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Terapeutski potencijal anti-tetanus toksoid monoklonskih 

antitela: primena zasnovana na vezivnim karakteristikama 

 

 

SAŽETAK 

 

Tetanus toksin (TT), produkt anaerobne bakterije Clostridium tetani, je izuzetno 

potentan neurotoksin koji može izazvati tetanus, teško i često fatalno oboljenje. Uprkos 

višedecenijskom sistematskom sprovođenju vakcinacije protiv tetanusa, incidenca 

tetanusa još uvek nije zanemarljiva. TT-specifična antitela su ključni faktor u 

sprečavanju intoksikacije TT-om. Pored toga, predpostavlja se da bi ova antitela, usled 

ukrštene reaktivnosti, mogla doprinositi i otpornosti ka heterologim infekcijama. Kod 

osoba koja nemaju uspostavljen adekvatan TT-specifičan imunski odgovor, a postoji 

sumnja na intoksikaciju TT-om, preporučuje se imunoterapija koja podrazumeva 

aplikaciju TT-specifičnih antitela sposobnih da neutrališu slobodno cirkulišući TT. Duži 

niz godina se kao imunoterapeutici razmatraju i TT-specifična monoklonska antitela 

(MAt) gde se kao jedan od problema nameće pitanje kako selektovati zaštitno MAt i / ili 

formulisati efikasan preparat s obzirom da specifičnost ka TT ne znači nužno i zaštini 

potencijal.  

Cilj ove doktorske disertacije je da se, kroz ispitivanje vezivnih karakteristika 

panela TTd/TT-specifičnih MAt i njihovog zaštitnog potencijala in vivo, utvrdi na koji 

način i u kojoj meri vezivne karakteristike TTd/TT specifičnih antitela određuju njihovu 

sposobnost da spreče intoksikaciju TT-om i / ili doprinesu otpornosti ka heterologim 

infekcijama.  

Istraživanja realizovana u okviru izrade ove doktorske teze su pokazala da se 

zaštitni potencijal anti-TTd / TT antitela može proceniti na osnovu afiniteta ka TT-u i 

sposobnosti da inhibiraju TT-GD1b interakciju. TT-specifična antitela koja mogu da 

spreče in vivo intoksikaciju TT-om treba da vezuju TT-om sa afinitetom ≥ 1x108
 M

-1
 i 

da istovremeno imaju sposobnost da inhibiraju vezivanje TT-a za GD1b gangliozide.  

Afinitet prema TT-u je prvi selekcioni kriterijum zaštitnih TT-specifičnih antitela, a 

potom njihova sposobnost da preveniraju TT-GD1b interakciju. Zaštitni potencijal TT-



 

 

 

specifičnih antitala čiji je afinitet ka TT-u ≥ 1x108
 M

-1 dominantno određuje sposobnost 

inhibiranja TT-GD1b interakcije a ne sam afinitet.  

Analizom karakteristika vezivanja i zaštitnog potencijala preparata koji sadrže 

dva TTd/TT -specifična MAt u istim količinama (engl. biclonal equimolar preparation; 

BEP) pokazano je da se kombinovanjem dva TT-specifična MAt koja mogu 

istovremeno da interaguju sa TT-om i pri tome ispoljavaju pozitivan kooperativni 

efekat, može dobiti BEP čiji je zaštitni potencijal bolji u odnosu na MAt koji ulaze u 

njegov sastav. Povećanje zaštitnog kapaciteta je posledica promena karakteristika 

vezivanja BEP za TT u odnosu na njene constituente u smislu efikasnije inhibicije 

uspostavljanja TT-GD1b interakcije i rasta prosečnog afiniteta ka TT-u. TT-specifična 

MAt koja sama ne mogu da obezbede potpunu zaštitu od TT-intoksikacije mogu da 

budu značajni konstituenti TT-specifičnih BEP u slučajevima kada ispoljavaju pozitivne 

efekte na vezivanje drugog MAt koji ulazi u sastav BEP.  

U okviru ove doktorske disertacije pokazano je i da TT-specifična antitela mogu, 

usled unakrsne reaktivnosti, interagovati sa hlamidijalnim antigenima i doprineti 

ublažavanju kliničke slike u slučaju okularne hlamidijalne infekcije. Pokazano je da 

postoji određen stepen homologije između TT i hlamidijalnih proteina na nivou 

primarne strukture, a direktnom ELISA-om i pri Western blot-om je pokazana unakrsna 

reaktivnost TTd/TT-specifičnih MAt. U in vitro modelu je pokazno da anti-TTd/TT 

MAt mogu specifično da inhibiraju hlamidijalnu infekciju i da stepen inhibicije zavisi 

od vezivnih karakteristika MAt i infektivne doze. U modelu inkluzionog konjunktivitisa 

zamorčića 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 može značajno ublažiti kliničku sliku. 

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji ukazuju da karakteristike 

vezivanja TT-specifičnih antitela određuju njihov zaštitni potencijal u slučaju 

intoksikacije TT-om, kao i doprinos u otpornosti ka heterologim infekcijama. 

Definisanjem parametara koji najznačajnije određuju zaštitni potencijal TT-specifičnih 

MAt stvoreni su preduslovi za efikasnu in vitro selekciju zaštitinih anti-TTd/TT MAt a 

time i smanjenje potrebe za in vivo testiranja u životinjskim 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 MAb to bind TT does not necessarily mean that this MAb 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 

MAb 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 ≥ 1x108
 M

-1
 and, at the same time, possess the ability to inhibit binding of TT to 



 

 

 

GD1b 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-GD1b 

interaction. The protectivness of TT-specific antibodies having affinity for TT ≥ 1x108
 

M
-1

 has been determined by the ability to inhibit TT-GD1b 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-GD1b 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-GD1b 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. 
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SKRAĆENICE 

 

 

At - antitelo 

Ag - antigen 

MAt - monoklonsko antitelo  

MAt-B - monoklonsko antitelo obeleženo biotinom 

PAt - poliklonsko antitelo  

TT - tetanus toksin  

TTd - tetanus toksoid 

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

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

GABA - gama-aminobuterna kiseline 

GPI pridruženi proteini - proteini povezani sa glikofosfoinozitolom  

VAMP - vezikulama pridruženi 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  

GD1b - 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 



 

 

i.p. - intraperitonealno 

i.v. - intravenski 

2LD50 - letalna doza 

BEP - biklonalni ekvimolarni preparati 

IA - indeks aditiviteta  

MAtf,50% - koncentracije slobodnih analiziranih MAt-B  u rastvoru gde je 50% TT     

       vezano za određeno MAt-B  

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool 

CRAb - himernih bi-specifičnih helirajući 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 ćelije humane konjunktive 

CALT - conjunctiva-associated lymphoid tissue 

ELISA - enzyme linked immunoadsorbent assay 

PBS - fosfatom puferisan fiziološki rastvor 

OPD - ο-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 - goveđi serum albumin 

NBT - nitro blue tetrazolim 

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

Pcc - Pearson-ov korelacioni koeficijent,  

P - statistička značajnost  
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Clostridium tetani je anaerobna sporogena bakterija koja produkuje jedan od 

najpotentnijih neurotoksina, tetanus toksin (TT). C. tetani je široko rasprostranjena u 

prirodi i otporna je na uslove spoljašnje sredine što rezultuje velikoGm mogućnošću 

infekcije ovom bakterijom
1,2

. C. tetani tj. TT koji ona produkuje je uzrok tetanusa, 

bolesti koja ima izuzetno tešku kliničku sliku i u velikom procentu fatalan ishod. Kod 

osoba koje nemaju razvijen specifičan imunitet na TT, letalna doza TT-a iznosi 1 ng po 

kilogramu telesne mase
3
. 

S obzirom da se toksični efekti TT ispoljavaju vrlo brzo, znatno brže nego što se 

uspostavlja specifičan imunski odgovor na TT od krucijalne je važnosti da pri kontaktu 

sa C. tetani jedinke imaju već uspostavljen imunski odgovor protiv TT. Vakcinacija 

tetanus toksoidom (TTd), hemijski inaktivisanom formom TT koja nije toksična ali ima 

očuvane antigene karakteristike TT-a, je najefikasniji način za prevenciju tetanusa. 

Višedecenijsko sistematsko sprovođenje vakcinacije TTd-om dovelo je do značajnog 

smanjenja slučajeva tetanusa u razvijenim zemljama gde su slučajevi tetanusa 

zabeleženi najčešće u starijoj populaciji stanovništva koja je, zbog postepenog 

smanjenja specifične imunosti ka TT-u, nedovoljno zaštićena4
. Međutim, posmatrano 

globalno, incidenca tetanusa još uvek nije zanemarljiva. Povećana incidenca tetanusa 

beleži se i tokom elementarnih nepogoda (zemljotresi, cunami, uragani, itd) kada, usled 

povećane incidence trauma, dolazi do povećane incidence infekcija sa C. tetani
5
. 

Brojna istraživanja su pokazala da su TT-specifična antitela (At) ključna za 

zaštitu od TT intoksikacije i da stepen zaštite direktno korelira sa koncentracijom TT-

specifičnih antitela u serumu. Preparati koji se danas primenjuju u humanoj populaciji 

(tzv. antitetanusni serumi) najčešće su bazirani na poliklonskim antitelima izolovanim iz 

plazme zdravih dobrovoljnih davalaca krvi
5,6

, a koriste se i heterologi, životinjski, 

antitetanusni serumi
5,7

. Proizvodnja ovih preparata je dugotrajna i količine koje se mogu 
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proizvesti u kratkom vremenskom intervalu su limitirane. Pored toga, način njihove 

proizvodnje je takav da im sastav, a time i jedinična efikasnost, varira (tzv. batch-to-

batch nekonzistentnost)
8
, neophodna je intenzivna mikrobiološka kontrola, a primena 

heterologih preparata povezana je i sa mogućnošću pojave imunske reakcije na sam 

preparat
9
.  

Duži niz godina TT-specifična monoklonska antitela (MAt) se razmatraju kao 

alternativa antitetanusnim serumima
10. Preparat na bazi jednog ili više anti-TTd/TT 

MAt bi imao konzistentan sastav
11,12

, i kao takav bi se mogao proizvoditi u 

neograničenim količinama. Jedna od glavnih prepreka u formulisanju ovakvog preparata 

je selekcija MAt koji može da obezbedi zaštitu pri intoksikaciji TT-om. Činjenica da 

antitelo interaguje sa TT-om ne znači nužno da to antitelo ima zaštitni potencijal.13
 

Pokazano je da određena antitela koja interaguju sa epitopima TT-a lociranim u regionu 

kojim se TT vezuje za neuron (C-terminalni deo teškog lanca) nisu protektivna14
, dok su 

određena antitela specifična za epitope lakog lanca TT-a sprečavala razvoj tetanusa15–17
. 

S obzirom da je in vivo ispitivanje zaštitnog potencijala svakog pojedinačnog 

MAt zahtevan, dugotrajan i etički problematičan pristup, definisanje parametara koji se 

mogu odrediti in vitro i na osnovu njih predvideti zaštitni potencijal anti-TTd/TT MAt 

bi bilo od velikog značaja.  

S druge strane, iako MAt poseduju određenu specifičnost ka ciljnom antigenu 

(Ag), visoko specifično prepoznavanje može da utiče na odsustvo vezivanja datih MAt 

u slučaju odsustva ili modifikacija ciljnog epitopa infektivnog agensa18
. Takođe, 

potenca MAt (naročito onih koji imaju sposobnost neutralizacije patogena ili toksina) 

uglavnom je niska u poređenju sa poliklonskim preparatima. Sposobnost neutralizacije 

patogena ili toksina pojedinačnim MAt zavisi od funkcionalnog značaja specifičnih 

antigenskih epitopa i od afiniteta MAt ka ciljnom epitopu. Ujedno, vezivanje 

pojedinačnog MAt za ciljni antigen (kao što je toksin) dovodi do formiranja relativno 

malih imunokompleksa jer se za jedan molekul antigena može vezati jedno MAt (osim 

u retkim slučajevima kada na molekulu Ag postoje repetitivni epitopi)
12,19–21

. 

Pokazano je da preparati koji sadrže dva ili više MAt efikasnije pokreću 

efektorske mehanizme i samim tim imaju veći protektivni kapacitet u odnosu na 

preparate sa pojedinačnim MAt na primerima tetanus toksina16,17,22
, botulinum 

toksina
23–26

 ili toksinu antraksa
27

.  
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Pored toga, u literaturi su dostupni podaci koji ukazuju da realizacija određenih 

imunizacionih protokola može uticati na ishod infekcije heterologim 

mikroorganizmima
28–34

. Mehanizmi koji su u osnovi ove povezanosti nisu dovoljno 

objašnjeni. Pored toga, radovi više grupa, direktno ili indirektno, ukazuju na strukturnu 

homologiju TT i drugih nesrodnih proteina što ostavlja mogućnost da ti proteini budu 

prepoznati od strane anti-TTd/TT antitela usled ukrštene reaktivnosti35
. Tako je 

pokazano i da je nivo antitela koja se u određenim dijagnostičkim testovima vezuju za 

antigene hlamidije znatno veći kod osoba koje su imunizovane, između ostalog, i TTd-

om u poređenju sa osobama koje nisu imunizovane
36,37

. Ovi rezultati ukazuje da 

vakcinacija protiv tetanusa može 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)
3
 koji kod osoba koje nemaju uspostavljen TT-specifičan imunski odgovor 

može izazvati tetanus, teško i u velikom broju sluačajeva fatalno oboljenje. 

Tokom 2015. godine zabeleženo je oko 60 000 smrtnih slučajeva zbog tetanusa, 

od toga je ~20 000 smrtnih slučajeva uzrokovanih neonatalnim tetanusom (Slika 2.1) 
38

. 

 

 
Slika 2.1. Mortalitet stanovnika tokom 2015. godine uzorkovan neonatalnim tetanusom (A) i 

generalizovanim  tetanusom (B). U donjem desnom uglu naznačen je prosečan broj smrtnih slučajeva 
uzorkovanih tetanusom na 100 000 stanovnika. 

BMC Public Health (2017) 17:179
 
38
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Tetanus karakteriše jak spazam muskulature. Smrt usled tetanusa uglavnom 

nastupa zbog disfukcije u centralnom i autonomnom nervnom sistemu, koje se potom 

odražavaju na kardiovaskularni, respiratorni i endokrini sistem39
. Zbog brzog razvoja 

bolesti tetanus se dijagnostikuje isključivo na osnovu kliničke slike koju karakteriše:  

– prisustvo povrede 

– trismus (nesposobnost otvaranja usta),                              

– spazmi facijalnih mišića (lat. facies tetanica),                                                           

– bolne mišićne kontrakcije ekstremiteta i drugih mišića39,40
.       

 

 

2.1 Tetanus toksin i tetanus  

 

TT je protein težine oko 150 kDa i sastoji se od dva polipeptidna lanca označena 

kao teški (eng. heavy chain, Hc; ~100 kDa) i laki (eng. light chain, Lc; ~50 kDa) lanac. 

Hc i Lc su međusobno povezani disulfidnom vezom i nekovalentnim interakcijama 

(Slika 2.2) 
1,41–44

. Funkcionalno, TT se sastoji od tri domena:  

(1) C-terminalni domen Hc (50 kDa; HcC) u okviru koga se definišu dva pod-

domena od po 25kDa: HcCC pod-domen kojim se TT vezuje za receptore na površini 

neurona i HcCN (lectin-like) pod-domen koji ima ulogu u prepoznavanju 

oligosaharidnih komponenti receptora
41

;  

(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 toksično dejstvo41,43,45
;  

(3) Lc, Zn
2+ 

- zavisna endopeptidaza koja svojim dejstvom dovodi do inhibicije 

otpuštanja neurotransmitera glicina i gama-aminobuterne kiseline (GABA) i samim tim 

do nastanka tetanusa.
43,44,46,47
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Slika 2.2. Šematski prikaz strukture TT: A) Laki i teški lanac TT-a  međusobno povezani disulfidnom 
vezom; B) Prikaz trodimenzionalne strukture TT sa naznačenim funkcionalnim domenima48

. 

 

Nakon infekcije, C. tetani u anaerobnim uslovima autolizom oslobađa TT1,44
. 

Mehanizam nastanka tetanusa je vrlo složen i u određenim segmentima nedovljno 

ispitan. Generalno, TT u nervni sistem ulazi preko motornih neurona, ali svoje toksično 

dejstvo ispoljava na nivou inhibitornih neurona. TT dovodi do nastanka tetanusa kroz 

nekoliko koraka koji uključuju: 

(1) Vezivanje TT-a za presinaptičku membranu perifernih motoneurona
41,43,45

. 

TT se cirkulacijom prenosi do nemijelizovanih delova presinaptičke membrane 

motornih neurona i drugih holinergičnih sinapsi gde interaguje sa lipidnim domenima 

koji sadrže visoke koncentracije holesterola, polisijalogangliozida i proteina povezanih 

sa glikofosfoinozitolom (GPI-pridruženi proteini). Kompleksni polisijalo-gangliozidi 

kao što su GD1a, GD1b,GQ1b i GT1b u membranama motornih neurona imaju ključnu ulogu 

u specifičnom vezivanju Hc TT-a za nervne ćelije49
.  

Osim sa polisijalo-gangliozidima, pretpostavlja se da TT interaguje i sa 

proteinima sinaptičkih vezikula50
. 

(2) Internalizacija TT-a endocitozom
43,44

. 

Nakon vezivanja za proteinski receptor, TT biva internalizovan zajedno sa 

sinaptičkim vezikulama koje recirkulišu. 

(3) Retrogradni aksonalni transport TT-a
43,44,51

.  

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

doprinose retrogradnom transportu TT-a
43

. Retrogradnim transportom TT zaobilazi 

endosomalni i lizozomski put degradacije i prenosi se duž motornog neurona i otpušta 

A) B) 
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se u sinaptičku pukotinu gde biva preuzet od strane inhibitornih neurona smeštenih u 

kičmenoj moždini. 

(4) Translokacija TT-a u inhibitorne neurone. 

Ulazak TT-a u inhibitorne neurone se dešava endocitozom pomoću sinaptičkih 

vezikula
51

. U lumenu sinaptičkih vezikula koje endocituju TT snižava se pH dejstvom 

protonske ATP-azne pumpe. Snižavanje pH u lumenu vezikula je esencijalno za dejstvo 

TT-a, jer pri niskom pH dolazi do konformacione promene u molekulu TT-a čime on 

postaje hidrofobniji.
52

 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 šaperon tj. učestvuju u promeni konformacije Lc i omogućavaju njegov 

prolazak kroz kanal. Pri prolasku kroz HcN kanal dolazi do raskidanja disulfidne veze 

između Hc i Lc čime se Lc oslobađa u citosol inhibitornog neurona gde ispoljava svoju 

toksičnu aktivnost1,43,44,53
. 

(5) Inhibicija oslobađanja inhibitornih neurotransmitera.  

Lc je visoko specifična Zn
2+ 

- zavisna endopeptidaza čija je aktivnosti usmerena 

ka vezi između Gln76
-Phe

77
 u molekulu sinaptobrevin-2

54
. Sinaptobrevin-2, poznat i 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 važnu ulogu u fuzionisanju vezikula u kojima se nalaze 

neurotransmiteri i ćelijske membrane43
. Proteoliza sinaptobrevina-2 dovodi do izostanka 

fuzije vezikule i membrane neurona, a time i izostanka oslobađanja inhibitornih 

neurotransmitera (glicin i GABA) koji su posrednici inhibitornog delovanja sekundarnih 

interneurona na motoneurone. Posledica odsustva inhibitornih neurotransmitera u 

nervno-mišićnoj sinapsi je hiperaktivnost motornih neurona (izostanak relaksacione faze 

kontrakcije) usled prekomerne stimulacije motoneurona acetilholinom. To dovodi do 

nastanka paralize uzrokovane spazmom poprečno-prugastih mišića i nastanka vrlo 

teškog, često smrtonosnog, oboljenja - tetanusa (Slika 2.3) 
43,44

. 

 

 

 

 

 



2. OPŠTI DEO 

8 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 2.3. Šematski prikaz motornog i inhibitornog neurona i mehanizam nastanka tetanusa. Nakon 

interakcije TT polisijaloglikanima i GPI-pridruženim proteinima u okviru mikrolipidnih domena na 
membrani motornog neurona, TT se internalizuje i retrogradnim transportom prenosi do kičmene 
moždine 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 stimuliše uspostavljanje zaštitnog 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 najznačajnija stimulacija 

produkcije antitela koja se specifično vezuju za mikroorganizme i/ili njihove toksine i 

potom pokreću kaskadu direktnih i indirektnih efektorskih mehanizama55
. 

Vakcinacija TTd-om, hemijski inaktivisanom, netoksičnom formom, TT-a je 

jedini efikasan način prevencije tetanus. Vakcinacija protiv tetanusa se izvodi primenom 

monovalentne vakcine gde je TTd jedini imunizacioni antigen ili primenom 

polivalentnih vakcina gde je TTd u smeši sa antigenima bakterijskog i virusnog 

porekla
55

. 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
56

. Višedecenijsko sistematsko 

sprovođenje vakcinacije TTd-om rezultovalo je značajnim padom incidence tetanusa, 

takvim da je u razvijenim zemljama uglavnom reč o sporadičnim slučajevima
6
. Na 

globalnom nivou zabeležen drastičan pad incidence tetanusa (u periodu od 1990-2015 

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

oblik za 80%)
38

. 

 

 

 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 

prečišćavanja i karakterizacije dobijenih TT derivata
57

. 

Kultivacija C. tetani vrši se na Müeller-Miller podlozi, na 35 ºC, u anaerobnim 

uslovima. Količina TT u kulturi je najveća između 5 i 7 dana kultivacije kada, nakon 

eksponencijalne faze rasta bakterijske kulture, dolazi do lize bakterijskih ćelija. 
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Supernatant bakterijske kulture u kome se nalazi TT se centrifugiranjem odvaja od 

bakterijskih ćelija i njihovih fragmenata. Inaktivacija TT tj. njegovo prevođenje u 

toksoidnu formu se radi dodavanjem formaldehida koji indukuje ireverzibilno 

formiranje novih inter- i intralančanih kovalentnih veza u molekulu TT
45,57,58

. 

Standardni postupak prečišćavanja TTd podrazumeva frakciono taloženje 

proteina amonijum sulfatom (AS)
59

. Uklanjanje soli iz rastvora dobijenog rastvaranjem 

taloga TTd-a vrši se dijalizom, gel filtracijom, jonoizmenjivačkom hromatografijom ili 

kombinacijom ovih metoda. Poslednji korak prečišćavanja je filtracija rastvora TTd 

kroz filtre čije su pore prečnika 0,2 µm čime se obezbeđuje sterilnost rastvora.   

Prečišćeni TTd se u poslednjoj fazi proizvodnje vakcine kombinuje sa 

adjuvansom (monovalentne vakcine) i sa drugim vakcinalnim antigenima (polivalentne 

vakcine). Iako sami nisu imunogeni, adjuvansi deluju kao 

imunomodulatori/imunostimulatori i/ili predstavljaju depo vakcinalnog antigena i 

omogućavaju njegovo postepeno oslobađaju, čime se postiže prolongirana stimulacija 

imunskog sistema
55

. Kao adjuvansi u vakcini protiv tetanusa koriste se jedinjenja 

aluminijuma, aluminijum fosfat i aluminijum hidroksid
60

. 

   

 

 2.2.2 Prečišćavanje TT-a i TTd-a  

 

U standardnoj proizvodnji  prečišćavanje / TTd-a se zasniva na precipitaciji AS-

om. Povećanjem koncentracije AS dolazi do isoljavanja (“salting out“) efekta usled 

čega dolazi do precipitacije proteina. Prema literaturnim podacima TTd precipitira u 

rastvorima gde je zasićenje AS-a 40 %
59

. Budući da veliki broj proteina precipitira pri 

ovom zasićenju AS postoji velika mogućnost koprecipitacije “ne TTd” proteina.  

U cilju unapređenja proizvodnog postupka, intezivno se razmatra i mogućnost 

prečišćavanja TT/TTd hromatografskim tehnikama61
. Osnovna prednost upotrebe 

hromatografskih tehnika za prečišćavanje TT/TTd-a, pored jednostavne manipulacije i 

brzine rada, ogleda se u mogućnosti dobijanja preparata veće čistoće i lakše 

standardizacije postupka. Do sada je najviše razmatrana mogućnost prečišćavanja TTd-a 

gel-filtracijom. Ograničavajući faktor ovog načina prečišćavanja predstavlja tendencija 

TTd-a da u rastvorima visoke koncentracije formira agregate. Stoga, skupljanje frakcija 
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u uskom opsegu molekulskih masa rezultuje preparatom zadovoljavajuće čistoće, ali 

smanjenog prinosa. Sa druge strane, skupljanje frakcija u širem opsegu molekulskih 

masa povećava mogućnost kontaminacije drugim proteinima koji se nalaze u filtratima 

kulture C. tetani
62,63

. 

Literaturni podaci o strukturi TT-a ukazuju na opravdanost razmatranja sledećih 

hromatografskih tehnika: 

a) Hidrofobna hromatografija  

Hidrofobna hromatografija (HIC) je tehnika kojom se supstance razdvajaju na 

osnovu razlike u jačini interakcija sa hidrofobnim matriksom. Intezitet tih interakcija 

prvenstveno zavisi od hidrofobnosti površine proteina. Analizom amino kiselinske 

sekvence je pokazano da na površini Hc TT-a u nativnoj konformaciji postoje 

hidrofobni regioni
64, što predstavlja osnov za razmatranje HIC-a kao pristupa za 

prečišćavanje TT-a. U molekulu TT-a se nalaze brojne hidrofobne sekvence dužine do 

10 aminokiselina, kao i dve duže hidrofobne sekvence – jedna na Lc (od Tyr
223

 do 

Ile
253

), a druga na N-terminusu Hc-a (od Asn
660

 do Ala
691 

).
45

 Rezultati analiza vezivanja 

Triton X-100 za TT-a i sposobnosti TT-a da formira kanale u fosfolipidnim vezikulama 

takođe impliciraju da se hidrofobnost N-terminusa teškog lanca može povećati 

sniženjem pH65
. 

b) Imobilizovana metal-afinitetna hromatogarfija 

u nativnoj konformaciji TT-a postoji sedam His ostataka na HcC domenu. 

Uzajaman položaj His ostataka u nativnom TT molekulu je takav da omogućava 

vezivanje polivalentnih katjona što ukazuje da bi hromatografska metoda zasnovana na 

interakcijama sa imobilizovanim metalnim jonima (imobilisani metal – afinitetna 

hromatografija (IMAC)) mogla biti efikasan pristup prečišćavanju TT-a
52

.    

IMAC se zasniva na specifičnim interakcijama između imobilizovanih metalnih 

jona i određenih amino kiselinskih ostataka na površini proteina (uglavnom His i nešto 

manje Cys i Trp). Jačina interakcija sa imobilizovanim jonima zavisi od tipa, broja i 

distribucije amino kiselinskim ostataka na površini proteina, kao i od prirode 

imobilizovanog metalnog jona. Najčešće korišćeni metalni joni su Ni2+
, Cu

2+
 i Zn

2+
. 

Čak i jedan His na površini proteina može da dovede do adsorpcije proteina na matriks 

sa imobilizovanihm Cu
2+

 jonima, dok su za adsorpciju na Zn
2+  

i
 
Ni

2+ 
potrebna dva 

vicinalna ostatka His. Prema brojnim literaturnim podacima Ni
2+

 se najčešće koristi za 
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prečišćavanje His-tag proteina. U nekim slučajevima mogu se uspešno koristiti i Fe
3+

, 

Co
2+

 i Ca
2+ 

joni
66

. 

 

 

 2.2.3 Imunoterapija: preparat na bazi TT-specifičnih At  
 

Uprkos postojanju efikasne vakcine, tetanus i dalje predstavlja zdravstveni 

problem u zemljama u razvoju (prvenstveno u Africi i Indiji) 
4
. Globalna incidenca 

tetanusa, poslednjih deset godina, kreće se oko 50 000 ljudi godišnje38
. Takođe, 

povećana incidenca tetanusa beleži se i tokom elementarnih nepogoda (zemljotresi, 

cunami, uragani, itd), kada usled povećane incidence trauma dolazi i do povećane 

incidence infekcija sa C. tetani
5
. Iz tih razloga, pored preventivne vakcinacije, 

kontinuirano se radi se na razviju novih terapijskih pristupa. 

Brojene studije pokazuju da TT-specifična antitela imaju ključnu ulogu u zaštiti 

od intoksikaciji TT-om i da stepen zaštite direktno korelira sa koncentracijom TT-

specifičnih antitela u serumu. Samim tim, kada postoji sumnja na TT intoksikaciju kod 

neimunizovanih i nedovoljno zaštićenih osoba, preporučuje se imunoterapija koja 

podrazumeva aplikaciju TT-specifičnih antitela sposobnih da neutrališu slobodno 

cirkulišući TT. Preparati na bazi TT-specifičnih At primenjuju se samostalno ili u 

kombinaciji sa drugim merama intezivne nege. 

 

 

  2.2.3.1 TT-specifični 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 ćelije, ćelije koja ima sposobnost sekrecije specifičnih antitela. 

Antitela koja sekretuje jedna plazma ćelija su identičnih karakteristika. Međutim, 

antitela sekretovana od strane većeg broja plazma ćelija diferenciranih u sklopu 

imunskog odgovora na određeni antigen mogu se međusobno razlikovati po (pod)klasi, 

finoj epitopskoj specifičnosti i/ili afinitetu za antigen55
. Antitela koja se sekretuju u 
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sklopu imunskog odgovora na specifičnu stimulaciju antigenom označavaju se kao 

antigen-specifična poliklonska antitela (PAt). Osnovni izvor za izolovanje specifičnih 

PAt je serum imunizovanih jedinki gde je koncentracija antigen-specifičnih antitela 

najčešće u opsegu od 50 do 200 µg/mL
10

. 

Preporuka WHO je da se u humanoj populaciji koriste antitetanusni preparati 

bazirani na PAt izolovanim iz plazme zdravih dobrovoljnih davalaca krvi specifično 

imunizovani TTd-om (engl. tetanus immunoglobulins, TIG) ili polivalentni 

imunoglobulini za intravensku primenu (engl. intravenous immunoglobulins, IVIG).
6
 

Ukoliko nisu dostupni preparati na bazi humanih imunoglobulina, za pasivnu 

imunizaciju pacijenata se mogu koristiti i heterologi, životinjski antitetanusni serumi.  

Najčešće se koriste TT-vezujući fragmenti (F(ab)2) poliklonskih antitela dobijenih iz 

seruma konja imunizovanih TTd-om.  

Sama proizvodnja preparata na bazi poliklonskih antitela je relativno jeftina i 

nije tehnički zahtevna, ali je dugotrajna i količine koje se mogu proizvesti u kratkom 

vremenskom intervalu su ograničene. Takođe, faktori koji otežavaju široku primenu 

preparata na bazi PAt, i humanog i animalnog porekla, su: varijacije u jedinačnoj 

efikasnosti kao posledica individualnog odgovora na specifičnu imunizaciju, i 

neophodnost intenzivne i mikrobiološke kontrole u cilju smanjenja rizika od infekcije 

krvno-prenosivim patogenima (npr. HIV, hepatitis, različite zoonoze). Pored toga, u 

odnosu na primenu TIG i IVIG, pri primeni preparata animalnog porekla veća je 

verovatnoća pojave neželjenih reakcija primaoca.9 

Uzimajući u obzir sve pomenute poteškoće jasno je da postoji potreba za visoko 

specifičnim anti-TTd/TT antitelima koja se lako mogu proizvesti u velikim količinama 

in vitro.  

 

 

  2.2.3.2 Primena preparata baziranih na monoklonskim antitelima u 

   terapiji tetanusa 

 

Već duži niz godina, anti-TTd/TT MAt se razmatraju kao alternativa 

antitetanusnim serumima
10

. Generalno, preparati na bazi MAt su homogeni, 

konzistentnog sastava i specifičnosti, i, ukoliko postoji stabilan izvor MAt, mogu se 
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proizvoditi u neograničenoj količini
11,12,18

. Ujedno, značajan napredak koji je ostvaren u 

dizajniranju hranljivih podloga za kultivaciju hibridomskih ćelija (serum free medijumi 

sa smanjenom mogućnošću unakrsne kontaminacije) rezultovao je  dobijanjem 

preparata visoke čistoće i većih prinosa MAt67,68
. 

Proizvodnja MAt je inicijalno zahtevnija jer je potrebno dobiti stabilan i efikasan 

izvor antitela. Međutim, kada se dobije stabilan izvor MAt, njihova proizvodnja je 

daleko efikasnija u poređenju sa proizvodnjom PAt.  

Hibridomska tehnologija je najstariji pristup za dobijanje MAt. Za definisanje 

ovog postupka Köhler i Milstein su 1984. godine dobili Nobelovu nagradu. 

Hibridomska tehnologija se zasniva na fuziji mijelomskih ćelija sa B limfocitima 

jedinke imunizovane antigenom od interesa. Na ovaj način se dobija hibridom, hibridna 

ćelija koja “nasleđuje” od B ćelije  sposobnost sekrecije antitela a od mijelomske ćelije 

sposobnost deobe i rasta u ćelijskoj kulturi. MAt sekretovana od strane jednog B 

ćelijskog klona imaju istu finu epitopsku specifičnost i prepoznaju antigen sa istim 

afinitetom.
55

 

Jedna od glavnih prepreka u formulisanju TT-specifičnog preparata na bazi MAt 

je selekcija MAt koji može pružiti zaštitu pri intoksikaciji TT-om. Više istraživačkih 

grupa je pokazalo da činjenica da određeno antitelo interaguje sa TT-om ne znači nužno 

da to antitelo ima zaštitni potencijal.13,15–17
 Smatra se da je za prevenciju tetanusa 

ključno sprečavanje vezivanja TT za neuron
69

. Međutim, pokazano je da određena 

antitela koja interaguju sa epitopima TT-a lociranim u regionu kojim se TT vezuje za 

neuron (C-terminalni deo Hc) nisu protektivna, dok su određena antitela specifična za 

epitope Lc TT-a sprečavala razvoj tetanusa13,14,70
. S obzirom da je in vivo ispitivanje 

zaštitnog potencijala svakog pojedinačnog MAt zahtevan i dugotrajan postupak koji sa 

sobom nosi i određene etičke probleme, bilo bi od velikog značaja da se definišu 

parametari koji se mogu odrediti in vitro i na osnovu kojih je moguće predvideti zaštitni 

potencijal anti-TTd/TT MAt. Mogućnost selekcije MAt sa zaštitnim potencijalom na 

osnovu in vitro parametara značajano bi ubrzalo proces formulisanja efikasnih TT-

specifičnih preparata i smanjilo potrebu za ispitivanjima na životinjama.  

Definisana fina epitopska specifičnost MAt u smislu karakterizacije preparata 

predstavlja prednost u odnosu na PAt, ali ona  može predstavljati i ograničenje. Naime,  

male promene u strukturi ciljnog epitopa (glikozilacija, izmene u primarnoj strukturi, 
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konformacione promene) mogu dovesti do nemogućnosti prepoznavanja datog antigena 

od strane specifičnog MAt.18
 Pored toga, u određenim slučajevima postizanje punog 

zaštitnog efekta zahteva istovremeno maskiranje više epitopa na jednom antigenu. 

Konačno, opsonizacija antigena je efikasnija kada se više antitela simultano veže za 

antigen što rezultuje efikasnijom eliminacijom antigena
19–21

. Stoga se u velikom broju 

slučajeva formulisanje specifičnih oligoklonskih preparata smatra optimalnim 

pristupom.   

U cilju prevazilaženja navedenih problema velika pažnja se poklanja 

dizajniranju terapeutika koji sadrže veći broj MAt specifičnih za različite epitope istog 

antigena. Oligoklonski preparati na bazi MAt su manje osetljivi na promene u strukturi 

antigena u poređenju sa preparatima na bazi jednog MAt, a moguće ih je, sa 

nepromenljivim karakteristikama, proizvesti u velikoj količini što im daje prednost u 

odnosu na preparate na bazi PAt
11,12

. Prednosti upotrebe definisanih oligoklonskih 

preparata umesto preparata sa jednim MAt pokazane su u tretmanima infekcija 

bakterijom Clostridium botulinum
23,24

 i Bacillus anthracis
27

. Takođe, određena 

istraživanja su ukazala da bi TT-specifični oligoklonski preparati mogli biti efikasniji i 

u slučaju tetanusa16,17
. 
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2.3 Heterologi efekti vakcinacije protiv tetanusa 

 

 

Nedvosmisleno je pokazano da specifična imunizacija predstavlja najbolji vid 

zaštite od različitih infekcija, ali je sve više podataka koji ukazuju i na heterologe efekte 

imunizacije
28–34

. Naime, na više primera je pokazano da imunizacija rađena sa ciljem 

uspostavljanja zaštitnog imunskog odgovora protiv specifičnog 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 proučeni ali se predpostavlja da se bar delimično zasnivaju na 

ukrštenoj reaktivnosti antitela. Ukrštena reaktivnost antitela podrazumeva sposobnost 

antitela da pored antigena protiv koga je inicijalno sekretovano (primarni antigen) 

interaguje i sa heterologim antigenom koji je poseduje određeni stepen strukturne 

sličnosti sa primarnim antigenom. 

Radovi više istraživačkih grupa, direktno ili indirektno, ukazuju na strukturnu 

homologiju TT i drugih heterologih proteina što ostavlja mogućnost da ti proteini budu 

prepoznati od strane antitela čija je produkcija pokrenuta imunizacijom TTd-om
35

. 

U okviru studije o heterologim efektima vakcine protiv tetanusa, difterije i 

pertusisa (DTPer vakcina) pokazano je da kod zdrave dece starosti do 2 godine, nakon 

booster doze DTPer vakcine dolazi do povećanja nivoa antitela specifičnih za 

hlamidijalne antigene (Chlamydia pneumoniae).
37

 Takođe, pri obradi rezultata 

seroloških analiza uzoraka pacijenata rađenih u cilju merenja antitela specifičnih za 

hlamidijalne antigene uočeno je da je nivo antitela specifičnih  za antigene hlamidije 

znatno veći kod osoba koje su imunizovane, između ostalog i TTd-om , u poređenju sa 

osobama koje nisu imunizovane
36

. Ovi podaci ukazaju na mogućnost postojanja 

strukturne homologije TTd/TT i hlamidijalnih antigena. Navedena pretpostavka, 

zajedno sa činjenicom da drastičan 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. 



2. OPŠTI DEO 

17 

 

A) 

 

B) 

 

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 članice WHO 
kreirane su mape pomoću Global Health Observatory Maps, WHO/UNICEF: A) Vakcinacija 
novorođenčadi protiv tetanusa tokom 2016. godine (na mapi su označene zemlje gde je vakcinacija dece: 

> 50% (  ); od 60% do 70% (  ); ≥80% (  ). Zemlje u kojim zbog redovnog sistemskog 

sprovođenja vakcinacije nije rađena 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 označene zemlje u kojima je: neophodna medicinska pomoć i 
hirurška intervencija u suzbijanju trahoma (  ); potreba medicinska pomoć (  ); eliminisan 

trahom       (  );  potvrđeno eliminisan trahom (  ); nepouzdan status (  ). Ne-endemsko 

područje (  ). 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
71,72

. 

Od polovine XX veka trahom se javlja samo endemski, u nerazvijenim delovima 

Afrike, Azije, Australije (Slika 2.4B). Drastičnom smanjenju incidence trahoma u danas 

razvijenim delovima sveta sigurno su doprineli i poboljšanje životnog standarda, 

http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/global_pab_neonatal_tetanus_coverage_2016.jpg
http://gamapserver.who.int/mapLibrary/Files/Maps/Trachoma_2017.png
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upotreba antibiotika, bolji higijenski uslovi i zdravstvena nega, ali potencijalni doprinos 

heterologe imunosti ne može biti zanemaren71
. 

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 / sprečavanja 

hlamidijalnih infekcija. Uspostavljanje specifičnog imunskog odgovora dominantno 

Th1 tipa je ključno za kontrolu / sprečavanje hlamidijalnih infekcija, ali i značaj 

antitela, prvenstveno na mestu infekcije, nije zanemarljiv
73–77

. 

Bakterije roda Chlamydia su intracelularne bakterije za koje je karakterističan 

bifazni životni ciklus. U formi elementarnog tela (ET; engl. elementary body)  koje je 

infektivno i metabolički neaktivno Chlamydia trahomatis (Ct) inficira ćeliju domaćina. 

Potom se transformiše u neinfektivno, metabolički aktivno retikularno telo (RT; engl. 

reticulate body) koje se u ćeliji domaćina replicira. Nakon umnožavanja RT se 

transformiše u ET i nakon lize ćelije domaćina dospeva u tkivni međućelijski prostor, 

spremno da započne novi infektivni ciklus78
. Pokazano je da neutrališuća antitela 

specifična za hlamidijalne protein eksprimirane na površini ET
79–82

 imaju veoma važnu 

ulogu u sprečavanju inicijalnog kontakta hlamidijalnih ET i ćelije domaćina, a time i 

sprečavanju širenja hlamidijalne infekcije73,80,83,84
. Značaj At koja prepoznaju 

hlamidijalne proteine takođe je pokazan i brojnim studijama dizajniranja vakcina protiv 

hlamidijalnih infekcija
81,82,85,86

. 
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3. CILJEVI ISTRAŽIVANJA 

 

 

 

Cilj ove doktorske disertacije je da se, kroz ispitivanje vezivnih karakteristika 

panela TT / TTd-specifičnih MAt i njihovog zaštitnog potencijala in vivo, utvrdi na koji 

način i u kojoj meri vezivne karakteristike TTd/ TT specifičnih antitela određuju 

njihovu sposobnost da spreče 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 čiji su pojedinačni ciljevi: 

• Definisanje ključnih vezivnih karakteristika TTd/TT-specifičnih MAt koja mogu 

in vivo da obezbede zaštitu od intoksikacije TT-om.  

U okviru ove faze planirano je da se in vitro okarakteriše vezivanje seta TTd/TT-

specifičnih MAt za TT sa aspekta epitopske specifičnosti kao i afiniteta i brzine 

uspostavljanja interakcija, da se ispita njihov zaštitni potencijal in vivo i da se 

korelacionom analizom definišu relevantne karakteristike anti-TTd/TT MAt – TT 

interakcije na osnovu kojih se može predvideti njihov in vivo zaštitni potencijal. 

• Ispitivanje uzajamnog uticaja anti-TTd/TT MAt pri istovremenom vezivanju za 

TT i njegovog značaja u poboljšanju zaštitnog potencijala biklonalnih ekvimolarnih 

preparata na bazi anti-TTd/TT MAt u odnosu na odgovarajuća pojedinačna anti-TTd/TT 

MAt. 

U okviru ove faze planirano je da se in vitro okarakteriše vezivanje biklonalnih 

ekvimolarnih preparata (BEP) na bazi anti-TTd/TT MAt za TT i utvrdi in vivo njihov 

zaštitni potencijal. Nakon korelacione analize ovih podataka i njihovog poređenja 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 MAt pri istovremenom vezivanju 

za TT i na koji način on utiče na zaštitni 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, koristeći set anti-TTd/TT MAt, utvrdi da li postoji 

unakrsna reaktivnost TT/TTd-specifičnih At sa hlamidijalnim antigenima i da se u 

relevantnim in vitro i in vivo modelima utvrdi njen funkcionalni značaj.  
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4. NAŠI RADOVI 

 

 

 

U istraživanjima koja su realizovana u sklopu izrade ove doktorske disertacije 

korišćeno je osam anti-TTd/TT MAt dobijenih hibridomskom tehnologijom. 

Selektovana MAt, interno obeležena kao MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, MAt42, 

MAt51, MAt62 i MAt71, izolovana su hromatografijom na protein G koloni iz 

supernatanta kultura odgovarajućih hibridoma gajenih u Integra Cell Line bocama. U 

poglavlju 8. Prilozi (Slika 8.1 - Slika 8.2) prikazani su podaci koji se odnose na 

prečišćavanje selektovanih MAt i potvrdu očuvanosti njihovih vezivnih karakteristika 

nakon primenjenog postupka prečišćavanja (Slika 8.3). 

TT i TTd koji su korišćeni za ispitivanje vezivnih karakteristika anti-TTd/TT 

MAt dobijeni su prečišćavanjem 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 i TTd su prečišćeni 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 

prečišćenih TTd preparata (Tabela 8.1 – Tabela 8.2) i TT preparata (Tabela 8.3), kao i 

sam postupak prečišćavanja i potvrda očuvanosti funkcionalnih karakteristika nakon 

primenjenog postupka prečišćavanja (Slika 8.4 - Slika 8.5)
61

. 
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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 istraživanju bio je lociranje epitopa u molekulu TT-a koje 

prepoznaju selektovana MAt. 

Western blot analizom rađenom nakon SDS-elektroforeze na 9% 

poliakrilamidnom gelu (PAAG) u redukujućim uslovima, pokazano je da sva odabrana 

MAt, osim MAt42, imaju sposobnost vezivanja za delove primarne sekvence TT-a. 

MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, MAt62 i MAt71 su interagovala sa linearnim 

epitopima lociranim i na Hc i na Lc TT-a (Slika 4.1), dok je MAt51 interagovao 

isključivo sa Lc. 

 

 
 

Slika 4.1. Western blot analiza reaktivnosti MAt26, MAt33, MAt39, MAt 41, MAt42, MAt51, 
MAt62 i MAt71 ka teškom i lakom lancu TT molekula. TT 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 obeleženo biotinom) i TT-a korišćen je sisitem 
extrAvidin-alkalna fosfataza//NBT/BCIP. Membrana na koju je transferovan TT tretirana sa extrAvidin-

alkalna fosfataza//NBT/BCIP predstavlja negativnu kontrolu (nk). 

 

Takođe, Western blot analiza je ukazala da MAt41 i MAt62 vezuju Hc i Lc 

sličnim 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 istraživanja su bila usmerena na određivanje lokacije specifičnog epitopa 

selektovanih MAt u odnosu na gangliozid-vezujuće mesto TT. Dosadašnja istraživanja 

pokazuju da su za prevenciju intoksikacije TT-om ključna TT-specifična neutralizujuća 

antitela
87

, sposobna da spreče prvi korak intoksikacije tj. vezivanje TT za neuron. Za 

inicijalno vezivanje TT-a za neurone izuzetno je značajno uspostavljanje interakcije sa 

gangliozidima na površini ćelije. U skladu sa tim su i rezultati nekoliko istraživanja u 

kojima je pokazano da su MAt koja se vezuju za gangliozid-vezujuće mesto TT-a 

efikasna u zaštiti od tetanusa70,88
. Ova MAt protektivan efekat ostvaruju maskiranjem 

ganliozid-vezujućeg mesta na TT i na taj način blokiraju vezivanje TT za membranu 

neurona i njegov ulazak u neuron. TT prvenstveno interaguje sa gangliozidima iz serija 

GD1a, GD1b,GQ1b i GT1b, a nešto slabije sa sa gangliozidima iz serije GM1
49

. 

U cilju određivanja pozicije epitopa selektovanih MAt u odnosu na gangliozid 

vezujuće mesto TT-a, najpre je ELISA testom (enzyme linked immunoadsorbent assay) 

ispitana sposobnost vezivanja selektovanih MAt za TT-GD1b kompleks. Polazna 

pretpostavka je bila da će u slučaju MAt čiji je epitop lociran u okviru gangliozid-

vezujućeg mesta ili u njegovoj neposrednoj blizini biti smanjeno vezivanje za TT-GD1b 

kompleks u poređenju sa vezivanjem za istu količinu TT-a direktno adsorbovanog na 

ELISA ploču. Preliminarnim eksperimentima je pokazano da selektovana MAt ne 

interaguju sa GD1b. Na Slici 4.2A su predstavljeni procenti specifičnog vezivanja MAt 

za TT koji je prethodno kompleksiran sa GD1b u odnosu na vezivanja MAt za istu 

količinu TT direktno adsorbovanu na mikrotitar ploču (100% vezivanje).  

U sledećem koraku ispitana je sposobnost selektovanih MAt da inhibiraju 

uspostavljanje TT-GD1b interakcije. Na Slici 4.2B predstavljeni su procenti vezanog TT 

za GD1b nakon jednočasovne inkubacije sa specifičnim 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/ GD1b kompleks i njihov potencijal da 

inhibiraju TT - GD1b interakciju. A) Procenat vezivanja selektovanih MAt za TT prethodno adsorbovan 

na gangliozid GD1b u odnosu na vezivanje selektovanih MAt za istu koncentraciju TT direktno 

adsorbovanog na mikrotitar ploču (100% vezivanje). B) Procenat vezivanja TT za GD1b nakon inkubacije 

(1h/RT) sa selektovanim MAt (vezivanje TT za GD1b bez prethodne inkubacije sa MAt predstavlja 100% 

vezivanja). Uzorci su analizirani u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna 

greška. 
 

Dobijeni rezultati pokazuju da MAt42 i MAt62 najslabije utiču na formiranje 

TT- GD1b kompleksa, dok je formiranjem TT- GD1b 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 MAt41 i MAt51 sa TT-om u 

potpunosti inhibira vezivanja TT za GD1b, dok MAt42 i MAt62 ne inhibiraju TT-GD1b 

interakciju. Pearson-ovom bivarijantnom korelacionom analizom je pokazano da 

između sposobnosti selektovanih MAt da spreče vezivanje TT za GD1b i njihovog 

vezivanja za TT-GD1b kompleks postoji značajna negativna korelacija (Pearson-ov 

korelacioni koeficijent (Pcc) = -0,679, statistička značajnost (P) = 0,035). 

Analiza vezivanja odabranih MAt za TT adsorbovan na GD1b ukazuje da se ciljni 

epitopi MAt33 i MAt39 nalaze u neposrednoj blizini gangliozid-vezujućeg mesta, za 

razliku od epitopa MAt42 i MAt62 koji su udaljeni od gangliozid-vezujućeg mesta TT 

molekula. Formiranje GD1b-TT kompleksa dovodi do sternih smetnji u vezivanju 

MAt26, MAt41, MAt51 i MAt71, ali su one manje izražene nego kod MAt33 i MAt39. 

Ako se uzmu u razmatranje samo sterni faktori, ukupna inhibicija TT- GD1b interakcije 

nakon preinkubiranja TT sa MAt41 i MAt51 je naizgled kontradiktorna njihovom 

vezivanju za TT-GD1b kompleks adsorbovan na mikrotitar ploču. Međutim, u slučaju 

vezivanja MAt za TT-GD1b kompleks treba uzeti u obzir i mogućnost konformacionih 
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promena u TT molekulu koje mogu dovesti do stvaranja novih epitopa tzv. neo-epitopa 

89,90
. Takođe, vezivanjem TT za GD1b preko jednog od dva gangliozid-vezujuća mesta91

 

može ostati dovoljno prostora za vezivanje MAt41 ili MAt51. Sa druge strane, u slučaju 

vezivanja MAt-TT tokom preinkubacije uočena inhibicija formiranja TT- GD1b 

kompleksa može biti suma sternih smetnji i promene u 3D strukturi gangliozid-

vezujućeg mesta zbog vezivanja MAt16
. 

 

 

 4.1.2 Određivanje konstante afiniteta i brzine uspostavljanja interakcije 
          selektovanih anti-TTd/TT MAt ka TT molekulu 

 

Određivanje konstante afiniteta (Ka) rađeno je kompetitivnom ELISA-om 

zasnovanom na inhibiciji vezivanja MAt za TT adsorbovan na mikrotitar ploči pomoću 

TT-a u rastvoru. Da bi određivanje Ka bilo validno morali su biti ispunjeni su sledeći 

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 ploči; 

- da temperature bude konstantna tokom eksperimenta. 

Ka vrednosti selektovanih MAt za TT određene Scatchard-ovom analizom 

modifikovanoj prema Stevens-u
92

 i predstavljene su u Tabeli 4.1. 
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Tabela 4.1. Afiniteti (Ka) i konstante brzine asocijacije  (kon) MAt ka tetanus toksinu 

 
Ka

a,b
  kon

b
 

(x 10
8 
M

-1
) R

2
  (x 10

3 
M

-1
s

-1
) R

2
 

MAt26 0,4 ± 0,2 > 0,91  1,1 ± 0,2 > 0,96 

MAt33 3,7 ± 0,2 > 0,95  118,0 ± 8,1 > 0,98 

MAt39 0,9 ± 0,1 > 0,96  47,8 ± 0,8 > 0,97 

MAt41 0,7 ± 0,1 > 0,93  46,3 ± 1,1 > 0,96 

MAt42 2,1 ± 0,5 > 0,94  55,6 ± 0,9 > 0,96 

MAt51 2,4 ± 0,4 > 0,95  185,1 ± 16,1 > 0,96 

MAt62 1,9 ± 0,4 > 0,96  20,7 ± 0,8 > 0,97 

MAt71 1,8 ± 0,6 > 0,94  17,1 ± 0,5 > 0,98 
a
 Ka izračunate Scatchard-ovom metodom modifikovanoj prema Stevens-u 

b 
Srednja vrednost (tri nezavisna merenja)  ± standardna greška. 

 

Na osnovu određenih Ka vrednosti može se zaključiti da afiniteti selektovanih 

MAt ka TT prati sledeći niz MAt33 > MAt51 ≈ MAt42 > MAt62 ≈ MAt71 > MAt39 ≈ 

MAt41 > MAt26.  

Osim stabilnosti kompleksa MAt-TT, koja se ogleda u vrednosti Ka, sama brzina 

formiranja kompleksa takođe može biti važan faktor koji utiče na zaštitni potencijal 

MAt
93

. Određene vrednosti konstante asocijacije (kon) pokazuju da se MAt33 

(kon(MAt33)=1,18 ± 0,08 x 10
5
 M

-1
s

-1
) i MAt51 (kon(MAt51)=1,85 ± 0,16 x 10

5
 M

-1
s

-1
) 

vezuju za TT značano brže (P < 0,05) nego ostala MAt (Tabela 4.1). 

Nije uočena statistički značajna korelacija između afiniteta selektovanih MAt i 

njihove sposobnosti da inhibiraju vezivanje TT-a za GD1b (Pcc = -0,007, P = 0,988) i da 

interaguju sa kompleksom GD1b-TT (Pcc = -0,086, P = 0,839). Takođe, sposobnosti 

MAt da inhibiraju vezivanje TT-a za GD1b (Pcc = 0,586, P = 0,127) i da interaguju sa 

kompleksom GD1b-TT (Pcc = -0,468, P = 0,243) nije značajno korelirala ni sa 

određenim kon vrednostima. 

 

 

 4.1.3 Zaštitni potencijal selektovanih anti-TTd/TT MAt  

 

Iako sva selektovana MAt pripadaju IgG1 podklasi
94

 male razlike u njihovoj 

proteinskoj sekvenci i eventualne razlike u glikozilaciji
95,96

 mogu uticati na njihov 

efektorski potencijal kao i dužinu poluživota (t1/2) u serumu
97–99

. Dužina poluživota u 
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cirkulaciji je važan farmakokinetiočki parametar jer direktno određuje vremenski 

zavisne promene efektivne koncentracije terapeutika
98

. 

Za selektovana MAt određivano je t1/2 u cirkulaciji kako bi se utvrdilo da li / u 

kojoj meri eventualne razlike u t1/2 utiču na njihov zaštitni 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 potiče od i.v 

injektovanih MAt. Najveće 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).  
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Slika 4.3. Vremenski zavisne promene vrednosti relativnih koncentracija TT-specifičnih MAt u 
serumu miševa. Miševi (5 miševa po grupi) i.v. su tretirani odgovarajućim MAt (50 μg/miš). S obzirom 
da je reaktivnost IgG ka TT u serumima miševa sakupljenih pre tretmana zanemarljiva, reaktivnost ka 

TT-u IgG-a iz seruma sakupljenih nakon tretmana potiče od aplikovanih MAt. Vezivanje ubrizganih MAt 
za TT adsorbovan na mikrotitar ploču u definisanim vremenskim intervalima određena je za svaki 
pojedinačni serum. Za svakog miša, 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 predstavljene srednje vrednosti relativne koncentracije 

MAt u definisanim vremenskim intervalima (standardna greška < 10 %) i odgovarajuće krive dobijene 
sigmoidnim dozno-zavisnim fitovanjem (R > 0,96). Statistička značajnost između krivih određena 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.  Međusobnim poređenjem procenata vezivanja MAt u određenim 
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vremenskim intervalima Student-ovim t-testom pokazano je da nema statistički značajne 

razlike (P > 0,01) u dinamici uklanjanja selektovanih  MAt iz cirkulacije. Ovaj rezultat 

je ukazao da eventualne razlike u zaštitnom potencijalu selektovanih MAt ne mogu biti 

posledica dinamike njihovog uklanjanja iz cirkulacije. 

Protektivni potencijal selektovanih osam mišjih MAt ispitan je in vivo u 

miševima soja Swiss white. Promene u intezitetu patologije tetanusa nakon 

intraperitonealnog (i.p.) ubrizgavanja letalne doze TT preinkubirane sa odgovarajućim 

MAt su predstavljene na Slici 4.4. U Tabeli 4.2 prikazani su stepen preživljavanja, 

intezitet patologije tetanusa i vreme oporavka miševa kojima je i.p. aplikovana letalna 

doza (2LD50) TT-a preinkubiranog 1h sa MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71. 

Pokazano je da MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71 imaju određeni protektivni 

kapacitet (Slika 4.4.), dok su MAt26, MAt41, MAt42, i MAt62 dovela samo do 

prolaznog ublažavanja kliničke slike u inicijalnoj fazi, ali nisu uspela da obezbede 

preživljavanje nakon intoksikacije letalnom dozom TT-a (Slika 4.4.). Naime, svi miševi 

tretirani TT-om preinkubiranim sa TT/MAt26, TT/MAt41, TT/MAt42 ili TT/MAt62 su 

uginule do 5. dana nakon tretmana. 
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Slika 4.4. Intezitet patologije miševa tretiranih letalnom dozom TT ili letalnom dozom TT 

prethodno inkubiranom sa anti-TTd/TT MAt. Miševima (10 miševa po grupi) je i.p. aplikovano TT 

(2LD50) preinkubirane (1h/RT) sa MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, MAt42, MAt51, MAt62 i MAt71 (MAt 

10 µg). Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost inteziteta patologije ± standardna greška 

određene je za svakog miša u grupi. Dan TT intoksikacije je označen kao 0. dan. Intezitet patologije 

tokom  perioda nakon tretmana praćen je svakodnevno uzimajući u obzir (i) intezitet patologije miševa 
koji su bili živi u trenutku posmatranja; (ii) miševe 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 preživeli svi miševi TT/MAt51 grupe 

(preživljavanje 100%), dok je stopa preživljavanja u grupama TT/MAt33 i TT/MAt39 

bila 80%, a 60% u grupi TT/MAt71 (Tabela 4.2).   

 

Tabela 4.2. Stepen preživljavanja, maksimalan intezitet patologije tetanusa i vreme 

oporavka miševa kojima je i.p. aplikovano 2LD50 TT preinkubiran 1h sa odgovarajućim 
MAt 

a 
Ubrizgano je 10 µg MAt preinkubiranih sa 2LD50 TT,  

b 
Miševi koji su bili živi u momentu posmatranja su uzeti u obzir prilikom određivanja inteziteta 

patologije,  
c
 Dan TT intoksikacije označen je kao 0.dan. Miševi su svakodnevno praćeni tokom 15 dana. 
 

Uzimajući u obzir samo miševe koji su preživeli in vivo TT intoksikaciju (Slika 

4.4), najlošija klinička slika je uočena kod TT/MAt71 tretiranih miševa (1. nedelja: P < 

0,0005 vs. MAt33/TT i MAt39/TT grupa, P < 0,05 vs. MAt51/TT; 2. nedelja: P < 0,005 

vs. MAt33/TT i MAt51/TT grupa, P < 0,05 vs. MAt39/TT). Osim toga, kod miševa 

tretiranih sa TT/MAt71 uočena je najlošija klinička slika 2,9 ± 0,3 i najduži period 

oporavka (> 14,7 dana). Tokom 2. nedelje nakon TT intoksikacije kliničke slike kod 

TT/MAt33- i TT/MAt51-tretiranih miševa su bile slične, dok je oporavak TT/MAt39-

tretiranih miševa bio znatno sporiji (P < 0,005). Miševi u grupi TT/MAt33 i u grupi 

TT/MAt39 su se do kraja perioda praćenja 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 

miševa i dalje imali blaže simptome tetanusa (Tabela 4.2). 

Dobijeni rezultati ukazuju da je prema zaštitnom potencijalu MAt51 superiorno 

u odnosu na ostala selektovana MAt (Slika 4.4). U inicijalnoj fazi intoksikacije (prvih 5 

dana nakon intoksikacije) klinička slika miševa TT/M51 grupe je bila nešto lošija u 

poređenju sa miševima grupe TT/MAt33 (P = 0,039), ali je stepen preživljavanja u 

TT/MAt51 grupi bio 100% i svi miševi su se potpuno oporavili do 6. dana nakon 

intoksikacije letalnom dozom TT-a (Tabela 4.2). Dobijeni rezultati mogu da deluju 

MAt
a
 

Stepen 

preživljavanja (%) 

Maksimalan 

intezitet patologije 

tetanusa
b
 

Vreme oporavka
c
  

(dan) 

MAt33 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 ± 0,4 

MAt71 60 2,9 ± 0,3 > 14,7 

        



4. NAŠI RADOVI 

30 

 

neočekivano s obzirom da se MAt51 specifično vezuje za Lc TT-a. Međutim, 

istraživanja Volk i saradnika
17

 pokazuju da epitopi za MAt koja mogu da obezbede 

zaštitu protiv tetanusa mogu da se nalaze na celom molekulu TT-a. Pored toga, 

pokazano je i da MAt specifična za laki lanac botulinum toksina, toksin slične strukture 

i mehanizma delovanja, inhibiraju ulazak toksina u neuron i obezbeđuju zaštitu26
. Oba 

istraživanja pokazuju da maskiranje gangliozid vezujućeg mesta nije jedini način za 

sprečavanje interakcije klostridijalnih neurotoksina (uključujući i TT) sa ciljnom 

ćelijom. Iako u Western blot analizi MAt51 isključivo interaguje Lc TT-a, nije 

isključena mogućnost da u realnim uslovima, kada je nativni TT molekul dostupan, 

MAt51 interaguje sa konformacionim epitopima koji obuhvataju deo Hc TT-a. Takođe, 

vezivanjem MAt za epitope TT-a locirane izvan gangliozid-vezujućeg mesta može doći 

do promena u tercijarnoj strukturi (uključujući i promene u konformaciji gangliozid-

vezujućeg mesta) koje mogu rezultovati smanjenjem afiniteta TT-a ka gangliozidima
16

.  

 

 

 4.1.4 Terapeutski potencijal anti-TTd/TT MAt 

 

S obzirom da se preparati na bazi TT-specifičnih antitela primenjuju nakon TT 

intoksikacije, efikasnost MAt koja su u prethodnom ogledu pokazala određeni zaštitni 

potencijal (MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71) je ispitana i u slučaju njihove primene 

nakon intoksikacije letalnom dozom TT-a. Na Slici 4.5 su prikazane vremenski zavisne 

promene inteziteta patologije karakteristične za tetanus kod miševa kojima je najpre 

ubrizgana letalna doza TT, a potom su tretirani sa MAt33, MAt51, MAt39 i MAt71. U 

Tabeli 4.3 su prikazani stepen preživljavanja, maksimalan intezitet patologije tetanusa i 

vreme oporavka miševa kojima je i.p. aplikovano 2LD50 TT, a onda su nakon 2h, 6h i 

24h tretirani odgovarajućim MAt. Zaštitni efekat MAt39 i MAt71 aplikovanih 24h 

nakon TT intoksikacje nije ispitivan jer je već u slučaju njihovog aplikovanja 6h nakon 

intoksikacije TT-om stopa preživljavanja bila manja od 50% (Slika 4.5A).  
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Slika 4.5. Stepen preživljavanja (A) i intezitet patologije nakon ubrizgavanja letalne doze TT 

preinkubiranog sa TT-specifičnim MAt u definisanim vremenskim tačkama (B-E). Miševima je i.p. 
aplikovana smeša TT preinkubiran (1h/RT) sa anti-TTd/TT MAt (2LD50 TT  sa 10 µg MAt; isprekidana 

linija) ili i.p. tretirani sa 2LD50 TT, a onda 2h, 6h ili 24h kasnije su i.v. ubrizgana MAt (10 g). Rezultati 

su predstavljeni kao srednja vrednost inteziteta patologije ± standardna greška određene je za svakog 
miša u grupi (8-10 miševa po grupi) u definisanim vremenskim tačkama. Dan TT intoksikacije je označen 
kao 0. dan. Intezitet patologije tokom  perioda nakon tretmana praćen je svakodnevno uzimajući u obzir 
(i) intezitet patologije miševa koji su bili živi u trenutku posmatranja; (ii) miševe 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 miševi uginuli.  
 

 

Dobijeni rezultati pokazuju da produžavanje perioda između TT intoksikacije i 

MAt administracije pozitivno korelira i sa smanjenjem stope preživljavanja i sa 

intenzitetom patologije (Slika 4.5B-E). Poređenjem inteziteta patologije miševa koji su 

bili živi u momentu posmatranja pokazuje da su  miševi tretirani odgovarajućim MAt 

nakon TT intoksikacije imali izraženije simptome tetanusa u poređenju sa miševima 

koji su tretirani letalnom dozom TT-a preinkubiranom sa odgovarajućim MAt (paired t-

test: pre-inkubirani TT/MAt33 vs. sve ispitivane vremenske tačke P < 0,001; 

preinkubirani  TT/MAt39 vs. sve ispitivane vremenske tačke P < 0,001; preinkubirani 

TT/MAt51 vs. sve ispitivane vremenske tačke P < 0,005; preinkubirani TT/MAt71 vs. 

2h P=0,35, vs. 6h P=0,026). Pokazano je i da postoji značajna razlika u jačini 

patologije između 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. 

E) D) 
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Najbolji terapeutski potencijal je pokazalo MAt51: stepen preživljavanja u grupi 

tertiranoj i nakon 2h i nakon 6h je bio 100% i uočene su najblaže kliničke 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 narušena i miševi se nisu 

oporavila do kraja opservacionog perioda (maksimalan intezitet patologije je bio u 

opsegu 3,1 ± 0,2 do 3,8 ± 0,3). Najniži stepen preživljavanja (40%) zabeležen je u grupi 

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

 

Tabela 4.3.Stepen preživljavanja, intezitet patologije tetanusa i vreme oporavka miševa 
kojima je i.p. aplikovano: i) 2LD50 TT preinkubiran 1h sa odgovarajućim MAt; ii) 
2LD50 TT, a onda su nakon 2h, 6h i 24h tretirani odgovarajućim MAt  

a 
Ubrizgano je 10 µg MAt,  

b Vreme aplikacije odgovarajućih MAt je u odnosu na TT intoksikaciju,  
c
 Dan intoksikacije TT-om označen je kao 0.dan. Miševi su svakodnevno praćeni tokom 15 dana. 

 

      

 4.1.5 Korelaciona analiza zaštitnog potencijala i vezivnih karakteristika  

         anti-TTd/TT MAt
 

 

Značaj pojedinih vezivnih karakteristika za zaštitni potencijal anti-TTd/TT MAt 

određene je koreliranjem in vitro određenih vezivnih karakteristika sa njihoivim 

zaštitnim potencijalom u ogledu gde su miševi tretirani letalnom dozom TT-a 

preinkubiranom sa MAt. 

MAt
a
, vreme

b
 

Stepen 

preživljavanja 
(%) 

Maksimalan 

intezitet 

patologije 

tetanusa
b,c

 

Vreme 

oporavka
c
 

(dan) 

MAt33, nakon    2h  80 3,1 ± 0,2 > 15 

MAt33, nakon    6h  80 3,3 ± 0,2 > 15 

MAt33, nakon    24h 70 3,8 ± 0,3 > 15 

MAt39, nakon    2h  80 3,1 ± 0,2 > 15 

MAt39, nakon    6h  70 3,7 ± 0,3 > 15 

MAt51, nakon    2h  100 2,0 ± 0,2 12,6 ± 1,1 

MAt51, nakon    6h  100 2,5 ± 0,3 > 14,2 

MAt51, nakon    24h  80 3,2 ± 0,3 > 15 

MAt71, nakon    2h  60 3,4 ± 0,3 > 15 

MAt71, nakon    6h  40 3,8 ± 0,3 > 15 
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Stopa preživljavanja je uzeta kao glavni kriterijum za procenu zaštitnog 

potencijala selektovanih MAt. Dobijeni rezultati su sumarno prikazani na Slici 4.6.  

 

Slika 4.6. Bivarijantna Pearson-ova korelaciona analiza stepena preživljavanja miševa tretiranih sa 
preinkubiranom MAt/TT smešom i: A) vezivanja za GD1b-TT kompleks; B) sposobnosti da spreči 
GD1b-TT interakciju; C) afiniteta MAt za TT; D) konstante brzine asocijacije. Podaci su 

predstavljeni kao srednja vrednost ± SE. Rezultati Pearson-ove bivarijantne korelacione analize koja je 

rađena za sva MAt su prikazana u donjem desnom uglu grafika. Rezultati analize su rađene za MAt koja 
obezbeđu protekciju (prazni kvadrati) su takođe prikazani na grafiku. (

*
P < 0,05). 

 

Dobijeni rezultati pokazuju da MAt prepoznaju TT sa Ka  1 x 10
8
 M

-1
 i kon  1 

x 10
4
 M

-1
s

-1
 i mogu da smanje vezivanje za GD1b za  50 % (Slika 4.6). Korelaciona 

analiza za MAt grupisane prema kriterijumu Ka  1 x 10
8
 M

-1
 (MAt26 i MAt41 su 

izuzeti iz analize) pokazuje da stopa preživljavanja značajno negativno korelira sa 

vezivanjem za GD1b-TT kompleks (Pcc = -0,883, P = 0,020), a pozitivno korelira sa 

sposobnošću MAt da spreči nastajanje TT-GD1b kompleksa (Pcc = 0,972, P = 0,028). 

Takođe, iz dobijenih rezultata se može zaključiti da zaštitni potencijal MAt koja imaju 

Ka  1x10
8
 M

-1
 značajnije određuje njihova sposobnost da spreče TT-gangliozid 

interakciju nego afinitet per se (stopa preživljavanja vs. Ka: Pcc = 0,426; P = 0,574). 

Grupisanje ispitivanih MAt prema drugim pomenutim kriterijumima (kon  1 x 10
4
 M

-1
s

-

1
, MAt26 izuzet; smanjenje vezivanja TT za GD1b  50 %, MAt26, MAt42 i MAt62 

izuzeti) nije pokazalo nikakvu statistički značajnu korelaciju između stope 

preživljavanja i vrednosti dobijenih u in vitro testovima. 

Dobijeni rezultati jasno ukazuju da zaštitni kapacitet MAt određuju i njegov 

afinitet ka TT i sposobnost da spreči TT-gangliozid interakciju. Na osnovu prikazanih 

rezultata može se zaključiti da MAt koje je sposobno da in vivo štiti od TT intoksikacije 

mora da vezuje TT sa afinitetom ≥ 1 x 108
 M

-1
 i da je sposobno da inhibira 
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uspostavljanje TT-GD1b interakcije. Predloženi kriterijumi za odabir MAt su u skladu sa 

predloženim kriterijumima za MAt koja mogu da obezbede zaštitu od botulinum 

toksina
23

. Marks i saradnici su takođe pokazali da je za zaštitu od intoksikacije 

botulinum toksinom afinitet MAt krucijalan, dok je pozicija ciljnog epitopa manje 

značajna. Istraživanja ove grupe su da MAt specifična za epitope koje nisu locirani na 

Hc domenu botulinum toksina mogu da budu takođe da spreče internalizaciju botulinum 

toksina
26

. 

Ovaj pristup za primarnu selekciju  protektivnih MAt u spektru TT-specifičnih 

MAt je jednostavan i primenljiv ne samo na mišja TT-specifična MAt proizvedena 

hibridoma tehnologijom, već i na humane i humanizovane TT-vezujuće fargmente (Ab, 

Fab, F(ab)2, scFv) dobijene tehnikama koje se zasnivaju na rekombinantnoj tehnologiji. 
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4.2 Značaj kooperativnog vezivanje anti-TTd/TT MAt u dizajniranju 

preparata za prevencu intoksikacije tetanus toksinom 

 

 

 

Brojna istraživanja su pokazala da preparati na bazi pojedinačnih MAt, pored 

prednosti koje imaju u odnosu na standardno korišćene poliklonske preparate, imaju 

određena ograničenja koja su prvenstveno posledica njihove striktne epitopske 

specifičnosti18
. Oligoklonske smeše MAt predstavljaju jedan od načina prevazilaženja 

tog ograničenja. Pored toga, oligoklonske smeše omogućavaju stvaranje većih 

imunokompleksa i samim tim efikasnije uklanjanje ciljnog antigena
19–21

. Treba 

napomenuti i da je u okviru molekula TT (150 kDa) prisutno najmanje 25-30 različitih 

antigenih determinanti
17,42,100

 tako da simultano vezivanje više anti-TTd/TT At različitih 

vezivnih karakteristika povećava mogućnost bolje inhibicije vezivanja toksina za ciljne 

ćelije i efikasnije aktiviranje mehanizama adaptivne imunosti kojima se uklanjaju 

nastali imunokompleksi
17,101–103

. 

Pri kombinovanju različitih antitela može se očekivati: aditivni efekat - 

sabiranje neutralizacionih sposobnosti pojedinačnih MAt; antagonizam – 

smanjenje efikasnosti pojedinačnih MAt usled kombinovanja; indiferentnost – 

nepostojanje međusobnog uticaj At, i sinergizam – drastično povećanje zaštitnog 

kapaciteta usled kombinovanja MAt
103

. 

Imajući navedene činjenice u vidu, urađen je set eksperimenata čiji su 

ciljevi bili da se okarakterišu interakcije biklonalnih ekvimolarnih preparata 

(BEP) sa TT-om, utvrdi kako one koreliraju sa in vivo zaštitnim potencijalom 

BEP i pokaže da li je kombinovanje MAt rezultovalo poboljšanjem protektivnog 

kapaciteta BEP u odnosu na pojedinačna MAt. Polazeći od preporuke da se za 

pripremu oligoklonskih preparata preporučuje kombinovanje MAt koja imaju 

sposobnost neutralizacije Ag
22

 i pokazuju određen zaštitni potencijal12
, ovom 

setu istraživanja su analizirani BEP napravljeni od MAt33, MAt39, MAt51 i 

MAt71.  
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4.2.1 Ispitivanje mogućnosti simultanog vezivanja anti-TTd/TT BEP za TT 

 

Pri pravljenju oligoklonskih preparata za koje se očekuju da imaju bolje 

karakteristike od svojih konstituenata potrebno je prevenstveno zadovoljiti sledeći 

uslov: MAt koja se kombinuju treba da prepoznaju različite, nepreklapajuće, epitope što 

omogućava njihovo simultano vezivanje za ciljni antigen
103

. Western blot analizom je 

pokazano da MAt51 interaguje sa delom sekvence lakog lanca TT-a dok MAt33, 

MAt39 i MAt71 prevalentno prepoznaju sekvencione epitope koji se nalaze u okviru 

teškog lanca TT molekula (Slika 4.1)
35,94,104

. Taj nalaz ne daje informaciju o 

lokalizaciji, strukturi i uzajamnoj udaljenosti primarnih epitopa ovih MAt, dostupnih u 

molekulu TT-a u nativnoj konformaciji. Procena međusobne udaljenosti epitopa TT-a 

koje selektovana MAt prepoznaju urađena 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 i da se ona, usled sterne smetnje, 

ne mogu istovremeno vezati za antigen. MAt koja imaju 20<IA<40 mogu istovremeno 

da se vežu, ali sterna smetnja ipak postoji, dok se MAt za koje je IA>40 mogu 

nesmetano, istovremeno vezati za antigen
105,106

.  

 

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

Parovi MAt
a
 IA

b
 

MAt33 / MAt39 60,52 ± 2,01 

MAt33 / MAt51 46,59 ± 1,30 

MAt33 / MAt71 67,88 ± 3,22 

MAt39 / MAt51 52,82 ± 5,78 

MAt39 / MAt71 71,97 ± 5,85 

MAt51 / MAt71 101,23 ± 7,27 
a
 Parovi MAt - ispitivana MAt u saturušućim koncentracijama 

b
 IA –indeks aditiviteta, srednja vrednost IA ± standardna greška tri nezavisna merenja 

 

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

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 i MAt71 mogu koristiti za pravljenje BEP. 

 

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

 

U slučaju simultanog vezivanja dva MAt, fleksibilnost proteinskih antigena i 

mogućnosti da MAt svojim vezivanjem indukuju konformacione promene u ciljnom 

proteinu može dovesti do promene karakteristika interakcije antigen – MAt u poređenju 

sa situacijom kada je antigen izložen samo jednom MAt. U tim slučajevima se govori o 

kooperativnom vezivanju dva MAt. Uzajamni uticaj vezivanja MAt za Ag je 

individualan i može biti pozitivan ili negativan. Negativno kooperativno vezivanje 

podrazumeva da vezivanje jednog At sprečava vezivanje drugog At usled 

konformacionih promena
93

. 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 omogućava 

termodinamički povoljnija interakcija drugog MAt i Ag107
. Međusobni uticaj 

selektovanih MAt pri vezivanju za TT je ispitivan u parovima pri čemu je MAt čije je 

vezivanje analizirano korišćeno u biotinisanoj formi, u nizu koncentracija, a MAt koje 

je korišćeno 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 i 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) 

MAt71. 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]vezan) u zavisnosti od  koncentracije MAt koja je ostala slobodna 

u rastvoru ([MAt]vezan/[MAt]slobodan).  

 

Dobijeni Scatchard-ovi grafikoni su bili nelinearni, što može da ukaže na 

određeno kooperativno vezivanje dva MAt
93,108

. Vezivanje analiziranog MAt za TT i 

TT kompleksiran sa modulatornim MAt su prestavljeni u formi semilogaritamskog 

Klotz-ovog grafika u cilju dobijanja numeričkih parametara na osnovu kojih bi se mogle 

pratiti promene u vezivanju (Slika 4.8). Uticaj modulatornog MAt na vezivanje 

analiziranog MAt procenjen je na osnovu određenih MAtf,50% vrednosti tj. koncentracije 

slobodnih analiziranih MAt-B (MAt33-B, MAt39-B, MAt51-B i MAt71-B) u rastvoru 

gde je 50% TT vezano za određeno MAt-B (MAt33f,50%, MAt39f,50%, MAt51f,50% i 

MAt71f,50%). MAtf,50% vrednosti su određene nakon sigmoidnog dozno-zavisnog 

A) B) 

C) D) 
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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 

MAtf,50% je srazmerna Kd, povećanje MAtf,50% ukazuje na negativno kooperativno 

vezivanje, a smanjenje na pozitivno kooperativno vezivanje
93
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Antigen 
MAt33f,50% 

(nM) 

MAt39f,50% 

(nM) 

MAt51f,50% 

(nM) 

MAt71f,50% 

(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 µg/mL do 4 µg/mL) za TT (0,5 µg/mL) 

ili za TT preinkubiranim sa jednim od tri seleketovana MAt (0,5 µg/mL
 
TT + 0,5 µg/mL MAb; MAb/TT) u 

rastvoru. Na graficima je predstavljena koncentracija vezanog TT = f {log(koncentracija MAt-Bf). 

Koncentracija slobodnog MAt33-B, MAt39-B, MAt51-B i MAt71-B u rastvoru, kada je 50% TT vezano za 

A) 

D) 
C) 

B) 
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određeno MAt-B (MAt33f,50%, MAt39f,50%, MAt51f,50% i MAt71f,50%), izračunata je pomoću softvera Origin 

8/ Nonlinear Curve Fitting / Dose-response curve i vrednosti ± standardna greška su predstavljene u 

tabli. Podaci su dobijeni iz tri nezavisna eksperimenta u okviru kojih je svaki uzorak analiziran u 

triplikatu (svaka tačka predstavlja srednju vrednost logarima koncentracije slobodnog MAt-B u odnosu 

na srednju vrednost procenata vezanog TT). Statistička značajnost vezivanja određenog MAt-B za TT u 

odnosu na vezivanje datog MAt-B za TT koji je prethodno preinkubiran sa jednim od tri ispitivana MAt 

određena je uporednim t-testom (*P < 0,05, **P < 0,005, ***P < 0,001).  
 

 

Dobijeni rezultati ukazuju na: značajan pozitivan efekat  MAt39, MAt51 i 

MAt71 na vezivanje MAt33 za TT; (ii) pozitivan efekat MAt51 i MAi71 na vezivanje 

MAt39 za TT; (iii) značajan pozitivan efekat MAt71 i negativan efekat MAt33 na 

vezivanje MAt51 za TT, i (iv) negativni efekat MAt39 na vezivanje MAt71 za TT. 

 

 

4.2.3. Vezivne karakteristike TT-specifičnih-BEP  

 

U ovom setu in vitro testiranja ispitana je sposobnost BEP da inhibiraju 

uspostavljanje TT-GD1b interakcije, određen njihov afinitet za TT i potenca.  

Dobijeni rezultati su pokazali da BEP MAt33/MAt51 i MAt51/MAt71 

najefikasnije inhibiraju vezivanje TT za GD1b (Tabela 4.5). Formiranje TT-GD1b 

kompleksa je skoro potpuno inhibirano nakon preinkubiranja TT sa MAt33/MAt51 

(92,6 ± 0,9 %) i MAt51/MAt71 (93,2 ± 1,8 %), dok je BEP MAt39/MAt71 najslabije 

inhibirala vezivanje TT za  GD1b (55,6 ± 4,1 %). 

Konstante prosečnog afiniteta BEP prema TT, parametar koji ukazuje na 

stabilnost nastalog kompleksa i u velikoj meri određuje efikasnost antitela kao 

terapeutika
96

, je određena Scatchard-ovom metodom modifikovanom prema Stivens-u
92

 

pod istim uslovima kao za pojedinačna MAt (odeljak 4.1.2). Afiniteti svih ispitivanih 

BEP za TT su bili > 1x10
8
 M

-1
 (Tabela 4.5) čime su ispunile jedan od prethodno 

definisanih parametara da budu razmatrane kao terapeutici.  

Osim toga, određene in vitro potence za sve ispitivane BEP (MAt33/MAt39, 

MAt33/MAt51, MAt33/MAt71 i MAt51/MAt71) su bile više nego potence pojedinačih 

MAt koja ulaze u sastav BEP-a (Tabela 4.5)
104

. BEP MAt51/MAt71 poseduje najveću 

in vitro potencu. Bivarijantnom korelacionom analizom pokazano je da postoji značajna 

pozitivna korelacija između potenci BEP-a i njihovog afiniteta ka TT-u (Pcc = 0,981, P 
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= 0,001), kao i njihovog inhibitornog efekta na TT-GD1b interakciju (Pcc = 0,816, P = 

0,048). 

 

Tabela 4.5. Sposobnost inhibicije TT-GD1b vezivanja, afinitet za TT i potenca određena 
za BEP  

BEP
a
 

Inhibicija vezivanja 

TT za GD1b (%)
b
 

Afinitet 

(x 10
8
 M

-1
)
c
 

In vitro potenca  

(IU/mg MAt) 

MAt33 / MAt39 79,4 ± 4,0 5,4 ± 0,7 (R > 0,92) 145,6 ± 5,9 

MAt33 / MAt51 92,6 ± 0,9 21,9 ± 2,8 (R > 0,91) 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) 115,5 ± 14,4 

MAt51 / MAt71 93,2 ± 1,8 32,3 ± 2,1 (R > 0,98) 695,3 ± 15,5 
a
 BEP – biklonalni ekvimolarni preparat;  

b Finalna koncentracija pojedinačnih MAt je podešena na 5 µg/mL tako da je ukupna koncentracija MAt 

bila 10 µg/mL 
c 
R vrednost za linearizaciju je istaknita u zagradama  

d Srednja vrednost izračunata na osnovu in vitro određenih potenci za pojedinačna MAt u istim uslovima : 
133,52 ± 0,72 IU/mg za MAt33; 122,31 ± 0,56 IU/mg za MAt39; 358,17 ± 1,50 IU/mg za MAt51; 104,06 

± 0,83 IU/mg za MAt71  
e
 Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± standardna greška tri nezavisna merenja. 

 

Bivarijantnom korelacionom analizom pokazano je da postoji značajna pozitivna 

korelacija između potence i afiniteta BEP (Pcc = 0,981, P = 0,001), kao i njihove 

sposobnosti da inhibiraju TT-GD1b 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 grešaka: (A) inhibicije vezivanja TT za GD1b (%); (B) 

afinitet BEP-a ka TT; (C) in vitro potence BEP-ova. Dobijeni rezultati predstavljeni su donjem desnom 

uglu grafika. 

 

A) B) C) 
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Dobijeni rezultati pokazuju da su vezivne karakteristike BEP-a uglavnom bolje 

u odnosu na karakteristike njihovih konstituenata. Činjenica da je prosečan afinitet 

BEP-aza TT veći u odnosu na pojedinačna MAt ukazuje na dominantno kooperativno 

vezivanje. 

 

 

 4.2.4 Zaštitni potencijal TT-specifičnih BEP  

 

Zaštitni potencijal TT-specifičnih BEP ispitan je in vivo u modelu gde su miševi 

i.p. tretirani letalnom dozom TT preinkubiranom sa određenom BEP. Pokazano je da 

preinkubacija TT-a sa 4 od 6 ispitivanih BEP (MAt33/MAt39, MAt33/MAt51, 

MAt33/MAt71 i MAt51/MAt71) u potpunosti prevenira letalni ishod intoksikacije TT-

om (Tabela 4.6). Stepen preživljavanja miševa tretiranih TT-om preinkubiranim sa 

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

 

Tabela 4.6. Stepen preživljavanja,maksimalan intezitet patologije tetanusa i vreme 

oporavka miševa nakon i.p. ubrizgavanja 2LD50TT preinkubirane 1h sa naznačenim 
BEP 

BEP
a
 

Stepen preživljavanja 
(%)

b
 

Maksimalan intezitet 

patologije 

tetanusa
b,c

 

Vreme oporavka 

(dan)
b,c,d

 

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 4,4 ± 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 
a 
BEP – biklonalni ekvimolarni preparat 

b Zbirni rezultati dva nezavisna eksperimenta u okviru kojih je korišćeno 10 miševa po grupi  

c 
Rezultati su predstavljeni kao srednje vrednosti ± SE izračunate za miševe koji su preživeli TT 

intoksikaciju (do 20 miševa po grupi, u zavisnosti od stepena preživljavanja) 
d Dan ubrizgavanja letalne doze TT je računat kao dan 0. 

 

Promene u intezitetu patologije tetanusa nakon i.p. ubrizgavanja letalne doze TT 

preinkubirane sa odgovarajućim BEP su predstavljene na Slici 4.10. Najbolji zaštitni 

potencijal je imala BEP MAt33/MAt51: stepen preživljavanja u ovoj grupi je bio 100%, 

značajne patološke promene su izostale (najveći intezitet patologije je bio 0,2 ± 0,1) i 



4. NAŠI RADOVI 

44 

 

period oporavka je bio najkraći (1,6 ± 0,7 dana). Najlošija klinička slika je zabeležena 

kod miševa tretiranih TT-om  preinkubiranim sa MAt39/MAt71, ali i u ovoj grupi, kod 

miševa koji su preživeli TT-intoksikaciju (stepen preživljavanja 60%), pokretljivost nije 

bila ozbiljno narušena (najveći intenzitet patologije 2,0 ± 0,3). 
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Slika 4.10. Intezitet patologije ± S.E  miševa nakon ubrizgavanja letalne doze TT preinkubiranog sa 

TT-specifičnim BEP. Miševima je i.p. aplikovano TT (2LD50) preinkubirane (1h/RT) sa MAt33/MAt39, 

MAt33/MAt51, MAt33/MAt71, MAt39/MAt51, MAt39/MAt71 i MAt51/MAt71 (5 µg pojedinačno MAt, oba 
MAt 10 µg). Rezultati su dobijeni u dva nezavisna eksperimenta (10 miševa po grupi u dva eksperimenta; 

ukupno 20 miševa po grupi) i predstavljeni su kao srednja vrednost inteziteta patologije ± standardna 

greška za svakog miša u grupi. Dan TT intoksikacije je označen kao 0. dan. Intezitet patologije tokom  

perioda nakon tretmana praćen je svakodnevno uzimajući u obzir (i) intezitet patologije miševa koji su 
bili živi u trenutku posmatranja; (ii) miševe 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 miševi uginuli.  
 

Bivarijantnom Pearson-ovom analizom određen je stepen i značajnost korelacije 

zaštitnog potencijala BEP-a i njihove sposobnosti da inhibiraju vezivanja TT za GD1b, 

afiniteta BEP-a ka TT i in vitro potence BEP-a (Slika 4.11). Stepen preživljavanja bio 

je u značajnoj korelaciji jedino sa sposobnošću inhibicije TT- GD1b interakcije (Pcc = 

0,833; P = 0,038). Dobijeni rezultat je u skladu sa prethodnim rezultatima koji pokazuju 

da je neophodno da MAt poseduju i sposobnost da inhibiraju TT-gangliozid interakciju 

da bi posedovala zaštitni efekat. Konačno, dobijeni rezultati su u saglasnosti sa 

rezultatima dobijenim za pojedinačna anti-TTd/TT MAt gde je takođe pokazano da je 

protektivni kapacitet MAt sposobnih da neutrališu TT u rastvoru određuje  afinitet (Ka > 

10
8
 M

-1
) kao i njihova sposobnost da spreče inicijlani kontakt TT sa neuronom (TT-
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GD1b interakcija). Afinitet (> 10
8
 M

-1) i potenca ne utiču na stepen preživljavanja, kao ni 

na ozbiljnost kliničke slike.  
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Slika 4.11. Bivarijantna Pearson-ova korelaciona analiza vezivnih karakteristika BEP-a (x-osa) i 

parametara koji opisuju težinu kliničke slike sistemskog tetanusa miševa koji su tretirani sa 
letalnom dozom TT i specifičnim BEP-ovima (10 µg oba MAt)(y-osa). Podaci su predstavljeni kao 

srednja vrednost ± SE. Izračunate srednje vrednosti ± SE inhibicije vezivanja TT za GD1b (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 preživljavanja, pojedinačnim maksimalnim intezitetom patologije i 
vremenom oporavka. Dobijeni rezultati predstavljeni su donjem desnom uglu grafika. 

 

Među MAt koja su korišćena za pripremu BEP, MAt71 je imalo najslabiji 

zaštitni potencijal. Zaštitni potencijal BEP u čiji sastav ulazi MAt71 (MAt71 predstavlja 

50% BEP) je bio značajno bolji u poređenju sa primenom pojedinačnog MAt71 u duplo 

većoj količini104
. U odnosu na TT/MAt71 tretirane miševe, maksimalni intenzitet 

patologije kod miševa tretiranih letalnom dozom TT-a preinkubiranom sa BEP koje 

sadrže MAt71 je bio statistički značano niži: 0,9 ± 0,1 za TT//MAt51/MAt71 (P < 

0,005), 2,0 ± 0,3 za TT//MAt39/MAt71 (P < 0,05) i 0,8 ± 0,1 za TT//MAt33/MAt71 (P 

< 0,005). Među BEP koje sadrže MAt71, najefikasniji in vivo je bio BEP 

MAt51/MAt71. Pokazano je da je BEP MAt51/MAt71 efikasniji u odnosu na BEP 

MAt71/MAt33 jer je vreme oporavka miševa tretiranih sa TT//MAt51/MAt71 bilo 

statistički značajno kraće u poređenju sa miševima tretiranim sa TT//MAt33/MAt71 (P 

< 0,05), dok su intenzitet patologije i stepen preživljavanja bili isti (Tabela 4.6). 

Zaštitni potencijal ispitivanih BEP, procenjen na osnovu stepena preživljavanja, 

u pozitivnoj korelaciji sa njihovim potencijalom da spreči TT-GD1b interakciju (Pcc = 

0,837, P = 0,038). Odsustvo značajne pozitivne korelacije između afiniteta BEP i 

zaštitnog potencijala procenjenog na osnovu stope preživljavanja ukazuje da u slučaju 

primene visoko afinitetnih TT-specifičnih preparata u velikom višku u odnosu na TT 

G) H) I) 



4. NAŠI RADOVI 

47 

 

(10 µg MAt vs ~1 ng TT po kg telesne težine)3
, zaštitni potencijal dominantno određuje 

fina epitopska specifičnost BEP.   

 

 

 

 4.2.5 Terapeutski potencijal TT-specifičnih BEP  

 

 

U poređenju sa odgovarajućim pojedinačnim MAt, najznačajnije poboljšanje 

vezivnih karateristika i protektivnog kapaciteta postignuto je kombinovanjem MAt51 i 

MAt71 gde su oba MAt međusobno pozitivno uticala na vezivanje za TT. Stoga je ovaj 

BEP izabran za testiranje terapijskog potencijala. 

Dobijeni rezultati su pokazali da BEP MAt51/MAt71 ispoljava veću terapijsku 

efikasnost u poređenju sa pojedinačim MAt51 i MAt71 (Slika 4.5). Stepen preživljava 

miševa kojima je i.v. ubrizgan BEP MAt51/MAt71 2h i 6h nakon TT intoksikacije 

(Slika 4.12) je bio 100%. Maksimalan intenzitet patologije kod miševa kojima je nakon 

2h od intoksikacije TT-a ubrizgan MAt51/MAt71 bio je  1,9 ± 0,3, dok je kod miševa 

koji su primili terapiju nakon 6h od intoksikacije TT-om bio 2,6 ± 0,2. Uočeni intenzitet 

patologije je bio sličan intenzitetu patologije miševa terapijski tretiranim sa MAt51 

(Slika 4.5), ali je vreme oporavka miševa tretirnih sa BEP MAt51/MAt71 (2h: 9,8 ± 1.0 

dana, 6h: 11,7 ± 0,3 dana) bilo je statistički značajno kraće (P < 0,05 u oba slučaja).  
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Slika 4.12. Intezitet patologije miševa tretiranih sa BEP MAt51/MAt71 2h i 6h nakon i.p. 

ubrizgavanja letalne doze TT. Miševima je najpre i.p. aplikovano TT (2LD50), a nakon 2h i 6h tretirani 

su  sa MAt51/MAt71 (ukupno MAt 10 µg, i.v.). Promene inteziteta patologije miševa tretiranih sa 2LD50 

TT preinkubiranim predstavljene su isprekidanom linijom. Slika sumira rezultate dobijene u dva 

nezavisna eksperimenta (10 miševa po grupi u dva eksperimenta; ukupno 20 miševa po grupi). Na slici je 
predstavljena srednja vrednost inteziteta patologije ± SE izračunata je za svakog miša u grupi. Dan TT 

intoksikacije je označen kao 0. dan. Intezitet patologije tokom  perioda nakon tretmana praćen je 
svakodnevno uzimajući u obzir (i) intezitet patologije miševa koji su bili živi u trenutku posmatranja; (ii) 
miševe 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 nepreklapajuće epitope TT-a mogu poboljšati vezivne karakteristike 

pojedinačnih MAt za TT što za posledicu ima veći zaštitni potencijal BEP u odnosu na 

istu količinu pojedinačnih MAt koji ulaze u njegov sastav. Ovi rezultati su u skladu sa 

literaturnim podacima koji ukazuju da TT-specifični oligoklonski preparati mogu biti 

efikasniji u poređenju sa njihovim konstituentima13,17,24,109
. Prikazana istraživanja su 

prvi put pokazala kako promene vezivnih karakteristika TT-specifičnih MAt usled 

njihovog kombinovanja utiču na zaštitni potencijal oligoklonskog preparata. Prethodna 

istraživanja su ukazala da TT-specifična MAt mogu da ispoljavaju sinergistički efekat 

in vivo kada se primene u vidu oligoklonskih smeša. Volk i saradnici su pokazali da 

MAt generisana u mišu nakon imunizacije TTd-om mogu da vezuju oko 20 različitih 

epitopa i da simultano vezivanje dva MAt specifična za nepreklapajuće epitope može da 

obezbedi i do 200 puta bolju zaštitu od intoksikacije u odnosu na odgovarajuća 

pojedinačna MAt17
. Takođe, rađena je in vitro karakterizacija 11 mišjih TT-specifičnih 

MAt, određivan je njihov protektivni kapacitet i za pojedina MAt je pokazan in vivo 
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sinergizam kada su primenjeni u formi biklonalnih preparata
109

. Slično dizajnirano 

istraživanje, koje je rezultovalo istim zapažanjem, je sprovedeno i sa humanim anti-

TTd/TT antitelima
13,22

. Međutim, ni u jednom od prethodno navedenih istraživanja nisu 

ispitane osobine vezivanja oligoklonskih preparata / BEP za koje je pokazano 

poboljšanje in vivo zaštitnog potencijala. Sa druge strane, u cilju selektovanja 

odgovarajućih scFv za dobijanje TT-specifičnih himernih bi-specifičnih helirajućih 

fragmenata (engl. chelating recombinant antibodies  - CRAb), rađena je uporedna in 

vitro analiza vezivanja pojedinačnih scFv i odgovarajućih CRAb za TT. Na osnovu 

pozitivnog kooperativnog efekta koji je pokazan kod određenog broja CRAb 

pretpostavljeno je da bi oni mogli imati bolji zaštitni potencijal od scFv od kojih su 

sačinjeni, ali njihov zaštitni potencijal CRAb nije pokazan in vivo
16

. 
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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 proističe iz činjenice da 

drastično smanjenje incidence okularnih hlamidijalnih infekcija u razvijenim zemljama 

koincidira sa uvođenjem imunizacije TTd-om u redovan program vakcinacije tj. 

omasovljenjem imunizacije protiv tetanusa
56,71,110

. 

 

 

4.3.1. Strukturna sličnost TT i proteina bakterija iz roda Chlamydia 

 

S obzirom da se imunost protiv tetanusa zasniva na uspostavljanju TT-

specifičnog humoralnog imunskog odgovora, a imajući u vidu i činjenicu da uloga At u 

otpornosti ka hlamidijalnim infekcijama, iako nije primarna, nije zanemarljiva, 

pretpostavili smo da bi u slučaju okularnih hlamidijalnih infekcija glavni nosioci 

heterologih efekata vakcinacije TTd-om mogla biti unakrsno reaktivna anti-TTd/TT At. 

Pošto unakrsna reaktivnost At podrazumeva određeni stepen strukturne homologije 

epitopa heterologih antigena, pomoću alatki i podataka dostupnih na online serveru 

BLAST (engl. Basic Local Alignment Search Tool)
111,112

 ispitano da li i u kojoj meri 

postoji strukturna sličnost između TT-a i hlamidijalnih proteina za koje je pokazano da 

su IgG-imunoreaktivni antigeni (Tabela 4.7)
85,113–122

.  

Poređenje je rađeno na nivou kratkih peptidnih sekvenci (do 100 ak) i u Tabeli 

4.7 su prikazane S (engl. score) i E (engl. expected value)
111,112

 vrednosti za 

hlamidijalne aminokiselinske sekvence sa najboljim preklapanjem sa aminokiselinskom 

sekvencom TT-a, kao i dužina 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. 

Hlamidijalni antigeni serovar 

ID brojevi i 

UniProt 

baze 

Molekulska 

masa 

(kDa) 

Max score E vrednost 

Dužina 
peptidne 

sekvence 

(broj AK) 

Region TT sa 

maksimalnim 

preklapanjem 

Pmp C79,114,123 Ct Q6HA51 188,1 25,0 0,071 84 HC 

Pmp D117 CtD* O84818 160,7 20,0 1,9 40 LC 

Pmp H 117 Ct Q2TCH7 105,6 18,1 4,3 37 HC 

Omc B 115,120,124 CtC * P26758 58,6 19,6 0,86 61 HC 

HSP60115,119 CtA * Q3KMQ9 58,1 17,3 3,6 18 LC 

MOMP 115,122,125,126 CtA* P23732 42,9 16,9 3,3 17 HC 

MOMP B 79,80,126–129 CtB* P23421 42,5 24,6 0,016 60 HC 

MOMP C 126,130,131 CtC * P08780 42,9 17,7 2,0 30 HC 

MOMP Cc 132,133 Cc* Q824U2 41,9 16,9 3,6 9 HC 

MOMP D 126 CtD* Q46409 42,5 19,2 0,79 66 HC 

Parametri u online serveru BLASTp su podešeni automatski: General Parameters: Max target sequences 

100; Expect threshold - 10; Word size - 3; Max matches in a query range - 0; Scoring Parameters: 

Matrix - BLOSUM62, Gap Costs - Existence 11 Extension 1, Compositional adjustments - conditional 

compositional score matrix adjustment. Proteinske sekvence koje su recenzirane označene su *.  
 

Dobijeni rezultati pokazuju da je najbolje preklapanje aminokiselinske sekvence 

TT-a i hlamidijalnih proteina: polimorfnog membranskog proteina C (PmpC) i glavnog 

proteina spoljašnje membrane (engl. Major Outer Membrane Protein; MOMP) 

izolovanog iz C.trachomatis serovar B (MOMP-B). Poređenjem aminokiselinskih 

sekvenci PmpC vs TT uočeno je da postoji 4 preklapanja na nivou kratkih peptidnih 

sekvenci i da je najbolje prelapanje PmpC sekvence dužine 84 ak ostatka sa sekvencom 

u okviru teškog lanca TT. E vrednost za dato preklapanje iznosi 0,071 (Slika 4.13A). 

Poređenjem aminokiselinskih sekvenci MOMP-B vs TT dobijena je E vrednost 0,016 

(Slika 4.13B) za peptidnu sekvencu MOMP-B dužine 60 ak ostataka sa peptidnom 

sekvencom teškog lanca TT. 

 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Get&ALIGNMENTS=100&ALIGNMENT_VIEW=Pairwise&BLAST_SPEC=blast2seq&DATABASE_SORT=0&DESCRIPTIONS=100&DYNAMIC_FORMAT=on&FIRST_QUERY_NUM=0&FORMAT_OBJECT=Alignment&FORMAT_PAGE_TARGET=&FORMAT_TYPE=HTML&GET_SEQUENCE=yes&I_THRESH=&LINE_LENGTH=60&MASK_CHAR=2&MASK_COLOR=1&NEW_VIEW=yes&NUM_OVERVIEW=100&PAGE=Proteins&QUERY_INDEX=0&QUERY_NUMBER=0&RESULTS_PAGE_TARGET=&RID=JWXTG18T114&SHOW_LINKOUT=yes&SHOW_OVERVIEW=yes&STEP_NUMBER=&WORD_SIZE=2&OLD_VIEW=false&DISPLAY_SORT=0&HSP_SORT=0
http://www.uniprot.org/uniprot/P23732
http://www.uniprot.org/uniprot/P23421
http://www.uniprot.org/uniprot/P08780
http://www.uniprot.org/uniprot/Q824U2
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Slika 4.13. Strukturna homologija hlamidijalnih proteina (pmpC i MOMP-a iz serovara CtB) i 

tetanus toksina na nivou kratkih peptidnih sekvenci. Poređenje aminokiselinskih sekvenci rađeno je 
pomoću alatki i podataka dostupnih na online serveru BLASTp. Najveće preklapanje aminokiselinske 
sekvence TT (Sbjct) i aminokiselinskih sekvenci: (A)  PmpC i (B) MOMP-B (Query). Na slici su označene 
crvenom bojom polarne naelektrisane ak, narandžastom su polarne nenaelektrisane, dok su plavom 

bojom označene ak koje mogu da čine hidrofobno jezgro. 
  

 

Postojanje strukturne homologije na nivou kratkih peptidnih sekvenci TT i 

određenih hlamidijalnih proteina ukazuje na mogućnost da dotični hlamidijalni proteini 

budu prepoznati od strane TT-specifičnih antitela koja se sekretuju nakon vakcinacije 

protiv tetanusa. Sličnost u aminokiselinskoj sekvenci ukazuje na mogućnost da na 

površini TT i hlamidijalnih proteina mogu postojati isti / vrlo slični (konformacioni) 

epitopi
37,134,135

.  

Dobijeni rezultati ukazuju da je dužina peptidnih sekvenci sa najboljim 

preklapanjem >60 aminokiselinskih ostataka, a zastupljenost identičnih 

aminokiselinskih ostataka manja od 30%. Ovaj rezultat, posmatran izolovano, ne 

umanjuje mogućnost 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 omogućava specifično uspostavljanje vodoničnih, 

hidrofobnih i elektrostatičkih interakcija sa paratopom At134,135
. Drugim rečima, 

interakcije unakrsno-reaktivnih At sa epitopima heterologih antigena su dominantno 

posledica elektrostatičke i hidrofobne homologije ciljnih epitopa koja ne zahteva 

identičnost aminokiselinskih sekvenci nego prisustvo amino kiselina sličnih 

karakteristika na određenim pozicijama u sekvenci111,136–138
. Ispitivanje doprinosa 

pojedinačnih aminikiselinskih ostataka protein-protein interakcijama pokazalo je da se 

centar epitopa najčešće sastoji od hidrofobnih amino kiselina, dok se naelektrisani 

aminikiselinski ostaci nalaze na obodu. Hidrofobni aminikiselinski ostaci u centru 

epitopa posreduju i omogućavaju formiranje kompleksa, dok naelektrisani/hidrofilni 
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ostaci „uklanjaju“ molekule vode sa dodirne površine Ag-At i formiraju elektrostatičke 

interakcije i vodonične veze sa odgovarajućim aminikiselinskim ostacima iz paratopa 

omogućavajući specifično prepoznavanje antitelo-antigen
134,136–138

. Osim toga, u 

razmatranju fenomena ukrštene reaktivnosti treba uzeti u obzir činjenice da 

hipervarijabinost paratopa (CDR3 regiona) i konformacione promene koje nastaju pri 

interakciji Ag-At omogućavaju antitelima prepoznavanje veoma različitih površina 

antigena i u osnovi su prirodne strategije da limitirani repertoar At prepoznaje naizgled 

beskonačane varijacije proteinskih antigena135
.   

Imajući u vidu ulogu pojedinačnih proteina u životnom 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 

životnog ciklusa Chlamydiae
116

 i neophodan je za inicijanu interakciju sa ćelijom 

domaćina114,116,139
. Stoga se može očekivati da PmpC-specifična antitela spreče / otežaju 

inicijalni kontakt Chlamydiae sa ćelijom domaćina i na taj način spreče nastanak i 

širenje infekcije. U prilog ovoj činjenici idu i rezultati naših prethodnih istraživanja u 

okviru kojih smo pokazali da nakon konjuktivalne imunizacije zamorčića bakterijskim 

ghost-ovima probiotske bakterije Escherichia coli Nissle 1917 na kojima je eksprimiran 

N-termialni domen PmpC dolazi i do povećanja nivoa NPmpC- specifičih IgA u suzama 

i smanjenje inteziteta patologije u okularnoj hlamidijalnoj infekciji zamorčića139
. 

S druge strane, MOMP je najzastupljeniji na površini na Ct. MOMP pripada 

klasi porina i neophodan je za pasivan transport jona, šećera i nukleotida kroz spoljanju 

membranu gram negativnih bakterija
140

.
  Brojna istraživanja ukazuju da je MOMP jak 

imunogen i da bi morao bi biti jedan od antigena u sastavu buduće vakcine protiv 

hlamidijalnih infekcija
79,81,85,113,141

.  
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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 urađeno je ELISA-om gde su kao antigeni 

korišćeni C. caviae, uzročnik infekcija kod zamorčića, i C. trachomatis serovar B (CtB), 

jedan od uzročnika okularnih infekcija ljudi. Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 

4.14 gde se vidi da u oba slučaja najveću reaktivnost ispoljava MAt26. Stoga su za dalje 

analize u ovom delu istraživanja selektovana MAt26 i MAt51 na osnovu reaktivnosti ka 

hlamidijalnim Ag, ali imajući u vidu i njihovu reaktivnost (nizak vs visok afinitet) ka 

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

MAt26 MAt33 MAt39 MAt41 MAt42 MAt51 MAt62 MAt71
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Slika 4.14. Reaktivnost anti-TTd/TT MAt ka hlamidijalnim antigenima. Sposobnost anti TT MAt (1 

μg/mL) da  interaguju sa CtB (10
6
 IFU/mL) i Cc (10

6
 IFU/mL) adsorbovanim na Maxi Sorp ploču 

potvrđena je ELISA testom. Svi uzorci su analizirani u triplikatu i rezultati su predstavljeni kao srednja 

vrednost A492/620 ± standardna greška. 
 

Western blot analizom je pokazano da i MAt26 i MAt51 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 

korišćenom sistemu ne postoji značajna razlika u profilima imunoreaktivnosti između 

MAt26 i MAt51.  
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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 (korišćeni u biotinisanoj formi) 
i hlamidijalnih antigena korišćen je sistem extrAvidin-alkalna fosfataza//NBT/BCIP. Molekulski markeri ( 

High molecular weight molecular markers, Pharmacia) pripremljeni su po preporuci proizvođača (4). 
 

Međutim, rezultati inhibitorne ELISA-e gde je vezivanje MAt26 i MAt51 za 

adsorbovani TT  inhibirano preinkubacijom sa ET Cc, CtA i CtB u rastvoru, ukazali su 

na razlike u funkcionalnim karakteristikama MAt26 i MAt51 u slučaju hlamidijalnih 

infekcija. Dobijeni rezultati ukazuju na bolji neutralizacioni kapacitet MAt26 u odnosu 

na MAt51. Činjenica da je preinkubacija sa istom količinom hlamidijalnih ET značajno 

više inhibirala vezivanje MAt26 za adsorbovani TT ukazuje da MAt26, u odnosu na 

MAt51, uspostavlja jače interakcije sa hlamidijalnim ET u rastvoru (Slika 4.16). 

Međutim, definitivan zaključak o odnosu hlamidija-specifičnog neutralizacionog 

potencijala MAt26 i MAt51 nije mogao biti donet na osnovu ovog testiranja s obzirom 

da ovakvom rezultatu može doprineti i prethodno pokazana razlika u afinitetima MAt26 

i MAt51 ka TT-u. 
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Slika 4.16. Sposobnost hlamidijalnih ET (CtA, CtB i Cc) da inhibiraju vezivanje anti-TTd/TT 

MAt26 i MAt51 za TT. Rezultati predstavljaju procenat inhibicije vezivanja MAt26 i MAt51 (1 μg/mL) 

za TT direktno adsorbovan na Maxi Sorp ploču nakon inkubacije (1h/RT) sa hlamidijalnim ET: CtA, CtB 

i Cc (10
7
- 10

1
 IFU/mL). Procenat inhibicije vezivanja MAt26 i MAt51 za TT izračunat 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 greška. 

 

Imajući u vidu prethodno navedene činjenice i želeći da ispitamo neutalizacioni 

kapacitet selektovanih MAt u sistemu koji adekvatnije oponaša prirodnu okularnu 

hlamidijalnu infekciju, ispitana je sposobnost MAt26 i MAt51 da inhibiraju in vitro 

infekciju epitelijalnih ćelije humane konjunktive (HcjE) sa CtB ET  (Slika 4.17).  
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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 ćelija. HCjE su inficirane CtB ET  (koncentracije od 10
3
 do 10

8
 

IFU/bunar) koji je preinkubiran sa MAt26 i MAt51 (5µg/mL). Procenat neutralizacije određen pomoću 
jednačine: [(broj IFU u ćelijama inkubiranim bez MAt - broj IFU u ćelijama inkubiranim sa MAt)/ broj 
IFU u ćelijama inkubiranim bez MAt] x 100. Broj inkluzija je određen nakon bojenja FITC-konjugovanim 

monoklonskim antitelima specifičnim za LPS Chlamydia pomoću fluorescentnog mikroskopa (Axio-

Observer). Akvizicija slike je rađena pomoću TissueFAXS software (Tissuegnostics). Uzorci su 

analizirani u triplikatu i rezultati su prikazani kao srednja vrednost ± standardna greška. Statistički 
značajna razlika uočena je između MAt26 i MAt51  pri infektivnoj dozi 10

3
 (*P < 0,05) i pri infektivnoj 

dozi 10
5
 (***P < 0,001).  
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Dobijeni rezultati ukazuju da oba MAt u in vitro uslovima interferiraju sa 

hlamidijalnom infekcijom HCjE ćelija, ali da je MAt26 superiornije. Superiornost 

MAt26 je posebno došla do izražaja pri povećanju infektivne doze. Izračunati % 

neutralizacije infekcije HCjE ćelija pokazuje da МАt26 efikasnije sprečava 

hlamidijalnu infekciju. Pri infekciji HCjE ćelija sa 105
 IFU CtB, MAt26 je sprečilo 

infekciju 33,12 % HCjE ćelija dok je u slučaju MAt51 svega 5,33 % HCjE ćelija ostalo 

neinficirano. Ovaj rezultat, zajedno sa rezultatom inhibitorne ELISA-e, je pokazao da, u 

poređenju sa MAt51, MAt26 može efikasnije da neutrališe hlamidijalna ET u rastvoru.   

 

 

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

infekciju: model inkluzionog konjunktivitisa zamorčeta  

 

Sposobnost MAt26 i MAt51 da u in vivo uslovima interferiraju sa hlamidijalnom 

infekcijom ispitivana je u modelu inkluzionog konjunktivitisa zamorčeta (okularne 

infekcije zamorčića sa C.caviae) koji se smatra relevantnim modelom za proučavanje 

okularne hlamidijalne infekcije kod ljudi. Naime, organizacija konjunktivi pridruženog 

limfoidnog tkiva (CALT; engl. conjunctiva-associated lymphoid tissue) zamorčeta, koja 

je vrlo slična organizaciji CALT-a kod ljudi, činičini model inkluzionog konjunktivitisa 

zamorčeta najrelevantnijim modelom na životinjama koje ne pripadaju redu Primates.  

Na Slici 4.18 prikazane su promene u intezitetu patologije okularne hlamidijalne 

infekcije zamorčića. 



4. NAŠI RADOVI 

58 

 

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

0

1

2

3

4

In
te

zi
te

t 
p

at
o

lo
g

ij
e

Vreme (dan)

 Cc

 Cc / MAt26

 Cc / MAt51

*

*

*

**

***

**

*

14               21

 
Slika 4.18. Sposobnost anti-TTd/TT MAt da in vivo spreče okularnu hlamidijalnu infekciju. 

Zamorčići (5 zamorčića / grupa) su inficirani sa: 1) Cc (10
4 

IFU/oko, pozitivna kontrola); 2) Cc/MAt26 

(10
4 

IFU/oko Cc preinkubiranom sa MAt26 (10 µg/mL) i u akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od 

početka infekcije) tretirani sa MAt26); 3) Cc/MAt51 (10
4 

IFU/oko) preinkubiranom sa MAt51 (10 µg/mL) 

i u akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od početka infekcije) tretirani sa MAt51. Dan infekcije je označen 
kao 0. dan. U definisanim vremenskim intervalima tokom  perioda nakon tretmana praćen je intezitet 
patologije za svakog zamorčića u grupi. Rezultati predstavljaju srednju vrednost inteziteta patologije ± 

standardna greška (ocene inteziteta patologije date su u odeljku Eksperimentalni rad). Statistički 
značajne razlike između Cc (pozitivne kontrole) i Cc/MAt26 uočene 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 može potpuno da spreči okularnu 

hlamidijalnu infekciju zamorčeta, ali može značajno da ublaži intenzitet patologije u 

piku bolesti (Slika 4.18; Cc/MAt26 vs. Cc: 4.,5., 6. i 10. dan: P < 0,05;  6. i 10. dan P < 

0,01; 8. dan P < 0,001). 

Između 2. i 9. dana nakon infekcije, kod zamorčića inficiranih sa 104
 IFU C. 

caviae preinkubirane sa 10 μg/mL MAt26 uočena je blaža klinička slika u poređenju sa 

zamorčićima izloženim istoj infektivnoj dozi bez MAt ili preinkubiranoj sa MAt51 

(Slika 4.19). Takođe, preinkubacija C. caviae sa anti-TTd/TT MAt je rezultovala bržom 

rezolucijom infekcije. Zamorčići tretirani preinkubiranom C. caviae sa anti-TTd/TT 

MAt oporavili su se do 14. dana, za razliku od zamorčića inficiranih samo C. caviae 

koji su se oporavili pri kraju perioda praćenja (20. dan).  
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Slika 4.19. Reprezentativne fotografije konjuktive zamorčića u definisanim vremenskim 
intervalima tokom perioda nakon infekcije. Zamorčići tretirani sa anti TTd/TT MAt imaju blažu 
kliničku sliku okularne hlamidijalne infekcije, za razliku od zamorčića inficiranih samo sa Cc.  

 

U prikazanom setu istraživanja je pokazano da unakrsno-reaktivna At generisana 

nakon imunizacije TTd-om mogu interferirati sa hlamidijalnim infekcijama tako što 

ublažavaju kliničku sliku okularne hlamidijalne infekcije. Karakterizacija interakcija 

ovih MAt sa hlamidijalnim antigenima, pre svega određivanje njihove fine epitopske 

specifičnosti, mogla bi da doprinese istraživanjima koja su usmerena ka formulisanju 

vakcine koja će efikasno štititi 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 specifičnim mukoznim površinama.  

Iako MAt26 i MAt51 specifično prepoznaju TT, karakteristike njihovih 

interakcija sa TT-om se značajno razlikuju kao i njihov zaštitni potencijal. U 

prethodnom delu istraživanja je pokazano da MAt26 ne obezbeđuje zaštitu od 

intoksikacije TT-om, dok MAt51 u potpunosti štiti od nastanka tetanusa104
. U kontekstu 

hlamidijalne okularne infekcije anti-TTd/TT MAt26 koje je nisko afinitetno za TT i ne 

sprečava nastanak tetanusa je superiornije i u in vitro i u in vivo uslovima u odnosu na 

MAt51 koje u potpunosti štiti od intoksikacije tetanus toksinom.  

Ovaj nalaz, zajedno sa rezultatima koji se odnose na formulisanje efikasnih BEP, 

ide u prilog zapažanju da su prirodni procesi izuzetno kompleksni i vrlo racionalno 

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

afinitetna antitela generisana nakon imunizacije TTd-om, koja ne mogu da obezbede 
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zaštitu od TT intoksikacije per se, mogu da deluju kao pozitivni modulatori vezivanja 

protektivnih TT-specifičnih At povećavajući 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 bocаma  

 

Odabrani hibridomi su gajeni u bioreaktorima za jednokratnu upotrebu CELLine 

CL 350 (Integra Bioscience AG, Zizers, Švajcarska) koje omogućavaju dugotrajno 

gajenje hibridoma (broj hibridomskih ćelija može dostići i 108
 ćelija/mL) i dobijanje 

supernatanta koji sadrži zadovoljavajuću koncentraciju MAt (5-10mg/mL).  

Biorektori su najpre pripremljeni prema preporuci proizvođača, a potom je u deo 

za zasejavanje dodato 5 mL suspenzije hibridomskih ćelija koncentarcije 107
 ćelija/mL. 

Hibridomske ćelije su gajene u RPMI-1640 podlozi koji sadrži 10% FCS (eng. fetal calf 

serum), 0,25 % glukoze, 0,03 % L-glutamina, 0,075 % NaHCO3 i antibiotike 

Streptamicin (0,1 mg/L) / Peniciln (100 u/L) (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka). 

Bioreaktori su preneti u inkubator u kome su bili podešeni uslovi: 37 oC, 5 % CO2, 90 % 

vlažnost. 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 pomoću afinitetne hromatografije na  HiTrap Protein G koloni 

(Pharmacia, Upsala, Švedska). 

HiTrap Protein G kolona je najpre preekvilibrisana sa 0,02 M Na3PO4, pH = 7. 

Pre nanošenja na kolonu u uzorke supernatanta integre su podešeni uslovi 0,02 M 

Na3PO4, pH = 7, a potom je uzorak nanet na kolonu. Nevezani ili slabo vezani proteini 

isprani su sa kolone sa 0,02 M Na3PO4, pH = 7. MAt su specifično eluirana sa 0,1 M 

glicin-HCl, pH = 2,7. Frakcije zapremine 1 mL eluirane su u epruvete u kojima se 

nalazio 50 µL 1 M Tris, pH = 9. Rastvor Tris-a je dodat u cilju održavanja neutralnog 

pH i sprečavanja hidrolize MAt na niskom pH. Nakon izolovanja MAt su dijalizovana 

naspram fosftom puferisanog fiziološkog rastvora (PBS) i određena im je koncentracija 

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

 

 

5.1.3 Obeležavanje MAt biotinom 

 

Nakon izolovanja pomoću afinitetne hromatografije na  HiTrap Protein G 

koloni MAt26, MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71 su dijalizovana naspram 0,1 M 

NaHCO3. U rastvor MAt / 0,1 M NaHCO3 dodat je NHS-biotin (SigmaAldrich, 

Steinhaim, Nemačka) prethodno rastvoren u DMSO (10 mg/mL) tako da mMAt : mNHS-

biotin bude 1 mg : 400 µg. Smeša je inkubirana 4h na ledu uz neprestalno mešanje. Nakon 

konjugovanja sa biotinom MAt su dijalizovana naspram PBS-a i određena 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 Prečišćavanje TT i TTd hidrofobnom hromatografijom 

 

Polazni materijali za prečišćavanje TT i 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 prečišićavanja i 

karakterizacije rađene su za svaki uzorak nezavisno i dobijeni rezulati su predstavljeni 

kao  srednje vrednosti od dva nezavisna uzorka. 

Nativni TT preparati su dobijeni tako što su nakon fermentacije C. tetani na 

Muiller-Miller podlozi (7 dana, 35 ± 1 °C) bakterijske ćelije filtracijom (0,2 μm veličina 

pora) odvajene od supernatanta koji sadrži 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 rađeno na koloni Hi Trap 

Phenyl Sepharose (unutrašnji prečnik x visina: 1,6 cm x 2,5 cm, 5 mL matriksa; GE 

Healthcare, Upsala, Švedska). Kolona je ekvilibrisana sa 0,5 M (NH4)2SO4 / 3 M NaCl / 

0,02 M Na-fosfatnim puferom, pH 7,6. Pre nanošenja na kolonu u uzorke je dodat 

(NH4)2SO4 (finalna koncentracija 0,5 M) i NaCl (finalna koncentracija 3 M). Nakon 

nanošenja 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 određena Bradford-ovom metodom. Karakteristike 

prečišćenog TT i TTd proverene su elektroforezom, Western blot-om, ELISA-om i 

specifičnim flokulacionim testom142
 (Prilog 8). 

 

 

5.1.5 Bakterije iz roda Chlamydia  

 

Štokovi bakterija iz roda Chlamydia (CtA, CtB i Cc) dobijeni su u okviru 

standarnog postupka u ćelijskoj kulturi na McCoy ćelijama73
 u Štokovi bakterija su u 

SPG puferu (218 mM saharoza, 3,76 mM KH2PO4, 7,1 mM K2HPO4, 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 

korišćeni su lizati bakterijskih ćelija. 

Bakterijske suspenzije CtA, CtB i Cc (10
7
 IFU/mL, 200 µL) i McCoy ćelija (107

 

ćelija/mL, 200 µL) su centrifugirane  na 25000 g, 1h, na 4 
o
C. Nakon centrifugiranja 

supernatant je odbačen, a talog premeren i dodat je rastvor 1% SDS (m(talog) : 

V(1%SDS)=10:1). Uzorci su vorteksirani 5 puta 10 sekundi i inkubirani na -20 
o
C preko 

noći. Nakon odmrzavanja uzorci su inkubirani u ultrazvučnom kupatilu 3 puta po 5 

minuta. Nakon centrifugiranja (14000 g, 10 minuta, 4 
o
C) dobijeni su supernatanti 

kojima je najpre bicinhonskom kiselinom određena koncentracija proteina (svi uzorci su 

podešeni na istu koncentraciju proteina 1 mg/mL) i dalje analizirani elektroforezom i 

Western blotom.  

 

 

 

5.2 Određivanje koncentracije proteina  

 

 

5.2.1 Određivanje koncentracije proteina Bradford-ovom metodom 

 

Bradford-ova metoda za određivanje 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 razblaženjem - koncentrovan rastvor boje (0,5 

mg/mL Comassie Brilliant Blue G-250 / 25 % etanol / 42,5 % H3PO4) : destilovana 

voda = 1 : 4. Uzorci su  nanošeni na mikrotitarsku ploču (10 µL uzorka/bazenu) a zatim 

je dodat Bradford-ov radni rastvori (200 µL rastvora/bazenu). Kao standard je korišćen 

goveđi serum albumin (BSA) u rastućim koncentracijama (0 - 500 µg/mL). Ploče su 

inkubirane 5 minuta  na sobnoj temperaturi i očitana je apsorbanca na 580 nm. 

Koncentracije proteina u uzorcima su preračunate sa standardne krive BSA/PBS.143
 Ova 

metoda je korišćena za određivanje koncentracije proteina u uzorcima TT i TTd pre i 

nakon prečišćavanja. 
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5.2.2 Kjeldalova metoda za određivanje ukupanog azota i proteinskog azota  

 

Koncentracija ukupnog azota (TN) i proteinskog azota (PN) je određivana 

Kjeldalovom metodom
59

 u uzorcima TT i TTd pre i nakon prečišćavanja. Koncentracija 

proteinskog azota određivana je i indirektno deljenjem proteinske koncentracije 

određene Bradford-ovom metodom sa faktorom 6,25. 

 

 

5.2.3 Određivanje koncentracije proteina merenjem apsorbance na 280 nm 

 

Koncentracije MAt nakon izolovanja određivane su merenjem apsorbance na 

280 nm i primenom Lambert-Beer-ov zakona. Za izračunavanje koncentracije (mg/mL) 

za mišji IgG korišćen je apsorpcioni koeficijent 1,43
144

. 

 

 

5.2.4 Određivanje koncentracije proteina bicinhonskom kiselinom 

 

U uzorcima ćelijskih lizata bakterija iz roda Chlamydia određivana 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) i reagens B (4% 

bakar sulfat) su neposredno pre uporebe promešani (V(reagens A) : V(reagens B) = 50:1), a 

potom pomešani sa uzorkom (V(reagensi A/B) : V(uzorak) = 1:20), inkubirani 30 minuta na 37 

oC u vlažnoj komori.  Kao standard je korišćen goveđi serum albumin u rastućim 

koncentracijama tretiran na isti način kao i ispitivani uzorci. Nakon inkubacije izmeran 

je apsorbanca na 545 nm (A545) i sa dobijene standarne krive preračunata koncentracija 

uzoraka. 
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5.3 Elektroforeza i Western blot analiza  

 

Čistoća izolovanih preparata TT/TTd, izolovanih MAt i očuvanost njihove 

sposobnosti da interaguju sa TT/TTd biće proveravane elektroforezom i 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 i TTd-a, kao i uzorci lizata bakterija iz roda Chlamydia su 

analizirani SDS-PAG elektroforezom u redukujućim i neredukujućim uslovima sa 

jednim od dva sistema:  

a) Phast System (Pharmacia, Uppsala, Švedska), na komercijalno dostupnim 

gradijentnim poliakrilamidnim gelovima (4–15 %);  

Postupak je izvođen prema uputstvu proizvođača. Ukratko, uzorci su pripremani 

koristeći stock rastvore 10 mM Tris/1 mM EDTA (pH = 8) i 10 % SDS, tako da finalno 

budu 1 mM Tris / 100 µM EDTA / 2,5 % SDS. U uzorke koji su analizirani pod 

redukcionim uslovima dodavan je uzorci  β-merkaptoetanol finalne koncentracije 5 % i 

uzorci su 5 minuta inkubirani na 100 
o
C.  

Ova metoda je korišćena za elektroforetsku analizu uzoraka TT pre i nakon 

prečišćavanja HIC-om. 

b) Mini Protean II System (Bio-Rad, USA), u neredukujućim i redukujućim 

uslovima na 9 % ili 7 % poliakrilamidnom gelu za razdvajanje i 4 % gelom za 

koncentrovanje rađena za analizu uzoraka TT i TTd pre i nakon prečišćavanja, kao i 

lizata bakterija iz roda Chlamydia.  

Potrebni stock rastvori za pripremu gelova su: 30 % akrilamid/bis-akrilamidni 

rastvor (30 % (w/v) akrilamida/H2O i 3 % (w/v) bis-akrilamid/H2O), 1,5 M Tris/HCl 

(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 

proračuna za10 mL X % gela: 

- 30 % akrilamida …………………………..  X/3 mL 
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- pufer za odgovarajući gel ………….…….. 2,5 mL 

- H2O …………… ………………………… (7.5  X/3) mL 

- 10 % APS ………………………………… 50 μl 

- TEMED ………………………………….. 5 μl (10 μl ako je X > 8%) 

Uzorci su pripremani koristeći stock rastvore 0,5 M Tris/HCl (pH = 6,8), 85 % 

glicerol, 1  brom-fenol plavo, 10 % SDS, 14,34 M β-merkapto-etanol, tako da finalno 

budu 62,5 mM Tris/HCl / 10 % glicerol / 0,02 % brom-fenol plavo / 2% SDS, za 

postizanje redukujućih uslova dodat β-merkapto etanol (finalna koncentracija 5 %). Pre 

nanošenja na gel uzorci bez β-merkaptoetanola su inkubirani 5 min na 70 °C, a uzorci u 

koje je dodat β-merkaptoetanol su inkubirani 5 min na 100 °C. Na gel je nanošeno ~20 

μl uzorka. Elektroforeza je rađena u 0,025 M Tris/HCl /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 čega 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 % sirćetna 

kiselina 20 minuta. Nakon odlivanja boje gelovi su ispirani dva puta po 30 minuta u 

rastvoru 50% metanola / 10% sirćetna kiselina. Rastvoru su potom odbojeni do potpune 

eliminacije nespecifičnog bojenja u rastvoru 5% metanol / 10% sirćetna kiselina. 

 

 

5.3.3 Western blot analiza  

 

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

sa teškim lancem TT, kao i unakrsna reaktivnost аnti-ТТd/TT МАt sa proteinima 

bakterija iz roda Chlamydia. 
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Po završetku SDS-PAGE na Mini Protean II System, gel je izvađen iz staklenih 

ploča i potopljen u pufer za blot koji sadrži 25 mM Tris (SERVA ElectrophoresisGmbH 

Heidelberg, Nemačka)) / 193 mM glicin (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka) / 20 % 

metanol (Fluka), pH=8,3. 0,2 mm nitrocelulozna membrana (NC2, SERVA 

Electrophoresis GmbH Heidelberg, Nemačka) je najpre hidratisana kratkotrajnim 

potapanjem u destilovanu vodu, a potom su gel i membrana postavljeni u “sendvič” 

između filter papira prethodno dobro natopljenih puferom za blot. “Sendvič” je 

postavljen u aparat za elektrotransfer tako da nitrocelulozna membrana bude bliža 

anodi. Elektrotransfer proteina se odvijao 1 h pri konstantnoj struji 1-1.5 mA/cm
2
 

(Multiphor II System, LKB, Švedska).  

Nakon završenog elektrotransfera rađeno je razvijanje blota. U cilju sprečavanja 

nespeifičnog vezivanja antitela membrana je najpre saturisana sa 3% BSA 

(SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka) u PBS-u 2h na sobnoj temperaturi ili preko noći 

na 4 
oC. Zasićena membrana je inkubirana sa rastvorom biotiom obeleženih MAt 

razblaženo u 1% BSA/PBS koncentracije 2 µg/mL, 1h na sobnoj temperaturi. Potom je 

membrana inkubirana sa extrAvidin- alkalna fosfatazom (SigmaAldrich, Steinhaim, 

Nemačka) razblaženoj prema uputstvu proizvođača. Nakon svakog koraka membrana je 

isprana 4 puta po 3 minuta  sa 0,05 % Tween 20 (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka) / 

PBS. Vezivanje antitela je vizuelizovano sa nitro blue tetrazolim / 5-bromo-4-hloro-3-

indolil fosfatom (BCIP/NBT; SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka). Razvijanje boje je 

prekinuto potapanjem membrane u 0,02M Tris / 5 mM EDTA pH = 7,5. Membrana je 

potom isprana vodom i osušena. 
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5.4 In vitro ispitivanje vezivnih karakteristika MAt primenom ELISA 

testa  

 

Ispitivanje vezivnih karakteristika MAt obuhvataće određivanja: 

- reaktivnosti ka TT-u i TTd-u  

- pozicije epitopa koji prepoznaju anti-TTd/TT MAt u molekuli TT-a, 

sposobnosti MAt da vežu TT u rastvoru i spreče vezivanje TT za gangliozid (GD1b) 

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

- ispitivanje da li selektovana MAt mogu simultano da interaguju sa TT i 

da li pri tome dolazi do uzajamnog uticaja. 

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

Chlamydia  

Zajednički koraci za sve ELISA testove najpre podrazumevaju adsorpciju 

antigena određene koncentracije u zavisnosti od tipa ELISA testa (50µL / bunaru, na 4 

oC, preko noći) na mikrotitar ploču (MaxiSorp ili PolySorp, Nunc, Roskilde, Danska). 

Nakon adsopcije Ag ploče su saturisane rastvorom 1 BSA/PBS (w/v) (200 µL/bunaru, 2 

h, sobna temperatura) kako bi se sprečilo nespecifično vezivanje. U rastvoru 1% BSA / 

PBS pravljena su razblaženja seruma, MAt, komercijalno dostupnih At specifičnih za 

mišje imunoglobuline i enzimi korišćeni u detekciji. Komercijalna antitela, kao i enzimi 

razblaživani su prema uputsvu proizvođača. Svaki od ovih inkubacionih koraka (50 µL / 

bunaru, 1 h, sobna temperatura) je praćen ispiranjem rastvorom 0,05 % Tween 20 / PBS 

(4 x 200µL/bunaru). Sistem extrAvidin-peroksidaza (SigmaAldrich, Steinhaim, 

Nemačka)) / ο-fenilendiamin (OPD (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka); 1 mg/mL u 

0,05 M limunska kiselina / 0,1 M Na2HPO4 / 0,01% H2O2, pH = 5; 50 µL/bunaru) je 

korišćena za vizuelizaciju. Nakon prekidanja peroksidazom katalizovane transformacije 

OPD-a dodatkom 2 M H2SO4 (50 µL/bunaru) očitavana je apsorbanca na 492 nm i 620 

nm (A492/620). 

Specifičnosti pojedinačnih ELISA su navedene u daljem tekstu. 
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5.4.1 Određivanje imunogenosti TTd-a  

 

Za određivanje imunogenih karakteistika TTd preparata korišćena je 

kompetitivna ELISA. Na mikrotitarsku ploču (MaxiSorp) je adsorbovan TT (2 μg/mL). 

Nakon zasićenja na ploču su dodati uzorci koji sadrže TTd preparate u rastućim 

koncentracijma pomešane sa 0,1 IU/mL standardnim humanim anti-tetanusnim 

imunoglobulinima (1
st
 International Standard for Tetanus Immunoglobulin, NIBS code 

TE-3; NIBS, Potters Bar, UK). Vezivanje IgG-a standardnog seruma je detektovano 

biotin obeleženim anti-human IgG antitelima (Sigma). Rastvori koji su sadržali samo 

standardni humani anti-tetanusni serum u rastućim koncentracijama (od 0,1 IU/mL) su 

tretirani na isti način i korišćeni su kao standard pomoću kog je izračunat procenat 

inhibicije svakog uzorka. 

 

 

5.4.2 Reaktivnosti selektovanih MAt ka TT i TTd 

 

Na mikrotitar ploču adsorbovan je antigen (1 µg/mL TT odnosno 1 µg/mL TTd). 

Nakon saturacije dodata su MAt u rastućim koncentracijama od 0,01 - 5 µg/mL MAt. 

Za detekciju vezanih MAt korišćen je anti-mišji IgG obeležen biotinom (Sigma 

Aldrich). 

Reaktivnosti selektovanih MAt ka TT i TTd određena je sa grafika A492/620 = f  

(različite 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 ploče (MaxiSorp) adsorbovane su bakterije iz roda Chlamydia 

(CtA, CtB i Cc) u koncentraciji 10
6
 IFU/mL u PBS-u. Nakon dodavanja uzoraka ploče 
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su centrifugirane 15 minuta na 800 g. Nakon saturacije ploče sa adsorbovanim 

bakterijama su isprane samo PBS-om (4 x 200µL / bunaru). Na ploče su naneta  MAt u 

koncentracijama 5 µg/mL MAt i ploče su inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi. Nakon 

dodavanja anti-mišjih IgG obeleženih biotinom i vizuelizacije inetrakcija Ag-At 

izmerena je A492/620.  

b) Inhibitorna ELISA 

Na mikrotitar ploču (MaxiSorp) adsorbovan je TTd u koncentraciji 1 µg/mL. 

Nakon saturacije dodata su uzorci pripremljeni na sledeći način: rastuće koncentracije 

CtA, CtB i Cc (10
1
-10

7
 IFU/mL u 10 x razblaženjima) su najpre preinkubirane sa 

MAt26 i MAt51 (u finalnim koncentracijama 1 µg/mL), a potom nanete na ploče koje 

su potom inkubirane 1 h na sobnoj temperaturi. Za detekciju vezanih MAt korišćen je 

anti-mišji IgG obeležen biotinom (Sigma Aldrich). Merena je apsorbanca na 492/692 

nm (A492/692). Rastvori koji su sadržali samo MAt u rastućim koncentracijama (0-1 

µg/mL) su tretirani na isti način kao i ostali uzorci i korišćeni su za konstrukciju 

standarne krive pomoću koji je izračunat % inhibicije za svaki uzorak. 

 

 

5.4.4 Određivanje pozicije epitopa koji prepoznaju anti-TTd/TT MAt u 

molekuli TT, sposobnost MAt da vežu TT u rastvoru i spreče vezivanje TT za 

gangliozid (GD1b) 

 

a) Pozicioniranje epitopa na TT-u u odnosu na gangliozid-vezujuće mesto 

za selektovana MAt 

Pozicioniranje epitopa na TT-u u odnosu na gangliozid-vezujuće mesto za 

selektovana MAt određeno je na osnovu procenata specifičnog vezivanja MAt za TT 

koji je direktno adsorbovan na ploču (TT sistem; molekuli TT-a su nasumično 

orjentisani) i na osnovu procenata specifičnog vezivanja MAt za TT koji je prethodno 

adsorbovan na gangliozide (GD1b) (TT/ GD1b sistem; ista orjentacija TT-a molekula 

usled njihove interakcije sa GD1b molekulima). Korišćeni ELISA testovi: 

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

2. TT/ GD1b sistem: na ELISA ploče (PolySorp) je adsorbovan GD1b 

(SigmaAldrich; 10 µg/mL u etanolu) na sobnoj temperaturi, preko noći. Nakon 
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adsorpcije GD1b, kao i nakon saturacije, ploče su ispirane sa PBS-om (4 x 200 

µL/bunaru). U sledećem koraku dodat je TT (25 µg/mL). Koncentracija TT koja je 

korišćena u TT sistemu je utvrđena na osnovu rezultata preliminarnih ispitivanja, a 

dizajn TT/GD1b sistema je urađen na osnovu datih rezultata.  

Radi poređena vezivanja MAt u oba sistema potrebno je adsorbovati isti 

koncentraciju TT. Za odredjivanje koncentracije vezanog TT-a korišćen je anti-TTd/TT 

konjski poliklonski serum (konjski tetanus-antitoksin; Institut za virusologiju, vakcine i 

serume - Torlak, Beograd, Srbija) koji sadrži antitela specifična za različite epitope i 

omogućavaju detektovanje svih TT molekula. Tokom pripreme TT/GD1b sistema 

(adsorbcija GD1b na PolySorp ploču, saturacija, vezivanje TT-a) paralelno je je na 

MaxiSorp ploču direktno adsorbovan TT u različitim koncentracijama i tretiran kao što 

je prethodno opisano za TT sistem. Nakon adsorpcije GD1b i TT-a, saturacije i vezivanja 

TT za GD1b obe ploče su istovremeno tretirane sa konjskim tetanus antitoksinom, a 

potom anti-konjskim IgG obeleženim biotinom (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka), 

extrAvidin peroksidazom i OPD-om. Koncentracija vezanog TT-a u TT/GD1b sistemu  je 

određena sa standradne krive A492/620 = f (koncentracije TT) sa TT sistema (određena 

koncentracija 0,7 µg/mL). Preciznost je još jednom potvrđena u testu gde su MaxiSorp i 

PolySorp ploče pripremljene kao što je opisano za TT/GD1b i TT sisteme i simultano su 

razvijani sa konjskim tetanus antiserumom, biotinom obeleženim anti-konjski IgG i 

extrAvidine-peroksidaza/OPD i A492/620 su zabeležene za oba sistema. 

 Svi sledeći koraci su identični za oba sistema: dodavanje MAt (10 µg/mL); 

detektovanje vezanih MAt pomoću anti-mišjih IgG obeleženog biotinom; vizuelizacija i 

dobijanje A492/620. 

Koncentracija 10 µg/mL MAt je odarbarna da bi detektovalo i najmanje 

vezivanje MAt u TT/GD1b sistemu. 

 

b) Inhibicija vezivanja TT za GD1b  

Procena sposobnosti pojedinačnih MAt (MAt26, MAt33, MAt39, MAt41, 

MAt42, MAt51, MAt62 i MAt71) i biklonalnih ekvimolarnih preparata MAt 

(MAt33/MAt39, MAt33/MAt51, MAt33/MAt71, MAt39/MAt51, MAt39/MAt71 i 

MAt51/MAt71) da in vitro inhibiraju vezivanje TT za GD1b rađena je pomoću ELISA 

testa. 
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Na ELISA ploče (PolySorp) je adsorbovan GD1b (SigmaAldrich, Steinhaim, 

Nemačka; 10 µg/mL u etanolu) na sobnoj temperaturi, preko noći. Nakon adsorpcije 

GD1b, kao i nakon saturacije, ploče su ispirane sa PBS-om (4 x 200 µL/bunaru).  

U sledećem koraku dodat je TT (25 µg/mL) i TT prethodno inkubiran sa 

pojedničnim MAt 1h na sobnoj temperaturi (TT-a 25 µg/mL i MAt 10 µg/mL) ili BEP 

(TT-a 25 µg/mL i BEP (5 µg/mL po MAt)). Koncentracija vezanog TT je određena 

dodavanjem konjskog antitetanusnog seruma (konjski tetanus-antitoksin; Institut za 

virusologiju, vakcine i serume „Torlak“, Beograd, Srbija), anti konjskog IgG 

obeleženog biotinom (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka). 

Procenat inhibicije vezivanja TT za GD1b pomoću specifičnih monoklonskih 

antitela je izračunat u odnosu na dobijenu vrednosti A492/620 za vezivanje samog TT za 

GD1b (100% vezivanje).  

 

 

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

 

Za određivanje konstante afiniteta korišćen je ELISA test modifikovan prema 

Friguet-u (1985) 
145

. Ukratko, nakon adsorpcije TT ( 1 µg/mL) i saturacije, na ploču su 

naneti uzorci MAt (finalna koncentracija 1 µg/mL) kao i BEP MAt (finalna 

koncentracija 1 µg/mL) prethodno inkubirani (1 h, sobna temperatura) sa TT (finalne 

koncentracije od 3 do 30 µg/mL). Rastvor MAt/BEP i TT je nanet na ploču i inkubiran 

1h na sobnoj temperaturi. 

Ka za vezivanje pojedinačnih MAt i BEP za TT je određeno Scatchard-ovom 

analizom modifikovanoj prema Stevens-u (1987) 
92

. 

Koncentracija MAt koja je korišćena u određivanju Ka (1 µg/mL) je uzeta sa 

krive vezivanja dobijene za svako pojedinačno MAt (A492/620 = f (koncentracija MAt) 

direktnim ELISA testom i kome je TT (1 µg/mL) direktno adsorbovan na ploču i MAt 

su razblažena u opsegu od 0,001 do 2 µg/mL. Sa dobijene krive vezivanja određena 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 očekivanih vrednosti za konstantu disocijacije  

(1/Ka; Friguet et al., 1985)
145

. 
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5.4.6 Određivanje konstanste brzine uspostavljanja interakcije anti-  

          TTd/TT MAt / TT  

Nakon adsorpcije TT (1 µg/mL) i saturacije, na ploču su naneti uzorci 

pojedinačnih MAt u cilju: i) dobijanja standarne krive vezivanja MAt za TT: MAt u 

opsegu koncentracija 0,5 do 0 µg/mL (u duplim serijskim razblaženjima); ii) vezivanja 

MAt u različitim vremenskim intervalima:  MAt ([MAt]o; finalne koncentracija 1 

µg/mL) u intervalima od 2 minuta u duplikatima je dodavano na ploču (maksimalno 

vreme vezivanja je 14 minuta na sobnoj temperaturi). 

Na osnovu dobijene standarne krive A492/620 = f (koncentarcija vezanog MAt) 

izračunata je koncentracija vezanih specifčnih MAt ([MAt]vezani), dok je koncentracija 

MAt koja je ostala slobodna u rastvoru ([MAt]nevezani) izračunata na kao [MAt]o-

[MAt]vezani. Uzimajući u obzir da je formiranje kompleksa TT / MAt reakcija gde su 

koncentracije oba reagensa jednake, konstanta brzine asocijacije (kon) je odrađena za 

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

 

 

5.4.7 Određivanje indeksa aditiviteta anti-TTd/TT MAt 

 

U cilju procene simultanog vezivanja selektovanih MAt obeleženih biotinom 

(MAt-B) za TT određivan je indeks aditiviteta ELISA testom za MAt33, MAt39, 

MAt51 i MAt71. Vezivanje pojedinačnih MAt-B u koncentracijama od 1 ng/mL to 10 

μg/mL za TT (1μg/mL) rađeno je direktnom ELISA-om i na osnovu dobijenih rezultata 

odabrane su specifične saturacione koncentracije MAt-B (MAt33-B: 0,1 μg/mL , 

MAt39-B: 0,25 μg/mL, MAt51-B: 0,05 μg/mL i MAt71-B: 0,25 μg/mL) za dalje 

određivanje indeksa aditiviteta. 

 Nakon adsorpcije TT (1 μg/mL) na MaxiSorp ploču i  saturacije, dodati su je 

rastori MAt-B: 1) rastvori pojedinačnih MAt u navedenim koncentracijama; 2) rastvori 

dva MAt u navedenim koncentracijama. Nakon vizuelizacije i dobijanja A492/620 

vrednost izračunat je indeks aditiviteta prema formuli: IA={[AMAbx+MAby – (AMAbx + 

AMAby)] / (AMAbx + AMAby) / 2} * 100. 
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5.4.8 Određivanje in vitro potence BEP 

 

Potenca se često koristi za karakterizaciju i poređenje potence dobijene u in vitro 

testovima ispitivanih uzoraka i poznatog standarda. Izračunava se kao odnos 

koncentracije standarda potrebne da dovede do 50% maksimalnog efekta (IC50 vrednost 

standarda) i koncentracije ispitivanog uzorka potrebne da dovede do 50% maksimalnog 

efekta (IC50 vrednost uzorka).  

Najpre smo ELISA testom odredili  koncentracije pojedinačnih MAt i BEP, kao 

koncentraciju standardnih humanih anti-tetanusnih imunoglobulina (1
st
 International 

Standard for Tetanus Immunoglobulin, NIBS code TE-3; NIBS, Potters Bar, UK) 

potrebne da dovedu do 50% maksimalne inhibicije vezivanja TT za GD1b. 

Ukratko, na ELISA ploče (PolySorp, Nunc, Roskild, Danska) je adsorbovan 

GD1b (SigmaAldrich, Steinhaim, Nemačka; 10 µg/mL u etanolu) na sobnoj temperaturi, 

preko noći. Nakon adsorpcije GD1b, kao i nakon saturacije, ploče su ispirane sa PBS-om 

(4 x 200 µL/bunaru).  

U sledećem koraku dodat je TT (25 µg/mL) i TT prethodno inkubiran 1h na 

sobnoj temperaturi sa rastućim koncentracijama: 1) pojedničnih MAt (finalna 

koncentracija od 0 - 30 µg/mL) i 2) BEP: MAt33/MAt39, MAt33/MAt51, 

MAt33/MAt71, MAt39/MAt51, MAt39/MAt71 i MAt51/MAt71 (finalne koncentracije 

ekvimolarnih smeša su podešene u opsegu od 0 - 30 µg/mL), 3) standardni antiserum 

TE-3 (finalne koncentracije su podešene u opsegu od 0 - 8 IU/mL). Koncentracija 

vezanog TT je određena dodavanjem konjskog antitetanusnog seruma, (konjski tetanus-

antitoksin; Institut za virusologiju, vakcine i serume - Torlak, Beograd, Srbija). 

IC50 vrednost izračunata na osnovu sigmoidne dozno-zavisne krive f (log 

(različite koncentracije At)) = % vezivanja TT za GD1b nakon inkubacije TT sa 

različitim koncentracijama At. Procenat inhibicije vezivanja TT za GD1b pomoću 

specifičnih monoklonskih antitela je izračunat u odnosu na dobijenu vrednosti A492/620 

za vezivanje samog TT-a za GD1b (100% vezivanje). IC50 vrednost izračunata pomoću 

softvera GraphPad PRISM 5 / Nonlinear Curve Fitting / Dose-response curve (variable 

slope). Potenca je dobijena kao odnos IC50 za standardni antiserum TE-3 i dobijenih 

IC50 vrednosti za uzorke MAt. 



5. EKSPERIMENTALNI RAD 

76 

 

 

5.4.9 Kooperativni efekat vezivanja dva MAt 

 

Međusobani uticaj selektovanih BEP na vezivanje za TT urađen je uporednom 

analizom. Ispitivana MAt (obeležena biotinom (MAt-B) u opsegu koncentracija od 0,03 

– 4 µg/mL) inkubirana su (1h, RT) sa TT (0,5 µg/mL) ili sa TT preinkubiranim (1h, RT) 

sa jednim od tri preostala selektovana MAt (0,5 µg/mL TT + MAt 0,5 µg/mL; 

TT/MAb). 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 

noći na 4o
C. Precipitirani imunokompleksi su odvojeni centrifugiranjem uzoraka na 20 

000 g, 30 minuta. Dobijeni supernatanti su naneti na Maxi Sorp ploču i inkubirani 1h na 

RT. Nakon inkubacije superanatanta koji sadrže MAt-B i “vizuelizacije” izmerena je 

A492/620. MAt-B u serijskim razblaženjima (od 4 µg/mL do 0,03125 µg/mL) direktno su 

adsorbovana na mikrotitar ploču i tretirana na isti način (inkubacija sa rastvorom 

amonijum sulfata finalne saturacije 40 %, saturacija sa 1 % BSA/PBS, ispiranje) i 

korišćena 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 (MAt33f,50%, MAt39f,50%, MAt51f,50% i MAt71f,50%) 

izračunato je pomoću pomoću 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 spreče    

      infekciju HCjE ćelija sa CtB 

 

Sposobnost anti-TTd/TT MAt da inhibiraju sposobnost hlamidijalne infekcije 

ispitana je in vitro u kulturi humanih konjuktivalnih epitelijalnih ćelija (HCjE ćelije). 

HCjE ćelije su gajene su u keratinocite serum-free medijumu (Life 

Technologies, Paisley, UK) na 37 °C / 5 % CO2 / 95% vlažnost. HCjE ćelija su potom 

zasejane 7x10
4 ćelija/bunaru u pločama sa 8 komora (Millipore, Billercia, MA, USA) i 

inkubirane preko noći radi adhezije. Serijska razblaženja CtB u koncentraciji od 103
 to 

10
8
 IFU/bunar su inkubirana sa pojedinačnim MAt26 i MAt51 (5 µg/mL) u SPG 2h na 

37 °C. Serijska razblaženja CtB u SPG bez MAt su korišćena 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. Ploče su 

centrifugirane 60 minuta na 2000 rpm i dodatno inkubirane 60 minuta na 37 °C. 

Inokulacioni medijum je zamenjen medijumom koji omogućava rast Chlamydia 

(keratinocyte serum-free medijum Life Technologies, Paisley, UK) i ćelije su 

inkubirane 48 h na 37 °C. 

Ćelije su potom fiksirane na ledenom metanolu i bojene FITC-konjugovanim 

monoklonskim antitelima specifičnim za LPS Chlamydia (Clone B410F, Pierce 

Biotechnology, Rockford IL, USA). 4',6-diamidino-2-phenylindole (1 µg/mL;  Sigma 

Aldrich, St. Louise, MO, USA) je korišćen kao pozadinsko bojenje.  Broj inkluzija je 

određen pomoću fluorescentnog mikroskopa (Axio-Observer,  Zeiss, Beč, Austrija). 

Akvizicija slike je rađena pomoću TissueFAXS software (Tissuegnostics, Beč, Austrija). 

% neutralizacije određen pomoću jednačine: [(broj IFU u ćelijama inkubiranim 

bez MAt - broj IFU u ćelijama inkubiranim sa MAt)/ broj IFU u ćelijama inkubiranim 

bez MAt] x 100. 
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5.6 In vivo ispitivanja  

 

Za sve eksperimentalne procedure sprovedene na životinjama dobijena je 

dozvola Etičke komisije za rad sa eksperimentalnim životinjama Instituta za 

virusologiju, vakcine i serume - Torlak i od strane Etičkog komiteta za brigu o 

životinjama Republike Srbije (broj dozvole: 011-00-00510/2011-05/5). Svi 

eksperimenti urađeni su u skladu sa 3R principom (engl. Replace, Reduce, Refine) i 

regulativom o dobrobiti životinja objavljenoj u Službenom glasniku br. 41/9. Sve 

životinje su odgajane u vivarijumu Instituta za virusologiju, vakcine i serume - Torlak u 

Beogradu. Životinje su imale neograničen pristup hrani i pijaćoj vodi ad libitum. 

U eksperimentima određivanja dužine poluživota (t1/2) MAt u cirkulaciji, kao i u 

ispitivanjima zaštitnog i terapeutskog potencijala anti-TTd/TT MAt i BEP-MAt su 

korišćene ženke miševa soja Swiss White, starosti od 6 do 8 nedelja, težine 20 ± 2 g, 8-

10 miševa po grupi. 

U ispitivanjima sposobnosti anti-TTd/TT MAt da interferiraju u okularnoj 

hlamidijanoj infekciji zamorčića korišćene ženke zamorčića soja Hartley, starosti od 6 

do 8 nedelja težine 300 - 350 g, 5 zamorčića po grupi. 

 

 

5.6.1 Određivanje dužine poluživota (t1/2) MAt u cirkulaciji 

 

Dužina polu-života MAt u serumu je određena indirektno, praćenjem promene 

nivoa TT specifičnih IgG u serumu miševa tretiranih intravenski (i.v.) rastvorom 

MAt/PBS. 

Za određivanje dužine poluživota (t1/2) MAt u cirkulaciji miševima je 

intravenski (i.v.) ubrizgan rastvor MAt (50 µg MAt ,100 µL po mišu, 5 miševa za svako 

MAt). Koncentracija MAt u mišjem serumu je praćena 7 dana. Sva MAt su ubrizgana u 

istoj koncentraciji da bi se izbegao uticaj početne koncentracije na t1/2 u serumu
146

. 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 najveću koncentraciju (određeno preliminarnim 

eksperimentima)
35

, dok su ostali uzorci sakupljani u intervalima od 24 h tokom 7 dana.  

Koncentracija određenih MAt u uzorcima seruma skupljenih u definisanim 

vremenskim tačkama detektovana je primenom direktne ELISA. Relativne 

koncentracije MAt u određenim vremenskim intervalima prestavljene su kao % 

maksimalnog vezivanja MAt (100% vezivanje) detektovanog u serumima sakupljanim 8 

h nakon i.v. tretmana. t1/2 je izračunato na osnovu sigmoidne dozno-zavisne krive f 

(definisani vremenski intervali)) = Srednja vrednosti relativnih koncentracija MAt u 

serumu (SE < 10%)  pomoću softvera Origin 8/ Nonlinear Curve Fitting / Dose-

response curve. 

 

 

5.6.2 Zaštitni potencijal anti-TTd/TT MAt   

 

Zaštitni potencijal anti-TTd/TT MAt ispitan je in vivo testom nakon 

intoksikacije TT-om na miševima soja Swiss White. Eksperimenat je rađen kao 

dvostruko-slepa (double-blind) analiza.  

Miševima ( 10 miševa u grupi) je intraperitonealno (i.p.) ubrizgano 0,5 mL 

rastvora: 

- 2LD50 TT / PBS (pozitivna kontrolna grupa);  

- 2LD50 TT / MAt (10 µg/miš) / PBS (grupe: TT/MAt26, TT/MAt33, 

TT/MAt39, TT/MAt41, TT/MAt42, TT/MAt51, TT/MAt62 i TT/MAt71); 

- 2LD50 TT / BEP (po 5 µg/miš svakog MAt) / PBS (grupe: TT/MAt33/MAt39, 

TT/MAt33/MAt51, TT/MAt33/MAt71, TT/MAt39/MAt51, TT/MAt39/MAt71, 

TT/MAt51/MAt71); 

- 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 odgovarajućim MAt, miševi su posmatrani svakodnevno tokom 

narednih 15 dana (dan kada su ubrizgani TT i TT/MAt rastvori je označen kao dan 0) i 

praćen je intenzitet simptoma karakterističnih za tetanus, vreme oporavka i % 

preživljavanja. Simptomi sistemskog tetanus su ocenjivani po sledećim kriterijumima: 
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0- nema simptoma tetanusa, 1- blaga ukočenost vidljiva kada se miš podigne, 2- 

očigledna ukočenost udova, ali se ud koristi pri kretanju, 3- očigledna ukočenost udova, 

ud je blago pokretan ali nefunkcionalan, 4- vrlo izražena ukočenost udova, 5- uginuli 

miševi. Takođe, miševi koji su imali ocenu 4 su eutanazirani i sledećeg dana im je bila 

ubeležena ocena 5. Intezitet patologije, vreme oporavka i % preživljavanja su izračunati 

za sve miševe u grupi (10 u grupi) (eutanaziranim miševima je zabeležena ocena 

patologije 5 do kraja perioda praćenja).  

 

 

5.6.3 Terapeutski potencijal anti-TTd/TT MAt   

 

MAt koja su u prethodnom testu pokazala zaštitni efekat su dalje ispitivana. Cilj 

je bio ustanoviti terapeutski potencijal datih MAt nakon ubrizgavanja letalne doze TT. 

Miševi su tretirani i.p. sa 0.5mL rastvora koji sadrži 2LD50 TT / PBS, a nakon 2 

h, 6 h ili 24 h ubrizgano im je 10 µg u 100 µL PBS MAt33, MAt39, MAt51 i MAt71, 

kao i rastvora ekvimolarne smeše MAt51/MAt71 (5 µg MAt51 i 5 µg MAt71 u 100 µL 

PBS) u repni venu (i.v.). Miševi su grupisani (8-10 miševa u grupi) prema vremenu  

aplikacije MAt i vrste MAt. Grupa miševa tretiranih i.p. sa 0,5 mL PBS-a i grupa ne 

tretiranih miševa su takođe bile uključene u test. 

Intezitet patologije, vreme oporavka i % preživljavanja su izračunati za sve 

miševe u grupi prema istim kriterijumima opisanim u prethodnom odeljku. 

 

 

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

hlamidijalnu  infekciju zamorčića  

 

Zamorčići su bili podeljeni u grupe (3 zamorčića po grupi). Anesteziranim 

zamorčićima je direktno na površinu konjuktive aplikovano  25 µL SPG pufera koji 

sadrži: (i) 1 x 104 
IFU C. caviae – pozitnva kontrola, (ii) 1 x 10

4 
IFU C. caviae 

preinkubirane sa 10 µg/mL MAb26, (iii) 1 x 10
4 

IFU C. caviae preinkubirane sa 10 

µg/mL MAb51. Kontrolnoj grupi je apliciran samo SPG pufer. Tokom akutne faze 

infekcije (7 dana) zamorčići su tretirani odgovarajućim MAt. Dan kada je započet 
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eksperiment označen je kao dan 0. Praćen je intezitet patologije zamorčića svakodnevno 

tokom 21 dana, prema ranije uspostavljenim kriterijumima (Slika 5.1). 

 

Slika 5.1. Dizajn eksperimenta za određivanje sposobnosti anti-TTd/TT MAt da in vivo 

spreče okularnu hlamidijalnu infekciju. Zamorčići (5 zamorčića / grupa) inficirani su sa: 1) Cc (104 

IFU/oko, pozitivna kontrola); 2) Cc/MAt26 (10
4 

IFU/oko Cc preinkubiranom sa MAt26 (10 µg/mL) i u 

akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od početka infekcije) tretirani sa MAt26); 3) Cc/MAt51 (10
4 

IFU/oko) preinkubiranom sa MAt51 (10 µg/mL) i u akutnoj fazi infekcije (tokom 7 dana od početka 
infekcije) tretirani sa MAt51. Dan infekcije je označen kao 0. dan. U definisanim vremenskim intervalima 

tokom  perioda nakon tretmana praćen je intezitet patologije za svakog zamorčića u grupi. 
 

Tokom 21 dana svakodnevno je praćen je intezitet patologije prema 

uspostavljenim kriterijumima
147,148

 Na Slici 5.2 prikazan je intezitet patologije okularne 

hlamidijalne infekcije zamorčića. 

 

  Slika 5.2. Stepen patologije u okularnoj infekciji zamoraca 
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5.7 Poređenje aminokiselinskih sekvenci 

 

Za poređenje aminokiselinskih sekvenci (ak) korišćen je online server BLAST 

(eng. Basic Local Alignment Search Tool)
112

. Server BLASTp pomoću supstitucionih 

matriksa omogućava poređenje željene ak sekvence sa ak sekvencama iz baze podataka 

ili sa odabranom ak sekvencom tako što pronalazi segemente ispitivanih sekvenci sa 

najboljim preklapanjima.  

U okviru BLAST postoje više supstitucionih matriksa. Svaki substitucioni 

matriks je povezan sa evolutivnom udaljenošću ispitivanih proteina. Najčešće 

primenjivan je BLOSUM matriks u okviru kog se konzervirani regioni srodnih proteina 

predstavljaju kao blokovi tj. jedinstvene sekvence u poređenju jer se na taj način se 

izbegava over-weighting proteina iz iste familije. Na primer, upotrebom BLOSUM62 

matriksa blokove čine sekvence koje imaju najmanje 62% identičnu sekvencu. Ujedno 

veći broj BLOSUM matriksa ukazuje na manju evolutivnu udaljenost sekvenci. 

BLOSUM62 matriks je u osnovi većine aplikacija za poređenje ak sekvence 111
. 

BLAST započinje pretragu sličnih sekvenci na osnovu dužine zadate sekvence. 

Na mestu gde pronađe preklapanje sekvenci zadate dužine (engl. word size) BLAST 

dalje poredi sekvence i po potrebi uvodi substituciju (ukoliko su ak u sekvencama 

slične) ili pukotine (engl. gap) u sekvenci (ukoliko su ak u sekvencama razlikuju). 

Pomoću 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 fizičko-

hemijskih osobina imaju pozitivnu ocenu) i ocena pukotina (postojanje pukotine u 

sekvenci i dužina pukotine ocenuje se negativno) i E vrednost (engl. expect value) 

kojom se procenjuje koliko se preklapanja aminokiselinske sekvenci u datom score-u 

može dogoditi slučajno. Parametri S i E vrednost predstavljaju pouzdanost u 

preklapanju ispitivanih sekvenci. Što manja E vrednost ukazuje na značajnije 

preklapanje u sekvenci. Za identične sekvence E vrednost je jednaka nuli
112

. 
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5.8 Statistička analiza 

 

Statistički značajna razlika u dobijenim rezultatima u okviru eksperimentalnih 

grupa je određen pomoću t-testa,kao i pomoću two way ANOVA sa post testovima: 

Tukey's Multiple Comparison Test i Bonferroni post test uzimajući da je vrednost 

verovatnoće (P) 0,05 kao granica značajnosti (softveri: ORIGIN 8.0 i 

Prism5/GraphPad). Korelacija između promenljivih je određena  Pearson-ovom 

bivarijantnom korelacijonom analizom gde je određivan Pearson-ov korelacioni 

koeficijent (Pcc) (softver: IBM SPSS Statistics 20). 
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6. ZAKLJUČCI 

 

 

 

I  Zaštitni potencijal anti-TTd/TT antitela može se proceniti na osnovu afiniteta ka 

TT-u i sposobnosti da inhibiraju TT-GD1b interakciju. TT-specifična antitela koja mogu 

da spreče in vivo intoksikaciju TT-om treba da vezuju TT-om sa afinitetom ≥ 1x10
8
 M

-1
 

i da istovremeno imaju sposobnost da inhibiraju vezivanje TT-a za GD1b gangliozide. 

Afinitet prema TT-u je prvi selekcioni kriterijum zaštitnih TT-specifičnih antitela, a 

potom njihova sposobnost da preveniraju TT-GD1b interakciju. Zaštitni potencijal TT-

specifičnih antitala čiji je afinitet ka TT-u ≥ 1x10
8
 M

-1 dominantno određuje sposobnost 

inhibiranja TT-GD1b interakcije a ne sam afinitet. Navedeni opšti zaključak proizilazi iz 

sledećih zaključaka donetih na osnovu  rezultata ovog dela istažaivanja: 

1) Zaštitu od TT-intoksikacije in vivo pružaju samo TT-specifična MAt čiji je 

afinitet za TT jednak ili veći od 1x108
 M

-1
. Anti-TTd/TT antitelo, koje vezuje 

TT sa afinitetom <1x10
8
 M

-1, bez obzira na sposobnost da pod određenim 

uslovima in vitro spreči uspostavljanje TT-GD1b interakcije, ne obezbeđuje in 

vivo zaštitu od TT intoksikacije. 

2) Anti-TTd/TT antitela koja vezuju TT sa afinitetom ≥ 1x10
8
 M

-1
 ali pri tome ne 

mogu da spreče uspostavljanje TT-GD1b interakcije, ne obezbeđuje in vivo 

zaštitu od TT intoksikacije.  

3) Sposobnost TT-specifičnog antitela da interaguje sa TT-GD1b kompleksom ne 

doprinosi njegovom zaštitnom potencijalu in vivo. Šta više, zaštitni potencijal 

anti-TTd/TT MAt, procenjen na osnosvu stepena preživljavanja miševa nakon 

intoksikacije letalnom dozom TT-a, značajno negativno korelira sa vezivanjem 

MAt za TT-GD1b kompleks. 
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4) Brzina vezivanja TT-specifičnog antitela za TT ne utiče značajno na njegov 

zaštitni potencijal procenjen na osnosu stepena preživljavanja in vivo 

intoksikacije letalnom dozom TT-a. 

5) Afinitet ka TT i sposobnost inhibicije TT-GD1b interakcije zajedno određuju 

zaštitni potencijal TT-specifičnih antitela jer, posmatrano po pojedinačnim 

karakteristikama vezivanja, in vivo zaštitni potencijal anti-TTd/TT MAt ne 

korelira značajno ni sa njihovim afinitetom ka TT-u ni sa sposobnošću da spreče 

uspostavljanje TT-GD1b interakcije. In vivo zaštitni potencijal anti-TTd/TT MAt 

je u značajnoj pozitivnoj korelaciji sa sposobnošnju inhibiranja  TT-GD1b 

interakcije samo u slučaju antitela čiji je afinitet ka TT ≥ 1x108
 M

-1
. 

 

 

II Kombinovanjem dva TT-specifična MAt koja mogu da istovremeno interaguju 

sa TT-om i pri tome ispoljavaju pozitivan kooperativni efekat, može se dobiti BEP čiji 

je zaštitni potencijal bolji u odnosu na MAt koji ulaze u njegov sastav. Povećanje 

zaštitnog kapaciteta je posledica promena karakteristika vezivanja BEP za TT u odnosu 

na odgovarajuća pojedinačna MAt u smislu efikasnije inhibicije uspostavljanja TT-GD1b 

interakcije i rasta prosečnog afiniteta ka TT-u. TT-specifična MAt koja sama ne mogu 

da obezbede potpunu zaštitu od TT-intoksikacije mogu da budu značajni konstituenti 

TT-specifičnih BEP u slučajevima kada ispoljavaju pozitivne efekte na vezivanje 

drugog MAt koji ulazi u sastav datog BEP. Navedeni opšti zaključci proizilaze iz 

sledećih zaključaka donetih na osnovu rezultata ovog dela istažaivanja: 

1) Pri simultanom vezivanju za TT, može doći do promene afiniteta vezivanja 

specifičnog anti-TTd/TT MAt za TT u odnosu na situaciju kada ono samostalno 

interaguje sa TT-om. Uzajaman uticaj MAt je specifičan tj. može može 

rezultovati porastom, ali i smanjenjem afiniteta interakcije u poređenju sa 

sistemom gde je prisutno samo jedno MAt i TT. 

2) Kombinovanjem TT-specifičnih MAt može se dobiti BEP čija je in vitro potenca 

veća od potence njenih konstituenata. Što je veći uzajamni pozitivan uticaj MAt 

na njihovo vezivanje za TT to je porast in vitro potence u odnosu na pojedinačna 
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MAt izraženiji. In vitro potenca BEP pozitivno korelira sa njenim afinitetom za 

TT i sposobnošću da inhibira uspostavljanje TT-GD1b interakcije. 

3) Kao i u slučaju pojedinačnih MAt, zaštitni potencijal BEP čiji je prosečan 

afinitet za TT ≥ 1x108
 M

-1
 primarno je određen sposobnošću BEP da inhibira 

uspostavljanje TT-GD1b interakcije. Zaštitni potencijal BEP (stopa 

preživljavanja, smanjenje intenziteta patologije i vremena oporavka) značajno 

koreliraju sa spososbnošću BEP da inhibira uspostavljanje TT-GD1b interakcije. 

 

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

hlamidijalnim antigenima i doprineti ublažavanju kliničke slike u slučaju okularne 

hlamidijalne infekcije. Navedeni opšti zaključak proizilazi iz sledećih zaključaka 

donetih na osnovu rezultata ovog dela istažaivanja: 

1)  Na nivou primarne strukture postoji određen stepen homologije između TT i 

hlamidijalnih proteina. 

2)  TTd/TT-specifična MAt u direktnoj ELISA-i i pri Western blot analizi 

uspostavljaju interakcije sa hlamidijalnim antigenima.  

3)  Hlamidijalni antigeni mogu da sprečavaju vezivanje TTd/TT-specifičnih MAt26 

i MAt51 za TT. 

4)  MAt26 i MAt51 inhibiraju in vitro infekciju HCjE ćelija sa CtB. U oba slučaja 

stepen inhibicije zavisi od CtB doze, pri čemu MAt26 efikasnije prevenira in 

vitro infekciju. 

5)  MAt26 ne može u potpunosti da prevenira okularnu hlamidijalnu infekciju kod 

zamorčića ali njegova primena tokom akutne faze infekcije značajno ublažava 

kliničku sliku.  
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8.1 Karakteristike antitela i antigena korišćenih u radu 

 

 8.1.1 Anti-TTd/TT monoklonska antitela  
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Slika 8.1. Elucioni profil pri prečišćavanju MAt afinitetnom hromatografijom na HiTrap Protein G 

koloni. Pufer za vezivanje uzorka  0,02 M NaPO3, pH 7; elucioni pufer 0,1 M glicin-HCl, pH =2,7. 

Frakcije zapremine 1 mL eluirane su u epruvete u kojima se nalazio 1M Tris, pH=9. Nakon dijalize 

naspram PBS-a koncentracija proteina u sakupljanim uzorcima (1mL) je određena merenjem apsorbance 

na 280nm i primenom Lambert- Beer-ov zakona. Za izračunavanje koncentracije korišćen je apsorpcioni 
koeficijent (1 mg/mL) za mišji IgG 1,43

144
. Uzorci su analiziranii u duplikatu i rezultati su prikazani kao 

srednja vrednost koncentracije proteina ± standardna greška. 
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Slika 8.2. Elektroforetska analiza pre i nakon prečišćavanja MAt33 i MAt39 afinitetnom 
hromatografijom na HiTrap Protein G koloni. Neredukciona SDS-PAGE (9 % PAAG, Mini Protean II 

System, Bio-Rad) uzoraka: 1) molekulski marker (high molecular weight molecular markers, Pharmacia) 

pripremljenih po preporuci proizvođača;  2) nevezani proteini iz supernatanta hibridoma koji sekretuje 

MAt33; 3) MAb 33 specifično eluiran; 4) nevezani proteini iz supernatanta hibridoma koji sekretuje MAt 
39; 5) MAt 33 specifično eluiran. 
 

 
 

Slika 8.3. Reaktivnost MAt ka TT i TTd preparatima. Sposobnost izolovanih MAt (1 μg/mL) da 

interaguju sa TT / TTd molekulima (1 μg/mL) adsorbovanim na Maxi Sorp ploču potvrđena je ELISA 
testom. Svi uzorci su analizirani u triplikatu i rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost A492/620 ± 

standardna greška 
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 8.1.2 Karakteristike TTd i TT preparata dobijenih prečišćavanjem HIC-om 

 

 

    Tabela 8.1. Karakteristike nativnog TT preparata i nativnog TTd preparata  

 

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

greška. 
a Određeno Kjeldahl-ovom metodom 
b Određeno Bradford-ovom metodom. 
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Slika 8.4. A) Elucioni profil pri prečišćavanju TTd-a hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™ 
Phenyl Sepharose koloni. Pufer za vezivanje uzorka 0,5 M (NH4)2SO4/ 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 (1mL) određena metodom po Bradford-u. Uzorci su analiziran u duplikatu i 

rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije proteina ± standardna greška. B) 

Elektroforetska analiza TTd preparata pre i nakon prečišćavanja HIC-om. Redukciona SDS-PAGE 

(9 % PAAG, Mini Protean II System, Bio-Rad): 1) nativni TTd; 2) TTd prečišćen hidrofobnom 
hromatografijom; 3) molekulski markeri (high molecular weight molecular markers, Pharmacia) 

pripremljenih po preporuci proizvođača. 
 

 

 Nativni TT Nativni TTd 

Ukupan azot (mg/mL)
a
 3,725 ± 0,075 3,555 ± 0,195 

Proteinski azot (mg/mL)
a
 0,066 ± 0,004 0,065 ± 0,005 

Koncentracija proteina
b
 (mg/mL) 0,282 ± 0,018 0, 402 ± 0,018 

Antigenost (Lf / mL) 72,5 ± 2,5 67,5 ± 2,5 

Vreme flokulacije (Kf) (min) 12,5 ± 1,5 16,0 ± 2,0 

Čistoća (Lf / mg PN) 1148 ± 61 1033 ± 33 
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Tabela 8.2. Čistoća i prinos dobijenih TTd preparata                             

 HIC AS 

Proteini (mg/mL) 
a
 1,24 ± 0,42 1,32 ± 0,38 

Prinos (%) 
b
 67,7 ± 13,8 65,4 ± 7,9 

Čistoća TTd (Lf / mg PN) 2097 ± 97 1912 ± 14 

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

greška. 
aPN koncentracija je izračunata deljenjem proteinske koncentracije određene Bradford-om 

metodom  faktorom 6,25 
bIzračunato kao prinos Lf  u odnosu na nativni  TTd preparat. 

 

 

 
 

 
 Slika 8.5. Western blot analiza reaktivnosti MAt26, MAt51 i MAt71 sa TTd-om. Nakon redukcione 

SDS-PAGE ( 9% PAAG, Mini Protean II 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. Očuvana antigenost TTd-a analizirana je u prisustvu: A) MAt26; B) 

MAt51 i C) MAt71. Za vizuelizaciju interakcije MAt (korišćeni u biotinisanoj formi) i TTd-a korišćen 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 μg/mL) adsorbovanog na ELISA mikrotitar ploče pomoću TTd preparata 
nakon prečišćavanja hidrofobnom hromatografijom i standardnog TTd (Tetanus Toxoid (Non-Adsorbed) 

NIBSC, code: 02/232). Korišćene smeše standardnih anti-tetanusnih immunoglobulina (0,1 IU/mL) i 

specifičnih TTd preparata u rastućim koncentracijama preinkubirane su 1h na sobnoj 
temperaturi.Procenat inhibicije izračunat 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 

greška. 
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Slika 8.7. A) Elucioni profil pri prečišćavanju TT-a hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™ 
Phenyl Sepharose koloni. Pufer za vezivanje uzorka  0,5 M (NH4)2SO4/ 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 (1mL) određena metodom po Bradford-u. Uzorci su analiziran u duplikatu i 

rezultati su prikazani kao srednja vrednost koncentracije proteina ± standardna greška. B) 

Elektroforetska analiza TT preparata pre i nakon prečišćavanja hidrofobnom hromatografijom na 
HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni. SDS-PAGE (4-15 % PAAG, PhastSystem, Pharmacia): 1) nativni 

TT preparat u neredukujućim uslovima; 2)  nativni TT preparat u redukujućim uslovima; 3) TT preparata 
dobijen hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni u neredukujućim;  4) TT 
preparata dobijen hidrofobnom hromatografijom na HiTrap™ Phenyl Sepharose koloni u neredukujućim 
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uslovima; 5) molekulski markeri (high molecular weight molecular markers, Pharmacia) su pripremljeni 

prema preporuci proizvođača. 
 

 

Tabela 8.3. Karakteristike TT preparata  

Ukupan azot (TN)
a
 0,458 ± 0,028  mg/mL 

Proteinski azot (PN)
a
 0,204 ± 0,012 mg/mL 

Koncentracija proteina
b
  1,404 ± 0,158 mg/mL 

Antigenost 500 ± 50 Lf / mL 

Vreme flokulacije (Kf)  12,5 ± 1,5 min 

Čistoća TT 2451 ± 95 Lf / mg PN 

LD50/zamorcu (8,0 ± 0,7) x 10
5
 LD50/mL 

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

greška; 
 aOdređeno Kjeldahl-ovom metodom; 
 bOdređeno Bradford-ovom metodom. 
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a b s t r a c t

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 MAb that is protective in vivo could be performed by a combination of two

assays: the measurement of MAb affinity toward TeNT taking Ka 1 � 108 M�1 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)

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)2) 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 e 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 MAb 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 MAb 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 wasmade 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 e

Torlak and by the Ethics Committee for theWelfare 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. MAbs 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 interactionwith 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 mm wide pores as a part of standard manufacturing

process of TTd at Institute of Virology, Vaccine and Sera e 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)2SO4/3 M NaCl/0.02 M Na-phosphate

buffer, pH 7.6. Supernatant of C. tetani, which contained 0.5 M

(NH4)2SO4 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 II System, Bio-Rad, USA). The

proteins were transferred to 0.2 mmnitrocellulose membrane (NC2,

Serva) for 1 h at 1e1.5 mA/cm2 (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 mg/

ml) for 1 h at room temperature (RT). Then, membranes were

incubated with extrAvidinealkaline 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.) andMAbs presence inmouse serawas 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 mg MAb in 100 ml 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 MAb. 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 0 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 mg/ml (50 ml/well, at 4 �C overnight). After blocking

I. Luki�c et al. / Toxicon 103 (2015) 135e144136



with 1% BSA/PBS (2 h at RT), samples (sera diluted 1:100 in 1%

BSA/PBS) were added into the wells (50 ml/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. MAb 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 ¼ 100 � A492/620/”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

MAb concentration ¼ 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 ml/well) with TeNT (1 mg/ml PBS)

by overnight adsorption at 4 �C. A 1% BSA/PBS solutionwas used for

blocking non-specific binding for 2 h at RT. The saturation, as well

as each subsequent ELISA step, was followed bywashingwith 0.05%

Tween 20/PBS (4 � 200 ml/well). Each of selected MAbs (in final

concentration 1 mg/ml) was mixed with TeNT (final concentration

range from 3 to 30 mg/ml) and incubated for 1 h at RT. Then, TeNT/

MAb 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 MAb binding to adsorbed TeNT. The reaction was stopped by an

addition of 2 M H2SO4 (50 ml/well) and the absorbance was read at

492/620 nm (A492/620). Ka for particular MAbeTeNT binding was

determined by Scatchard analysis modified according to Stevens

(1987).

MAb concentration used for Ka determination (1 mg/ml) was

selected from binding curves constructed for each particular MAb

(A492/620¼ f (MAb concentration) by ELISAwhere 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 (kon) determination

ELISA plates (MaxiSorp, Nunc) were coatedwith TeNT (1 mg/ml in

PBS, 50 ml/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).

MAbs diluted in 1% BSA/PBS to the final concentration of 1 mg/ml

([MAb]o) were added in 2 min intervals (50 ml/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 ml/well, incubation

1 h at RT). Each incubation stepwas followed bywashingwith 0.05%

Tween 20/PBS (4� 200 ml/well). ExtrAvidin-peroxidase/OPD (Sigma

Aldrich) system was used for visualization and A492/620 recording.

Each MAb, in concentration ranging from 0.5 to 0 mg/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 MAb]) was determined from standard curve made, while

amount of MAb remains free in solution (unbound MAb) was

calculated as [MAb]o-[bound MAb].

Taking formation of TeNTeMAb complex as a second order re-

action where concentration of both reagents are equal, association

rate constant (kon) was determined for each particular MAb upon

linearization of data points in time vs. 1/[unbound MAb].

2.8. Positioning of selected MAb'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

MAb 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 GD1b ganglioside (TeNT/GD1b system; same orientation of TeNT

molecules dictated by their interaction with GD1b assumed). MAbs

were tested in following ELISA-based assays:

1. TeNT system e ELISA plates (MaxiSorp, Nunc) were coated with

TeNT (0.7 mg/ml in PBS, 50 ml/well) by overnight adsorption at

4 �C. A 1% BSA/PBS solutionwas used for blocking of non-specific

binding (2 h at RT). The saturation was followed by washing

with 0.05% Tween 20/PBS (4 � 200 ml/well).

2. TeNT/GD1b system e ELISA plates (PolySorp, Nunc, Roskilde,

Denmark) were coated with GD1b (SigmaAldrich; 10 mg/ml in

ethanol, 50 ml/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 ml 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 � 200 ml/well). In the next step, TeNT was added (25 mg/ml in

1% BSA/PBS, 50 ml/well), and plates were incubated for 1 h at RT.

Unbound TeNT was washed-out by 0.05% Tween 20/PBS

(4 � 200 ml/well).

The concentration of TeNT in solutions used for the MaxiSorp

plates coating was selected according to the results of preliminary

performed experiments. TeNT/GD1b systemwas primarily designed

and then TeNT systemwas 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 recordedMAbs 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 e 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/GD1b 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 ml/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/GD1b system was esti-

mated from standard curve A492/620 ¼ f (TeNT concentration) con-

structed from TeNT system (determined TeNT concentration 0.7 mg/

ml). The accuracy of our estimation was rechecked in assay where

MaxiSorp and PolySorp plates were prepared as it is described for
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TeNT/GD1b and TeNT systems and simultaneously developed by

equine tetanus antitoxin, biotin labeled anti-equine IgG and

extAvidine-peroxidase/OPD (the same A492/620 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 mg/ml (50 ml/well; incubation 1 h

at 37 �C), (ii) detection of boundMAbs by biotin-labeled anti-mouse

IgG (Sigma Aldrich) diluted in 1% BSA/PBS according to the manu-

facturer's instruction (50 ml/well, incubation 1 h at RT), (iii) addition

of extrAvidin-peroxidase (Sigma Aldrich) diluted in 1% BSA/PBS

according to manufacturer's instruction (50 ml/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 H2SO4

(50 ml/well) and (vi) A492/620 recording. Steps (i)e (iii) were followed

by washing with 0.05% Tween 20/PBS (4 � 200 ml/well).

A concentration of 10 ug/ml MAb i.e. the use of MAb in rather

high concentration was chosen arbitrary in order to be able to

detect if there were any binding in TeNT/GD1b system.

2.9. Inhibition of TeNT binding to GD1b

PolySorp ELISA plate (Nunc) was coated with GD1b and saturated

with BSA in a same way as in TeNT/GD1b system (see section 2.8).

TeNT (25 mg/ml) alone or mixed with specified MAb (10 mg/ml)

were pre-incubated for 1 h at RT and added to microplate (50 ml/

well, 1 h, RT). The amount of bound TeNTwas determined bymeans

of equine tetanus antitoxin (Institut of Virology, Vaccine and Sera e

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 � 200 ml/well). ExtrAvidin-peroxidase/OPD system

(Sigma Aldrich) was used for visualization. Percentage of inhibition

of TeNT binding to GD1b by specified MAb was calculated from

recorded A492/620 values, taking the one recorded inwells 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 0 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 e slight stiffness visible only when

mouse suspended by tail, 2 e obvious limping, but limb is still used

in walking, 3 e obvious limping, limbs still movable but not func-

tional, 4 e 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:

- 2LD50 TeNT in PBS (group 1)

- 2LD50 TeNT þ 10 mg of particular MAb in PBS (groups 2 to 9

assigned as TeNT/MAb26, TeNT/MAb33, TeNT/MAb39, TeNT/

MAb41, TeNT/MAb42, TeNT/MAb51, TeNT/MAb62 and TeNT/

MAb71)

- PBS alone (group 10 e 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

MAbs 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 2LD50TeNT in PBS and 2 h, 6 h or 24 h later received

10 mg of MAb33, MAb39, MAb51 or MAb71. Post-challenge appli-

cation of selected MAbs was performed via tail vein (10 mg MAbs in

100 ml PBS). Micewere grouped (8e10mice per group) according to

the timing of MAb application and MAb used for the treatment.

Group of mice that were treated i.p. with 2LD50 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

MAb42, could have bound various linear epitopes. MAb51 bound

only to L chain, while the MAb26, MAb33, MAb39, MAb41, MAb62

and MAb71 seemed promiscuous as they recognized epitopes

located both in L and H chains (Fig.1). For MAb41 andMAb62 bands

corresponding their binding to H and L chains were of the similar

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 MAb as the TeNT-specific reactivity of sera collected prior

to the treatment was negligible. Time-dependant reductions in

MAb sera concentration, reflected by decline in IgG binding toTeNT,

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 MAbeTeNT 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 z MAb42 > MAb62 z

MAb71 > MAb39 z MAb41 > MAb26.

Beside stability of MAbeTeNT complex that is reflected by Ka,

the rate of complex forming could also be important in protection.

Hence, kon for each particular MAbeTeNT pair was also deter-

mined (Table 1). The obtained results showed that MAb33 and

MAb51 bound TeNT significantly faster (P < 0.05) than other

selected MAbs (kon(MAb33) ¼ 1.18 ± 0.08 � 105 M�1s�1,

kon(MAb51) ¼ 1.85 ± 0.16 � 105 M�1s�1).

3.4. Selected MAbs differs in prevention of TeNT-GD1b interaction

In order to position the epitope of particular MAb to TeNT's

ganglioside-binding site, binding of selected MAbs to TeNT-GD1b

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-GD1b complex

formation. Actually, we compared binding characteristics of

selected MAbs (i) to TeNT complexed with GD1b 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

GD1b (data not shown). TeNT-GD1b interaction impaired to different

extent binding of selected MAbs to TeNT (Fig. 3A). Formation of

TeNT-GD1b complex exerted the lowest impact on MAb42's and

MAb62'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 GD1b while

MAb42 and MAb62 were not able to inhibit TeNT-GD1b interaction.

Pearson's bivariate correlation analysis confirmed negative cor-

relation between the capability of selected MAbs to inhibit binding

of TeNT to GD1b and their binding to TeNT adsorbed onto microplate

pre-coated with GD1b, i.e. GD1b-TeNT complex (Pcc ¼ �0.679,

P ¼ 0.035 for 1-tailed analysis). In addition, in the presented

experimental settings neither capability of MAbs to inhibit binding

of TeNT to GD1b nor their interaction with GD1b-TeNT complex

correlated significantly to the affinity towards TeNT (Pcc ¼ �0.007,

P ¼ 0.988 and Pcc ¼ �0.086, P ¼ 0.839, respectively) or kon
(Pcc ¼ 0.586, P ¼ 0.127 and Pcc ¼ �0.468, P ¼ 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 theseMAbs comparing to themice treatedwith

TeNT alone (Fig. 4). However, the initially observed beneficial
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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 mg 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 ¼ 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%). MAb 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 (kon) of selected MAbs toward tetanus

toxin.

Kaa,b kon
b

(�108 M�1) R2 (�103 M�1s�1) R2

MAb26 0.4 ± 0.2 >0.91 1.1 ± 0.2 >0.96

MAb33 3.7 ± 0.2 >0.95 118 ± 8 >0.98

MAb39 0.9 ± 0.1 >0.96 47.8 ± 0.8 >0.97

MAb41 0.7 ± 0.1 >0.93 46.3 ± 1.1 >0.96

MAb42 2.1 ± 0.5 >0.94 55.6 ± 0.9 >0.96

MAb51 2.4 ± 0.4 >0.95 185 ± 16 >0.96

MAb62 1.9 ± 0.4 >0.96 20.7 ± 0.8 >0.97

MAb71 1.8 ± 0.6 >0.94 17.1 ± 0.5 >0.98

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

MAb42 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/MAb33 group were significantly better

than the ones recorded for TeNT/MAb51 treated mice (P ¼ 0.039).

However, only in TeNT/MAb51 group all mice survived two-week

long follow up period (survival rate 100%). Moreover, all TeNT/

MAb51-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

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 MAb39/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 2ndweek of follow up period, clinical picture with TeNT/MAb33

treated mice that stayed alive was similar to those with TeNT/

MAb51, while recovery of TeNT/MAb39micewas slower (P < 0.005).

3.6. Timing of MAb 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

MAb51 (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. 3. Binding of the selected MAbs to TeNT adsorbed onto ganglioside GD1b (A) and its

potential to inhibit binding of TeNT to GD1b (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 GD1b 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.

Fig. 4. Pathology scores in mice treated with lethal dose of TeNT (2LD50) alone or

mixed with TeNT-specific MAb (10 mg). 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 e no

symptoms of tetanus, 1 e slight stiffness visible only when mouse suspended by tail, 2

e obvious limping, but limb is still used in walking, 3 e obvious limping, limbs still

movable but not functional, 4 e extensive stiffness including rigid limbs, 5 e dead.
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tested time points P < 0.00005; pre-incubated MAb71 vs. 2 h

P ¼ 0.35, vs. 6 h P ¼ 0.026). Furthermore, there were significant

differences in severity of pathology among groups treated with

MAb33 (paired T-test: 2 h vs. 6 h P ¼ 0.0035, 2 h vs. 24 h

P < 0.000001, 6 h vs. 24 h P ¼ 0.00004) and MAb51 (paired T-

test: 2 h vs. 6 h P ¼ 0.0001, 2 h vs. 24 h P ¼ 0.00001, 6 h vs. 24 h

P ¼ 0.00026) upon TeNT intoxication.

3.7. Among MAbs with Ka in 108 M�1range 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

MAb and TeNT lethal dose. Survival rate was taken as a main

Fig. 5. Survival rates (A) and pathology scores (BeE) recorded in mice i.p. treated with preincubated TeNT þ anti-TeNT MAb mixture (2LD50 TeNT þ 10 mg MAb; doted lines) or i.p.

treated with 2LD50 TeNT and 2 h, 6 h or 24 h later by i.v. administration of MAb (10 mg). Postechallenge 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 E. Day of treatment is assigned as day 0 and mice (8e10 per group) were

monitored for 15 days. The severity in the systemic tetanus was graded as follows: 0 e no symptoms of tetanus, 1 e slight stiffness visible only when mouse suspended by tail, 2 e

obvious limping, but limb is still used in walking, 3 e obvious limping, limbs still movable but not functional, 4 e extensive stiffness including rigid limbs, 5 e dead; black arrows

indicate days when mice dying occurred.
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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, MAb39, MAb51 and MAb71) with those

recorded for MAbs that did not provide any protection (MAb26,

MAb41, MAb42 and MAb62) reviled no statistically significant

difference.

Obtained results showed that protective MAbs recognize TeNT

with Ka � 1 � 108 M�1 and kon � 1 � 104 M�1 s�1, and could reduce

its binding to GD1b for �50% (Fig.6). Correlation analysis for MAbs

grouped according to the criterion Ka � 1 � 108 M�1 (MAb26 and

MAb41 excluded from the analysis) reviled that survival rate

significantly correlates to binding to GD1b-TeNT complex (negative

correlation, Pcc ¼ �0.883, P ¼ 0.020) and capability of MAb to

prevent formation of TeNT-GD1b complex (positive correlation,

Pcc ¼ 0.972, P ¼ 0.028). In addition, for protection by antibodies

having Ka � 1 � 108 M�1 their ability to prevent TeNT-ganglioside

interaction is more important than affinity per se (survival rate vs.

Ka Pcc ¼ 0.426, P ¼ 0.574). Grouping of tested MAbs according to

others mentioned criteria (kon � 1 � 104 M�1 s�1, MAb26 excluded;

reduction of TeNT to GD1b 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 MAb 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

MAb 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 MAbs as we showed that all selected MAbs have similar

half-life in circulation.

Further research was focused on MAbeTeNT interaction. The

attentionwas 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/

MAb51 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 GD1b, 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 G1b 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

MAbs' to TeNT adsorbed onto GD1b imply that target epitopes of

MAb33 and MAb39 lie in very close proximity to the ganglioside-

binding site(s) while epitopes of MAb42 and MAb62 are located

further away on TeNT molecule. Formation of GD1b-TeNT complex

also resulted in steric hindrances for binding of MAb26, MAb41,

Fig. 6. Correlations of survival rates recorded in mice treated with pre-incubated MAb/TeNT mixtures and bindings to GD1b þ TeNT complex (A), abilities to prevent GD1b-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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MAb51 and MAb71 but they were less pronounced than with

MAb33 and MAb39. 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-GD1b complex. How-

ever, in the case of MAbs binding to TeNT-GD1b complex confor-

mational changes in TeNT upon its interaction with GD1b could lead

to the generation of neo-epitopes (Steinem et al., 1997; Winter

et al., 1996). In addition, binding of TeNT to GD1b 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 MAbeTeNT 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

MAb51 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 MAb directed to L chain of botulinum neurotoxin (toxin with

similar structure andmode 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 MAb 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 MAb51.

Since only animals treated with TeNT mixed with MAbs having

Ka � 1 � 108 M�1 survived (TeNT/MAb33, TeNT/MAb39, TeNT/

MAb51 and TeNT/MAb71 groups), we suggest that affinity of

MAbeTeNT interaction has to be the first criterion for a MAb to be

assigned as protective with cut-off value set at 1 � 108 M�1. Pear-

son's bivariate correlation analysis performed for MAbs having Ka

in 108 M�1 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-GD1b

complex formation as a second discrimination assay and this is

based on: (i) the ability of MAb having Ka �1 � 108 M�1 to prevent

formation of TeNT-GD1b correlate with survival rate better than its

binding to TeNT-GD1b complex, (ii) for MAbs that interact with an

epitope positioned distally from ganglioside-binding site but pre-

vent TeNT-GD1b complex formation by induction of conformational

changes encompassing ganglioside-binding site (Scott et al., 2010)

there is a high probability of binding toTeNT-GD1b complex, and (iii)

prevention of TeNT-GD1b 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 thatMAb's affinity is crucial while precise target

epitope or even domain seems to bemuch less important (in his lab

it was later confirmed that MAb 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 kon for

MAb39eTeNT interaction. These twoMAbs possess similar ability to

prevent TeNT-GD1b 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 kon of MAbeTeNT interaction in protection against

TeNT.

In this paperwe suggest the potential way to overcome themain

obstacle connected with anti-TeNT MAbs, e.g. how to identify MAb

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)2, 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 MAb affinity toward TeNT

taking Ka 1 � 108 M�1as 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 toTeNTor 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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ȻИОГРȺɎИЈȺ ȺɍɌОРȺ 

 

 

Иɜɚɧɚ Ⱦ. Ʌɭɤɢʄ (ɪɨђɟɧɚ ɋɬɨјɢʄɟɜɢʄ) ɪɨђɟɧɚ јɟ 22.04.1984. ɝɨɞɢɧɟ ɭ 

ɉɨɠɚɪɟɜɰɭ, Ɋɟɩɭɛɥɢɤɚ ɋɪɛɢјɚ. 

Иɜɚɧɚ Ʌɭɤɢʄ јɟ ɭɩɢɫɚɥɚ ɫɬɭɞɢјɟ ɧɚ Хɟɦɢјɫɤɨɦ ɮɚɤɭɥɬɟɬɭ ɍɧɢɜɟɪɡɢɬɟɬɚ ɭ 

Ȼɟɨɝɪɚɞɭ, ɫɦɟɪ Ȼɢɨɯɟɦɢјɚ, ɲɤɨɥɫɤɟ 2003/04. ɝɨɞɢɧɟ, ɚ ɞɢɩɥɨɦɢɪɚɥɚ јɟ 2010. 

ɝɨɞɢɧɟ, ɫɚ ɫɪɟɞʃɨɦ ɨɰɟɧɨɦ 7,88 ɢ ɨɰɟɧɨɦ ɧɚ ɞɢɩɥɨɦɫɤɨɦ ɢɫɩɢɬɭ 10. 

ȿɤɫɩɟɪɢɦɟɧɬɚɥɧɢ ɞɟɨ ɞɢɩɥɨɦɫɤɨɝ ɪɚɞɚ ɩɨɞ ɧɚɡɢɜɨɦ „ɉɪɟɱɢɲʄɚɜɚʃɟ ɢ 

ɤɚɪɚɤɬɟɪɢɡɚɰɢјɚ ɬɟɬɚɧɭɫ ɬɨɤɫɨɢɞɚ“ ɭɪɚђɟɧ јɟ ɭ Ɉɞɫɟɤɭ ɡɚ ɧɚɭɱɧɨ-ɢɫɬɪɚɠɢɜɚɱɤɢ 

ɪɚɞ Иɧɫɬɢɬɭɬɚ ɡɚ ɜɢɪɭɫɨɥɨɝɢјɭ, ɜɚɤɰɢɧɟ ɢ ɫɟɪɭɦɟ - Ɍɨɪɥɚɤ ɭ Ȼɟɨɝɪɚɞɭ.  

ɍ ɫɤɥɚɞɭ ɫɚ Ȼɨɥɨʃɫɤɨɦ Ʉɨɧɜɟɧɰɢјɨɦ ɝɨɞɢɧɟ 2010/11. ɭɩɢɫɚɥɚ јɟ ɞɢɩɥɨɦɫɤɟ 

ɚɤɚɞɟɦɫɤɟ ɫɬɭɞɢјɟ - ɦɚɫɬɟɪ ɧɚ Хɟɦɢјɫɤɨɦ ɮɚɤɭɥɬɟɬɭ ɍɧɢɜɟɪɡɢɬɟɬɚ ɭ Ȼɟɨɝɪɚɞɭ, 

ɤɨјɟ јɟ ɡɚɜɪɲɢɥɚ 2011. ɝɨɞɢɧɟ ɫɚ ɫɪɟɞʃɨɦ ɨɰɟɧɨɦ 9,80 ɢ ɫɚ ɨɰɟɧɨɦ 10 ɧɚ 

ɡɚɜɪɲɧɨɦ ɢɫɩɢɬɭ. ȿɤɫɩɟɪɢɦɟɧɬɚɥɧɢ ɞɟɨ ɦɚɫɬɟɪ ɪɚɞɚ ɩɨɞ ɧɚɡɢɜɨɦ „ɉɪɟɱɢɲʄɚɜɚʃɟ 

ɬɟɬɚɧɭɫ ɬɨɤɫɨɢɞɚ: ɯɪɨɦɚɬɨɝɪɚɮɫɤɟ ɬɟɯɧɢɤɟ ɤɚɨ ɚɥɬɟɪɧɚɬɢɜɚ ɩɪɟɰɢɩɢɬɚɰɢјɢ 

ɚɦɨɧɢјɭɦ ɫɭɥɮɚɬɨɦ“ ɭɪɚђɟɧ јɟ ɭ Ɉɞɫɟɤɭ ɡɚ ɧɚɭɱɧɨ-ɢɫɬɪɚɠɢɜɚɱɤɢ ɪɚɞ Иɧɫɬɢɬɭɬɚ ɡɚ 

ɜɢɪɭɫɨɥɨɝɢјɭ, ɜɚɤɰɢɧɟ ɢ ɫɟɪɭɦɟ – Ɍɨɪɥɚɤ, Ȼɟɨɝɪɚɞ. ɍɤɭɩɧɚ ɫɪɟɞʃɚ ɨɰɟɧɚ ɩɨ 

ɡɚɜɪɲɟɬɤɭ ɫɬɭɞɢјɚ јɟ 8,13. 

Ⱦɨɤɬɨɪɫɤɟ ɫɬɭɞɢјɟ ɭɩɢɫɚɥɚ јɟ ɧɚ Хɟɦɢјɫɤɨɦ ɮɚɤɭɥɬɟɬɭ ɍɧɢɜɟɪɡɢɬɟɬɚ ɭ 

Ȼɟɨɝɪɚɞɭ ɲɤɨɥɫɤɟ 2011/12. ɝɨɞɢɧɟ.  

Ɉɞ 2010. ɝɨɞɢɧɟ Иɜɚɧɚ Ʌɭɤɢʄ јɟ ɡɚɩɨɫɥɟɧɚ ɤɚɨ ɢɫɬɪɚɠɢɜɚɱ ɩɪɢɩɪɚɜɧɢɤ ɭ 

Ɉɞɫɟɤɭ ɡɚ ɧɚɭɱɧɨ-ɢɫɬɪɚɠɢɜɚɱɤɢ ɪɚɞ Иɧɫɬɢɬɭɬɚ ɡɚ ɜɢɪɭɫɨɥɨɝɢјɭ, ɜɚɤɰɢɧɟ ɢ ɫɟɪɭɦɟ 

– Ɍɨɪɥɚɤ ɭ Ȼɟɨɝɪɚɞɭ, ɚ ɨɞ 2013. ɝɨɞɢɧɟ ɤɚɨ ɢɫɬɪɚɠɢɜɚɱ ɫɚɪɚɞɧɢɤ ɭ ɨɤɜɢɪɭ 

ɩɪɨјɟɤɬɚ Ɇɢɧɢɫɬɚɪɫɬɜɚ ɩɪɨɫɜɟɬɟ, ɧɚɭɤɟ ɢ ɬɟɯɧɨɥɨɲɤɨɝ ɪɚɡɜɨјɚ Ɋɟɩɭɛɥɢɤɟ ɋɪɛɢјɟ: 

Ⱥɥɟɪɝɟɧɢ ɢɫɬɪɚɠɢɜɚʃɚ ɩɪɟɞɜɢђɟɧɢɯ ɩɪɨјɟɤɬɨɦ, ɚɧɬɢɬɟɥɚ, ɟɧɡɢɦɢ ɢ ɦɚɥɢ 

ɮɢɡɢɨɥɨɲɤɢ ɡɧɚɱɚјɧɢ ɦɨɥɟɤɭɥɢ: ɞɢɡɚјɧ, ɫɬɪɭɤɬɭɪɚ, ɮɭɧɤɰɢјɚ ɢ ɡɧɚɱɚј (ɈИ172049).  

Ⱦɨ ɞɚɧɚɫ јɟ ɨɛјɚɜɢɥɚ 14 ɧɚɭɱɧɢɯ ɪɚɞɨɜɚ ɭ ɦɟђɭɧɚɪɨɞɧɢɦ ɱɚɫɨɩɢɫɢɦɚ, ɨɞ 

ɬɨɝɚ 2 ɪɚɞɚ ɢɡ ɞɨɤɬɨɪɫɤɟ ɬɟɡɟ ɤɚɨ ɩɪɜɢ ɚɭɬɨɪ, јɟɞɚɧ Ɇ21, ɚ ɞɪɭɝɢ Ɇ22 ɤɚɬɟɝɨɪɢјɟ. 
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1. Аɭɬɨɪɫɬɜɨ - Дɨɡɜɨʂɚɜɚɬɟ ɭɦɧɨɠɚɜɚʃɟ, ɞɢɫɬɪɢɛɭɰɢʁɭ ɢ ʁɚɜɧɨ ɫɚɨɩɲɬɚɜɚʃɟ ɞɟɥɚ, 

ɢ ɩɪɟɪɚɞɟ, ɚɤɨ ɫɟ ɧɚɜɟɞɟ ɢɦɟ ɚɭɬɨɪɚ ɧɚ ɧɚɱɢɧ ɨɞɪɟђɟɧ ɨɞ ɫɬɪɚɧɟ ɚɭɬɨɪɚ ɢɥɢ 

ɞɚɜɚɨɰɚ ɥɢɰɟɧɰɟ, ɱɚɤ ɢ ɭ ɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɟ ɫɜɪɯɟ. Оɜɨ ʁɟ ɧɚʁɫɥɨɛɨɞɧɢʁɚ ɨɞ ɫɜɢɯ 

ɥɢɰɟɧɰɢ. 

2. Аɭɬɨɪɫɬɜɨ - ɧɟɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɨ. Дɨɡɜɨʂɚɜɚɬɟ ɭɦɧɨɠɚɜɚʃɟ, ɞɢɫɬɪɢɛɭɰɢʁɭ ɢ ʁɚɜɧɨ 

ɫɚɨɩɲɬɚɜɚʃɟ ɞɟɥɚ, ɢ ɩɪɟɪɚɞɟ, ɚɤɨ ɫɟ ɧɚɜɟɞɟ ɢɦɟ ɚɭɬɨɪɚ ɧɚ ɧɚɱɢɧ ɨɞɪɟђɟɧ ɨɞ 

ɫɬɪɚɧɟ ɚɭɬɨɪɚ ɢɥɢ ɞɚɜɚɨɰɚ ɥɢɰɟɧɰɟ. Оɜɚ ɥɢɰɟɧɰɚ ɧɟ ɞɨɡɜɨʂɚɜɚ ɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɭ 

ɭɩɨɬɪɟɛɭ ɞɟɥɚ. 

3. Аɭɬɨɪɫɬɜɨ - ɧɟɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɨ - ɛɟɡ ɩɪɟɪɚɞɟ. Дɨɡɜɨʂɚɜɚɬɟ ɭɦɧɨɠɚɜɚʃɟ, 

ɞɢɫɬɪɢɛɭɰɢʁɭ ɢ ʁɚɜɧɨ ɫɚɨɩɲɬɚɜɚʃɟ ɞɟɥɚ, ɛɟɡ ɩɪɨɦɟɧɚ, ɩɪɟɨɛɥɢɤɨɜɚʃɚ ɢɥɢ 

ɭɩɨɬɪɟɛɟ ɞɟɥɚ ɭ ɫɜɨɦ ɞɟɥɭ, ɚɤɨ ɫɟ ɧɚɜɟɞɟ ɢɦɟ ɚɭɬɨɪɚ ɧɚ ɧɚɱɢɧ ɨɞɪɟђɟɧ ɨɞ ɫɬɪɚɧɟ 

ɚɭɬɨɪɚ ɢɥɢ ɞɚɜɚɨɰɚ ɥɢɰɟɧɰɟ. Оɜɚ ɥɢɰɟɧɰɚ ɧɟ ɞɨɡɜɨʂɚɜɚ ɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɭ ɭɩɨɬɪɟɛɭ 

ɞɟɥɚ. У ɨɞɧɨɫɭ ɧɚ ɫɜɟ ɨɫɬɚɥɟ ɥɢɰɟɧɰɟ, ɨɜɨɦ ɥɢɰɟɧɰɨɦ ɫɟ ɨɝɪɚɧɢɱɚɜɚ ɧɚʁɜɟʄɢ ɨɛɢɦ 

ɩɪɚɜɚ ɤɨɪɢɲʄɟʃɚ ɞɟɥɚ. 

4. Аɭɬɨɪɫɬɜɨ - ɧɟɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɨ - ɞɟɥɢɬɢ ɩɨɞ ɢɫɬɢɦ ɭɫɥɨɜɢɦɚ. Дɨɡɜɨʂɚɜɚɬɟ 

ɭɦɧɨɠɚɜɚʃɟ, ɞɢɫɬɪɢɛɭɰɢʁɭ ɢ ʁɚɜɧɨ ɫɚɨɩɲɬɚɜɚʃɟ ɞɟɥɚ, ɢ ɩɪɟɪɚɞɟ, ɚɤɨ ɫɟ ɧɚɜɟɞɟ 

ɢɦɟ ɚɭɬɨɪɚ ɧɚ ɧɚɱɢɧ ɨɞɪɟђɟɧ ɨɞ ɫɬɪɚɧɟ ɚɭɬɨɪɚ ɢɥɢ ɞɚɜɚɨɰɚ ɥɢɰɟɧɰɟ ɢ ɚɤɨ ɫɟ 

ɩɪɟɪɚɞɚ ɞɢɫɬɪɢɛɭɢɪɚ ɩɨɞ ɢɫɬɨɦ ɢɥɢ ɫɥɢɱɧɨɦ ɥɢɰɟɧɰɨɦ. Оɜɚ ɥɢɰɟɧɰɚ ɧɟ 

ɞɨɡɜɨʂɚɜɚ ɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɭ ɭɩɨɬɪɟɛɭ ɞɟɥɚ.  

5. Аɭɬɨɪɫɬɜɨ - ɛɟɡ ɩɪɟɪɚɞɟ. Дɨɡɜɨʂɚɜɚɬɟ ɭɦɧɨɠɚɜɚʃɟ, ɞɢɫɬɪɢɛɭɰɢʁɭ ɢ ʁɚɜɧɨ 

ɫɚɨɩɲɬɚɜɚʃɟ ɞɟɥɚ, ɛɟɡ ɩɪɨɦɟɧɚ, ɩɪɟɨɛɥɢɤɨɜɚʃɚ ɢɥɢ ɭɩɨɬɪɟɛɟ ɞɟɥɚ ɭ ɫɜɨɦ ɞɟɥɭ, 

ɚɤɨ ɫɟ ɧɚɜɟɞɟ ɢɦɟ ɚɭɬɨɪɚ ɧɚ ɧɚɱɢɧ ɨɞɪɟђɟɧ ɨɞ ɫɬɪɚɧɟ ɚɭɬɨɪɚ ɢɥɢ ɞɚɜɚɨɰɚ ɥɢɰɟɧɰɟ. 

Оɜɚ ɥɢɰɟɧɰɚ ɞɨɡɜɨʂɚɜɚ ɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɭ ɭɩɨɬɪɟɛɭ ɞɟɥɚ.  

6. Аɭɬɨɪɫɬɜɨ - ɞɟɥɢɬɢ ɩɨɞ ɢɫɬɢɦ ɭɫɥɨɜɢɦɚ. Дɨɡɜɨʂɚɜɚɬɟ ɭɦɧɨɠɚɜɚʃɟ, 

ɞɢɫɬɪɢɛɭɰɢʁɭ ɢ ʁɚɜɧɨ ɫɚɨɩɲɬɚɜɚʃɟ ɞɟɥɚ, ɢ ɩɪɟɪɚɞɟ, ɚɤɨ ɫɟ ɧɚɜɟɞɟ ɢɦɟ ɚɭɬɨɪɚ ɧɚ 

ɧɚɱɢɧ ɨɞɪɟђɟɧ ɨɞ ɫɬɪɚɧɟ ɚɭɬɨɪɚ ɢɥɢ ɞɚɜɚɨɰɚ ɥɢɰɟɧɰɟ ɢ ɚɤɨ ɫɟ ɩɪɟɪɚɞɚ 

ɞɢɫɬɪɢɛɭɢɪɚ ɩɨɞ ɢɫɬɨɦ ɢɥɢ ɫɥɢɱɧɨɦ ɥɢɰɟɧɰɨɦ. Оɜɚ ɥɢɰɟɧɰɚ ɞɨɡɜɨʂɚɜɚ 

ɤɨɦɟɪɰɢʁɚɥɧɭ ɭɩɨɬɪɟɛɭ ɞɟɥɚ ɢ ɩɪɟɪɚɞɟ. Сɥɢɱɧɚ ʁɟ ɫɨɮɬɜɟɪɫɤɢɦ ɥɢɰɟɧɰɚɦɚ, 

ɨɞɧɨɫɧɨ ɥɢɰɟɧɰɚɦɚ ɨɬɜɨɪɟɧɨɝ ɤɨɞɚ 
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