaciona analiza stepena preZivljavanja miSeva tretiranih sa
preinkubiranom MAt/TT smeSom i: A) vezivanja za Gpy,-TT kompleks; B) sposobnosti da spreci
Gp,-TT interakciju; C) afiniteta MAt za TT; D) Kkonstante brzine asocijacije. Podaci su
predstavljeni kao srednja vrednost = SE. Rezultati Pearson-ove bivarijantne korelacione analize koja je
radena za sva MAt su prikazana u donjem desnom uglu grafika. Rezultati analize su radene za MAt koja
obezbedu protekciju (prazni kvadrati) su takode prikazani na grafiku. ("P < 0,05).

Dobijeni rezultati pokazuju da MAt prepoznaju TT sa Ka > 1 x 105 M7 i ko> 1
x 10* M's™ i mogu da smanje vezivanje za Gpip za > 50 % (Slika 4.6). Korelaciona
analiza za MAt grupisane prema kriterijumu Ka > 1 x 10° M (MAt26 i MAt41 su
izuzeti iz analize) pokazuje da stopa preZivljavanja znacajno negativno korelira sa
vezivanjem za Gpip-TT kompleks (Pcc = -0,883, P = 0,020), a pozitivno korelira sa
sposobno$¢u MAt da spreci nastajanje TT-Gp;, kompleksa (Pcc = 0,972, P = 0,028).
Takode, iz dobijenih rezultata se moZe zakljuciti da zastitni potencijal MAt koja imaju
Ka > 1x10° M znacajnije odreduje njihova sposobnost da sprete TT-gangliozid
interakciju nego afinitet per se (stopa prezivljavanja vs. Ka: Pcc = 0,426; P = 0,574).
Grupisanje ispitivanih MAt prema drugim pomenutim kriterjjumima (k,, > 1 x 10°M's”
1, MALt26 izuzet; smanjenje vezivanja TT za Gpip = 50 %, MAt26, MAt42 i MAt62
izuzeti) nije pokazalo nikakvu statisticki znacajnu korelaciju izmedu stope
preZivljavanja i vrednosti dobijenih u in vitro testovima.

Dobijeni rezultati jasno ukazuju da zaStitni kapacitet MAt odreduju 1 njegov
afinitet ka TT 1 sposobnost da spre¢i TT-gangliozid interakciju. Na osnovu prikazanih
rezultata moze se zakljuciti da MAt koje je sposobno da in vivo §titi od TT intoksikacije

mora da vezuje TT sa afinitetom > 1 x 10° M' i da je sposobno da inhibira
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uspostavljanje TT-Gp,p interakcije. Predlozeni kriterijumi za odabir MAt su u skladu sa
predloZzenim kriterijumima za MAt koja mogu da obezbede zaStitu od botulinum
toksina®. Marks i saradnici su takode pokazali da je za zaititu od intoksikacije
botulinum toksinom afinitet MAt krucijalan, dok je pozicija ciljnog epitopa manje
znacajna. Istrazivanja ove grupe su da MAt specificna za epitope koje nisu locirani na
Hc domenu botulinum toksina mogu da budu takode da sprece internalizaciju botulinum
toksina®.

Ovaj pristup za primarnu selekciju protektivnih MAt u spektru TT-specificnih
MAt je jednostavan i primenljiv ne samo na misja TT-specificna MAt proizvedena

hibridoma tehnologijom, ve¢ i na humane i humanizovane TT-vezujuce fargmente (Ab,

Fab, F(ab),, scFv) dobijene tehnikama koje se zasnivaju na rekombinantnoj tehnologiji.
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4.2 Znacaj kooperativnog vezivanje anti-TTd/TT MAt u dizajniranju

preparata za prevencu intoksikacije tetanus toksinom

Brojna istrazivanja su pokazala da preparati na bazi pojedinacnih MAt, pored
prednosti koje imaju u odnosu na standardno koriS¢ene poliklonske preparate, imaju
odredena ograni¢enja koja su prvenstveno posledica njihove striktne epitopske
specificnosti'®. Oligoklonske sme$e MAt predstavljaju jedan od naina prevazilaZenja
tog ograniCenja. Pored toga, oligoklonske smeSe omogucéavaju stvaranje vecih
imunokompleksa 1 samim tim efikasnije uklanjanje ciljnog antigenalgle. Treba
napomenuti i da je u okviru molekula TT (150 kDa) prisutno najmanje 25-30 razlicitih

1742100 tako da simultano vezivanje vise anti-TTd/TT At razliGitih

antigenih determinanti
vezivnih karakteristika povecava moguénost bolje inhibicije vezivanja toksina za ciljne
¢elije 1 efikasnije aktiviranje mehanizama adaptivne imunosti kojima se uklanjaju
nastali imunokompleksi”’lm*103 .

Pri kombinovanju razli¢itih antitela moZe se ocekivati: aditivni efekat -
sabiranje neutralizacionih sposobnosti pojedinaénih MAt; antagonizam -
smanjenje efikasnosti pojedinacnih MAt usled kombinovanja; indiferentnost —
nepostojanje medusobnog uticaj At, i sinergizam — drasti¢no povecanje zastitnog
kapaciteta usled kombinovanja MAt'®.

Imaju¢i navedene Cinjenice u vidu, uraden je set eksperimenata Ciji su
ciljevi bili da se okarakteriSu interakcije biklonalnih ekvimolarnih preparata
(BEP) sa TT-om, utvrdi kako one koreliraju sa in vivo zaStitnim potencijalom
BEP i pokaze da li je kombinovanje MAt rezultovalo poboljSanjem protektivnog
kapaciteta BEP u odnosu na pojedinatna MAt. Polaze¢i od preporuke da se za
pripremu oligoklonskih preparata preporuc¢uje kombinovanje MAt koja imaju
sposobnost neutralizacije Ag™ i pokazuju odreden zastitni potencijal'’, ovom

setu istrazivanja su analizirani BEP napravljeni od MAt33, MAt39, MAt51 i
MAUt71.
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4.2.1 Ispitivanje moguénosti simultanog vezivanja anti-TTd/TT BEP za TT

Pri pravljenju oligoklonskih preparata za koje se ocekuju da imaju bolje
karakteristike od svojih konstituenata potrebno je prevenstveno zadovoljiti sledeci
uslov: MAt koja se kombinuju treba da prepoznaju razlicite, nepreklapajuce, epitope Sto
omogucava njihovo simultano vezivanje za ciljni antigenm. Western blot analizom je
pokazano da MAtS51 interaguje sa delom sekvence lakog lanca TT-a dok MAt33,
MAt39 i MAt71 prevalentno prepoznaju sekvencione epitope koji se nalaze u okviru
te§kog lanca TT molekula (Slika 4.1)>**'%. Taj nalaz ne daje informaciju o
lokalizaciji, strukturi 1 uzajamnoj udaljenosti primarnih epitopa ovih MAt, dostupnih u
molekulu TT-a u nativnoj konformaciji. Procena medusobne udaljenosti epitopa TT-a
koje selektovana MAt prepoznaju uradena je na osnovu indeksa aditiviteta (IA) za
definisane parove MAt (Tabela 4.4). Indeks aditiviteta manji od 20 ukazuje da MAt
prepoznaju isti epitop ili blisko pozicionirane epitope 1 da se ona, usled sterne smetnje,
ne mogu istovremeno vezati za antigen. MAt koja imaju 20<IA<40 mogu istovremeno
da se vezu, ali sterna smetnja ipak postoji, dok se MAt za koje je IA>40 mogu

. . . 105.1
nesmetano, 1stovremeno vezati za antlgen 03, 06.

Tabela 4.4. Indeksi aditiviteta za MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71

Parovi MAt* N
MAIt33 / MAt39 60,52 +2,01
MATt33 / MAt51 46,59 + 1,30
MAt33 / MAt71 67,88 £3,22
MAt39 / MAt51 52,82 +5,78
MAt39 / MAt71 71,97 £5,85
MATt51 / MAt71 101,23 + 7,27

“ Parovi MAt - ispitivana MAt u saturusuéim koncentracijama
Y IA —indeks aditiviteta, srednja vrednost IA + standardna greska tri nezavisna merenja

Prema dobijenim rezultatima, gde su vrednosti IA za sve parove MAt bili veci

od 40 (Tabela 4.4), selektovana MAt interaguju sa epitopima koji su dovoljno udaljeni
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tako da ne postoje sterne smetnje za simultano vezivanje za TT. Ovaj nalaz je pokazao

da se MAt33, MAt39, MAt51 1 MAt71 mogu koristiti za pravljenje BEP.

4.2.2 Uzajamni uticaj anti-TTd/TT MAt pri vezivanju za TT

U slucaju simultanog vezivanja dva MAt, fleksibilnost proteinskih antigena i
mogucnosti da MAt svojim vezivanjem indukuju konformacione promene u ciljnom
proteinu moze dovesti do promene karakteristika interakcije antigen — MAt u poredenju
sa situacijom kada je antigen izlozen samo jednom MAt. U tim slu¢ajevima se govori o
kooperativnom vezivanju dva MAt. Uzajamni uticaj vezivanja MAt za Ag je
individualan i moZe biti pozitivan ili negativan. Negativno kooperativno vezivanje
podrazumeva da vezivanje jednog At sprecava vezivanje drugog At usled
konformacionih promena”. Pozitivno kooperativno vezivanjepodrazumeva situaciju
gde vezivanje jednog At dovodi do promena u 3D strukturi ciljnog proteina tako da se
stvara povoljnija konformacija za vezivanje drugog MAt odnosno omogucava

termodinami¢ki povoljnija interakcija drugog MAt i Ag'”.

Medusobni uticaj
selektovanih MAt pri vezivanju za TT je ispitivan u parovima pri ¢emu je MAt ¢ije je
vezivanje analizirano kori§¢eno u biotinisanoj formi, u nizu koncentracija, a MAt koje
je koriS¢eno kao modulator vezivanja analiziranog MAt je u fiksnoj koncentraciji
preinkubirano sa TT-om. Uticaj modulatornog MAt je procenjivan na osnovu promena
u vezivanju analiziranog MAt u osnosu na njegovo vezivanje za sam TT. Vezivanja

analiziranog MAt za TT 1 TT kompleksiran sa modulatornim MAt preliminarno su

predstavljeni u formi Scatchard-ovih grafikona (Slika 4.7A-D).
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Slika 4.7. Scatchard-ova analiza kooperativnog vezivanja A) MAt33, B) MAt39, C) MAt51 i D)
MATLt71. Ispitivano je vezivanje svakog MAt za TT ili za TT koji je preinkubiran sa jednim od tri
selektovana MAt u rastvoru. Dobijeni rezultai su predstavljeni u formi Schatchard-ovog dijagrama:
koncentracija MAt-B vezan za TT ([MAt],...,) u zavisnosti od koncentracije MAt koja je ostala slobodna

u rastvoru ([MA[]vezan/[MAt]slobodan)-

Dobijeni Scatchard-ovi grafikoni su bili nelinearni, Sto moze da ukaZze na
odredeno kooperativno vezivanje dva MAt™'®. Vezivanje analiziranog MAt za TT i
TT kompleksiran sa modulatornim MAt su prestavljeni u formi semilogaritamskog
Klotz-ovog grafika u cilju dobijanja numerickih parametara na osnovu kojih bi se mogle
pratiti promene u vezivanju (Slika 4.8). Uticaj modulatornog MAt na vezivanje
analiziranog M At procenjen je na osnovu odredenih MAt;soq vrednosti tj. koncentracije
slobodnih analiziranih MAt-B (MAt33-B, MAt39-B, MAt51-B i MAt71-B) u rastvoru
gde je 50% TT vezano za odredeno MAt-B (MAt33¢s50%,, MAt39¢50%, MAtS1¢s09 1

MAt71¢50%). MAtssoq, vrednosti su odredene nakon sigmoidnog dozno-zavisnog
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fitovanja krive f (log (koncentracija slobodnog MAt-B)) = (% vezanog MAt-B za TT)
(Slika 4.8) i predstavljena u tabeli ispod grafikona na Slici 4.8. S obzirom da je
MAtss09 je srazmerna Kd, povecanje MAtssoq ukazuje na negativho kooperativno

. . .. .. . . . 93
vezivanje, a smanjenje na pOthanO kooperatlvno veézivanje .
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Antigen MAt33f’50% MAt39f,5()% MATtS 1f’50% MALt7 lf’j()%
& (nM) (nM) (nM) (nM)
TT 0,17 £0,01 0,58 +0,05 0,24 +£0,02 0,31 +£0,02
MAt33/TT / 0,50 +0,04 0,31 +0,04* 0,33 £0,02
MAt39/TT 0,08 +£ 0,01 ** / 0,26 +0,03 0,48+0,02%%**
MAt51/TT 0,10 £ 0,02** 0,39 +0,02 / 0,27 +£0,01
MAt71/TT 0,08 +0,01** 0,41 +0,03 0,12 +0,01* /

Slika 4.8. Uporedna analiza kooperativnog vezivanja A) MAt33, B) MAt39, C) MAt51 i D) MAt71.
Ispitivano je vezivanje svakog MAt-B (opseg koncentracija od 0,03 ug/mL do 4 ug/mL) za TT (0,5 ug/mL)
ili za TT preinkubiranim sa jednim od tri seleketovana MAt (0,5 ug/mL TT + 0,5 ug/mL MAb; MAb/TT) u
rastvoru. Na graficima je predstavijena koncentracija vezanog TT = f {log(koncentracija MAt-By).
Koncentracija slobodnog MAt33-B, MAt39-B, MAt51-B i MAt71-B u rastvoru, kada je 50% TT vezano za
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odredeno MAt-B (MAt33;s50q, MAt39;s500, MAt51;s50q, i MAL71,50q,), izracunata je pomocu softvera Origin
8/ Nonlinear Curve Fitting / Dose-response curve i vrednosti + standardna greska su predstavijene u
tabli. Podaci su dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta u okviru kojih je svaki uzorak analiziran u
triplikatu (svaka tacka predstavija srednju vrednost logarima koncentracije slobodnog MAt-B u odnosu
na srednju vrednost procenata vezanog TT). Statisticka znacajnost vezivanja odredenog MAt-B za TT u
odnosu na vezivanje datog MAt-B za TT koji je prethodno preinkubiran sa jednim od tri ispitivana MAt
odredena je uporednim t-testom (*P < 0,05, **P < 0,005, ***P < 0,001).

Dobijeni rezultati ukazuju na: znaCajan pozitivan efekat MAt39, MAt51 i
MALt71 na vezivanje MAt33 za TT; (ii) pozitivan efekat MAt51 i MAi71 na vezivanje
MAt39 za TT; (iii) znaCajan pozitivan efekat MAt71 i1 negativan efekat MAt33 na
vezivanje MAt51 za TT, 1 (iv) negativni efekat MAt39 na vezivanje MAt71 za TT.

4.2.3. Vezivne karakteristike TT-specificnih-BEP

U ovom setu in vitro testiranja ispitana je sposobnost BEP da inhibiraju
uspostavljanje TT-Gpy interakcije, odreden njihov afinitet za TT 1 potenca.

Dobijeni rezultati su pokazali da BEP MAt33/MAtS1 1 MAtS1/MAt71
najefikasnije inhibiraju vezivanje TT za Gp;, (Tabela 4.5). Formiranje TT-Gpip
kompleksa je skoro potpuno inhibirano nakon preinkubiranja TT sa MAt33/MAt51
(92,6 £ 0,9 %) 1 MAt5S1/MALt71 (93,2 £ 1,8 %), dok je BEP MAt39/MALt71 najslabije
inhibirala vezivanje TT za Gpp, (55,6 + 4,1 %).

Konstante prosecnog afiniteta BEP prema TT, parametar koji ukazuje na
stabilnost nastalog kompleksa i u velikoj meri odreduje efikasnost antitela kao
terapeutika’®, je odredena Scarchard-ovom metodom modifikovanom prema Stivens-u’>
pod istim uslovima kao za pojedinacna MAt (odeljak 4.1.2). Afiniteti svih ispitivanih
BEP za TT su bili > 1x10° M (Tabela 4.5) ¢ime su ispunile jedan od prethodno
definisanih parametara da budu razmatrane kao terapeutici.

Osim toga, odredene in vitro potence za sve ispitivane BEP (MAt33/MAt39,
MAt33/MAt51, MAt33/MALt71 i MAt51/MAt71) su bile vise nego potence pojedinacih
MAt koja ulaze u sastav BEP-a (Tabela 4.5)'*. BEP MAt51/MAt71 poseduje najvecu
in vitro potencu. Bivarijantnom korelacionom analizom pokazano je da postoji znacajna

pozitivna korelacija izmedu potenci BEP-a i njihovog afiniteta ka TT-u (Pcc = 0,981, P
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= 0,001), kao 1 njihovog inhibitornog efekta na TT-Gp;p interakciju (Pcc = 0,816, P =
0,048).

Tabela 4.5. Sposobnost inhibicije TT-Gp;, vezivanja, afinitet za TT 1 potenca odredena
za BEP

BEP* Inhibicija vezivarll)ja Afiglite_t1 . In vitro potenca
TT za Gpip (%) (x10°M™) (IU/mg MA)
MAt33 / MAt39 79,4 +£4,0 54+0,7 (R >0,92) 145,6 5,9
MAt33 / MAt51 92,6 £0,9 21,9+2,8 (R >091) 407,3 £ 17,6
MAt33 / MAt71 72,2 +4.5 8,8+ 1,4 (R > 0,86) 223,1+12,4
MAt39 / MAt51 65,1 +£3,6 5,8+0,6 (R > 0,98) 140,3 £ 10,9
MAt39 / MAt71 55,6 £4,1 8,6 0,9 (R > 0,94) 1155+ 14,4
MAIt51 / MAt71 932+1,8 32,3+£2,1 (R >0,98) 695,3 £ 15,5

“ BEP — biklonalni ekvimolarni preparat;

® Finalna koncentracija pojedinacnih MAt je podeSena na 5 ug/mL tako da je ukupna koncentracija MAt
bila 10 ug/mL

“ R vrednost za linearizaciju je istaknita u zagradama
 Srednja vrednost izracunata na osnovu in vitro odredenih potenci za pojedinacna MAt u istim uslovima :

133,52 £0,72 IU/mg za MAt33; 122,31 + 0,56 IU/mg za MAt39; 358,17 + 1,50 1U/mg za MAt51; 104,06
+0,83 IU/mg za MAt71

¢ Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti + standardna greska tri nezavisna merenja.

Bivarijantnom korelacionom analizom pokazano je da postoji zna¢ajna pozitivna
korelacija izmedu potence i afiniteta BEP (Pcc = 0,981, P = 0,001), kao i njihove
sposobnosti da inhibiraju TT-Gp;;, interakciju (Pcc = 0,816, P = 0,048) (Slika 4.9).
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Slika 4.9. Bivarijantna Pearson-ova korelaciona analiza vezivnih karakteristika BEP-a. Rezultati su
predstavljeni kao srednje vrednosti + standarnih gresaka: (A) inhibicije vezivanja TT za Gp;, (%); (B)
afinitet BEP-a ka TT; (C) in vitro potence BEP-ova. Dobijeni rezultati predstavijeni su donjem desnom
uglu grafika.
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Dobijeni rezultati pokazuju da su vezivne karakteristike BEP-a uglavnom bolje
u odnosu na karakteristike njihovih konstituenata. Cinjenica da je prosedan afinitet
BEP-aza TT vec¢i u odnosu na pojedinatna MAt ukazuje na dominantno kooperativno

vezivanje.

4.2.4 Zastitni potencijal TT-specificnih BEP

Zastitni potencijal TT-specificnih BEP ispitan je in vivo u modelu gde su miSevi
i.p. tretirani letalnom dozom TT preinkubiranom sa odredenom BEP. Pokazano je da
preinkubacija TT-a sa 4 od 6 ispitivanth BEP (MAt33/MAt39, MAt33/MAt51,
MAt33/MALt71 i MAt51/MALt71) u potpunosti prevenira letalni ishod intoksikacije TT-
om (Tabela 4.6). Stepen prezivljavanja miseva tretiranih TT-om preinkubiranim sa

MAt33/MAt39, MAt33/MAt51, MAt33/MAt71 i MAt51/MALt71 je bila 100%.

Tabela 4.6. Stepen prezivljavanja,maksimalan intezitet patologije tetanusa i vreme
oporavka miSeva nakon i.p. ubrizgavanja 2LDsoTT preinkubirane 1h sa naznacenim
BEP

Maksimalan intezitet

Stepen prezivljavanja Vreme oporavka

g st
MAt33 / MAt39 100 0,7+0,3 4,8 +0,6
MAt33 / MAt51 100 0,2+0,1 1,6 £0,7
MAt33 / MAt71 100 0,8+0,1 44+0,2
MAt39 / MAt51 80 1,2+0,1 8,0+0,4
MAt39 / MAt71 60 2,0£0,3 9,7+£0,7
MAt51 / MAt71 100 0,9+0,1 2,6 £0,5

“ BEP — biklonalni ekvimolarni preparat

b Zbirni rezultati dva nezavisna eksperimenta u okviru kojih je koris¢eno 10 miseva po grupi

¢ Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti = SE izracunate za miSeve koji su preziveli TT
intoksikaciju (do 20 miseva po grupi, u zavisnosti od stepena prezivljavanja)

 Dan ubrizgavanja letalne doze TT je racunat kao dan 0.

Promene u intezitetu patologije tetanusa nakon i.p. ubrizgavanja letalne doze TT
preinkubirane sa odgovaraju¢im BEP su predstavljene na Slici 4.10. Najbolji zastitni
potencijal je imala BEP MAt33/MAt51: stepen prezivljavanja u ovoj grupi je bio 100%,

znacajne patoloske promene su izostale (najveci intezitet patologije je bio 0,2 + 0,1) i
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period oporavka je bio najkraéi (1,6 + 0,7 dana). Najlosija klinicka slika je zabelezena
kod misSeva tretiranih TT-om preinkubiranim sa MAt39/MALt71, ali i u ovoj grupi, kod
miSeva koji su preziveli TT-intoksikaciju (stepen prezivljavanja 60%), pokretljivost nije

bila ozbiljno naruSena (najveci intenzitet patologije 2,0 £ 0,3).

BEP:
> = MA33/MAR39
—s MAB3/MAG51
o e MAt33/MAL71
5 —o~ MABY/MAGS|
R | | a MAGY/MA(TI
% | o MAGSIMATI
1
: |

Vreme (dan)

Slika 4.10. Intezitet patologije + S.E miSeva nakon ubrizgavanja letalne doze TT preinkubiranog sa
TT-specificnim BEP. Misevima je i.p. aplikovano TT (2LDsy) preinkubirane (1h/RT) sa MAt33/MAt39,
MAt33/MAt51, MAt33/MAt71, MAt39/MAt51, MAt39/MAt71 i MAt51/MAt71 (5 ug pojedinacno MAt, oba
MAt 10 ug). Rezultati su dobijeni u dva nezavisna eksperimenta (10 miSeva po grupi u dva eksperimenta;
ukupno 20 miseva po grupi) i predstavijeni su kao srednja vrednost inteziteta patologije + standardna
greska za svakog misa u grupi. Dan TT intoksikacije je oznacen kao 0. dan. Intezitet patologije tokom
perioda nakon tretmana pracen je svakodnevno uzimajuci u obzir (i) intezitet patologije miseva koji su
bili Zivi u trenutku posmatranja; (ii) miseve koji su uginuli u trenutku posmatranja ili su eutanazirani
prethodnog dana (ocene inteziteta patologije date su u odeljku Eksperimentalni rad). Strelice ukazuju na
dane kada su pojedini misevi uginuli.

Bivarijantnom Pearson-ovom analizom odreden je stepen i znacajnost korelacije
zaStitnog potencijala BEP-a i njihove sposobnosti da inhibiraju vezivanja TT za Gpp,
afiniteta BEP-a ka TT i in vitro potence BEP-a (Slika 4.11). Stepen prezivljavanja bio
je u znacajnoj korelaciji jedino sa sposobnoscu inhibicije TT- Gpjp interakcije (Pcc =
0,833; P = 0,038). Dobijeni rezultat je u skladu sa prethodnim rezultatima koji pokazuju
da je neophodno da MAt poseduju 1 sposobnost da inhibiraju TT-gangliozid interakciju
da bi posedovala zastitni efekat. Konacno, dobijeni rezultati su u saglasnosti sa
rezultatima dobijenim za pojedinacna anti-TTd/TT MAt gde je takode pokazano da je
protektivni kapacitet MAt sposobnih da neutraliSu TT u rastvoru odreduje afinitet (Ka >

10® M) kao i njihova sposobnost da sprece inicijlani kontakt TT sa neuronom (TT-
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Gp1s interakcija). Afinitet (> 10® M) i potenca ne uti¢u na stepen prezivljavanja, kao ni

na ozbiljnost klinicke slike.
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Slika 4.11. Bivarijantna Pearson-ova Korelaciona analiza vezivnih karakteristika BEP-a (x-osa) i
parametara koji opisuju teZinu klinicke slike sistemskog tetanusa miSeva koji su tretirani sa
letalnom dozom TT i specificnim BEP-ovima (10 pg oba MAt)(y-osa). Podaci su predstavljeni kao
srednja vrednost = SE. Izracunate srednje vrednosti + SE inhibicije vezivanja TT za Gp;, (A-C), afiniteta
BEP-a ka TT (D-F) i in vitro potence BEP-ova (G-I) su korelirane bivarijantnom Pearson-ovom
korelacionom analizom sa stepenom prezivljavanja, pojedinacnim maksimalnim intezitetom patologije i
vremenom oporavka. Dobijeni rezultati predstavljeni su donjem desnom uglu grafika.

Medu MAt koja su koriS¢ena za pripremu BEP, MAt71 je imalo najslabiji
zaStitni potencijal. Zastitni potencijal BEP u ¢iji sastav ulazi MAt71 (MAt71 predstavlja
50% BEP) je bio znacajno bolji u poredenju sa primenom pojedinacnog MAt71 u duplo
veéoj koli¢ini'™. U odnosu na TT/MAt71 tretirane miSeve, maksimalni intenzitet
patologije kod miSeva tretiranih letalnom dozom TT-a preinkubiranom sa BEP koje
sadrze MAt71 je bio statisticki zna¢ano nizi: 0,9 £ 0,1 za TT/MAt5S1/MAt71 (P <
0,005), 2,0 £ 0,3 za TT/MAt39/MAt71 (P < 0,05)1 0,8 £ 0,1 za TT/MAt33/MAt71 (P
< 0,005). Medu BEP koje sadrze MAt71, najefikasniji in vivo je bio BEP
MAt51/MALt71. Pokazano je da je BEP MAt51/MAt71 efikasniji u odnosu na BEP
MALt71/MAt33 jer je vreme oporavka miSeva tretiranih sa TT/MAt51/MAt71 bilo
statistiCki znacajno krace u poredenju sa miSevima tretiranim sa TT//MAt33/MAt71 (P
< 0,05), dok su intenzitet patologije 1 stepen prezivljavanja bili isti (Tabela 4.6).

Zastitni potencijal ispitivanih BEP, procenjen na osnovu stepena prezivljavanja,
u pozitivnoj korelaciji sa njihovim potencijalom da spre¢i TT-Gp;p interakciju (Pcc =
0,837, P = 0,038). Odsustvo znaCajne pozitivne korelacije izmedu afiniteta BEP i
zaStitnog potencijala procenjenog na osnovu stope prezivljavanja ukazuje da u slucaju

primene visoko afinitetnih TT-specifi¢nih preparata u velikom viSku u odnosu na TT
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(10 ug MAt vs ~1 ng TT po kg telesne teZine)®, zaititni potencijal dominantno odreduje
fina epitopska specifi¢nost BEP.

4.2.5 Terapeutski potencijal TT-specificnih BEP

U poredenju sa odgovaraju¢im pojedinacnim MALt, najznacajnije poboljSanje
vezivnih karateristika 1 protektivnog kapaciteta postignuto je kombinovanjem MAt51 i
MALt71 gde su oba MAt medusobno pozitivno uticala na vezivanje za TT. Stoga je ovaj
BEP izabran za testiranje terapijskog potencijala.

Dobijeni rezultati su pokazali da BEP MAt51/MAt71 ispoljava veéu terapijsku
efikasnost u poredenju sa pojedinacim MAt51 i MAt71 (Slika 4.5). Stepen prezivljava
miSeva kojima je i.v. ubrizgan BEP MAt51/MAt71 2h i 6h nakon TT intoksikacije
(Slika 4.12) je bio 100%. Maksimalan intenzitet patologije kod miSeva kojima je nakon
2h od intoksikacije TT-a ubrizgan MAt51/MAt71 bio je 1,9 + 0,3, dok je kod misSeva
koji su primili terapiju nakon 6h od intoksikacije TT-om bio 2,6 + 0,2. Uoceni intenzitet
patologije je bio slian intenzitetu patologije miSeva terapijski tretiranim sa MAt51
(Slika 4.5), ali je vreme oporavka miSeva tretirnih sa BEP MAt5S1/MAt71 (2h: 9,8 £ 1.0
dana, 6h: 11,7 + 0,3 dana) bilo je statisti¢ki znac¢ajno krace (P < 0,05 u oba slucaja).
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TT intoksikacije:
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Slika 4.12. Intezitet patologije miSeva tretiranih sa BEP MAt5S1/MAt71 2h i 6h nakon i.p.
ubrizgavanja letalne doze TT. Misevima je najpre i.p. aplikovano TT (2LDs), a nakon 2h i 6h tretirani
su sa MAt51/MAt71 (ukupno MAt 10 ug, i.v.). Promene inteziteta patologije miseva tretiranih sa 2LDs,
TT preinkubiranim predstavijene su isprekidanom linijom. Slika sumira rezultate dobijene u dva
nezavisna eksperimenta (10 miseva po grupi u dva eksperimenta, ukupno 20 miseva po grupi). Na slici je
predstavijena srednja vrednost inteziteta patologije £ SE izracunata je za svakog misa u grupi. Dan TT
intoksikacije je oznacen kao 0. dan. Intezitet patologije tokom perioda nakon tretmana pracen je
svakodnevno uzimajuci u obzir (i) intezitet patologije miseva koji su bili Zivi u trenutku posmatranja; (ii)
misSeve koji su uginuli u trenutku posmatranja ili su eutanazirani prethodnog dana (ocene inteziteta
patologije date su u odeljku 5.6. In vivo ispitivanja).

Dobijeni rezultati nedvosmisleno pokazuju da se kombinovanjem dva MAt koja
prepoznaju nepreklapajuce epitope TT-a mogu poboljSati vezivne karakteristike
pojedinaénih MAt za TT S§to za posledicu ima ve¢i zastitni potencijal BEP u odnosu na
istu koli¢inu pojedinacnih MAt koji ulaze u njegov sastav. Ovi rezultati su u skladu sa
literaturnim podacima koji ukazuju da TT-specifi¢ni oligoklonski preparati mogu biti
efikasniji u poredenju sa njihovim konstituentima'>'"**'®_ Prikazana istrazivanja su
prvi put pokazala kako promene vezivnih karakteristika TT-specificnih MAt usled
njihovog kombinovanja uti¢u na zastitni potencijal oligoklonskog preparata. Prethodna
istrazivanja su ukazala da TT-specificna MAt mogu da ispoljavaju sinergisticki efekat
in vivo kada se primene u vidu oligoklonskih smeSa. Volk i saradnici su pokazali da
MALt generisana u miSu nakon imunizacije TTd-om mogu da vezuju oko 20 razlicitih
epitopa i da simultano vezivanje dva MAt specifi¢na za nepreklapajuce epitope moze da
obezbedi 1 do 200 puta bolju zastitu od intoksikacije u odnosu na odgovarajuca
pojedinaéna MAt'". Takode, radena je in vitro karakterizacija 11 migjih TT-specifi¢nih

MALt, odredivan je njihov protektivni kapacitet i za pojedina MAt je pokazan in vivo
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sinergizam kada su primenjeni u formi biklonalnih preparata'®. Sli¢no dizajnirano
istrazivanje, koje je rezultovalo istim zapazanjem, je sprovedeno i sa humanim anti-
TTd/TT antitelima'**%. Medutim, ni u jednom od prethodno navedenih istraZivanja nisu
ispitane osobine vezivanja oligoklonskih preparata / BEP za koje je pokazano
poboljSanje in vivo zaStitnog potencijala. Sa druge strane, u cilju selektovanja
odgovarajuc¢ih scFv za dobijanje TT-specificnih himernih bi-specificnih helirajuc¢ih
fragmenata (engl. chelating recombinant antibodies - CRAD), radena je uporedna in
vitro analiza vezivanja pojedinac¢nih scFv i odgovaraju¢ih CRAb za TT. Na osnovu
pozitivnog kooperativnog efekta koji je pokazan kod odredenog broja CRAb
pretpostavljeno je da bi oni mogli imati bolji zastitni potencijal od scFv od kojih su

saginjeni, ali njihov zastitni potencijal CRAb nije pokazan in vivo'.
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4.3 Heterologa imunost pokrenuta imunizacijom tetanus toksoidom:

okularne hlamidijalne infekcije

Pretpostavka da bi heterologa imunost pokrenuta imunizacijom TTd-om mogla
doprinositi otpornosti ka okularnim hlamidijalnim infekcijama proisti¢e iz ¢injenice da
drasti¢no smanjenje incidence okularnih hlamidijalnih infekcija u razvijenim zemljama
koincidira sa uvodenjem imunizacije TTd-om u redovan program vakcinacije t;.

.. . . .. . 1,11
omasovljenjem 1munizaclje protiv tetanusa56’7 ’ 0.

4.3.1. Strukturna sli¢nost TT i proteina bakterija iz roda Chlamydia

S obzirom da se imunost protiv tetanusa zasniva na uspostavljanju TT-
specifiénog humoralnog imunskog odgovora, a imajuci u vidu i ¢injenicu da uloga At u
otpornosti ka hlamidijalnim infekcijama, iako nije primarna, nije zanemarljiva,
pretpostavili smo da bi u slu¢aju okularnih hlamidijalnih infekcija glavni nosioci
heterologih efekata vakcinacije TTd-om mogla biti unakrsno reaktivna anti-TTd/TT At.
PosSto unakrsna reaktivnost At podrazumeva odredeni stepen strukturne homologije
epitopa heterologih antigena, pomocu alatki i podataka dostupnih na online serveru
BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool)''""''* ispitano da li i u kojoj meri
postoji strukturna slicnost izmedu TT-a i hlamidijalnih proteina za koje je pokazano da
su IgG-imunoreaktivni antigeni (Tabela 4.7)%>113122,

Poredenje je radeno na nivou kratkih peptidnih sekvenci (do 100 ak) i u Tabeli

111,112 -
’ vrednosti za

4.7 su prikazane S (engl. score) i E (engl. expected value)
hlamidijalne aminokiselinske sekvence sa najboljim preklapanjem sa aminokiselinskom
sekvencom TT-a, kao i duZina peptidne sekvence i region TT na kome je maksimalno

preklapanje.
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Tabela 4.7. Analiza strukturne homologije hlamidijalnih proteina i tetanus toksina na
nivou kratkih peptidnih sekvenci.

ID brojevii  Molekulska ]zutziglr?e Region TT sa
Hlamidijalni antigeni serovar  UniProt masa Max score  E vrednost P lf maksimalnim
baze (kDa) sexvence preklapanjem

(broj AK)

Pmp C7!14123 Ct Q6HAS51 188,1 25,0 0,071 84 HC
Pmp D' CtD* 084818 160,7 20,0 1,9 40 LC
PmpH ' Ct Q2TCH7 105,6 18,1 43 37 HC
Omc B !15120.124 CtC * P26758 58,6 19,6 0,86 61 HC
HSP60! 15119 CtA*  Q3KMQ9 58,1 17,3 3,6 18 LC
MOMP !15:122:125.126 CtA* P23732 42,9 16,9 3,3 17 HC
MOMP B 79801267129 CtB* P23421 425 24,6 0,016 60 HC
MOMP C 126130131 CtC * P08780 42,9 17,7 2,0 30 HC
MOMP Cc 34133 Ce* Q824102 41,9 16,9 3,6 9 HC

MOMP D '? CtD* Q46409 425 19,2 0,79 66 HC

Parametri u online serveru BLASTp su podeseni automatski: General Parameters: Max target sequences
100; Expect threshold - 10; Word size - 3; Max matches in a query range - O; Scoring Parameters:
Matrix - BLOSUMG62, Gap Costs - Existence 11 Extension 1, Compositional adjustments - conditional
compositional score matrix adjustment. Proteinske sekvence koje su recenzirane oznacene su *.

Dobijeni rezultati pokazuju da je najbolje preklapanje aminokiselinske sekvence
TT-a 1 hlamidijalnih proteina: polimorfnog membranskog proteina C (PmpC) i glavnog
proteina spoljaSnje membrane (engl. Major Outer Membrane Protein; MOMP)
izolovanog iz C.trachomatis serovar B (MOMP-B). Poredenjem aminokiselinskih
sekvenci PmpC vs TT uoceno je da postoji 4 preklapanja na nivou kratkih peptidnih
sekvenci i da je najbolje prelapanje PmpC sekvence duZine 84 ak ostatka sa sekvencom
u okviru teSkog lanca TT. E vrednost za dato preklapanje iznosi 0,071 (Slika 4.13A).
Poredenjem aminokiselinskih sekvenci MOMP-B vs TT dobijena je E vrednost 0,016
(Slika 4.13B) za peptidnu sekvencu MOMP-B duzine 60 ak ostataka sa peptidnom
sekvencom teskog lanca TT.

A)

[@Download v Graphics Sortby: |E value v 4 Descriptions

tr{QBHA51|QE6HAS1_CHLTH PmpC OS=Chlamydia trachomatis GN=pmpC PE=4 SV=1
Sequence ID: Query_236339 Length: 1784 Number of Matches: 4

Related Information

Range 1: 563 to 632 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

25.0 bits(53) 0.071 Compositional matrix adjust. 23/84(27%) 35/84(41%) 14/84(16%)
Query 458 SL "‘LC:‘
5

CIKIEY D'TE"AE{NQTSE-FFQ'.‘E"JS"I EG .NF"fS‘..iECIV""N 517
D) | 45 K+ [N
Sbjct 563 855 $ CL-—- ES‘J'E::AI"SL S-l --------- YNEA GCA--:S--}K."‘JTJ.SN 608

Query 518 SK TLE'NI’.AT':‘"I IP&nﬂ

Sbject 609 SI"IJ:;LI‘I""}GI‘ TREA
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B)

[Download v Graphics Sortby: |E value v 4 Descriptions

sp|P23421|MOMPB_CHLTH Major outer membrane porin, serovar B O5=Chlamydia trachomatis GN=ompA PE=2 5V=1
Sequence ID;: Query_230509 Length: 394 Number of Matches: 3

Related Information

Range 1: 291 to 349 Graphics ¥ Next Match
Score Expect Method Identities Positives Gaps

24.6 bits(52) 0.016 Composition-based stats. 17/60(28%) 28/60(46%) 1/60(1%)

Query 613 LQWYRDI E FTRES Qe T DVSTIIVPY IGEALN n«L YEGN E:IT"“‘r'L 672
++W “<++I:$+I+:IA |
Sbjct 291 VEWSRASHD “I Rznﬂpmm IFDVTTILNPTIAGAGD m‘sa_.c'*Lh:T 0 S._QL 349

Slika 4.13. Strukturna homologija hlamidijalnih proteina (pmpC i MOMP-a iz serovara CtB) i
tetanus toksina na nivou kratkih peptidnih sekvenci. Poredenje aminokiselinskih sekvenci radeno je
pomocu alatki i podataka dostupnih na online serveru BLASTp. Najvece preklapanje aminokiselinske
sekvence TT (Sbjct) i aminokiselinskih sekvenci: (A) PmpC i (B) MOMP-B (Query). Na slici su oznacene
crvenom bojom polarne naelektrisane ak, narandzastom su polarne nenaelektrisane, dok su plavom
bojom oznacene ak koje mogu da cine hidrofobno jezgro.

Postojanje strukturne homologije na nivou kratkih peptidnih sekvenci TT 1
odredenih hlamidijalnih proteina ukazuje na moguénost da doti¢ni hlamidijalni proteini
budu prepoznati od strane TT-specifi¢nih antitela koja se sekretuju nakon vakcinacije
protiv tetanusa. Slicnost u aminokiselinskoj sekvenci ukazuje na mogucnost da na
povrSini TT i hlamidijalnih proteina mogu postojati isti / vrlo sli¢ni (konformacioni)
epitopi 1313

Dobijeni rezultati ukazuju da je duzina peptidnih sekvenci sa najboljim
preklapanjem  >60  aminokiselinskih  ostataka, a  zastupljenost identi¢nih
aminokiselinskih ostataka manja od 30%. Ovaj rezultat, posmatran izolovano, ne
umanjuje moguénost prepoznavanja hlamidijalnih antigena od strane unakrsno-
reaktivnih anti-TTd/TT At jer je poznato da At prvenstveno prepoznaju konformaciju tj.
3D strukturu antigenog epitopa koja omogucava specifi¢no uspostavljanje vodonicnih,

hidrofobnih i elektrostatickih interakcija sa paratopom At'**'¥,

Drugim recima,
interakcije unakrsno-reaktivnih At sa epitopima heterologih antigena su dominantno
posledica elektrostaticke 1 hidrofobne homologije ciljnih epitopa koja ne zahteva
identi€nost aminokiselinskih sekvenci nego prisustvo amino Kkiselina sliénih

karakteristika na odredenim pozicijama u sekvenci''""%,

Ispitivanje doprinosa
pojedinac¢nih aminikiselinskih ostataka protein-protein interakcijama pokazalo je da se
centar epitopa najcesce sastoji od hidrofobnih amino kiselina, dok se naelektrisani
aminikiselinski ostaci nalaze na obodu. Hidrofobni aminikiselinski ostaci u centru

epitopa posreduju i omogucavaju formiranje kompleksa, dok naelektrisani/hidrofilni
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ostaci ,,uklanjaju“ molekule vode sa dodirne povrsine Ag-At i formiraju elektrostaticke
interakcije i vodoni¢ne veze sa odgovaraju¢im aminikiselinskim ostacima iz paratopa

e e . . . . . 134,136-138
omogucavajuéi specifiéno prepoznavanje antitelo-antigen .

Osim toga, u
razmatranju fenomena ukrStene reaktivnosti treba uzeti u obzir Ccinjenice da
hipervarijabinost paratopa (CDR3 regiona) i konformacione promene koje nastaju pri
interakciji Ag-At omogucavaju antitelima prepoznavanje veoma razli€itih povrSina
antigena i u osnovi su prirodne strategije da limitirani repertoar At prepoznaje naizgled
beskonacane varijacije proteinskih antigena'®’.

Imajuéi u vidu ulogu pojedinacnih proteina u zivotnom ciklusu Ct, postojanje
strukturne homologije TT sa PmpC i MOMP-B proteinima dodatno ide u prilog
pretpostavci da bi heterologa imunost uspostavljena nakon imunizacije TTd-om mogla
doprinositi otpornosti ka hlamidijalnim infekcijama. Naime, PmpC je hlamidijalni
adhezin koji se eksprimira i na retikularnom i na elementalnom telu tokom bifaznog

ivotnog ciklusa Chlamydiae''®

i neophodan je za inicijanu interakciju sa celijom
domagina''*"'*!"*_ Stoga se moze oekivati da PmpC-specifi¢na antitela sprece / oteZaju
inicijalni kontakt Chlamydiae sa ¢elijom domacdina i na taj nacin spree nastanak i
Sirenje infekcije. U prilog ovoj €injenici idu i rezultati naSih prethodnih istrazivanja u
okviru kojith smo pokazali da nakon konjuktivalne imunizacije zamorcic¢a bakterijskim
ghost-ovima probiotske bakterije Escherichia coli Nissle 1917 na kojima je eksprimiran
N-termialni domen PmpC dolazi i do povecanja nivoa NPmpC- specificih IgA u suzama
i smanjenje inteziteta patologije u okularnoj hlamidijalnoj infekciji zamorgi¢a'*”.

S druge strane, MOMP je najzastupljeniji na povrSini na Ct. MOMP pripada
klasi porina i neophodan je za pasivan transport jona, Secera 1 nukleotida kroz spoljanju
membranu gram negativnih bakterija'*’. Brojna istraZivanja ukazuju da je MOMP jak
imunogen i da bi morao bi biti jedan od antigena u sastavu buduce vakcine protiv

hlamidijalnih infekcija’*®"%>113141,
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4.3.2 Unakrsna reaktivnost anti-TTd/TT MAt i hlamidijalnih proteinima

Preliminarno ispitivanje unakrsne reaktivnost selektovanih anti-TTd/TT MAt sa
proteinima bakterija iz roda Chlamydia uradeno je ELISA-om gde su kao antigeni
koriséeni C. caviae, uzro¢nik infekcija kod zamorcica, i C. trachomatis serovar B (CtB),
jedan od uzro€nika okularnih infekcija ljudi. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici
4.14 gde se vidi da u oba slucaja najvecu reaktivnost ispoljava MAt26. Stoga su za dalje
analize u ovom delu istrazivanja selektovana MAt26 i MAt51 na osnovu reaktivnosti ka
hlamidijalnim Ag, ali imaju¢i u vidu i njihovu reaktivnost (nizak vs visok afinitet) ka

TT-u i zastitni kapacitet u odnosu na intoksikaciju TT-om.

0,6 -

0s ] . C(B
’ ) Ce

0.4 -

0,3

A 4921620

0,2

0,1

0,0 -

MAt26 MAt33 MAt39 MAt41 MAt42 MAt5S1 MAt62 MAt71

Slika 4.14. Reaktivnost anti-TTd/TT MAt ka hlamidijalnim antigenima. Sposobnost anti TT MAt (1
ug/mL) da interaguju sa CtB (10° IFU/mL) i Cc (10° IFU/mL) adsorbovanim na Maxi Sorp plocu
potvrdena je ELISA testom. Svi uzorci su analizirani u triplikatu i rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost A 9p520 = standardna greska.

Western blot analizom je pokazano da 1 MAt26 i1 MAtS] interaguju sa
proteinskim trakama lizata Cc, CtA i CtB (Slika 4.15). Dobijeni rezultati pokazuju da
oba MAt interaguju prvenstveno sa trakama molekulske mase < 50 kDa i da u

koriS¢enom sistemu ne postoji znacajna razlika u profilima imunoreaktivnosti izmedu

MAt26 1 MAtS1.
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Slika 4.15: Western blot analiza reaktivnosti anti-TTd/TT MAt26 i MAt51 ka hlamidijalnim
antigenima. Lizati 1) C. trachomatos serovar A; 2) C. trachomatos serovar B; 3) C.caviae su nakon
redukcione SDS-PAGE (9% PAAG, Mini Protean II System, Bio-Rad) transferovani na polivinil
difluoroidnu membranu. Za vizuelizaciju interakcije A) MAt26 i B) MAt51 (koriséeni u biotinisanoj formi)
i hlamidijalnih antigena koriséen je sistem extrAvidin-alkalna fosfataza//NBT/BCIP. Molekulski markeri (
High molecular weight molecular markers, Pharmacia) pripremljeni su po preporuci proizvodaca (4).

Medutim, rezultati inhibitorne ELISA-e gde je vezivanje MAt26 i MAt51 za
adsorbovani TT inhibirano preinkubacijom sa ET Cc, CtA i1 CtB u rastvoru, ukazali su
na razlike u funkcionalnim karakteristikama MAt26 i MAt51 u sluc¢aju hlamidijalnih
infekcija. Dobijeni rezultati ukazuju na bolji neutralizacioni kapacitet MAt26 u odnosu
na MAt51. Cinjenica da je preinkubacija sa istom koli¢inom hlamidijalnih ET znacajno
viSe inhibirala vezivanje MAt26 za adsorbovani TT ukazuje da MAt26, u odnosu na
MATt51, uspostavlja jace interakcije sa hlamidijalnim ET u rastvoru (Slika 4.16).
Medutim, definitivan zaklju¢ak o odnosu hlamidija-specificnog neutralizacionog
potencijala MAt26 i MAt51 nije mogao biti donet na osnovu ovog testiranja s obzirom
da ovakvom rezultatu moze doprineti i prethodno pokazana razlika u afinitetima MAt26

1 MAt51 ka TT-u.
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Slika 4.16. Sposobnost hlamidijalnih ET (CtA, CtB i Cc) da inhibiraju vezivanje anti-TTd/TT
MALt26 i MAt51 za TT. Rezultati predstavljaju procenat inhibicije vezivanja MAt26 i MAt51 (1 ug/mL)
za TT direktno adsorbovan na Maxi Sorp plocu nakon inkubacije (1h/RT) sa hlamidijalnim ET: CtA, CtB
i Ce (10’- 10" IFU/mL). Procenat inhibicije vezivanja MAt26 i MAt51 za TT izracunat je u odnosu na
vezivanje MAt za TT bez prethodne inkubacije sa hlamidijalnim ET (100% vezivanja). Uzorci su
analizirani u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost % inhibicije + standardna greska.

Imajuéi u vidu prethodno navedene ¢injenice i zele¢i da ispitamo neutalizacioni
kapacitet selektovanih MAt u sistemu koji adekvatnije oponaSa prirodnu okularnu
hlamidijalnu infekciju, ispitana je sposobnost MAt26 1 MAtS51 da inhibiraju in vitro
infekciju epitelijalnih ¢elije humane konjunktive (HcjE) sa CtB ET (Slika 4.17).

Pozitivna
kontrola MAt26 MAt51 IFU
* I MAt 26
60 B MAt 51
I pozitivna

kontrola

% neutralizacije
infekcije

10 10° 10
CtB (IFU)

Slika 4.17. Sposobnost anti-TTd/TT MAt26 i MAt51 da in vitro inteferiraju sa hlamidijalnom
infekcijom. Sposobnost anti-TTd/TT MAt26 i MAt51 da inhibiraju hlamidijalnu infekciju sa CtB ET
ispitana je in vitro u kulturi HCJE celija. HCJE su inficirane CtB ET (koncentracije od 10° do 10°
IFU/bunar) koji je preinkubiran sa MAt26 i MAt51 (5ug/mL). Procenat neutralizacije odreden pomocu
Jjednacine: [(broj IFU u Celijama inkubiranim bez MAt - broj IFU u Ccelijama inkubiranim sa MAt)/ broj
IFU u celijama inkubiranim bez MAt] x 100. Broj inkluzija je odreden nakon bojenja FITC-konjugovanim
monoklonskim antitelima specificnim za LPS Chlamydia pomocu fluorescentnog mikroskopa (Axio-
Observer). Akvizicija slike je radena pomocu TissueFAXS software (Tissuegnostics). Uzorci su
analizirani u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna greska. Statisticki
znacajna razlika uocena je izmedu MAt26 i MAt51 pri infektivnoj dozi 10° (*P < 0,05) i pri infektivnoj
dozi 10° (***P < 0,001).
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Dobijeni rezultati ukazuju da oba MAt u in vitro uslovima interferiraju sa
hlamidijalnom infekcijom HCJE ¢elija, ali da je MAt26 superiornije. Superiornost
MAt26 je posebno doSla do izrazaja pri povecanju infektivne doze. Izraunati %
neutralizacije infekcije HCJE celija pokazuje da MAt26 efikasnije sprecava
hlamidijalnu infekciju. Pri infekciji HCJE éelija sa 10° IFU CtB, MAt26 je sprecilo
infekciju 33,12 % HCJE ¢elija dok je u slu¢aju MAt51 svega 5,33 % HCJE ¢elija ostalo
neinficirano. Ovaj rezultat, zajedno sa rezultatom inhibitorne ELISA-e, je pokazao da, u

poredenju sa MAtS1, MAt26 moze efikasnije da neutraliSe hlamidijalna ET u rastvoru.

4.3.3 Sposobnost anti-TTd/TT MAt da in vivo sprefe okularnu hlamidijalnu

infekciju: model inkluzionog konjunktivitisa zamorceta

Sposobnost MAt26 i MAtS1 da u in vivo uslovima interferiraju sa hlamidijalnom
infekcijom ispitivana je u modelu inkluzionog konjunktivitisa zamorceta (okularne
infekcije zamorcica sa C.caviae) koji se smatra relevantnim modelom za proucavanje
okularne hlamidijalne infekcije kod ljudi. Naime, organizacija konjunktivi pridruzenog
limfoidnog tkiva (CALT; engl. conjunctiva-associated lymphoid tissue) zamorceta, koja
je vrlo sli¢na organizaciji CALT-a kod ljudi, ¢ini¢ini model inkluzionog konjunktivitisa
zamorceta najrelevantnijim modelom na Zivotinjama koje ne pripadaju redu Primates.

Na Slici 4.18 prikazane su promene u intezitetu patologije okularne hlamidijalne

infekcije zamorcica.
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Slika 4.18. Sposobnost anti-TTd/TT MAt da in vivo sprece okularnu hlamidijalnu infekciju.
Zamor¢iéi (5 zamorciéa / grupa) su inficirani sa: 1) Ce (10* IFU/oko, pozitivna kontrola); 2) Cc/MA126
(10" IFU/oko Cc preinkubiranom sa MAt26 (10 ug/mL) i u akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od
pocetka infekcije) tretirani sa MAt26); 3) Cc/MAt51 (1 0* IFU/oko) preinkubiranom sa MAt51 (10 ug/mlL)
i u akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od pocetka infekcije) tretirani sa MAt51. Dan infekcije je oznacen
kao 0. dan. U definisanim vremenskim intervalima tokom perioda nakon tretmana pracen je intezitet
patologije za svakog zamorcic¢a u grupi. Rezultati predstavljaju srednju vrednost inteziteta patologije +
standardna greska (ocene inteziteta patologije date su u odeljku Eksperimentalni rad). Statisticki
znacajne razlike izmedu Cc (pozitivne kontrole) i Cc/MAt26 uocene su 4., 5., 6. i 10. dana (*P < 0.05); 7.
i 9. dana (**P < 0,01);8. dana (***P < 0,001).

Pokazano je da lokalno prisutano MAt26 ne moZe potpuno da spreci okularnu
hlamidijalnu infekciju zamorceta, ali moZe znacajno da ublaZi intenzitet patologije u
piku bolesti (Slika 4.18; Cc/MAt26 vs. Cc: 4.,5., 6.1 10. dan: P < 0,05; 6.1 10. dan P <
0,01; 8. dan P < 0,001).

Izmedu 2. i 9. dana nakon infekcije, kod zamorgi¢a inficiranih sa 10* IFU C.
caviae preinkubirane sa 10 pg/mL MAt26 uocena je blaza klinicka slika u poredenju sa
zamorci¢ima izloZenim istoj infektivnoj dozi bez MAt ili preinkubiranoj sa MAt51
(Slika 4.19). Takode, preinkubacija C. caviae sa anti-TTd/TT MAt je rezultovala brzom
rezolucijom infekcije. Zamorci¢i tretirani preinkubiranom C. caviae sa anti-TTd/TT
MALt oporavili su se do 14. dana, za razliku od zamorci¢a inficiranih samo C. caviae

koji su se oporavili pri kraju perioda pracenja (20. dan).
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Slika 4.19. Reprezentativne fotografije konjuktive zamorci¢a u definisanim vremenskim
intervalima tokom perioda nakon infekcije. Zamorcici tretirani sa anti TTd/TT MAt imaju blazu
klinicku sliku okularne hlamidijalne infekcije, za razliku od zamorcica inficiranih samo sa Cec.

C. caviae (10 IFU/oko)

C.caviae (10* IFU/oko) / MAt26 (10 pg/ml)

C.caviae (10* IFU/oko) / MAt51 (10 pg/ml)

P @ & 9

Negativna kontrola

U prikazanom setu istrazivanja je pokazano da unakrsno-reaktivna At generisana
nakon imunizacije TTd-om mogu interferirati sa hlamidijalnim infekcijama tako S$to
ublazavaju klinicku sliku okularne hlamidijalne infekcije. Karakterizacija interakcija
ovih MAt sa hlamidijalnim antigenima, pre svega odredivanje njihove fine epitopske
specificnosti, mogla bi da doprinese istraZzivanjima koja su usmerena ka formulisanju
vakcine koja ¢e efikasno S§tititi od hlamidijalnih infekcija. Sa druge strane, definisanje
mehanizama koji su u osnovi ove heterologe imunosti moglo bi da doprinese i boljem
definisanju mehanizama hlamidijalnih infekcija na specifiécnim mukoznim povrSinama.

lako MAt26 1 MAt51 specificno prepoznaju TT, karakteristike njihovih
interakcija sa TT-om se znafajno razlikuju kao 1 njihov zastitni potencijal. U
prethodnom delu istrazivanja je pokazano da MAt26 ne obezbeduje zaStitu od

194 U kontekstu

intoksikacije TT-om, dok MAt51 u potpunosti §titi od nastanka tetanusa
hlamidijalne okularne infekcije anti-TTd/TT MAt26 koje je nisko afinitetno za TT 1 ne
sprecava nastanak tetanusa je superiornije i u in vitro i u in vivo uslovima u odnosu na
MATt51 koje u potpunosti §titi od intoksikacije tetanus toksinom.

Ovaj nalaz, zajedno sa rezultatima koji se odnose na formulisanje efikasnih BEP,
ide u prilog zapazanju da su prirodni procesi izuzetno kompleksni i vrlo racionalno

dizajnirani tokom evolucije, tako da svaki ¢inilac ima svoju ulogu. Tako, nisko

afinitetna antitela generisana nakon imunizacije TTd-om, koja ne mogu da obezbede
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zastitu od TT intoksikacije per se, mogu da deluju kao pozitivni modulatori vezivanja
protektivnih TT-specifiénih At povecavaju¢i njihovu efikasnost i/ili da doprinose

otpornosti ka heterologim infektivnim agensima.
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5.1 Antitela i antigeni

5.1.1 Proizvodnja MAt u Integra Cell Line bocama

Odabrani hibridomi su gajeni u bioreaktorima za jednokratnu upotrebu CELLine
CL 350 (Integra Bioscience AG, Zizers, Svajcarska) koje omoguéavaju dugotrajno
gajenje hibridoma (broj hibridomskih ¢elija moze dosti¢i i 10* ¢elija/mL) i dobijanje
supernatanta koji sadrzi zadovoljavajuéu koncentraciju MAt (5-10mg/mL).

Biorektori su najpre pripremljeni prema preporuci proizvodaca, a potom je u deo
za zasejavanje dodato 5 mL suspenzije hibridomskih ¢elija koncentarcije 107 éelija/mL.
Hibridomske ¢elije su gajene u RPMI-1640 podlozi koji sadrzi 10% FCS (eng. fetal calf
serum), 0,25 % glukoze, 0,03 % L-glutamina, 0,075 % NaHCO; 1 antibiotike
Streptamicin (0,1 mg/L) / Peniciln (100 u/L) (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka).
Bioreaktori su preneti u inkubator u kome su bili podeseni uslovi: 37 °C, 5 % CO,, 90 %
vlaZnost. Supernatanti integre su sakupljani nakon 7 dana i MAt su izolovana

afinitetnom hromatografijom na HiTrap Protein G koloni.
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5.1.2 Izolovanje MAt afinitetnom hromatografijom na HiTrap Protein G

koloni

Monoklonska antitela su iz dobijenih supernatanta integre nakon gajenja
hibridoma izovolana pomocu afinitetne hromatografije na HiTrap Protein G koloni
(Pharmacia, Upsala, Svedska).

HiTrap Protein G kolona je najpre preekvilibrisana sa 0,02 M Nas;POy, pH = 7.
Pre nanosSenja na kolonu u uzorke supernatanta integre su podesSeni uslovi 0,02 M
Na3zPOy, pH = 7, a potom je uzorak nanet na kolonu. Nevezani ili slabo vezani proteini
isprani su sa kolone sa 0,02 M NazPOy, pH = 7. MAt su specifi¢no eluirana sa 0,1 M
glicin-HCl, pH = 2,7. Frakcije zapremine 1 mL eluirane su u epruvete u kojima se
nalazio 50 pL 1 M Tris, pH = 9. Rastvor Tris-a je dodat u cilju odrZzavanja neutralnog
pH i sprecavanja hidrolize MAt na niskom pH. Nakon izolovanja MAt su dijalizovana
naspram fosftom puferisanog fizioloskog rastvora (PBS) i odredena im je koncentracija

merenjem apsorbance na 280 nm. Rastvori MAt / PBS zamrznuti na -20 °C do upotrebe.

5.1.3 Obelezavanje MAt biotinom

Nakon izolovanja pomoc¢u afinitetne hromatografije na HiTrap Protein G
koloni MAt26, MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71 su dijalizovana naspram 0,1 M
NaHCOs;. U rastvor MAt / 0,1 M NaHCOs; dodat je NHS-biotin (SigmaAldrich,
Steinhaim, Nemacka) prethodno rastvoren u DMSO (10 mg/mL) tako da mya; : mngs-
biotin DUde 1 mg : 400 pg. Smesa je inkubirana 4h na ledu uz neprestalno mesanje. Nakon
konjugovanja sa biotinom MAt su dijalizovana naspram PBS-a i odredena im je
koncentracija merenjem apsorbance na 280 nm. Rastvori MAt-B / PBS zamrznuti na -

20 °C do upotrebe.
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5.1.4 Precis¢avanje TT i TTd hidrofobnom hromatografijom

Polazni materijali za preciS¢avanje TT 1 TTd su nativni TT i TTd preparati
dobijeni su u okviru standardnog procesa proizvodnje vakcine protiv tetanus na Instiutu
za virusologiju, vakcine i serume — Torlak, Beograd, Srbija. Dobijena su dva uzorka
nativnih TT preparata i dva uzorka nativnih preparata TTd-a. Sva preciSi¢avanja i
karakterizacije radene su za svaki uzorak nezavisno i dobijeni rezulati su predstavljeni
kao srednje vrednosti od dva nezavisna uzorka.

Nativni TT preparati su dobijeni tako Sto su nakon fermentacije C. tetani na
Muiller-Miller podlozi (7 dana, 35 + 1 °C) bakterijske ¢elije filtracijom (0,2 um veli¢ina
pora) odvajene od supernatanta koji sadrzi TT. Rastvor nativnog TT je potom tretiran sa
formaldehidom (0,35 % w/w, pH=7,4, na 35 £ 1 °C tokom 4 nedelje) dobijen je nativni
TTd.

Izolovanje TTd i TT hidrofobnom hromatografijom je radeno na koloni Hi Trap
Phenyl Sepharose (unutras$nji pre¢nik x visina: 1,6 cm x 2,5 cm, 5 mL matriksa; GE
Healthcare, Upsala, Svedska). Kolona je ekvilibrisana sa 0,5 M (NH4)>,SO4/ 3 M NaCl/
0,02 M Na-fosfatnim puferom, pH 7,6. Pre nanoSenja na kolonu u uzorke je dodat
(NH4),SO4 (finalna koncentracija 0,5 M) i NaCl (finalna koncentracija 3 M). Nakon
nanoSenja uzorka kolona je isprana sa 3 M NaCl / 0,02 M Na-fosfatnom puferu, pH 7,6
(5 zapremina kolone (CV) u cilju uklanjanja nevezanih ili slabo vezanih proteina.
TT/TTd je eluiran sa 0,02 M Na-fosfatnim puferom, pH 7,6. Koncentracija proteina u
sakupljenim frakcijama (1,0 mL) je odredena Bradford-ovom metodom. Karakteristike
precis¢enog TT 1 TTd proverene su elektroforezom, Western blot-om, ELISA-om i

specifi¢nim flokulacionim testom'* (Prilog 8).

5.1.5 Bakterije iz roda Chlamydia

Stokovi bakterija iz roda Chlamydia (CtA, CtB i Cc) dobijeni su u okviru
standarnog postupka u éelijskoj kulturi na McCoy éelijama’ u Stokovi bakterija su u

SPG puferu (218 mM saharoza, 3,76 mM KH,POy, 7,1 mM K,HPO,, 4,9 mM kalijum

glutamat) zamrznuti na -80 °C do upotrebe.
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Za testove unakrsne reaktivnost anti TTd/TT MAt sa hlamidijalnim antigenima
koris$éenti su lizati bakterijskih ¢elija.

Bakterijske suspenzije CtA, CtB i Cc (10’ IFU/mL, 200 uL) i McCoy ¢elija (10
¢elija/mL, 200 uL) su centrifugirane na 25000 g, 1h, na 4 °C. Nakon centrifugiranja
supernatant je odbaen, a talog premeren i dodat je rastvor 1% SDS (Malog) :
Vasps)=10:1). Uzorci su vorteksirani 5 puta 10 sekundi i inkubirani na -20 °C preko
noc¢i. Nakon odmrzavanja uzorci su inkubirani u ultrazvu¢nom kupatilu 3 puta po 5
minuta. Nakon centrifugiranja (14000 g, 10 minuta, 4 °C) dobijeni su supernatanti
kojima je najpre bicinhonskom kiselinom odredena koncentracija proteina (svi uzorci su
podeseni na istu koncentraciju proteina 1 mg/mL) i dalje analizirani elektroforezom i

Western blotom.

5.2 Odredivanje koncentracije proteina

5.2.1 Odredivanje koncentracije proteina Bradford-ovom metodom

Bradford-ova metoda za odredivanje koncentracije proteina je kolorimetrijaska
metoda koja se zasniva na vezivanju boje Comassie Brilliant Blue G-250 za protein u
kiseloj sredini. Radni rastvor se pravi razblaZenjem - koncentrovan rastvor boje (0,5
mg/mL Comassie Brilliant Blue G-250 / 25 % etanol / 42,5 % H3PO,) : destilovana
voda =1 : 4. Uzorci su nanoSeni na mikrotitarsku plocu (10 pL uzorka/bazenu) a zatim
je dodat Bradford-ov radni rastvori (200 pL rastvora/bazenu). Kao standard je koriS¢en
govedi serum albumin (BSA) u rastu¢im koncentracijama (0 - 500 pg/mL). Plo¢e su
inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi i ocitana je apsorbanca na 580 nm.
Koncentracije proteina u uzorcima su preracunate sa standardne krive BSA/PBS.'* Ova
metoda je koriS¢ena za odredivanje koncentracije proteina u uzorcima TT 1 TTd pre 1

nakon preci§¢avanja.
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5.2.2 Kjeldalova metoda za odredivanje ukupanog azota i proteinskog azota

Koncentracija ukupnog azota (TN) i proteinskog azota (PN) je odredivana
Kjeldalovom metodom™ u uzorcima TT i TTd pre i nakon pre¢ii¢avanja. Koncentracija
proteinskog azota odredivana je i indirektno deljenjem proteinske koncentracije

odredene Bradford-ovom metodom sa faktorom 6,25.

5.2.3 Odredivanje koncentracije proteina merenjem apsorbance na 280 nm

Koncentracije MAt nakon izolovanja odredivane su merenjem apsorbance na
280 nm i primenom Lambert-Beer-ov zakona. Za izratunavanje koncentracije (mg/mL)

za misji IgG koriséen je apsorpcioni koeficijent 1,43'*,

5.2.4 Odredivanje koncentracije proteina bicinhonskom kiselinom

U wuzorcima celijskih lizata bakterija iz roda Chlamydia odredivana je
koncentracija proteina komercijalno dostupnim reagensima Pierce BCA protein assay
kit (Thermo Scientific, Rockford, SAD). Ukratko, reagens A (natrijum bikarbonatni
pufer, bicinhonska kiselina, natrijum tartarat, 0,1 M natrijum hidroksid) 1 reagens B (4%
bakar sulfat) su neposredno pre uporebe promeSani (Vreagens A) : V(reagens B) = 50:1), a
potom pomeSani sa uzorkom (V reagensi A/B) : V(uzorak) = 1:20), inkubirani 30 minuta na 37
°C u vlaznoj komori. Kao standard je koriS¢en govedi serum albumin u rastuéim
koncentracijama tretiran na isti nacin kao i ispitivani uzorci. Nakon inkubacije izmeran
je apsorbanca na 545 nm (Asys) 1 sa dobijene standarne krive preracunata koncentracija

uzoraka.
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5.3 Elektroforeza i Western blot analiza

Cisto¢a izolovanih preparata TT/TTd, izolovanih MAt i oduvanost njihove
sposobnosti da interaguju sa TT/TTd bi¢e proveravane elektroforezom i1 Western blot

analizom, kao i unakrsna reaktivnost ka proteinima bakterija roda Chlamydia.

5.3.1 Natrijum dodecil sulfat- poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Uzorci TT-a 1 TTd-a, kao 1 uzorci lizata bakterija iz roda Chlamydia su
analizirani SDS-PAG elektroforezom u redukuju¢im i1 neredukuju¢im uslovima sa
jednim od dva sistema:

a) Phast System (Pharmacia, Uppsala, Svedska), na komercijalno dostupnim
gradijentnim poliakrilamidnim gelovima (4—15 %);

Postupak je izvoden prema uputstvu proizvodaca. Ukratko, uzorci su pripremani
koristeéi stock rastvore 10 mM Tris/1 mM EDTA (pH = 8) i 10 % SDS, tako da finalno
budu 1 mM Tris / 100 uM EDTA / 2,5 % SDS. U uzorke koji su analizirani pod
redukcionim uslovima dodavan je uzorci B-merkaptoetanol finalne koncentracije 5 % i
uzorci su 5 minuta inkubirani na 100 °C.

Ova metoda je koriS¢ena za elektroforetsku analizu uzoraka TT pre 1 nakon
precis¢avanja HIC-om.

b) Mini Protean II System (Bio-Rad, USA), u neredukujué¢im i redukuju¢im
uslovima na 9 % ili 7 % poliakrilamidnom gelu za razdvajanje 1 4 % gelom za
koncentrovanje radena za analizu uzoraka TT 1 TTd pre 1 nakon preciS¢avanja, kao 1
lizata bakterija iz roda Chlamydia.

Potrebni stock rastvori za pripremu gelova su: 30 % akrilamid/bis-akrilamidni
rastvor (30 % (w/v) akrilamida/H,O 1 3 % (w/v) bis-akrilamid/H,0O), 1,5 M Tris/HCI
(pH = 8.,8), za gel za koncentrovanje 0,5 M Tris/HCl (pH = 6,8), 10% amonijum
persulfat (APS), 10% SDS (w/v) (natrijum dodecilsulfat), TEMED (N, N, N, N-
tetrametiletilendiamin). Gelovi za koncentrovanje i razdvajanje pripremljani na osnovu
proracuna zal0 mL X % gela:

-30% akrilamida .........ooooiii . X/3 mL
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- pufer za odgovarajuéi gel ..................... 2,5 mL

SHO (7.5 = X/3) mL

S10% APS L 50 pl

STEMED ..o 5 ul (10 pl ako je X > 8%)

Uzorci su pripremani koriste¢i stock rastvore 0,5 M Tris/HCI (pH = 6,8), 85 %
glicerol, 1 brom-fenol plavo, 10 % SDS, 14,34 M B-merkapto-etanol, tako da finalno
budu 62,5 mM Tris/HCl / 10 % glicerol / 0,02 % brom-fenol plavo / 2% SDS, za
postizanje redukujucih uslova dodat f-merkapto etanol (finalna koncentracija 5 %). Pre
nanoSenja na gel uzorci bez B-merkaptoetanola su inkubirani 5 min na 70 °C, a uzorci u
koje je dodat B-merkaptoetanol su inkubirani 5 min na 100 °C. Na gel je nanoSeno ~20
ul uzorka. Elektroforeza je radena u 0,025 M Tris/HCI /0,192 M glicin / 0,1% SDS
puferu pH= 8.3 na Mini Protean II System (Bio-Rad, SAD). Uzorci su koncentrovani
tokom prolaska kroz gel za koncentrovanje i napon je bio 80 V, nakon ¢ega su proteini
u njima su razdvajani na osnovu molekulske mase tokom prolaska kroz gel za

razdvajanje pri naponu od 120 V.

5.3.2. Bojenje gelova

Gelovi su bojeni Coomasie briliant blue R-250 bojom (LKB Pharmacia). Nakon
elektroforeze gel je potapan u rastvor 0,1 % CBB R250 / 50 % metanol / 10 % siréetna
kiselina 20 minuta. Nakon odlivanja boje gelovi su ispirani dva puta po 30 minuta u
rastvoru 50% metanola / 10% sir¢etna kiselina. Rastvoru su potom odbojeni do potpune

eliminacije nespecifi¢nog bojenja u rastvoru 5% metanol / 10% sircetna kiselina.

5.3.3 Western blot analiza
Western blot analizom pokazana je reaktivnost selektovanih MAt sa lakim (L) ili

sa teSkim lancem TT, kao 1 unakrsna reaktivnost anti-TTd/TT MAt sa proteinima

bakterija iz roda Chlamydia.
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Po zavrSetku SDS-PAGE na Mini Protean Il System, gel je izvaden iz staklenih
ploca i potopljen u pufer za blot koji sadrzi 25 mM Tris (SERVA ElectrophoresisGmbH
Heidelberg, Nemacka)) / 193 mM glicin (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka) / 20 %
metanol (Fluka), pH=8,3. 0,2 mm nitrocelulozna membrana (NC2, SERVA
Electrophoresis GmbH Heidelberg, Nemacka) je najpre hidratisana kratkotrajnim
potapanjem u destilovanu vodu, a potom su gel i membrana postavljeni u “sendvic”
izmedu filter papira prethodno dobro natopljenih puferom za blot. “Sendvic” je
postavljen u aparat za elektrotransfer tako da nitrocelulozna membrana bude bliza
anodi. Elektrotransfer proteina se odvijao 1 h pri konstantnoj struji 1-1.5 mA/cm®
(Multiphor II System, LKB, Svedska).

Nakon zavrSenog elektrotransfera radeno je razvijanje blota. U cilju spre¢avanja
nespeificnog vezivanja antitela membrana je najpre saturisana sa 3% BSA
(SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka) u PBS-u 2h na sobnoj temperaturi ili preko noci
na 4 °C. ZasiCena membrana je inkubirana sa rastvorom biotiom obelezenih MAt
razblaZzeno u 1% BSA/PBS koncentracije 2 ug/mL, 1h na sobnoj temperaturi. Potom je
membrana inkubirana sa extrAvidin- alkalna fosfatazom (SigmaAldrich, Steinhaim,
Nemacka) razblazenoj prema uputstvu proizvodaca. Nakon svakog koraka membrana je
isprana 4 puta po 3 minuta sa 0,05 % Tween 20 (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka) /
PBS. Vezivanje antitela je vizuelizovano sa nitro blue tetrazolim / 5-bromo-4-hloro-3-
indolil fosfatom (BCIP/NBT; SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka). Razvijanje boje je
prekinuto potapanjem membrane u 0,02M Tris / 5 mM EDTA pH = 7,5. Membrana je

potom isprana vodom 1 osus$ena.
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5.4 In vitro ispitivanje vezivnih karakteristika MAt primenom ELISA

testa

Ispitivanje vezivnih karakteristika MAt obuhvatace odredivanja:

- reaktivnosti ka TT-u i TTd-u

- pozicije epitopa koji prepoznaju anti-TTd/TT MAt u molekuli TT-a,
sposobnosti MAt da vezu TT u rastvoru i sprece vezivanje TT za gangliozid (Gpp)

- afiniteta i brzine uspostavljanja interakcije anti-TTd/TT MAt/ TT,

- ispitivanje da li selektovana MAt mogu simultano da interaguju sa TT 1
da li pri tome dolazi do uzajamnog uticaja.

- unakrsne reaktivnosti anti-TTd/ TT MAt ka proteinima bakterija iz roda
Chlamydia

Zajednicki koraci za sve ELISA testove najpre podrazumevaju adsorpciju
antigena odredene koncentracije u zavisnosti od tipa ELISA testa (50uL / bunaru, na 4
°C, preko no¢i) na mikrotitar plo¢u (MaxiSorp ili PolySorp, Nunc, Roskilde, Danska).
Nakon adsopcije Ag ploce su saturisane rastvorom 1 BSA/PBS (w/v) (200 pL/bunaru, 2
h, sobna temperatura) kako bi se sprecilo nespecificno vezivanje. U rastvoru 1% BSA /
PBS pravljena su razblaZenja seruma, MAt, komercijalno dostupnih At specificnih za
mi§je imunoglobuline 1 enzimi kori$¢eni u detekciji. Komercijalna antitela, kao 1 enzimi
razblaZivani su prema uputsvu proizvodaca. Svaki od ovih inkubacionih koraka (50 uL /
bunaru, 1 h, sobna temperatura) je pracen ispiranjem rastvorom 0,05 % Tween 20 / PBS
(4 x 200uL/bunaru). Sistem extrAvidin-peroksidaza (SigmaAldrich, Steinhaim,
Nemacka)) / o-fenilendiamin (OPD (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka); 1 mg/mL u
0,05 M limunska kiselina / 0,1 M Na,HPO, / 0,01% H,0,, pH = 5; 50 uL/bunaru) je
koriS¢ena za vizuelizaciju. Nakon prekidanja peroksidazom katalizovane transformacije
OPD-a dodatkom 2 M H,SO, (50 pL/bunaru) ocitavana je apsorbanca na 492 nm i 620
nm (A492/620)-

Specificnosti pojedina¢nih ELISA su navedene u daljem tekstu.

69



5. EKSPERIMENTALNI RAD

5.4.1 Odredivanje imunogenosti TTd-a

Za odredivanje imunogenih karakteistika TTd preparata korisS¢ena je
kompetitivna ELISA. Na mikrotitarsku plo¢u (MaxiSorp) je adsorbovan TT (2 pg/mL).
Nakon zasi¢enja na plocu su dodati uzorci koji sadrze TTd preparate u rastuéim
koncentracijma pomeSane sa 0,1 IU/mL standardnim humanim anti-tetanusnim
imunoglobulinima (/% International Standard for Tetanus Immunoglobulin, NIBS code
TE-3; NIBS, Potters Bar, UK). Vezivanje IgG-a standardnog seruma je detektovano
biotin obelezenim anti-human IgG antitelima (Sigma). Rastvori koji su sadrzali samo
standardni humani anti-tetanusni serum u rastu¢im koncentracijama (od 0,1 IU/mL) su
tretirani na isti nacin 1 koriS¢eni su kao standard pomocu kog je izraCunat procenat

inhibicije svakog uzorka.

5.4.2 Reaktivnosti selektovanih MAt ka TT i TTd

Na mikrotitar plo¢u adsorbovan je antigen (1 pg/mL TT odnosno 1 pg/mL TTd).
Nakon saturacije dodata su MAt u rastu¢im koncentracijama od 0,01 - 5 pg/mL MAt.
Za detekciju vezanith MAt koriS¢en je anti-miSji IgG obeleZzen biotinom (Sigma
Aldrich).

Reaktivnosti selektovanih MAt ka TT i TTd odredena je sa grafika Auo620 = f

(razli¢ite koncentarcije vezanih MAt).

5.4.3 Unakrsna reaktivnost anti-TTd/TT MAt ka proteinima bakterija iz
roda Chlamydia

Sposobnosti anti-TTd/TT MAt da interaguju sa hlamidijanim antigenima
analizirana je primenom:

a) Direktna ELISA

Na mikrotitar ploce (MaxiSorp) adsorbovane su bakterije iz roda Chlamydia

(CtA, CtB i Cc) u koncentraciji 10° IFU/mL u PBS-u. Nakon dodavanja uzoraka ploce
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su centrifugirane 15 minuta na 800 g. Nakon saturacije ploCe sa adsorbovanim
bakterijama su isprane samo PBS-om (4 x 200uL / bunaru). Na ploce su naneta MAt u
koncentracijama 5 pg/mL MAt i ploce su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon
dodavanja anti-mi§jih IgG obeleZzenih biotinom i vizuelizacije inetrakcija Ag-At
izmerena je A492/620.

b) Inhibitorna ELISA

Na mikrotitar plo¢u (MaxiSorp) adsorbovan je TTd u koncentraciji 1 pg/mL.
Nakon saturacije dodata su uzorci pripremljeni na slede¢i nacin: rastu¢e koncentracije
CtA, CtB i Cc (10'-10” IFU/mL u 10 x razblaZenjima) su najpre preinkubirane sa
MAt26 i MAt51 (u finalnim koncentracijama 1 pg/mL), a potom nanete na ploce koje
su potom inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi. Za detekciju vezanih MAt koriscéen je
anti-misji IgG obeleZen biotinom (Sigma Aldrich). Merena je apsorbanca na 492/692
nm (As92692). Rastvori koji su sadrzali samo MAt u rastu¢im koncentracijama (0-1
pg/mL) su tretirani na isti nacin kao i ostali uzorci i koriséeni su za konstrukciju

standarne krive pomocu koji je izraunat % inhibicije za svaki uzorak.

5.4.4 Odredivanje pozicije epitopa koji prepoznaju anti-TTd/TT MAt u
molekuli TT, sposobnost MAt da veZzu TT u rastvoru i sprece vezivanje TT za

gangliozid (Gpip)

a) Pozicioniranje epitopa na TT-u u odnosu na gangliozid-vezujuce mesto
za selektovana MAt

Pozicioniranje epitopa na TT-u u odnosu na gangliozid-vezujuée mesto za
selektovana MAt odredeno je na osnovu procenata specificnog vezivanja MAt za TT
koji je direktno adsorbovan na plocu (TT sistem; molekuli TT-a su nasumicno
orjentisani) i na osnovu procenata specificnog vezivanja MAt za TT koji je prethodno
adsorbovan na gangliozide (Gpi,) (TT/ Gpp sistem; ista orjentacija TT-a molekula
usled njihove interakcije sa Gpp molekulima). Kori§¢eni ELISA testovi:

1. TT sistem: na ELISA ploce (MaxiSorp) je adsorbovan TT (0,7 pg/mL)

2. TT/ Gpip sistem: na ELISA ploce (PolySorp) je adsorbovan Gpyp

(SigmaAldrich; 10 pg/mL u etanolu) na sobnoj temperaturi, preko noc¢i. Nakon
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adsorpcije Gpjp, kao 1 nakon saturacije, ploCe su ispirane sa PBS-om (4 x 200
pL/bunaru). U slede¢em koraku dodat je TT (25 pg/mL). Koncentracija TT koja je
koris¢ena u TT sistemu je utvrdena na osnovu rezultata preliminarnih ispitivanja, a
dizajn TT/Gpp sistema je uraden na osnovu datih rezultata.

Radi poredena vezivanja MAt u oba sistema potrebno je adsorbovati isti
koncentraciju TT. Za odredjivanje koncentracije vezanog TT-a korisc¢en je anti-TTd/TT
konjski poliklonski serum (konjski tetanus-antitoksin; Institut za virusologiju, vakcine i
serume - Torlak, Beograd, Srbija) koji sadrzi antitela specifi¢na za razliite epitope i
omogucavaju detektovanje svih TT molekula. Tokom pripreme TT/Gpj, sistema
(adsorbcija Gpjp na PolySorp plocu, saturacija, vezivanje TT-a) paralelno je je na
MaxiSorp plocu direktno adsorbovan TT u razli¢itim koncentracijama i tretiran kao $to
je prethodno opisano za TT sistem. Nakon adsorpcije Gp;p 1 TT-a, saturacije i1 vezivanja
TT za Gpjp obe ploce su istovremeno tretirane sa konjskim tetanus antitoksinom, a
potom anti-konjskim IgG obelezenim biotinom (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka),
extrAvidin peroksidazom i OPD-om. Koncentracija vezanog TT-a u TT/Gpp sistemu je
odredena sa standradne krive Augye20 = f (koncentracije TT) sa TT sistema (odredena
koncentracija 0,7 pug/mL). Preciznost je jos jednom potvrdena u testu gde su MaxiSorp i
PolySorp ploce pripremljene kao §to je opisano za TT/Gp;p 1 TT sisteme 1 simultano su
razvijani sa konjskim tetanus antiserumom, biotinom obeleZenim anti-konjski IgG i
extrAvidine-peroksidaza/OPD i A4gy/620 Su zabelezene za oba sistema.

Svi slede¢i koraci su identi¢ni za oba sistema: dodavanje MAt (10 ug/mL);
detektovanje vezanih MAt pomocu anti-misjih IgG obeleZenog biotinom; vizuelizacija i
dobijanje A492/620-

Koncentracija 10 ug/mL MAt je odarbarna da bi detektovalo 1 najmanje

vezivanje MAt u TT/Gpp, sistemu.

b) Inhibicija vezivanja TT za Gpyp

Procena sposobnosti pojedinatnih MAt (MAt26, MAt33, MAt39, MAt4l,
MAt42, MAt51, MAt62 1 MAt71) 1 biklonalnih ekvimolarnih preparata MAt
(MAt33/MAt39, MAt33/MAt51, MAt33/MAt71, MAt39/MAt51, MAt39/MALtT1 i
MAt51/MALt71) da in vitro inhibiraju vezivanje TT za Gp;, radena je pomocu ELISA

testa.
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Na ELISA ploce (PolySorp) je adsorbovan Gpj, (SigmaAldrich, Steinhaim,
Nemacka; 10 pg/mL u etanolu) na sobnoj temperaturi, preko no¢i. Nakon adsorpcije
Gpb, kao 1 nakon saturacije, ploce su ispirane sa PBS-om (4 x 200 puL/bunaru).

U slede¢em koraku dodat je TT (25 pg/mL) i TT prethodno inkubiran sa
pojedni¢nim MAt 1h na sobnoj temperaturi (TT-a 25 pg/mL i MAt 10 pg/mL) ili BEP
(TT-a 25 pg/mL i BEP (5 pg/mL po MAt)). Koncentracija vezanog TT je odredena
dodavanjem konjskog antitetanusnog seruma (konjski tetanus-antitoksin; Institut za
virusologiju, vakcine i serume ,Torlak®“, Beograd, Srbija), anti konjskog IgG
obelezenog biotinom (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka).

Procenat inhibicije vezivanja TT za Gpj, pomocéu specificnih monoklonskih
antitela je izracunat u odnosu na dobijenu vrednosti A4o620 Za vezivanje samog TT za

Gpib (100% vezivanje).

5.4.5 Odredivanje konstante afiniteta interakcije anti- TTd/TT MAt/ TT

Za odredivanje konstante afiniteta koriSéen je ELISA test modifikovan prema
Friguet-u (1985) 145 Ukratko, nakon adsorpcije TT ( 1 pug/mL) 1 saturacije, na plocu su
naneti uzorci MAt (finalna koncentracija 1 pg/mL) kao i BEP MAt (finalna
koncentracija 1 pg/mL) prethodno inkubirani (1 h, sobna temperatura) sa TT (finalne
koncentracije od 3 do 30 ug/mL). Rastvor MAt/BEP i1 TT je nanet na plocu i inkubiran
1h na sobnoj temperaturi.

Ka za vezivanje pojedina¢nih MAt 1 BEP za TT je odredeno Scatchard-ovom
analizom modifikovanoj prema Stevens-u (1987) )

Koncentracija MAt koja je koriS¢ena u odredivanju Ka (1 pg/mL) je uzeta sa
krive vezivanja dobijene za svako pojedinacno MAt (Aug620 = f (koncentracija MAt)
direktnim ELISA testom i kome je TT (1 ug/mL) direktno adsorbovan na plocu i MAt
su razblaZzena u opsegu od 0,001 do 2 pg/mL. Sa dobijene krive vezivanja odredena je
koncentracija koja je u gornjem delu linearnog opsega (u cilju da dobijeni rezultati budu
iznad limita detekcije). Na krivoj vezivanja uzeli smo koncentracije na gornjem
linearnom delu koji je jednak ili nizi od oc¢ekivanih vrednosti za konstantu disocijacije

(1/Ka; Friguet et al., 1985)'%.
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5.4.6 Odredivanje konstanste brzine uspostavljanja interakcije anti-
TTd/TT MAt/ TT

Nakon adsorpcije TT (1 pg/mL) 1 saturacije, na plocu su naneti uzorci
pojedina¢nih MAt u cilju: i) dobijanja standarne krive vezivanja MAt za TT: MAt u
opsegu koncentracija 0,5 do 0 pg/mL (u duplim serijskim razblazenjima); ii) vezivanja
MAt u razli¢itim vremenskim intervalima: MAt ([MAt],; finalne koncentracija 1
pg/mL) u intervalima od 2 minuta u duplikatima je dodavano na plo¢u (maksimalno
vreme vezivanja je 14 minuta na sobnoj temperaturi).

Na osnovu dobijene standarne krive Asg620 = f (koncentarcija vezanog MAL)
izraCunata je koncentracija vezanih specifcnih MAt ([MAt]yezni), dok je koncentracija
MAt koja je ostala slobodna u rastvoru ([MAt]yevezani) 1zraCunata na kao [MALt],-
[MAt]yezani. Uzimajuéi u obzir da je formiranje kompleksa TT / MAt reakcija gde su
koncentracije oba reagensa jednake, konstanta brzine asocijacije (k,,) je odradena za

svako MAt nakon linearizacije grafika 1/ [MAt]nevezani = f (vreme).

5.4.7 Odredivanje indeksa aditiviteta anti-TTd/TT MAt

U cilju procene simultanog vezivanja selektovanih MAt obeleZenih biotinom
(MAt-B) za TT odredivan je indeks aditiviteta ELISA testom za MAt33, MAt39,
MAt51 i MALt71. Vezivanje pojedinaénih MAt-B u koncentracijama od 1 ng/mL to 10
pg/mL za TT (1pg/mL) radeno je direktnom ELISA-om i na osnovu dobijenih rezultata
odabrane su specifi¢ne saturacione koncentracije MAt-B (MAt33-B: 0,1 pg/mL ,
MAt39-B: 0,25 pg/mL, MAt51-B: 0,05 pg/mL i MAt71-B: 0,25 pg/mL) za dalje
odredivanje indeksa aditiviteta.

Nakon adsorpcije TT (1 pg/mL) na MaxiSorp plocu 1 saturacije, dodati su je
rastori MAt-B: 1) rastvori pojedinacnih MAt u navedenim koncentracijama; 2) rastvori
dva MAt u navedenim koncentracijama. Nakon vizuelizacije 1 dobijanja Au492/620
vrednost izracunat je indeks aditiviteta prema formuli: IA={[Amabx+maby — (Amabx +

Awmaby)] / (Amabx + Amaby) / 2} * 100.
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5.4.8 Odredivanje in vitro potence BEP

Potenca se Cesto koristi za karakterizaciju i poredenje potence dobijene u in vitro
testovima ispitivanih uzoraka 1 poznatog standarda. Izratunava se kao odnos
koncentracije standarda potrebne da dovede do 50% maksimalnog efekta (ICsy vrednost
standarda) i koncentracije ispitivanog uzorka potrebne da dovede do 50% maksimalnog
efekta (ICsy vrednost uzorka).

Najpre smo ELISA testom odredili koncentracije pojedina¢nih MAt i BEP, kao
koncentraciju standardnih humanih anti-tetanusnih imunoglobulina (1* International
Standard for Tetanus Immunoglobulin, NIBS code TE-3; NIBS, Potters Bar, UK)
potrebne da dovedu do 50% maksimalne inhibicije vezivanja TT za Gpp.

Ukratko, na ELISA plo¢e (PolySorp, Nunc, Roskild, Danska) je adsorbovan
Gpip (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemacka; 10 pg/mL u etanolu) na sobnoj temperaturi,
preko no¢i. Nakon adsorpcije Gpip, kao 1 nakon saturacije, ploce su ispirane sa PBS-om
(4 x 200 pL/bunaru).

U slede¢em koraku dodat je TT (25 pg/mL) i TT prethodno inkubiran 1h na
sobnoj temperaturi sa rastu¢im koncentracijama: 1) pojednicnih MAt (finalna
koncentracija od 0 - 30 pg/mL) i 2) BEP: MAt33/MAt39, MAt33/MAt51,
MAt33/MAt71, MAt39/MAt51, MAt39/MAt71 i MAt5S1/MAt71 (finalne koncentracije
ekvimolarnih smesa su podeSene u opsegu od 0 - 30 ug/mL), 3) standardni antiserum
TE-3 (finalne koncentracije su podeSene u opsegu od 0 - 8 IU/mL). Koncentracija
vezanog TT je odredena dodavanjem konjskog antitetanusnog seruma, (konjski tetanus-
antitoksin; Institut za virusologiju, vakcine i serume - Torlak, Beograd, Srbija).

ICsp vrednost izraCunata na osnovu sigmoidne dozno-zavisne krive f (log
(razliite koncentracije At)) = % vezivanja TT za Gpjp, nakon inkubacije TT sa
razli¢itim koncentracijama At. Procenat inhibicije vezivanja TT za Gp;, pomocu
specificnih monoklonskih antitela je izracunat u odnosu na dobijenu vrednosti A492/620
za vezivanje samog TT-a za Gpj, (100% vezivanje). ICsy vrednost izraCunata pomocéu
softvera GraphPad PRISM 5 | Nonlinear Curve Fitting / Dose-response curve (variable
slope). Potenca je dobijena kao odnos ICsy za standardni antiserum TE-3 i dobijenih

IC5o vrednosti za uzorke MAt.

75



5. EKSPERIMENTALNI RAD

5.4.9 Kooperativni efekat vezivanja dva MAt

Medusobani uticaj selektovanih BEP na vezivanje za TT uraden je uporednom
analizom. Ispitivana MAt (obelezena biotinom (MAt-B) u opsegu koncentracija od 0,03
—4 pg/mL) inkubirana su (1h, RT) sa TT (0,5 pg/mL) ili sa TT preinkubiranim (1h, RT)
sa jednim od tri preostala selektovana MAt (0,5 ug/mL TT + MAt 0,5 pug/mL;
TT/MAD). Nakon inkubacije dodat je saturisani rastvor amonijum sulfata (pH=7) u
finalnoj saturaciji 40 % u sve TT/MAt/MAt-B uzorke. Svi uzorci su inkubirani preko
no¢i na 4°C. Precipitirani imunokompleksi su odvojeni centrifugiranjem uzoraka na 20
000 g, 30 minuta. Dobijeni supernatanti su naneti na Maxi Sorp plocu 1 inkubirani 1h na
RT. Nakon inkubacije superanatanta koji sadrze MAt-B 1 “vizuelizacije” izmerena je
A49/620- MAL-B u serijskim razblazenjima (od 4 pg/mL do 0,03125 pg/mL) direktno su
adsorbovana na mikrotitar ploc¢u i tretirana na isti nain (inkubacija sa rastvorom
amonijum sulfata finalne saturacije 40 %, saturacija sa 1 % BSA/PBS, ispiranje) 1
koriS¢ena su za dobijanje standardne krive. Dobijeni rezultati vezianja predstavljeni su u
formi Klotz-ovih grafikona: procenat verzanog TT = f (log koncentarcije slobodnog
MAt-B). Koncentracija slobodnog MAt33-B, MAt39-B, MAt-51-B i MAt71-B u
rastvorima gde je 50% TT vezano (MAt33¢509%, MAt39 509, MAtS1¢s509, 1 MAt71£509)
izraCunato je pomocu pomocu softvera GraphPad PRISM 5.0 | Nonlinear Curve Fitting

/ Dose-response curve.
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5.5 Ispitivanje sposobnosti anti-TTd/TT MAt da in vitro sprece
infekciju HCjE celija sa CtB

Sposobnost anti-TTd/TT MAt da inhibiraju sposobnost hlamidijalne infekcije
ispitana je in vitro u kulturi humanih konjuktivalnih epitelijalnih ¢elija (HCJE celije).

HGJE c¢elije su gajene su u keratinocite serum-free medijumu (Life
Technologies, Paisley, UK) na 37 °C /5 % CO; / 95% vlaznost. HCJE ¢elija su potom
zasejane 7x10* éelija/bunaru u plocama sa 8 komora (Millipore, Billercia, MA, USA) i
inkubirane preko noéi radi adhezije. Serijska razblazenja CtB u koncentraciji od 10’ to
10® IFU/bunar su inkubirana sa pojedina¢nim MAt26 i MAt51 (5 ug/mL) u SPG 2h na
37 °C. Serijska razblazenja CtB u SPG bez MAt su koriS¢ena kao kontrola. Nakon
inkubacije, svi uzorci su centrifugirani na 14.000 rpm, 10 minuta i dobijeni talog je
resuspendovan u inokulacionom medijumu (DMEM/Ham’s F12, 1:1 supplemented with
25 mM HEPES, Life Technologies, Paisley, UK) i dodat u HCJE kulture. Plo¢e su
centrifugirane 60 minuta na 2000 rpm i1 dodatno inkubirane 60 minuta na 37 °C.
Inokulacioni medijum je zamenjen medijumom koji omogucava rast Chlamydia
(keratinocyte serum-free medijum Life Technologies, Paisley, UK) 1 c¢elije su
inkubirane 48 h na 37 °C.

Celije su potom fiksirane na ledenom metanolu i bojene FITC-konjugovanim
monoklonskim antitelima specificnim za LPS Chlamydia (Clone B410F, Pierce
Biotechnology, Rockford IL, USA). 4',6-diamidino-2-phenylindole (1 pg/mL; Sigma
Aldrich, St. Louise, MO, USA) je koriS¢en kao pozadinsko bojenje. Broj inkluzija je
odreden pomocu fluorescentnog mikroskopa (Axio-Observer, Zeiss, Be¢, Austrija).
Akvizicija slike je radena pomocu TissueFAXS software (Tissuegnostics, Bec¢, Austrija).

% neutralizacije odreden pomocu jednacine: [(broj IFU u ¢elijama inkubiranim
bez MALt - broj IFU u ¢elijama inkubiranim sa MAt)/ broj IFU u ¢elijama inkubiranim
bez MAt] x 100.
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5.6 In vivo ispitivanja

Za sve cksperimentalne procedure sprovedene na zivotinjama dobijena je
dozvola Eticke komisije za rad sa eksperimentalnim zivotinjama Instituta za
virusologiju, vakcine i serume - Torlak i od strane Eti¢kog komiteta za brigu o
zivotinjama Republike Srbije (broj dozvole: 011-00-00510/2011-05/5). Svi
eksperimenti uradeni su u skladu sa 3R principom (engl. Replace, Reduce, Refine) i
regulativom o dobrobiti zZivotinja objavljenoj u Sluzbenom glasniku br. 41/9. Sve
zivotinje su odgajane u vivarijumu Instituta za virusologiju, vakcine i serume - Torlak u
Beogradu. Zivotinje su imale neograniten pristup hrani i pijacoj vodi ad libitum.

U eksperimentima odredivanja duzine poluZzivota (t;,) MAt u cirkulaciji, kao i u
ispitivanjima zaStitnog 1 terapeutskog potencijala anti-TTd/TT MAt i BEP-MAt su
koriSéene zenke miSeva soja Swiss White, starosti od 6 do 8 nedelja, tezine 20 £ 2 g, 8-
10 miseva po grupi.

U ispitivanjima sposobnosti anti-TTd/TT MAt da interferiraju u okularnoj
hlamidijanoj infekciji zamorcica koriS¢ene Zenke zamorcica soja Hartley, starosti od 6

do 8 nedelja tezine 300 - 350 g, 5 zamorci¢a po grupi.

5.6.1 Odredivanje duZzine poluzivota (ti2) MAt u cirkulaciji

DuZina polu-Zivota MAt u serumu je odredena indirektno, pra¢enjem promene
nivoa TT specificnih IgG u serumu miSeva tretiranith intravenski (i.v.) rastvorom
MAU/PBS.

Za odredivanje duZine poluZivota (t;») MAt u cirkulaciji miSevima je
intravenski (i.v.) ubrizgan rastvor MAt (50 ug MAt ,100 uL po misu, 5 miSeva za svako
MAt). Koncentracija MAt u mis§jem serumu je pracena 7 dana. Sva MAt su ubrizgana u
istoj koncentraciji da bi se izbegao uticaj poetne koncentracije na ty, u serumu'*®. S
obzirom da je reaktivnost IgG sa TT pre tretmana bila zanemarljiva, reaktivnost nakon

tretmana je pripisana ubrizganim MAt. Serumi su izdvajani iz uzoraka krvi skupljanih

krvarenjem iz repne vene. Prvi uzorak seruma je uzet 8 h nakon ubrizgavanja MAt jer je
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pokazano da MAt tada imaju najve¢u koncentraciju (odredeno preliminarnim
eksperimentima)35 , dok su ostali uzorci sakupljani u intervalima od 24 h tokom 7 dana.
Koncentracija odredenih MAt u uzorcima seruma skupljenih u definisanim
vremenskim taCkama detektovana je primenom direktne ELISA. Relativne
koncentracije MAt u odredenim vremenskim intervalima prestavljene su kao %
maksimalnog vezivanja MAt (100% vezivanje) detektovanog u serumima sakupljanim 8
h nakon i.v. tretmana. tj; je izraCunato na osnovu sigmoidne dozno-zavisne krive f
(definisani vremenski intervali)) = Srednja vrednosti relativnih koncentracija MAt u
serumu (SE < 10%) pomocu softvera Origin 8/ Nonlinear Curve Fitting / Dose-

response curve.

5.6.2 Zastitni potencijal anti-TTd/TT MAt

Zastitni potencijal anti-TTd/TT MAt ispitan je in vivo testom nakon
intoksikacije TT-om na miSevima soja Swiss White. Eksperimenat je raden kao
dvostruko-slepa (double-blind) analiza.

Misevima ( 10 miSeva u grupi) je intraperitonealno (i.p.) ubrizgano 0,5 mL
rastvora:

- 2LDso TT / PBS (pozitivna kontrolna grupa);

- 2LDso TT / MAt (10 pg/mis) / PBS (grupe: TT/MAt26, TT/MAt33,
TT/MAt39, TT/MAt41, TT/MAt42, TT/MAt51, TT/MAt62 i TT/MAt71);

- 2LDso TT / BEP (po 5 pg/mis svakog MAt) / PBS (grupe: TT/MAt33/MAt39,
TT/MAt33/MAt51, TT/MA33/MAt71, TT/MAt39/MAt51, TT/MAt39/MAt71,
TT/MAtS1/MALt71);

- PBS (negativna kontrolna grupa).

Svi rastvori su inkubirani 1 h na sobnoj temperaturi pre ubrizgavanja.

Nakon intraperitonealne (i.p.) aplikacije letalne doze TT i letalne doze TT
preinkubirane sa odgovaraju¢im MAt, miSevi su posmatrani svakodnevno tokom
narednih 15 dana (dan kada su ubrizgani TT 1 TT/MAt rastvori je oznacen kao dan 0) i
pracen je intenzitet simptoma karakteristicnih za tetanus, vreme oporavka i %

prezivljavanja. Simptomi sistemskog tetanus su ocenjivani po slede¢im kriterijumima:
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0- nema simptoma tetanusa, 1- blaga ukocenost vidljiva kada se mi$ podigne, 2-
oc¢igledna ukocenost udova, ali se ud koristi pri kretanju, 3- ocigledna ukocenost udova,
ud je blago pokretan ali nefunkcionalan, 4- vrlo izraZzena ukocenost udova, 5- uginuli
miSevi. Takode, miSevi koji su imali ocenu 4 su eutanazirani i slede¢eg dana im je bila
ubelezena ocena 5. Intezitet patologije, vreme oporavka i % prezivljavanja su izracunati
za sve miSeve u grupi (10 u grupi) (eutanaziranim miSevima je zabelezena ocena

patologije 5 do kraja perioda pracenja).

5.6.3 Terapeutski potencijal anti-TTd/TT MAt

MAt koja su u prethodnom testu pokazala zastitni efekat su dalje ispitivana. Cilj
je bio ustanoviti terapeutski potencijal datih MAt nakon ubrizgavanja letalne doze TT.

Misevi su tretirani i.p. sa 0.5mL rastvora koji sadrzi 2LDso, TT / PBS, a nakon 2
h, 6 h ili 24 h ubrizgano im je 10 pg u 100 uL PBS MAt33, MAt39, MAt51 1 MAt71,
kao i rastvora ekvimolarne smese MAt51/MAt71 (5 pg MAt51 15 pg MAt71 u 100 uLL
PBS) u repni venu (i.v.). MiSevi su grupisani (8-10 miSeva u grupi) prema vremenu
aplikacije MAt 1 vrste MAt. Grupa miSeva tretiranih i.p. sa 0,5 mL PBS-a i grupa ne
tretiranih miSeva su takode bile ukljucene u test.

Intezitet patologije, vreme oporavka i1 % preZivljavanja su izraCunati za sve

miSeve u grupi prema istim kriterijumima opisanim u prethodnom odeljku.

5.6.4 Ispitivanje sposobnosti anti-TTd/TT MAt da sprefe okularnu

hlamidijalnu infekciju zamorc¢ica

Zamorc¢i¢i su bili podeljeni u grupe (3 zamorci¢a po grupi). Anesteziranim
zamorci¢ima je direktno na povrSinu konjuktive aplikovano 25 pL SPG pufera koji
sadrzi: (i) 1 x 10* IFU C. caviae — pozitnva kontrola, (ii) 1 x 10* IFU C. caviae
preinkubirane sa 10 png/mL MAb26, (iii) 1 x 10" IFU C. caviae preinkubirane sa 10
pg/mL MAbS51. Kontrolnoj grupi je apliciran samo SPG pufer. Tokom akutne faze

infekcije (7 dana) zamorci¢i su tretirani odgovaraju¢im MAt. Dan kada je zapocet
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tokom 21 dana, prema ranije uspostavljenim kriterijumima (Slika 5.1).

Infekeija:

1. grupa
2. grupa
3. grupa

Intezitet patologije

. Ce
: Ce / MAL26
. Cc f MAt51

4 6 8 10 12 14 16

1. grupa
2. grupa
3. grupa

Tretman:

:PBS
- MAt26 / PBS
- MAt51 / PBS

18

20

Vreme (dani)

Slika 5.1. Dizajn eksperimenta za odredivanje sposobnosti anti-TTd/TT MAt da in vivo
spre¢e okularnu hlamidijalnu infekciju. Zamorciéi (5 zamorcica / grupa) inficirani su sa: 1) Ce (10*
IFU/oko, pozitivna kontrola); 2) Cc/MAt26 (10° IFU/oko Cc preinkubiranom sa MAt26 (10 pug/mL) i u
akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od pocetka infekcije) tretirani sa MAt26); 3) Cc/MAt51 (10"
IFU/oko) preinkubiranom sa MAt51 (10 ug/mL) i u akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od pocetka
infekcije) tretirani sa MAt51. Dan infekcije je oznacen kao 0. dan. U definisanim vremenskim intervalima
tokom perioda nakon tretmana pracen je intezitet patologije za svakog zamorcic¢a u grupi.

Tokom 21 dana svakodnevno je praden je intezitet patologije prema

o e 147,148
uspostavljenim kriterijumima

hlamidijalne infekcije zamorcica.

2

Na Slici 5.2 prikazan je intezitet patologije okularne

Slika 5.2. Stepen patologije u okularnoj infekciji zamoraca

81



5. EKSPERIMENTALNI RAD

5.7 Poredenje aminokiselinskih sekvenci

Za poredenje aminokiselinskih sekvenci (ak) koriS¢en je online server BLAST
(eng. Basic Local Alignment Search Tool)''?. Server BLASTp pomocu supstitucionih
matriksa omogucéava poredenje Zeljene ak sekvence sa ak sekvencama iz baze podataka
ili sa odabranom ak sekvencom tako Sto pronalazi segemente ispitivanih sekvenci sa
najboljim preklapanjima.

U okviru BLAST postoje vise supstitucionih matriksa. Svaki substitucioni
matriks je povezan sa evolutivnom udaljeno$éu ispitivanih proteina. Najcesce
primenjivan je BLOSUM matriks u okviru kog se konzervirani regioni srodnih proteina
predstavljaju kao blokovi tj. jedinstvene sekvence u poredenju jer se na taj nacin se
izbegava over-weighting proteina iz iste familije. Na primer, upotrebom BLOSUM®62
matriksa blokove ¢ine sekvence koje imaju najmanje 62% identi¢nu sekvencu. Ujedno
ve¢i broj BLOSUM matriksa ukazuje na manju evolutivnu udaljenost sekvenci.
BLOSUMG62 matriks je u osnovi vecine aplikacija za poredenje ak sekvence '''.

BLAST zapocinje pretragu slicnih sekvenci na osnovu duzine zadate sekvence.
Na mestu gde pronade preklapanje sekvenci zadate duzine (engl. word size) BLAST
dalje poredi sekvence 1 po potrebi uvodi substituciju (ukoliko su ak u sekvencama
sli¢ne) ili pukotine (engl. gap) u sekvenci (ukoliko su ak u sekvencama razlikuju).
Pomoc¢u odabranog substitucionog matriksa svi pomenuti procesi se ocenjuju i za
sekvence koje se preklapaju dobijaju se parametri: S (engl. score) - predstavlja
maksimalnu ocenu odnosno sumu ocena substitucija (aminokiseline istih fizi¢ko-
hemijskih osobina imaju pozitivnu ocenu) i ocena pukotina (postojanje pukotine u
sekvenci 1 duzina pukotine ocenuje se negativno) i E vrednost (engl. expect value)
kojom se procenjuje koliko se preklapanja aminokiselinske sekvenci u datom score-u
moze dogoditi slucajno. Parametri S i E vrednost predstavljaju pouzdanost u
preklapanju ispitivanih sekvenci. Sto manja E vrednost ukazuje na znalajnije

preklapanje u sekvenci. Za identiéne sekvence E vrednost je jednaka nuli''?.
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5.8 Statisti¢ka analiza

StatistiCki znacajna razlika u dobijenim rezultatima u okviru eksperimentalnih
grupa je odreden pomocu t-testa,kao i pomocu two way ANOVA sa post testovima:
Tukey's Multiple Comparison Test i Bonferroni post test uzimajuéi da je vrednost
verovatno¢e (P) 0,05 kao granica znacajnosti (softveri: ORIGIN 8.0 i
Prism5/GraphPad). Korelacija izmedu promenljivih je odredena  Pearson-ovom
bivarijantnom korelacijonom analizom gde je odredivan Pearson-ov Kkorelacioni

koeficijent (Pcc) (softver: IBM SPSS Statistics 20).
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I Zastitni potencijal anti-TTd/TT antitela moze se proceniti na osnovu afiniteta ka
TT-u i sposobnosti da inhibiraju TT-Gp;;, interakciju. TT-specifi¢na antitela koja mogu
da spre&e in vivo intoksikaciju TT-om treba da vezuju TT-om sa afinitetom > 1x10° M
1 da istovremeno imaju sposobnost da inhibiraju vezivanje TT-a za Gp;, gangliozide.
Afinitet prema TT-u je prvi selekcioni kriterijum zaStitnih TT-specifi¢nih antitela, a
potom njihova sposobnost da preveniraju TT-Gpp interakciju. Zastitni potencijal TT-
specifi¢nih antitala ¢iji je afinitet ka TT-u > 1x10® M"' dominantno odreduje sposobnost

inhibiranja TT-Gp interakcije a ne sam afinitet. Navedeni opsti zakljucak proizilazi iz

slede¢ih zakljucaka donetih na osnovu rezultata ovog dela istazaivanja:

1) Zastitu od TT-intoksikacije in vivo pruzaju samo TT-specificna MAt ¢iji je
afinitet za TT jednak ili veé¢i od 1x10* M'. Anti-TTd/TT antitelo, koje vezuje
TT sa afinitetom <I1x10® M, bez obzira na sposobnost da pod odredenim
uslovima in vitro spreci uspostavljanje TT-Gp;p interakcije, ne obezbeduje in

vivo zaStitu od TT intoksikacije.

2) Anti-TTd/TT antitela koja vezuju TT sa afinitetom > 1x10° M ali pri tome ne
mogu da sprece uspostavljanje TT-Gp;p, interakcije, ne obezbeduje in vivo

zastitu od TT intoksikacije.

3) Sposobnost TT-specificnog antitela da interaguje sa TT-Gp;, kompleksom ne
doprinosi njegovom zastitnom potencijalu in vivo. Sta vise, zastitni potencijal
anti-TTd/TT MAt, procenjen na osnosvu stepena prezivljavanja miSeva nakon
intoksikacije letalnom dozom TT-a, znac¢ajno negativno korelira sa vezivanjem

MAt za TT-Gp;, kompleks.
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6. ZAKLJUCAK

4) Brzina vezivanja TT-specifi¢nog antitela za TT ne utie znacajno na njegov
zaStitni potencijal procenjen na osnosu stepena prezivljavanja in vivo

intoksikacije letalnom dozom TT-a.

5) Afinitet ka TT i sposobnost inhibicije TT-Gp;p interakcije zajedno odreduju
zaStitni potencijal TT-specificnih antitela jer, posmatrano po pojedina¢nim
karakteristikama vezivanja, in vivo zaStitni potencijal anti-TTd/TT MAt ne
korelira znacajno ni sa njihovim afinitetom ka TT-u ni sa sposobnos§¢u da sprece
uspostavljanje TT-Gp,p, interakcije. In vivo zastitni potencijal anti-TTd/TT MAt
je u znacajnoj pozitivnoj korelaciji sa sposobno$nju inhibiranja TT-Gpyp

interakcije samo u sludaju antitela &iji je afinitet ka TT > 1x10° M.

II Kombinovanjem dva TT-specifi¢cna MAt koja mogu da istovremeno interaguju
sa TT-om i pri tome ispoljavaju pozitivan kooperativni efekat, moze se dobiti BEP ¢iji
je zastitni potencijal bolji u odnosu na MAt koji ulaze u njegov sastav. Povecanje
zaStitnog kapaciteta je posledica promena karakteristika vezivanja BEP za TT u odnosu
na odgovarajuca pojedinacna MAt u smislu efikasnije inhibicije uspostavljanja TT-Gpp,
interakcije 1 rasta prosecnog afiniteta ka TT-u. TT-specificna MAt koja sama ne mogu
da obezbede potpunu zastitu od TT-intoksikacije mogu da budu znacajni konstituenti
TT-specificnih BEP u slucajevima kada ispoljavaju pozitivne efekte na vezivanje
drugog MAt koji ulazi u sastav datog BEP. Navedeni opsti zakljucci proizilaze iz

slede¢ih zakljuc¢aka donetih na osnovu rezultata ovog dela istazaivanja:

1) Pri simultanom vezivanju za TT, moZe do¢i do promene afiniteta vezivanja
specificnog anti-TTd/TT MAt za TT u odnosu na situaciju kada ono samostalno
interaguje sa TT-om. Uzajaman uticaj MAt je specifican tj. moZe moZe
rezultovati porastom, ali i smanjenjem afiniteta interakcije u poredenju sa

sistemom gde je prisutno samo jedno MAti TT.

2) Kombinovanjem TT-specificnih MAt moZze se dobiti BEP ¢ija je in vitro potenca
veéa od potence njenih konstituenata. Sto je veé¢i uzajamni pozitivan uticaj MAt

na njihovo vezivanje za TT to je porast in vitro potence u odnosu na pojedinacna
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6. ZAKLJUCAK

MAL izrazeniji. In vitro potenca BEP pozitivno korelira sa njenim afinitetom za

TT i sposobnoséu da inhibira uspostavljanje TT-GD1b interakcije.

Kao 1 u slucaju pojedinacnih MAt, zastitni potencijal BEP ¢iji je prosecan
afinitet za TT > 1x10® M primarno je odreden sposobno$¢u BEP da inhibira
uspostavljanje TT-Gp;b interakcije. ZasStitni potencijal BEP (stopa
prezivljavanja, smanjenje intenziteta patologije i vremena oporavka) znacajno

koreliraju sa spososbnos¢u BEP da inhibira uspostavljanje TT-Gp;}, interakcije.

TTd/TT-specificna antitela mogu, usled unakrsne reaktivnosti, interagovati sa

hlamidijalnim antigenima i doprineti ublazavanju klinicke slike u slucaju okularne

hlamidijalne infekcije. Navedeni opsti zakljucak proizilazi iz slede¢ih zakljucaka

donetih na osnovu rezultata ovog dela istazaivanja:

D

2)

3)

4)

5)

Na nivou primarne strukture postoji odreden stepen homologije izmedu TT i

hlamidijalnih proteina.

TTd/TT-specificna MAt u direktnoj ELISA-i i pri Western blot analizi

uspostavljaju interakcije sa hlamidijalnim antigenima.

Hlamidijalni antigeni mogu da sprecavaju vezivanje TTd/TT-specificnih MAt26
i MAt51 za TT.

MALt26 1 MAt51 inhibiraju in vitro infekciju HCJE ¢elija sa CtB. U oba slucaja
stepen inhibicije zavisi od CtB doze, pri ¢emu MAt26 efikasnije prevenira in

vitro infekciju.

MAt26 ne moze u potpunosti da prevenira okularnu hlamidijalnu infekciju kod
zamorcica ali njegova primena tokom akutne faze infekcije znacajno ublazava

klini¢ku sliku.
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8. PRILOZI

8.1 Karakteristike antitela i antigena koriS¢enih u radu

8.1.1 Anti-TTd/TT monoklonska antitela

—o0— MAt26
1200 —o— MATt33
_ —&— MAt39
g 1000 - —v— MAt41
s —=— MAt42
% w00 —e— MAt51
.g —a— MAt62
‘é‘ €00 —v— MAt71
s
§ 400
=
[0}
2 2004
o
N
O T T

Eluciona zapremina (mL)

Slika 8.1. Elucioni profil pri preci§¢avanju MAt afinitetnom hromatografijom na HiTrap Protein G
koloni. Pufer za vezivanje uzorka 0,02 M NaPOj, pH 7; elucioni pufer 0,1 M glicin-HCI, pH =2,7.
Frakcije zapremine 1 mL eluirane su u epruvete u kojima se nalazio IM Tris, pH=9. Nakon dijalize
naspram PBS-a koncentracija proteina u sakupljanim uzorcima (ImL) je odredena merenjem apsorbance
na 280nm i primenom Lambert- Beer-ov zakona. Za izracunavanje koncentracije koriscen je apsorpcioni
koeficijent (1 mg/mL) za misji IgG 1,43, Uzorci su analiziranii u duplikatu i rezultati su prikazani kao
srednja vrednost koncentracije proteina + standardna greska.
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Slika 8.2. Elektroforetska analiza pre i nakon preciS¢éavanja MAt33 i MAt39 afinitetnom
hromatografijom na HiTrap Protein G Kkoloni. Neredukciona SDS-PAGE (9 % PAAG, Mini Protean 11
System, Bio-Rad) uzoraka: 1) molekulski marker (high molecular weight molecular markers, Pharmacia)
pripremljenih po preporuci proizvodaca; 2) nevezani proteini iz supernatanta hibridoma koji sekretuje
MAt33; 3) MAb 33 specificno eluiran; 4) nevezani proteini iz supernatanta hibridoma koji sekretuje MAt
39; 5) MAt 33 specificno eluiran.

T TTd

0,6

A492/620

/
MAt26 MAt33 MAt39 MAt41 MAt42 MAt51 MAt62 MAt71 PBS  MAt26 MAt33 MAt39 MAt41 MAt42 MAt5S1 MAt62 MAt71 PBS

Slika 8.3. Reaktivnost MAt ka TT i TTd preparatima. Sposobnost izolovanih MAt (1 pg/mL) da
interaguju sa TT / TTd molekulima (1 ug/mL) adsorbovanim na Maxi Sorp plocu potvrdena je ELISA
testom. Svi uzorci su analizirani u triplikatu i rezultati su predstavijeni kao srednja vrednost A,oys30
standardna greska
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8.1.2 Karakteristike TTd i TT preparata dobijenih preciséavanjem HIC-om

Tabela 8.1. Karakteristike nativnog TT preparata i nativnog TTd preparata

Nativni TT Nativni TTd

Ukupan azot (mg/mL)* 3,725 £ 0,075 3,555 +0,195

Proteinski azot (mg/mL)* 0,066 = 0,004 0,065 + 0,005

Koncentracija proteinab (mg/mL) 0,282 + 0,018 0,402 +0,018
Antigenost (Lf/ mL) 72,5+25 67,5+2,5
Vreme flokulacije (Kf) (min) 125+£1,5 16,0 £2,0
Cistoéa (Lf/ mg PN) 1148 £ 61 1033 £33

Uzorci su analizirani u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna

greska.
“ Odredeno Kjeldahl-ovom metodom
b Odredeno Bradford-ovom metodom.

pe—
—u—TTd HIC
= -212kDa
£ 30004 - 170 kDa
&n
3
Tc/ e - 116 kDa
R=| |
8 2000
2 W - 76 kDa
Q-‘ +
o
'3
£ 1000+
@ S - 53kDa
- 4
04 m—m—n—H" e
T T T T T T T T T T T T 1
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Eluciona zapremina (mL) 1 2 3

Slika 8.4. A) Elucioni profil pri pre¢iSéavanju TTd-a hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™
Phenyl Sepharose Kkoloni. Pufer za vezivanje uzorka 0,5 M (NH4),SOy/ 3 M NaCl/ 20 mM Na-fosfatnim
puferom, pH 7,6; elucioni pufer 20 mM Na-fosfatnim puferom, pH 7,6. Koncentracija proteina u
sakupljanim uzorcima (ImL) odredena metodom po Bradford-u. Uzorci su analiziran w duplikatu i
rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije proteina * standardna greska. B)
Elektroforetska analiza TTd preparata pre i nakon preci§¢éavanja HIC-om. Redukciona SDS-PAGE
(9 % PAAG, Mini Protean Il System, Bio-Rad): 1) nativni TTd; 2) TTd preciscen hidrofobnom
hromatografijom; 3) molekulski markeri (high molecular weight molecular markers, Pharmacia)
pripremljenih po preporuci proizvodaca.
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Tabela 8.2. Cisto¢a i prinos dobijenih TTd preparata

HIC AS
Proteini (mg/mL) ? 1,24 £ 0,42 1,32 + 0,38
Prinos (%) " 67,7 +13,8 65,4 +7,9
Cistoéa TTd (Lf/ mg PN) 2097 £ 97 1912 £ 14
Uzorci su analizirani u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost * standardna

greska.

‘PN koncentracija je izracunata deljenjem proteinske koncentracije odredene Bradford-om
metodom faktorom 6,25

®Izracunato kao prinos Lf u odnosu na nativni TTd preparat.

A M B) 0
. . ' (& i B TTd(150 kDa)
l ; .

He TTd (100 kDa)

| g B Lc TTd (50 kDa)

Slika 8.5. Western blot analiza reaktivnosti MAt26, MAt51 i MAt71 sa TTd-om. Nakon redukcione
SDS-PAGE ( 9% PAAG, Mini Protean Il System, Bio-Rad) uzorci: 1) TTd standard (Tetanus Toxoid
(Non-Adsorbed) NIBSC, code: 02/232); 2) TTd izolovan hidrofobnom hromatografijom su transferovani
na polivinil difluoroidnu membranu. Ocuvana antigenost TTd-a analizirana je u prisustvu: A) MAt26; B)
MAt51 i C) MAt71. Za vizuelizaciju interakcije MAt (korisceni u biotinisanoj formi) i TTd-a koriséen je
sisitem extrAvidin-alkalna fosfataza//NBT/BCIP.
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Slika 8.6. Imunogene karakteristike TTd preparata dobijenih nakon HIC-a i AS precipitacije u
odnosu na standard TTd-a. Inhibicija vezivanja standardnog humanog anti-tetanusnog imunoglobulina
(NIBSC code: TE-3) za TT (2 ug/mL) adsorbovanog na ELISA mikrotitar ploce pomocu TTd preparata
nakon preciséavanja hidrofobnom hromatografijom i standardnog TTd (Tetanus Toxoid (Non-Adsorbed)
NIBSC, code: 02/232). Koriséene smese standardnih anti-tetanusnih immunoglobulina (0,1 1U/mL) i
specificnih  TTd preparata u rastucim koncentracijama preinkubirane su 1h na sobnoj
temperaturi. Procenat inhibicije izracunat je u odnosu na vezivanje standardnog humanog anti-
tetanusnog imunoglobulina (NIBSC code: TE-3) za TT bez prisustva TTd (100 % vezivanje). Uzorci su
analizirani u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost procenta inhibicije * standardna
greska.
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3000 / kDa
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Slika 8.7. A) Elucioni profil pri preciS¢avanju TT-a hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™
Phenyl Sepharose koloni. Pufer za vezivanje uzorka 0,5 M (NH4),SO4/ 3 M NaCl/ 20 mM Na-fosfatnim
puferom, pH 7,6, elucioni pufer 20 mM Na-fosfatnim puferom, pH 7,6. Koncentracija proteina u
sakupljanim uzorcima (ImL) odredena metodom po Bradford-u. Uzorci su analiziran u duplikatu i
rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije proteina =+ standardna greska. B)
Elektroforetska analiza TT preparata pre i nakon preci§¢avanja hidrofobnom hromatografijom na
HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni. SDS-PAGE (4-15 % PAAG, PhastSystem, Pharmacia): 1) nativni
TT preparat u neredukujucim uslovima; 2) nativni TT preparat u redukujuéim uslovima; 3) TT preparata
dobijen hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni u neredukujucim; 4) TT
preparata dobijen hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni u neredukujucim
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uslovima; 5) molekulski markeri (high molecular weight molecular markers, Pharmacia) su pripremljeni
prema preporuci proizvodaca.

Tabela 8.3. Karakteristike TT preparata

UKkupan azot (TN)* 0,458 £ 0,028 mg/mL
Proteinski azot (PN)? 0,204 £ 0,012 mg/mL
Koncentracija proteinab 1,404 + 0,158 mg/mL
Antigenost 500 + 50 Lf/ mL
Vreme flokulacije (Kf) 12,5 £ 1,5 min
Cistoéa TT 2451 +95 Lf/ mg PN
LDsy/zamorcu (8,0 £0,7) x 10° LDs¢/mL

Uzorci su analizirani u duplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna
greska;

“Odredeno Kjeldahl-ovom metodom;

YOdredeno Bradford-ovom metodom.
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Oligoclonal combinations of several monoclonal antibodies (MAbs) are being considered for the treat-
ment of various infectious pathologies. These combinations are less sensitive to antigen structural
changes than individual MAbs; at the same time, their characteristics can be more efficiently controlled
than those of polyclonal antibodies. The main goal of this study was to evaluate the binding characteris-
tics of six biclonal equimolar preparations ( BEP) of tetanus toxin (TeNT)-specific MAbs and to investigate
how the MAb combination influences the BEPs' protective capacity. We show that a combination of TeNT-

i:‘:‘i:ﬁ; specific MAbs, which not only bind TeNT but also exert positive cooperative effects, results in a BEP with
1 . . . P . . - s oy

Cooperative effect superior binding characteristics and protective capacity, when compared with the individual component
Protection MAbs. Furthermore, we show that a MAb with only partial protective capacity but positive effects on the

Tetanus toxin

binding of the other BEP component can be used as a valuable constituent of the BEP.

@ 2018 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Tetanus is a severe and often fatal disease that can develop after
exposure to the tetanus toxin (TeNT),' a neurotoxin produced by
the anaerobic bacterium Clostridium tetani. Mandatory vaccination
against tetanus was introduced worldwide and was a crucial mea-
sure that led to a significant decline of cases during the second half
of the 20th century [1]. Nevertheless, the prevalence of the disease is
not negligible, particularly in the developing world [2]. Tetanus cases
are mostly reported in elderly patients, as immunity to tetanus dis-
appears gradually over time [3]. In addition, tetanus outbreaks
related to injuries seen during natural disasters such as earthquakes
and tsunamis have been documented by the WHO [4].

TeNT intoxications can be efficiently treated with various poly-
clonal antibody (PoAb)*-based therapies [4,5]. The WHO recom-
mends treatment with human immunoglobulin preparations [6].
However, polyclonal preparations of animal origin, consisting of
TeNT-binding (F(ab),) fragments, are still used when human-

* Corresponding author,

E-mail address: mstojanovic@torlak.rs (M. Stojanovic).
! TeNT - tetanus toxin,
? PoAbs - polyclonal antibodies.

hitps://doi.org/10.1016/j.vaccine.2018.05.058
0264-410X/@ 2018 Elsevier Led. All rights reserved.

derived preparations are not available. The manufacture and use of
animal-derived therapeutic products has several problems: (i) a long
immunization procedure, (ii) batch-to-batch variation in the thera-
peutic efficacy [7], (iii) potential patient hypersensitivity, and (iv)
the risk of acquiring certain zoonosis [8]. In contrast, human-
derived products significantly reduce the risk of reactogenicity. They
also carry certain difficulties, such as a requirement for intensive
pathogen-focused control and a tedious large-scale production
process.

Currently, monoclonal antibodies (MAbs)® are considered the
reagent of choice for tetanus prevention/treatment [9]. It has already
been shown that a high affinity toward TeNT does not automatically
result in a protective effect against TeNT intoxication, since high
affinity is only one of the requirements [10-12]. To be considered
protective, an antibody must not only recognize TeNT with suffi-
ciently high affinity but also prevent the initial step in TeNT intoxi-
cation (i.e., the interaction of TeNT with gangliosides exposed on the
surface of neurons) [13]. This is in line with recommendations for
MAbs, which are expected to provide protection against botulinum
toxin, a molecule that closely resembles TeNT, both structurally

* MAb - monoconal antibody.
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Antibodies capable to neutralize tetanus toxin (TeNT) are key factors in protection against tetanus dis-
ease. Although antibody-based therapeutics for treatment of tetanus exist on the market its production is
tedious. Hence, the tetanus-specific antibodies preparation that could be easily produced in large scale
in vitro would be beneficial. Monoclonal antibodies (MAbs) are considered for a long time as a reagent of
choice, but the core drawback is how to select a MAb that would be safe in providing efficacious pro-
tection. In this study we have investigated the parameters crucial for a single MAb to be assigned as
protective. Eight murine MAbs were characterized in vitro for their reactivity toward TeNT and assessed
in vivo for protectiveness against TeNT intoxication. Correlation of in vitro and in vivo data has revealed
that in vitro selection of MAD that is protective in vivo could be performed by a combination of two
assays: the measurement of MAD affinity toward TeNT taking Ka 1 x 108 M~ as a threshold level, and the
evaluation of its capability to prevent TeNT-ganglioside interaction. Single MAb could be taken into
consideration as a potential therapeutic only if it has a capacity to completely inhibits TeNT-ganglioside

complex formation.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Mandatory vaccination against tetanus is introduced worldwide
and it was crucial for significant decline of tetanus cases during
second half of XX century (Atkinson et al., Eds, 2012). Incidence of
tetanus cases is low in developed countries. Tetanus cases are
mostly recorded in elder as the immunity to tetanus is not life-long
(Taylor, 2006), but there is still a high prevalence of the disease in
the developing world. WHO documented outbreaks of tetanus
related to injuries associated with natural disasters such as earth-
quakes and tsunamis (2010).

The tetanus disease appears upon intoxication by tetanus toxin
(TeNT), neurotoxin produced by anaerobic bacteria Clostridium
tetani. TeNT consists of two polypeptide chains, heavy (H; 100 kDa)
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and light (L; 50 kDa) chain, and bind to neurons via ganglioside-
binding sites located on C-terminal portion of H chain (Hc frag-
ment; Louch et al., 2002).

As for non-vaccinated/partially protected subjects, when there
is suspicion on TeNT intoxication, various polyclonal antibodies-
based therapeutics are in use (WHO, 2010; Hassel, 2013).
Although current WHO recommendation (2010) is to use human
immunoglobulin preparations in non-immunized or incompletely
immunized patients, equine antitoxin, e.g. polyclonal TeNT-
binding fragments (F(ab),) prepared from sera of horses immu-
nized with adjuvanted tetanus toxoid (TTd), is still in use when
human derived antibodies preparations are not available. Two
types of human tetanus-specific antibodies preparations exist on
market (Atkinson et al., Eds, 2012): (i) human tetanus immuno-
globulins (TIG) prepared from the plasma of healthy volunteers
specifically immunized against tetanus, and (ii) polyvalent im-
munoglobulins for intravenous administration (IVIG). The pro-
duction and use of animal derived therapeutics are connected
with several obstacles that limit their use: 1) long immunization
procedure, 2) batch-to-batch variation in the therapeutic efficacy,
3) potential hypersensitivity of recipient and 4) the risk of
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acquiring certain zoonosis (Committee for proprietary medicinal
products, 2002). The use of human derived products signifi-
cantly reduces the risk of recipient's reactogenicity but is also
facing difficulties — it requires intensive pathogen-focused control
and their production in large quantities is tedious.

Taking all aforementioned into consideration, it is clear that
there is a need for highly tetanus-specific antibodies preparation
that could be easily produced in large scale in vitro. Monoclonal
antibodies (MAbs) could be a reagent of choice, but the drawback is
how to select MAb(s) that would be safe in providing efficacious
protection. Nowadays available data clearly demonstrate that the
ability of a single MADb to bind TeNT does not necessarily mean that
this MAb protects from tetanus intoxication (Lang et al., 1993). It
has been shown that MAbs specific for epitopes located in various
parts of TeNT could be protective (Matsuda et al., 1992; Scott et al.,
2010; Vilk et al., 1984) but the blocking of TeNT interaction with
neurons seems to be a crucial moment for tetanus disease pre-
vention (Quazi et al., 2006). However, the binding of MAb to
ganglioside-binding area in Hc, which is the part of TeNT respon-
sible for the very first contact with neurons, obviously does not
ensure protection and vice versa (German-Fattal et al., 1987).

According to the literature, there is no described in vitro system
or defined parameters that could be used for prediction of protec-
tiveness of anti-TeNT antibodies. Animal experiments are still
mandatory for clear confirmation of protective potential of anti-
TeNT antibodies. Yet, in vivo assessment of protective potential of
each particular TeNT-specific antibody is tedious and raises ethical
concern as these experiments require large numbers of animals.

The aim of our study was to investigate, which parameters are
crucial for a single MADb to be assigned as a protective. Eight murine
anti-TeNT MAbs were characterized in details for their reactivity
toward TeNT and assessed in murine model system for protec-
tiveness against TeNT intoxication. Definition of parameters useful
for prediction of protective capacity against tetanus was made upon
correlation of in vitro and in vivo results. The selection of predictive
in vitro parameters could have an impact on fast anti-tetanus an-
tibodies production and would be beneficial for animal use
reduction and refinement in tetanus experiments.

2. Material and methods
2.1. Experimental animals

Ten weeks old Swiss white mice were used in the experiments.
All animal experiments conformed to the Serbian laws and Euro-
pean regulations on animal welfare and were approved by the
committee section at the Institute of Virology, Vaccines and Sera —
Torlak and by the Ethics Committee for the Welfare of Experimental
Animals of Republic Serbia (Approval No. 011-00-00510/2011-05/5).

2.2. Anti-TeNT monoclonal antibodies

Eight murine TeNT-specific MAbs that are produced by hybrid-
oma cells and belong to the same IgG subclass, IgG1 (Seatovic et al.,
2004) were used in the experiments. MADbs are assigned as MAb26,
MAb33, MAb39, MAb41, MAb42, MAb51, MAb62, and MAb71. By
selection of MAbs belonging to the same IgG subclass we try to
avoid dissimilar influences of Fc-mediated mechanisms and to
ensure that the differences in protection against TeNT intoxication
could be ascribed only to specificity of MAb's interaction with TeNT.
As an additional criterion, the selected MAbs did not possess
extremely high affinity toward TeNT as we wanted to be able to
catch the threshold values of affinity required for protection.

Specific hybridomas were cultivated in disposable two-
compartment bioreactors CELLine CL 350 (Integra Bioscience AG,

Zizers, Switzerland). MAbs were purified from corresponding su-
pernatant by affinity chromatography on HiTrap Protein G column
(Pharmacia, Uppsala, Sweden).

2.3. Antigens

TeNT used in ELISAs and Western blot analysis was purified by
hydrophobic chromatography from a supernatant of C. tetani cul-
ture. Supernatant is obtained by culture filtration trough filter
having 0.2 um wide pores as a part of standard manufacturing
process of TTd at Institute of Virology, Vaccine and Sera — Torlak,
Belgrade, Serbia. The applied purification procedure was the same
as the one originally used for purification of TTd (described by
Stojicevic et al, 2011). Briefly, column packed with Phenyl/
Sepharose (HiTrap Phenyl HP column, 5 ml, GE Healthcare) was
equilibrated in 0.5 M (NH4);SO4/3 M NaCl/0.02 M Na-phosphate
buffer, pH 7.6. Supernatant of C. tetani, which contained 0.5 M
(NH4)2S04 and 3 M NaCl was loaded on the column. After removal
of unbound/weakly bound proteins (column washing with 3 M
NaCl/0.02 M Na-phosphate buffer, pH 7.6), TeNT is eluted by 0.02 M
Na-phosphate buffer, pH 7.6. The purity of the obtained TeNT is
checked by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis (SDS-PAGE, Suppl. 1).

2.4. Western blot analysis

Reactivity of selected MAbs toward TeNT's L and H chain was
tested by Western blot. TeNT was resolved by reducing SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) on 9% separating gel,
with 4% stacking gels (Mini Protean Il System, Bio-Rad, USA). The
proteins were transferred to 0.2 pm nitrocellulose membrane (NC2,
Serva) for 1 h at 1-1.5 mA/cm? (Multiphor II System, LKB, Sweden)
in buffer containing 25 mM Tris (Serva), 193 mM glycine (Sigma),
and 15% methanol (Fluka). To prevent non-specific antibody bind-
ing, the membranes were incubated with blocking buffer, 3% BSA
(Sigma) in PBS, for 2 h. Saturated membranes were incubated in
solution of biotin-labeled MAbs (diluted in blocking buffer, 10 pg/
ml) for 1 h at room temperature (RT). Then, membranes were
incubated with extrAvidin—alkaline phosphatase (Sigma) diluted
according to the manufacturer's instruction. The membranes were
washed four times with 0.05% Tween 20 (Sigma)/PBS after the in-
cubations. The antibody binding was visualized by exposure
to 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium
(BCIP/NBT; Sigma).

2.5. Determination of TTd/TeNT MAbs half-life in serum

To evaluate half-life (t1/2) of selected MAbs in circulation, MAb/
PBS solutions were administered to the mice (5 mice for each MAb)
via tail vein (i.v.) and MADbs presence in mouse sera was followed for
7 days. To avoid the influence of initial concentration to the t1/2 in
serum (Mould and Sweeney, 2007), all MAbs were administered in
the same concentration (50 pg MADb in 100 pl per mice). As the
reactivity of IgG toward TeNT in sera collected prior to the treat-
ment was negligible, the reactivity toward TeNT in sera samples
collected upon the treatment is ascribed to the injected MADb. First
blood sample was taken 8 h upon MAb administration and
considered as the one having maximal MAb concentration (deter-
mined by previous experiments (Inic-Kanada et al., 2009a)).
Further collection of blood samples was performed for next 7 days
in 24 h intervals, taking the administration time as O h.

A particular MAb was detected in sera samples collected at
defined time points by the ELISA-based method. Briefly, the mi-
crotiter plate (MaxiSorp, Nunc) was coated with TeNT at a con-
centration of 1 pg/ml (50 pl/well, at 4 °C overnight). After blocking
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with 1% BSA/PBS (2 h at RT), samples (sera diluted 1:100 in 1%
BSA/PBS) were added into the wells (50 pl/well, 1 h at RT). Biotin-
labeled anti-mouse IgG was used for detection of bound anti-
bodies and extrAvidin-peroxidase/OPD (Sigma Aldrich) was used
for the visualization (A492/620 recorded). t1/2 for particular MAb
was determined by taking the assumption that the binding to
TeNT detected by ELISA was directly proportional to the concen-
tration of MAb in serum. MAD binding (A492/620) recorded in sera
collected 8 h upon i.v. treatment was assigned as “initial binding”
and taken as proportional to the maximal MAb concentration in
the sera (100%). Relative MAb concentration (expressed as a per-
centage of corresponding maximal MAb concentration) in sub-
sequently collected samples was calculated as: relative MAb
concentration = 100 x Agg9y/620/"initial binding”. Time dependent
changes in relative MAb concentration were evaluated for each
individual mouse and the mean percentages of initial binding at
defined time points were calculated. t1/2 is determined upon
sigmoidal dose response fitting of points within a plot relative
MAD concentration = f{time).

2.6. Anti-TeNT MAbs affinity constant determination using ELISA

Determination of MAbs affinity constant (Ka) was performed by
using the ELISA based method. Slightly modified procedure
described by Friguet et al. (1985) was applied. Briefly, ELISA plate
(MaxiSorp, Nunc) was coated (50 pl/well) with TeNT (1 pg/ml PBS)
by overnight adsorption at 4 °C. A 1% BSA/PBS solution was used for
blocking non-specific binding for 2 h at RT. The saturation, as well
as each subsequent ELISA step, was followed by washing with 0.05%
Tween 20/PBS (4 x 200 pl/well). Each of selected MAbs (in final
concentration 1 pg/ml) was mixed with TeNT (final concentration
range from 3 to 30 pg/ml) and incubated for 1 h at RT. Then, TeNT/
MAD mixtures were added to the plate and incubated for 1 h at RT.
After washing procedure, biotin-labeled anti-mouse IgG was added
to the wells (incubation 1 h at RT). The system extrAvidin-
peroxidase/OPD (Sigma Aldrich) was used for the “visualization”
of MADb binding to adsorbed TeNT. The reaction was stopped by an
addition of 2 M H,SO4 (50 ul/well) and the absorbance was read at
492/620 nm (As92/620)- Ka for particular MAb—TeNT binding was
determined by Scatchard analysis modified according to Stevens
(1987).

MAD concentration used for Ka determination (1 pug/ml) was
selected from binding curves constructed for each particular MAb
(Aag2/620 = f(MAD concentration) by ELISA where the amount of the
adsorbed TeNT was the same as for Ka determination). At binding
curves, we were looking for the concentration from the upper part
of linear range (in order to be above ELISA's limit of detection),
which would be equal or lower than the expected value of disso-
ciation constant (1/Ka; Friguet et al., 1985).

2.7. Association rate constant (k,,) determination

ELISA plates (MaxiSorp, Nunc) were coated with TeNT (1 pug/ml in
PBS, 50 pl/well) by overnight adsorption at 4 °C. A 1% BSA/PBS so-
lution was used for blocking of non-specific binding (2 h at RT).
MADbs diluted in 1% BSA/PBS to the final concentration of 1 ug/ml
([MADb],) were added in 2 min intervals (50 pl/well) and allow to
bind maximally for 14 min at RT. Bound MAbs were detected by
biotin-labeled anti-mouse IgG (Sigma Aldrich) diluted in 1% BSA/PBS
according to the manufacturer's instruction (50 pl/well, incubation
1 h at RT). Each incubation step was followed by washing with 0.05%
Tween 20/PBS (4 x 200 pl/well). ExtrAvidin-peroxidase/OPD (Sigma
Aldrich) system was used for visualization and Asgz/620 recording.

Each MADb, in concentration ranging from 0.5 to O pg/ml (double
serial dilution), was coated directly onto MaxiSorp (Nunc)

microplate and, upon saturation, detected simultaneously in a
same way as MAb bound to TeNT-coated plate. Recorded A492/620
values were used for creation of standard curve. Actually, amount of
specific MAb bound to TeNT upon defined incubation period
([bound MAD]) was determined from standard curve made, while
amount of MAb remains free in solution (unbound MADb) was
calculated as [MAb],-[bound MAb].

Taking formation of TeNT—MAb complex as a second order re-
action where concentration of both reagents are equal, association
rate constant (ko) was determined for each particular MAb upon
linearization of data points in time vs. 1/[unbound MADb].

2.8. Positioning of selected MADb's epitops with respect to the TeNT's
ganglioside-binding site

Position of MAb's epitope with respect to TeNT's ganglioside-
binding site was evaluated according to the percentage of specific
MAD bound to the TeNT adsorbed directly to the microplate (TeNT
system; random orientation of TeNT molecules assumed) and the
ones reacted with TeNT bound to the microplates previously coated
with Gp1p ganglioside (TeNT/Gp1p system; same orientation of TeNT
molecules dictated by their interaction with Gpj, assumed). MAbs
were tested in following ELISA-based assays:

1. TeNT system — ELISA plates (MaxiSorp, Nunc) were coated with
TeNT (0.7 pg/ml in PBS, 50 pl/well) by overnight adsorption at
4°C. A 1% BSA/PBS solution was used for blocking of non-specific
binding (2 h at RT). The saturation was followed by washing
with 0.05% Tween 20/PBS (4 x 200 pl/well).

2. TeNT/Gp1p system — ELISA plates (PolySorp, Nunc, Roskilde,
Denmark) were coated with Gpip (SigmaAldrich; 10 pg/ml in
ethanol, 50 ul/well) by overnight evaporation at RT. Then plates
were blocked with 1% BSA/PBS for 2 h at RT. Wells coated only
with 1% BSA/PBS (in previous step only 50 pul of ethanol per well
was added) were also included as a control for non-specific TeNT
adsorption. The saturation was followed by washing with PBS
(4 x 200 pl/well). In the next step, TeNT was added (25 pg/ml in
1% BSA/PBS, 50 pl/well), and plates were incubated for 1 h at RT.
Unbound TeNT was washed-out by 0.05% Tween 20/PBS
(4 x 200 plfwell).

The concentration of TeNT in solutions used for the MaxiSorp
plates coating was selected according to the results of preliminary
performed experiments. TeNT/Gp1p System was primarily designed
and then TeNT system was adjusted to correspond to it. Namely, we
wanted to have the same amount of TeNT to be adsorbed in both
systems in order to be able to compare recorded MAbs bindings. For
estimation of the TeNT amount in mentioned systems equine
polyclonal anti-TeNT antibodies preparation (equine tetanus anti-
toxin; Institut of Virology, Vaccine and Sera — Torlak, Belgrade,
Serbia) was used. We assumed that equine polyclonal anti-TeNT
antibodies preparation contains particular MAb specific for a
defined epitop in sufficiently low amount to not hamper detection
of TeNT. In parallel to preparation of TeNT/Gpip System as it is
described above (ganglioside adsorption onto PolySorp plate,
saturation, TeNT binding), MaxiSorp plate was loaded with solu-
tions containing TeNT in various concentration (50 pl/well) and
treated as it is described for TeNT system (left over night at 4 °C,
saturated). Both plates are treated simultaneously by equine
tetanus antitoxin, biotin labeled anti-equine IgG and extAvidine/
peroxidase/OPD. Amount of TeNT in TeNT/Gp1p System was esti-
mated from standard curve Asgy/620 = f (TeNT concentration) con-
structed from TeNT system (determined TeNT concentration 0.7 pg/
ml). The accuracy of our estimation was rechecked in assay where
MaxiSorp and PolySorp plates were prepared as it is described for



138 I. Luki¢ et al. / Toxicon 103 (2015) 135—144

TeNT/Gpip and TeNT systems and simultaneously developed by
equine tetanus antitoxin, biotin labeled anti-equine IgG and
extAvidine-peroxidase/OPD (the same Asg/620 values were recor-
ded in both systems).

The following steps were the same for both systems and were
performed simultaneously: (i) addition of MAbs diluted in 1% BSA/
PBS to the final concentration of 10 pg/ml (50 pl/well; incubation 1 h
at 37 °C), (ii) detection of bound MAbs by biotin-labeled anti-mouse
IgG (Sigma Aldrich) diluted in 1% BSA/PBS according to the manu-
facturer's instruction (50 ul/well, incubation 1 h at RT), (iii) addition
of extrAvidin-peroxidase (Sigma Aldrich) diluted in 1% BSA/PBS
according to manufacturer's instruction (50 pl/well, incubation 1 h
at RT), (iv) addition of OPD-containing solution (incubation 15 min
in dark at RT), (v) reaction ending by the addition of 2 M H,SO4
(50 pljwell) and (vi) A492/620 recording. Steps (i) — (iii) were followed
by washing with 0.05% Tween 20/PBS (4 x 200 pl/well).

A concentration of 10 ug/ml MAD i.e. the use of MADb in rather
high concentration was chosen arbitrary in order to be able to
detect if there were any binding in TeNT/Gp1p system.

2.9. Inhibition of TeNT binding to Gpip

PolySorp ELISA plate (Nunc) was coated with Gpyp and saturated
with BSA in a same way as in TeNT/Gp1p, system (see section 2.8).
TeNT (25 pg/ml) alone or mixed with specified MAb (10 pg/ml)
were pre-incubated for 1 h at RT and added to microplate (50 pl/
well, 1 h, RT). The amount of bound TeNT was determined by means
of equine tetanus antitoxin (Institut of Virology, Vaccine and Sera —
Torlak) and biotin-labeled anti-horse IgG (Sigma Aldrich), appro-
priately diluted in 1% BSA/PBS. Both incubations lasted for 1 h, were
carried out at RT and were followed by washing with 0.05% Tween
20/PBS (4 x 200 pl/well). ExtrAvidin-peroxidase/OPD system
(Sigma Aldrich) was used for visualization. Percentage of inhibition
of TeNT binding to Gpip by specified MAb was calculated from
recorded A49/620 values, taking the one recorded in wells incubated
with TeNT alone as 100% binding.

2.10. Protective effects of anti-TTd/TeNT MAbs in vivo

Protective capacity of selected MAbs was evaluated in vivo. Two
set of experiments were performed. The experiments were orga-
nized as double-blind study.

The day of TeNT injection was assigned as day O in both set of
experiments. The animals were observed on a daily basis for the
next 15 days. The severity in the systemic tetanus with mice that
were alive at the moment of observation was graded as follows: 0 -
no symptoms of tetanus, 1 — slight stiffness visible only when
mouse suspended by tail, 2 — obvious limping, but limb is still used
in walking, 3 — obvious limping, limbs still movable but not func-
tional, 4 — extensive stiffness including rigid limbs. Mice that were
found dead at the moment of observation got grade 5. In addition,
mice having the pathology score 4 at the observation day were
euthanized and, recorded for the next day as the one with pa-
thology score 5.

2.10.1. Protectiveness of selected MAbs applied together with TeNT
Mice (10 mice per group) were treated intraperitoneally (i.p.)
with 0.5 ml of solution containing:

- 2LDs5g TeNT in PBS (group 1)

- 2LDs5g TeNT + 10 pg of particular MAb in PBS (groups 2 to 9
assigned as TeNT/MAb26, TeNT/MADb33, TeNT/MAb39, TeNT/
MAb41, TeNT/MAb42, TeNT/MAb51, TeNT/MAb62 and TeNT/
MAb71)

- PBS alone (group 10 — age-matched normal control group).

All solutions were incubated for 1 h at RT prior injection.

2.10.2. Protectiveness of MAbs applied upon TeNT challenge

MADs that provided any protection in previous experiment were
further examined for protectiveness when they are applied upon
TeNT challenge. Mice were treated i.p. with 0.5 ml of solution
containing 2LD5¢TeNT in PBS and 2 h, 6 h or 24 h later received
10 pg of MAb33, MAb39, MAb51 or MAb71. Post-challenge appli-
cation of selected MAbs was performed via tail vein (10 pg MAbs in
100 pl PBS). Mice were grouped (8—10 mice per group) according to
the timing of MAb application and MAb used for the treatment.
Group of mice that were treated i.p. with 2LD5p TeNT in 0.5 ml PBS
only and group of non-treated age-matched mice were included in
the test as control groups.

2.11. Statistical analysis

Statistical significance of the differences recorded among
experimental groups was evaluated by T-test (2-tailed) taking a
probability (P) value of 0.05 as the limit of significance (software:
ORIGIN 8.0). The correlation between variables was evaluated by
Pearson's bivariate correlation analysis where Pearson's correla-
tion coefficients (Pcc) were determined (software: IBM SPSS
Statistics 20).

3. Results
3.1. Selected MAbs bound epitopes in both H and L chains of TeNT

In our previous work reactivity toward TeNT and TTd has been
confirmed for majority of selected MAbs (Inic-Kanada et al., 2009b;
Seatovic et al., 2004). Western blot analysis performed upon SDS-
electrophoresis of TeNT revealed that selected MAbs, except for
MADb42, could have bound various linear epitopes. MAb51 bound
only to L chain, while the MAb26, MAb33, MAb39, MAb41, MAb62
and MADb71 seemed promiscuous as they recognized epitopes
located both in L and H chains (Fig. 1). For MAb41 and MAb62 bands
corresponding their binding to H and L chains were of the similar

[ H chain

[——— L chain

26 33 39 41 42 51 6271 nc

Fig. 1. Western blot analysis of reactivity of MAb26, MAb33, MAb39, MAb41, MAb42,
MAb51, MAb62, and MAb71 toward H and L chain of TeNT. TeNT was resolved on 9%
polyacrylamide gel by SDS-PAGE under reducing conditions.
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intensity, while in case of MAb26, MAb33, MAb39, and MAb71, the
binding to TeNT's H chain was more intensive than the binding to L
chain.

3.2. Selected anti-TeNT MAbs have similar half-life in circulation

The serum t1/2 of selected MAbs was determined indirectly by
following the time-dependant changes in the level of TeNT-specific
IgG in serum of mice treated by solution containing one of selected
MAbs. We assumed that all IgG reactivity toward TeNT in sera
samples collected upon the treatment could be ascribed to the
injected MAD as the TeNT-specific reactivity of sera collected prior
to the treatment was negligible. Time-dependant reductions in
MAD sera concentration, reflected by decline in IgG binding to TeNT,
are presented at Fig. 2. It was determined upon sigmoidal fitting of
data points (R > 0.96) that initial, maximal, concentration of each
particular MAb has been reduced by half around day 4. The mutual
comparisons of the MAb's percentages of initial binding at defined
time point showed no significant differences (P > 0.01).

3.3. High range of affinities of selected MAbs towards TeNT

Ka for each particular MAb—TeNT interaction, determined by
Scatchard analysis modified according to Stevens (1987), is pre-
sented in Table 1. The affinities of selected MAbs to TeNT could be
placed in following order: MAb33 > MAb51 = MAb42 > MADb62 =
MAb71 > MAb39 = MAb41 > MAb26.

Beside stability of MAb—TeNT complex that is reflected by Ka,
the rate of complex forming could also be important in protection.
Hence, ko, for each particular MAb—TeNT pair was also deter-
mined (Table 1). The obtained results showed that MAb33 and
MAb51 bound TeNT significantly faster (P < 0.05) than other

0 MAD26 (——)
100 o MADB33 (- )
A MAD39 ( )
~ v MAD41 (-~ )
% 801 = MADb42 ( )
s e MAD51 ( )
£ e A MADbG2 ( )
5 v MADb71 ( )
S °
8
o 40
<
=
[0
2 204
©
®
04
P>0.01
1 2 3 4 5 6 7

time (day)

Fig. 2. Time-dependent changes in the binding of TeNT-specific IgG in sera of mice
treated via i.v. route by specific MAb/PBS solution (50 pg MAb/mice). As the reactivity
of IgG toward TeNT in sera collected prior to the treatment was negligible, all IgG
reactivity toward TeNT in sera samples collected upon the treatment is ascribed to the
injected MAb. The binding of injected MAb to TeNT-coated microplates at defined
time-point is determined in individual sera (n = 5 mice/group). For each mouse, MAb
binding recorded in sera collected 8 h upon i.v. treatment was taken as proportional to
the maximal MAb concentration in the sera (100%). MADb binding recorded in subse-
quently collected sera samples is considered as proportional to the relative MAb
concentration (expressed as a % of the maximal one) in the sample. Mean relative MAb
concentrations at defined time-points (SE < 10%) and corresponding curves obtained
by sigmoidal dose response fitting are presented (R > 0.96); statistical significance
among curves determined by paired T-test.

Table 1
Affinities (Ka) and association rate constants (k,,) of selected MAbs toward tetanus
toxin.

Ka*? kon”

(x108 M 1) R? (x10* M~ 1s71) R?
MAb26 04 +0.2 >0.91 11202 >0.96
MAb33 3.7 +02 >0.95 118 + 8 >0.98
MAb39 09 +0.1 >0.96 478 +0.8 >0.97
MAb41 0.7 +0.1 >0.93 463 + 1.1 >0.96
MAb42 21+05 >0.94 55.6 + 0.9 >0.96
MAb51 24+ 04 >0.95 185 + 16 >0.96
MAb62 1.9+ 04 >0.96 20.7 + 0.8 >0.97
MADb71 1.8+ 06 >0.94 17.1+£0.5 >0.98

@ Ka calculated by Scatchard method modified according to Stevens (1987).
b Mean =+ S.E. of three independently performed measurements are listed.

selected MAbs (kon(MADb33) = 118 + 0.08 x 10° M ls
kon(MAb51) = 1.85 + 0.16 x 10°> M~ s~ 1),

3.4. Selected MAbs differs in prevention of TeNT-Gpyp interaction

In order to position the epitope of particular MAb to TeNT's
ganglioside-binding site, binding of selected MAbs to TeNT-Gp1p
complex was analyzed. The hypothesis was that binding to the
epitope located in, overlapping with, or in close proximity to the
ganglioside-binding site could be impaired by TeNT-Gp1p complex
formation. Actually, we compared binding characteristics of
selected MAbs (i) to TeNT complexed with Gpip and (ii) to the same
amount of TeNT adsorbed directly onto microplate. It was shown in
a preliminary experiment that selected MAbs did not interact with
Gp1p (data not shown). TeNT-Gp1p, interaction impaired to different
extent binding of selected MAbs to TeNT (Fig. 3A). Formation of
TeNT-Gpip complex exerted the lowest impact on MAb42's and
MADG62's binding to TeNT while bindings of MAb33 and MAb39
were almost completely impaired (reduced to < 5% of binding to
TeNT).

The analysis if these eight selected MAbs were able to inhibit
binding of TeNT to ganglioside molecules, presented in Fig. 3B,
showed that pre-incubation of TeNT with MAb41 or MAb51 resul-
ted in almost complete inhibition of its binding to Gpip while
MADb42 and MAb62 were not able to inhibit TeNT-Gp1p, interaction.

Pearson's bivariate correlation analysis confirmed negative cor-
relation between the capability of selected MAbs to inhibit binding
of TeNT to Gp1p and their binding to TeNT adsorbed onto microplate
pre-coated with Gpip, i.e. Gpip-TeNT complex (Pcc = —0.679,
P = 0.035 for 1-tailed analysis). In addition, in the presented
experimental settings neither capability of MAbs to inhibit binding
of TeNT to Gpip nor their interaction with Gpip,-TeNT complex
correlated significantly to the affinity towards TeNT (Pcc = —0.007,
P = 0988 and Pcc = —0.086, P = 0.839, respectively) or ko
(Pcc = 0.586, P = 0.127 and Pcc = —0.468, P = 0.243, respectively).

3.5. Four out of eight selected MAbs, applied together with TeNT,
exert a protective capacity

Follow-up of tetanus-related pathology in mice treated i.p. with
lethal dose of TeNT mixed with one of the eight selected MAbs,
showed that MAb33, MAb39, MAb51 and MAb71 had protective
capacity (Fig. 4).

MAb26, MAb41, MAb42, and MAb62 exerted only a weak po-
tential to initially ameliorate symptoms of tetanus (Fig. 4). At the
very beginning of the post-challenge follow-up period, the pa-
thology scores were transitionally better in mice treated with TeNT
pre-incubated with these MAbs comparing to the mice treated with
TeNT alone (Fig. 4). However, the initially observed beneficial
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Fig. 3. Binding of the selected MAbs to TeNT adsorbed onto ganglioside Gp1p, (A) and its
potential to inhibit binding of TeNT to Gpq, (B). In plot A results are presented as a
percentage of specific MAb binding to the same amount of TeNT directly adsorbed on
the microtiter plate (100% binding) while plot B represent percentages of TeNT bound
to Gpip upon 1 h long incubation with specified MAb (binding of TeNT incubated under
the same condition without any MAb was taken as 100%). Samples are assessed in
triplicates and results presented as mean + SE.

effects faded away, and pathology scores after 4th day did not differ
significantly from the ones recorded in the group treated with TeNT
alone. All animals treated with TeNT/MAb26, TeNT/MAb41, TeNT/
MAD42 and TeNT/MAb62 mixtures died after the treatment (until
day 5).

Regarding MAbs that exerted some protective potential, ob-
tained results implied on MAb51 as superior (Fig. 4). At the very
beginning of the follow-up period (first 5 days), mean pathology
scores recorded in TeNT/MADb33 group were significantly better
than the ones recorded for TeNT/MADb51 treated mice (P = 0.039).
However, only in TeNT/MADb51 group all mice survived two-week
long follow up period (survival rate 100%). Moreover, all TeNT/
MADb51-treated mice were completely recovered on day 6. In
TeNT/MAb33, TeNT/MAb39, and TeNT/MAb71 groups survival
rates were 80%, 80% and 60%, respectively (Fig. 5A, white bars). In
these groups, mice went dead between day 5 and day 8. The rest of
the mice in TeNT/MAb33 (Fig. 5B, doted line) and TeNT/MAb39
(Fig. 5D, doted line) groups completely recovered during follow up
period while in TeNT/MAb71 group 2 out of 6 alive mice still had

—— TeNT
—O— TeNT/MAb26 —O— TeNT/MAb33 —— TeNT/MAb39 —7— TeNT/MAb41
—&— TeNT/MAb42 —@— TeNT/MAb51 —A— TeNT/MAb62 —w— TeNT/MAb71

pathology score

— LI L R B LA |
0 2 4 6 8 10 12 14

time (day)

Fig. 4. Pathology scores in mice treated with lethal dose of TeNT (2LDsg) alone or
mixed with TeNT-specific MADb (10 pg). Mean pathology scores were calculated for all
mice in the group (euthanized mice were recorded with pathology score 5 till the end
of follow up period Day of treatment is assigned as day 0. Mice (10 per group) were
monitored for 15 days and mean pathology scores + S.E. at defined time points are
presented. The severity in the systemic tetanus was graded as follows: 0 — no
symptoms of tetanus, 1 — slight stiffness visible only when mouse suspended by tail, 2
— obvious limping, but limb is still used in walking, 3 — obvious limping, limbs still
movable but not functional, 4 — extensive stiffness including rigid limbs, 5 — dead.

slight symptoms of tetanus (pathology score 1) by day 15 (Fig. 5E,
doted line).

Taking into account only mice that survived in vivo TeNT chal-
lenge (Fig. 5, plots B to E, doted lines), the worst clinical picture was
observed with TeNT/MAb71 treated mice during whole follow up
period (1st week: P < 0.0005 vs. MAb33/TeNT and MADb39/TeNT
groups, P < 0.05 vs. MAb51/TeNT; 2nd week: P < 0.005 vs. MAb33/
TeNT and MAb51/TeNT groups, P < 0.05 vs. MAb39/TeNT). During
the 2nd week of follow up period, clinical picture with TeNT/MAb33
treated mice that stayed alive was similar to those with TeNT/
MADb51, while recovery of TeNT/MAb39 mice was slower (P < 0.005).

3.6. Timing of MADb application significantly influences the severity
of clinical picture

In reality therapeutic is applied upon TeNT intoxication. In
order to mimic that situation we tested MAbs that provided any
protection when applied together with TeNT for protectiveness
when they are applied upon TeNT challenge. MAb33 (Fig. 5B) and
MADbS51 (Fig. 5D) were tested for protectiveness when they were
applied 2 h, 6 h and 24 h upon TeNT intoxication. With MAb39
(Fig. 5C) and MAb71 (Fig. 5E) 24 h post-challenge testing was not
performed as we had recorded survival rate less than 50% when
they were applied closer (6 h) to TeNT intoxication (Fig. 5A). The
obtained results show that prolongation of period between TeNT
intoxication and MAb administration positively correlates to both
decline in survival rate (Fig. 5A) and severity of clinical picture
with mice being alive at the moment of observation (Fig. 5B to E).
Comparison of mean pathology scores for mice being alive at the
moment of observation showed that the ones treated within
post-challenge period had more pronounced pathology
comparing to those treated with pre-incubated mixture of cor-
responding MAb and TeNT (paired T-test: pre-incubated MAb33
vs. all tested time points P < 0.000001; pre-incubated MAb39 vs.
all tested time points P < 0.000001; pre-incubated MAb51 vs. all
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Fig. 5. Survival rates (A) and pathology scores (B—E) recorded in mice i.p. treated with preincubated TeNT + anti-TeNT MAb mixture (2LDso TeNT + 10 pg MAD; doted lines) or i.p.
treated with 2LDso TeNT and 2 h, 6 h or 24 h later by i.v. administration of MAb (10 pg). Post—challenge time-dependant changes in mean pathology scores of MAb33- (B), MAb39-
(C), MAb51- (D) and MAb71-treated (E) mice are presented. Results are presented as mean pathology scores + S.E at defined time-point. Only mice being alive at the moment of
observation were taken into account for calculation of mean pathology scores presented in plots B — E. Day of treatment is assigned as day 0 and mice (8—10 per group) were
monitored for 15 days. The severity in the systemic tetanus was graded as follows: 0 — no symptoms of tetanus, 1 — slight stiffness visible only when mouse suspended by tail, 2 —
obvious limping, but limb is still used in walking, 3 — obvious limping, limbs still movable but not functional, 4 — extensive stiffness including rigid limbs, 5 — dead; black arrows

indicate days when mice dying occurred.

tested time points P < 0.00005; pre-incubated MAb71 vs. 2 h
P = 0.35, vs. 6 h P = 0.026). Furthermore, there were significant
differences in severity of pathology among groups treated with
MADb33 (paired T-test: 2 h vs. 6 h P = 0.0035, 2 h vs. 24 h
P < 0.000001, 6 h vs. 24 h P = 0.00004) and MAb51 (paired T-
test: 2hvs. 6 h P=0.0001,2 hvs.24 h P=0.00001,6 hvs. 24 h
P = 0.00026) upon TeNT intoxication.

3.7. Among MAbs with Ka in 108 M~range there is a good
correlation between their protective potential and the ability to
prevent TeNT-ganglioside interaction

Results obtained in vitro were correlated to survival rate recor-
ded in vivo in mice treated with pre-incubated mixture of specific
MADb and TeNT lethal dose. Survival rate was taken as a main
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criterion for estimation of particular MAb protectiveness. Summary
of the obtained results is presented on Fig.6. Comparison of the
values obtained in four in vitro tests for MAbs providing some
protection (MAb33, MADb39, MAb51 and MAb71) with those
recorded for MAbs that did not provide any protection (MAb26,
MAb41, MAb42 and MADbG62) reviled no statistically significant
difference.

Obtained results showed that protective MAbs recognize TeNT
withKa>1 x 108 M~ and kop > 1 x 10* M~ s~ and could reduce
its binding to Gp1p, for >50% (Fig.6). Correlation analysis for MAbs
grouped according to the criterion Ka > 1 x 108 M~ (MAb26 and
MAb41 excluded from the analysis) reviled that survival rate
significantly correlates to binding to Gpip-TeNT complex (negative
correlation, Pcc = —0.883, P = 0.020) and capability of MAb to
prevent formation of TeNT-Gpip, complex (positive correlation,
Pcc = 0.972, P = 0.028). In addition, for protection by antibodies
having Ka > 1 x 108 M~! their ability to prevent TeNT-ganglioside
interaction is more important than affinity per se (survival rate vs.
Ka Pcc = 0.426, P = 0.574). Grouping of tested MAbs according to
others mentioned criteria (kon > 1 x 10* M~ s~1, MADb26 excluded;
reduction of TeNT to Gp1p for > 50%, MAb26, MAb42 and MAb62
excluded) did not reveal any significant correlation between sur-
vival rate and values recorded in in vitro testing.

4. Discussion

We evaluated binding characteristics of eight murine MAbs to
TeNT, and their protective potential in vivo. Our results strongly
imply that both characteristics: the affinity toward TeNT and the
ability to prevent TeNT-ganglioside interaction are important for a
single MADb to be protective in vivo.

Although all selected MAbs belong to murine IgG1 subclass
(Seatovic et al., 2004) slight differences in their protein sequences
as well as glycosylation pattern could affect their effector potential
(Ackerman et al., 2013; Jefferis, 2009), as well as serum half-life
(Hinton et al., 2006; Wang et al., 2008, 2011). Half-life of a single
MAD in circulation represents an important pharmacokinetic
parameter as it reflects time-dependent changes in effective MAb
concentration and thus directly influences its therapeutic effec-
tiveness (Wang et al., 2008). In our experimental setting this could
not be explanation for significant differences in protective potential
of selected MADbs as we showed that all selected MAbs have similar
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half-life in circulation.

Further research was focused on MAb—TeNT interaction. The
attention was paid on the affinity of selected MAbs and fine epitope
specificity as key factors determining efficacy of MAb-based ther-
apeutics (Igawa et al., 2011). Regarding protection against tetanus,
available data imply that key players are TeNT-specific neutralizing
antibodies (Aggerbeck et al., 1996) and that their ability to prevent
TeNT binding to the neurons, a first step in TeNT intoxication, could
be of high importance.

Although all of the selected MAbs bind TeNT with the affinity
that allows TeNT neutralization in solution we clearly showed that
the chosen MAbs possessed significantly different protective ca-
pacities. Recorded survival rate in mice treated with TeNT pre-
incubated with MAb42 and MAb62 showed that high affinity per
se did not mean that such MAb was protective. On the other hand,
the comparison of the survival rate with TeNT/MAb41 and TeNT/
MADb51 treated mice indicated that the affinity factor could also be
taken into account. MAb41 and MAb51 have one order of magni-
tude difference in Ka, but both MAbs are able to completely inhibit
in vitro TeNT binding to Gp1p, when sufficient time was allowed for
their interaction with TeNT. However, in in vivo conditions where
exist 1) a balance between TeNT binding to a particular MAb and to
ganglioside-containing receptor complex, and 2) the receptor
mediated TeNT internalization that favorites TeNT binding to the
neurons, MAb51 was a superior antibody.

Gangliosides of Gip series are shown as important for TeNT
binding to neurons (Chen et al., 2009; Montecucco et al., 1988).
Several studies have already shown that Hc fragment of TeNT was
successively used for the induction of protective immune response
in animals (Yu et al., 2011) and that preservation of ganglioside-
binding site within Hc positively correlates with its potential to
evoke the protective immune response (Quazi et al., 2006). In
addition, MAbs directed towards ganglioside-binding sites have
been shown as effective in protection against tetanus (Fitzsimmons
et al., 2000; Quazi et al., 2006). These MAbs exert protective effect
by masking TeNT's ganglioside-binding sites, which blocks toxin
binding and subsequent entry into target cells. Binding of selected
MADbs' to TeNT adsorbed onto Gpip imply that target epitopes of
MADb33 and MAD39 lie in very close proximity to the ganglioside-
binding site(s) while epitopes of MAb42 and MADbG62 are located
further away on TeNT molecule. Formation of Gpi,-TeNT complex
also resulted in steric hindrances for binding of MAb26, MAb41,
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Fig. 6. Correlations of survival rates recorded in mice treated with pre-incubated MAb/TeNT mixtures and bindings to Gpip + TeNT complex (A), abilities to prevent Gpq,-TeNT
interaction (B), MAbs' affinities towards TeNT (C) and TeNT association rate constants (D). Results of Pearson's bivariate correlation analysis performed for all MAbs are indicated in
lower right corner of the plots. Results of the analysis performed for MAbs that provided any protection (open symbols) are also indicated on the plot. Statistical significance of

correlation "P < 0.05.
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MADb51 and MAb71 but they were less pronounced than with
MAD33 and MADb39. However, taking only steric factors into ac-
count, the total inhibition of TeNT-ganglioside interaction upon
TeNT pre-incubation with MAb41 and MAb51 seem to contradict
their binding to solid-phase adsorbed TeNT-Gpip complex. How-
ever, in the case of MAbs binding to TeNT-Gp1p complex confor-
mational changes in TeNT upon its interaction with Gpqp could lead
to the generation of neo-epitopes (Steinem et al., 1997; Winter
et al.,, 1996). In addition, binding of TeNT to Gpip via one of its
two ganglioside-binding sites (Fotinou et al., 2001) could leave
enough room for MAb41 or MAb51 binding. On the other hand, in
the case of MAb—TeNT pre-incubation recorded inhibition could be
the sum of the steric hindrance and changes in 3D structure of
ganglioside-binding site due to MAb binding (Scott et al., 2010).

In light of MAb51 specificity to L chain of TeNT, the finding that
MAD51 was protective in vivo could seem unexpected. However, it
was already demonstrated by Vilk et al. (1984) that MAbs, which
could provide protection against tetanus target epitopes located all
over the TeNT molecule. In addition, Cheng et al. (2009) showed
that MADb directed to L chain of botulinum neurotoxin (toxin with
similar structure and mode of action as TeNT) inhibited entry of the
toxin into neuron and provided protection. Both cited cases imply
that literary masking of ganglioside-binding sites is not the only
way to prevent interaction of clostridial neurotoxin (including
TeNT) with the target cell. As exclusive reactivity of MAb51 with
denaturated L chain in Western blot does not exclude possibility
that in real conditions, where native TeTN is available, MAb51 in-
teracts with a certain conformational epitop that could be apart of L
chain, two protective mechanisms proposed by Cheng et al. (2009)
could be applicable to MAb51: inhibition of toxin neutralization
due to the steric hindrance and enhanced toxin clearance by the
immune system because of the effective immunocomplex forma-
tion. In addition, binding of MAD to an epitope located distally from
the ganglioside-binding site could lead to the changes in TeNT's
tertiary structure (comprising the changes in conformation of
ganglioside-binding site) with the reduction of affinities toward
ganglioside as the final outcome (Scott et al., 2010). However, based
on our current data we are not able to draw a final conclusion,
which of the aforementioned mechanisms is predominant in the
case of MADb51.

Since only animals treated with TeNT mixed with MAbs having
Ka > 1 x 108 M~! survived (TeNT/MAb33, TeNT/MAb39, TeNT/
MAb51 and TeNT/MAb71 groups), we suggest that affinity of
MAb—TeNT interaction has to be the first criterion for a MAD to be
assigned as protective with cut-off value set at 1 x 108 M. Pear-
son's bivariate correlation analysis performed for MAbs having Ka
in 108 M~ range imply that further selection has to be made ac-
cording to the ability to prevent TeNT-ganglioside interaction. We
suggest the assessment of MAb's ability to prevent TeNT-Gpip
complex formation as a second discrimination assay and this is
based on: (i) the ability of MAb having Ka >1 x 108 M~ to prevent
formation of TeNT-Gp1p correlate with survival rate better than its
binding to TeNT-Gp1p complex, (ii) for MAbs that interact with an
epitope positioned distally from ganglioside-binding site but pre-
vent TeNT-Gp1p, complex formation by induction of conformational
changes encompassing ganglioside-binding site (Scott et al., 2010)
there is a high probability of binding to TeNT-Gp11, complex, and (iii)
prevention of TeNT-Gpjp, mimics more reliable mechanism
responsible for protection in vivo (Quazi et al., 2006). The proposed
selection criteria are in line with those proposed by Marks (2004)
for MAbs expected to provide protection against botulinum toxin.
Marks also pointed that MAb's affinity is crucial while precise target
epitope or even domain seems to be much less important (in his lab
it was later confirmed that MAD targeting non-Hc domain of bot-
ulinum toxin prevents its internalization, Cheng et al., 2009).

Our results also imply that higher association rate i.e. initially
faster binding of TeNT to MAbs that could inhibit its binding to re-
ceptor complex on neuron could be beneficial in protection against
tetanus. Significantly better clinical picture during the follow-up
period and higher survival rate in TeNT/MAb39 group comparing
to TeNT/MAb71 group, might be explained by higher ko, for
MADB39—TeNT interaction. These two MAbs possess similar ability to
prevent TeNT-Gp1p, interaction but MAb39 provided better protec-
tion in spite of the lower affinity. However, characteristics of MAbs
used in this study do not allow us to discuss with certainty on the
importance of k,, of MAb—TeNT interaction in protection against
TeNT.

In this paper we suggest the potential way to overcome the main
obstacle connected with anti-TeNT MAbs, e.g. how to identify MADb
of desired specificity/protectiveness, as this process is frequently
difficult, too expensive, and too time consuming. We find our
approach on how to select the protective MAb out of wide TeNT-
specific MAbs easy and potentially applicable not only for murine
MAbs produced by hybridoma technology but also for human and
humanized TeNT-binding fragments (Ab, Fab, F(ab),, scFv) obtained
by techniques based on recombinant technologies.

5. Conclusion

Selection of protective anti-TeNT antibody or TeNT-binding
fragments may be performed by in vitro testing by a combination
of two assays: (i) the measurement of MAD affinity toward TeNT
taking Ka 1 x 108 M~!as a threshold level and (ii) the evaluation of
its capability to prevent TeNT-ganglioside interaction. Correlations
between binding properties of eight selected MAbs and their pro-
tectiveness in vivo imply that for discrimination between protective
and non-protective anti-TeNT Abs, both parameters have to be
taken into consideration. High affinity binding of MAb to TeNT or its
specificity toward TeNT's ganglioside-binding site alone does not
necessary mean that it would be protective in vivo. Single MAb
could be regarded as a potential therapeutic only if able to
completely inhibit TeNT-ganglioside complex formation.
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BUOI'PAPUIJA AYTOPA

Wpana [I. Jlykuh (pohena CrojuheBuh) pohena je 22.04.1984. romune y
[Toxxapesiy, Peny6nuka Cpouja.

Npana Jlykuh je ynucama cryauje Ha XeMHujCKOM (hakynTeTy YHUBEp3UTETA Y
beorpany, cmep buoxemwuja, mkoncke 2003/04. rogune, a muruiomupana je 2010.
roJuHe, ca CpeamoM oleHoM 7,88 M oleHoM Ha aurmioMckoMm wucnuty 10.
ExcniepumeHTanHn €0 JUIUIOMCKOT pajga 1moa  HasuBoMm llpeunmhaBame
KapakTepHu3aluja Teranyc Tokcouaa™ ypahen je y Onceky 3a Hay4yHO-HCTpPaKMBAUKH
pan MHcTuTyTa 32 BUPYCOJIOTH]Y, BakIMHE U cepyMe - Topnak y beorpany.

V ckmany ca bonomckom Konennujom rogunae 2010/11. ynucana je tumiomMcke
aKaJgeMCKe CTyauje - Mactep Ha XemujckoM (akynteTy YHuBep3utera y beorpany,
koje je 3apunmia 2011. romune ca cpeamom omenoM 9,80 u ca omenom 10 Ha
3aBpIIHOM UCIUTY. EkcriepuMeHTamHu 1eo MacTep paja noj Ha3uBoM ,,IIpeunnrhaBame
TETaHyC TOKCOW/IA: XpoMaTorpa)cke TEXHHKE Kao alTepHATHBA NPEIUIHUTAIN]H
aMmoHHjyM cyidarom* ypahen je y Oaceky 3a HaydyHO-HCTpaKuBauku paa MHcTtutyTa 3a
BUPYCOJIOTH]y, BakIMHE M cepyme — Topnak, beorpan. YkymHa cpenama oleHa 1o
3aBpIIETKY cTyauja je 8,13.

JlokTopcke cTynuje ymucana je Ha XeMHjCKOM (akynTeTry YHUBEpP3UTETa Y
beorpany mkoncke 2011/12. roguse.

On 2010. rogune MBana Jlykuh je 3amocineHa kao MCTpakMBay MPUIPABHUK Y
Opxceky 3a Hay4HO-UCTpaXUBauku paj MHCTUTYTa 32 BUPYCOJIOTH]Y, BaKI[HE U CEpyMe
— Topnmak y Bbeorpany, a ox 2013. roguHe Kao UCTpakMBad CapaJHHUK Yy OKBUDPY
npojekra MuHHCTapCcTBa MPOCBETe, HAyKe M TEXHOJIOMIKOT pa3Boja Pemybnuke Cpbuje:
AnepreHd UCTpaXUBama IMpeaBUlEHUX MPOJeKTOM, AaHTUTENA, EH3UMH U Maju
(U3MOIIOUIKY 3HAYAJHU MOJICKYJIU: TN3ajH, CTPYKTYypa, GyHKIMja u 3Hauaj (OM172049).

o nanac je o0jaBmwia 14 HaydyHux pagoBa y Mel)yHapoJHUM YacoNUCUMa, O

TOTa 2 pajia u3 TOKTOPCKE Te3€ Kao MpBHU ayTop, jeaan M21, a npyru M22 kateropwuje.

il



N3JABA O AYTOPCTBY

[Tornucana HBana Jlykuh

bpoj unaexca JB07/2011

H3zjasbyjem

7@ je A0KTOpCKa JUcepTanuja mo 1 Ha3HBOM:
TepaneyTcky MOTEHNUjaT AHTH-TETAHYC TOKCOH/I MOHOK/IOHCKUX AaHTHTEJIA:

NPHMEHA 3ACHOBAHA HA BE3SHBHHM KAPAKTEPHCTHKAMA

- pesysTar CONCTBEHOI HCTPAKMBAUKOI Pajid,

- Jla mpeJUTOKeHA JIMCEPTALMja HA Y LeIMHN HU Y JIeJToBUMa Huje Ouita
Hpeoskena 3a jo0ujare GUiIo Koje IUIoMe Hpema CTYJIHjCKIM MporpaMuMa
JIPYTHX BUCOKOIIIKOJICKMX YCTAHOBA,

- JIa CY pe3yJITaTi KOPEKTHO HABEIEeHH

- Jda HAUcaMm KpuIinja ayTopeKa IpaBa ¥ KOpUCTHIIA HHTECICKTYaJIHY CBOjHHy
JPYIUX Juna.

Y Beorpazy, 11.06.2018. [loTnue noxkropanja

9‘,’3\_}_‘ 1) D/V /",' L.'/.

iii



N3JABA O HICTOBETHOCTH IITAMITAHE U
EJIEKTPOHCKE BEP3UJE JOKTOPCKOI' PAJIA

Hme u npezume aytopa Hpana Jlykuh

bpoj nuaekca AB07/2011

Crymujcku nporpam Buoxemuja

Hacnos pana TepaneyrckH NOTEHUHjaJ AHTH-TETAHYC TOKCOM/1

MOHOK/IOHCKHUX AHTHTEA: HPHMEHA 3ACHOBAHA HA
BE3MBHHUM KAPAKTEPHCTHKAMA
Menrop ap Mapnjana Crojanosuh

ITornucann/a HUpana Jyxuh

M3jaBibyjeM /a je 1ITammaHa Bep3uja MOT JIOKTOPCKOT pajia HCTOBETHA EJICKTPOHCKO]
Bep3UjU  KOjy caMm mpemao/ma  3a  ofjaBibuBame Ha moprany  Jlurmramamor

penosuropujyma Yuusepsurera y beorpaay.

Jlo3BosbaBaMm /1a ce 00jaBe MOjH JIMUHH NOJALN Be3aHu 3a Jo0ujame aKageMCKOr 3Barba
JOKTOpa HayKa, Kao IITO Cy HMe U TIpe3uMe, rOJMHa H MeCcTo polera u Jatym ondpane

pana.

OBH AMYHH [OJAllH MOrY ce o00jaBUTH Ha MPEXKHHM CTpaHullamMa JIHrHTaIHe
OubnmuoTeKe, y eNEeKTPOHCKOM Karajory M Yy [yOnuxaumjama YHMBEp3UTETa Y

o

beorpany.

Y Beorpaay, 11.06.2018. ITorniuc oKTOpania

()VO\_,.A_,-_‘D O/U A/l.cf
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N3JABA O KOPUUIREBDY

Opnamhyjem Yuupepsurercky 6ubmuorexy "Cserosap Mapkosuh" na y JMrHTaIHH
penosuToprjymMm YHuBep3uTera y beorpany yHece MOjy HOKTOPCKY JMCEPTAIN]Y MOX

HacCIIOBOM:

TepaneyTCKH ﬂOTEHlIl’ljﬂJ'l AHTH-TETAHYC TOKCOHA MOHOKJIOHCKHX AHTHTe IAa:
IMPHMEHA 3ACHOBAHA HA BEIUBHUM KAPDAKTEPHCTHKAMA

KOja je Moje ayTOpCKO JIelo.

HucepTanujy ca CBUM MPHIO3UMA MTPEIA0/Ia caM Y €leKTPOHCKOM (opMaTy HOrOJIHOM

3a TPajHO APXHBUPAHE,

Mojy noktopeky nucepranujy noxpameny y Jlurutanuu penosutopujym YHuBep3uTera
y beorpany mMory na xopucTte CBH KOjH nomuTyjy oxpeade cajipikase y oaabpaHoM THITY

manenne Kpeatusne 3ajenuune (Creative commons) 3a KOJy caM ce oju1ydno/na.

1. AytoperBo

2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPIIHjAIHO

3. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaIHO - O3 ipepaje

4. AYyTOpCTBO - HEKOMEPLHMJAITHO - JICJIUTH 0]l HCTHM YCI0BHMA

5. Ayroperso - 6Ges npepaje

6. AyTOPCTBO - ACIUTH NOJ HCTUM YCIOBUMA

(MouMo 1a 3a0Kpy)XKHTE €aMoO jeJ[HY Of MIeCT MOHYhHeHUX IMUEHIHM, KpaTak OIHC

JIMUEHLH JaT je Ha noneljuHu jaucra).

Y beorpany, 11.06.2018. [Motnuc goxropanma
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1. AyropcTBo - JI03BOJbaBaTE YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIU]Y U JABHO CAOIIITABakhE JIeNa,
U Tpepajie, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HaywH ojpeheH o cTpaHe ayTopa WIH
JlaBaolia JUIEeHIle, Yak M y KoMmeprujaaHe cBpxe. OBo je Hajcimo0oaHHja O]l CBHX

JIUIICHIIN.

2. AyTtopcTBO - HekoMepIijarHo. J[03BoJbaBaTe YMHOXKABAKE, JUCTPUOYIIN]Y U jaBHO
caomIiTaBame Jeja, ¥ Ipepaje, ako Ce HaBele MME ayropa Ha Ha4yMH ojpeheH on
CTpaHe ayTopa Wi AaBaona JjwuieHie. OBa JHIICHIIA HE J03BOJbaBa KOMEPIUjaIHY

yrnotpeOy nena.

3. AyropcTBO - HEKOMepuHjamHO - 0e3 mpepane. Jlo3BospaBaTe yMHOXKaBambe,
TUCTpUOYLIMjy M jaBHO CaoMIlTaBame Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeoOJHUKOBama WU
ynoTpebe Aena y CBOM Jelly, aKO ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH ojpeheH o cTpaHe
ayTopa win naBaona jmneHie. OBa JUIeHIIa HE J03BOJbaBa KOMEPIHjalHy yIOTpeOy
nena. Y oJHOCY Ha CBE OCTajie JIMIEHIIe, OBOM JIMIIEHIIOM Ce orpaHnyaBa Hajehu oOum

npaBa kopuihema zena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjaJHO - JAEIMTH HOJ HCTUM YycioBuMa. Jlo3BosbaBate
YMHOXaBamwe, TUCTPUOYLIH]Y U JaBHO CAOMNILITaBame Jiena, U Mpepaje, ako Ce HaBele
UME ayTopa Ha HauMH ojapeheH ox crpaHe ayTropa WMiM JaBaola JMIEHLE M aKo ce
npepajga AUCTpUOyUpa MMOJ HCTOM WIM CIAMYHOM JuueHioM. OBa JuIeHIa He

JI03BOJbaBa KOMEpPLIMjaIHy YIOTpeOy aena.

5. AyropctBo - 06e3 mpepaze. Jlo3BojbaBaTe yMHOXKaBamwe, TUCTPUOYLIM]Y U JaBHO
caomiiTaBame Jiena, 6e3 nmpomeHa, MpeoOIUKOBama WIH yIIOTpeOe Aesia y CBOM ey,
aKo ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 cTpaHe ayTopa WM J1aBaolia JMLEHIIE.

OBga nuIIeHIIa 103B0JbaBa KOMEPIUjallHy yIIoTpedy Jerna.

6. AyTOpCTBO - JEIUTH TOJA HWCTHUM YyciaoBuMa. Jlo3BospbaBaTe yMHOXKaBame,
TUCTpUOYLIM]y U JaBHO CaoMINTaBame Jella, U Ipepaje, ako ce HaBeAe MME ayTopa Ha
HauuH ojpeheH ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIEHIIE W aKo ce Ipepaja
qucTpuOyrpa T1OJA HCTOM WM CIMYHOM JMueHIoM. OBa JHIEHIA J03BOJbaBa
KOMepLHjanHy ynoTpeOy nena u mpepane. CiauuHa je co(TBEpPCKMM JHUICHIIaMa,

OIHOCHO JIMIOCHIIaMa OTBOPEHOI KOJa

vi
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