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Ispitivanje terapeutskog efekta H1sD2 himere i njenih glikoformi na modulaciju
imunskog odgovora kod alergije na ku¢nu prasinu

Sazetak

Alergijske bolesti predstavljaju jedan od najbrze rastu¢ih javno zdravstvenih problema savremenog
drustva, sa ucestalo$¢u koja poprima gotovo pandemijske razmere. Medu njima, alergija na grinje
kuéne prasine (Dermatophagoides) jedna je od najces¢ih respiratornih alergija i znacajno utice na
kvalitet Zivota obolelih. Iako je alergen-specifi¢na imunoterapija (AIT) jedina terapija koja deluje na
sam uzrok bolesti i moze trajno preusmeriti imunski odgovor iz patoloskog u tolerogeni, njena
primena je i dalje ograni¢ena neZeljenim efektima, dugim trajanjem terapije i nedovoljnom
efikasnoS¢u kod odredenog broja pacijenata. Zbog toga postoji potreba za razvojem novih strategija
koje ¢e AIT uciniti kra¢om, bezbednijom i efikasnijom. U ovoj disertaciji predstavljen je inovativni
pristup koji koristi N-glikane kao nove adjuvanse kroz razvoj hibridne H1sD2 vakcine. Ova vakcina
je himerni glikoprotein sastavljen od Der p 2 alergena i receptor-vezujuéeg domena hemaglutinina
virusa influence (Hls). U okviru Hls domena, ciljanom mutagenezom su uvedena razli¢ita N-
glikozilaciona mesta kako bi se ispitao imunomodulatorni efekat N-glikana, posredovan njihovim
vezivanja za manozne receptore na ¢elijama urodene imunosti. Pet razli¢itih glikoformi H1sD2
proizvedeno je u ekspresionom sistemu Pichia pastoris i detaljno okarakterisano savremenim
tehnikama, uklju¢uju¢i masenu spektrometriju, imunoblot, proto¢nu citometriju i konfokalnu
mikroskopiju. Sve glikoforme su zadrzale sposobnost vezivanja IgE antitela iz seruma alergi¢nih
pacijenata i pokazale specificnu interakciju sa DC-SIGN receptorima na THP-1 makrofagima.
Funkcionalni imunoloski testovi su pokazali da sve glikoforme, posebno M2 H1sD2, indukuju
tolerogeni citokinski odgovor. Ova disertacija potvrduje da ciljani glikoinzenjering i uvodenje N-
glikana moze selektivno usmeravati imunski odgovor aktiviraju¢i receptore urodenog imunskog
sistema, ¢ime se otvara nova perspektiva u razvoju AIT vakcina koje su bezbednije i efikasnije. Pored
toga, ova strategija ima potencijalnu primenu i u Sirem polju imunoterapije, kao i dizajnu novih
vakcina.

Kljuéne recdi: alergije, HDM, alergen-specificna imunoterapija, adjuvansi, hemaglutinin
Nauc¢na oblast: Hemijske nauke
UZa naucna oblast: Biohemija
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The therapeutic effect of the H1sD2 chimera and its glycoforms on the
modulation of the immune response in house dust mite allergy

Abstract

Allergic diseases represent one of the fastest-growing public health challenges of modern society,
with a prevalence approaching pandemic proportions. Among them, house dust mite allergy (caused
by Dermatophagoides species) is one of the most common forms of respiratory allergy and
significantly affects patients' quality of life. Although allergen-specific immunotherapy (AIT) is
currently the only treatment that targets the root cause of the disease and can permanently redirect the
immune response from a pathological to a tolerogenic state, its application remains limited by adverse
effects, long treatment duration, and insufficient efficacy in a subset of patients. Therefore, there is a
clear need for new strategies to make AIT shorter, safer, and more effective. This dissertation presents
an innovative approach that employs N-glycans as novel adjuvants through the development of the
hybrid H1sD2 vaccine. This vaccine is a chimeric glycoprotein composed of the Der p 2 allergen and
the receptor-binding domain of influenza virus hemagglutinin (H1s). Within the Hls domain,
multiple N-glycosylation sites were introduced via targeted mutagenesis to investigate the
immunomodulatory potential of N-glycans mediated by their binding to mannose receptors on innate
immune cells. Five different H1sD2 glycoforms were produced using the Pichia pastoris expression
system and thoroughly characterized using state-of-the-art techniques, including mass spectrometry,
immunoblotting, flow cytometry, and confocal microscopy. All glycoforms retained their ability to
bind IgE antibodies from allergic patient sera and showed specific interaction with DC-SIGN
receptors on THP-1 macrophages. Functional immunological assays revealed that all glycoforms,
particularly the M2 HI1sD2 variant, induced a tolerogenic cytokine response. This dissertation
demonstrates that targeted glycoengineering and the introduction of N-glycans can selectively direct
immune responses by activating innate immune receptors, thereby opening a new perspective for the
development of safer and more effective AIT vaccines. Moreover, this strategy holds promise for
broader applications in immunotherapy and vaccine design.

Keywords: allergy, HDM, allergen-specific immunotherapy, adjuvants, hemagglutinin
Scientific field: Chemistry
Scientific subfield: Biochemistry
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TLR — Toll-like receptori
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1. Uvod

Okvirno 30% svetske populacije pati od alergija, koje predstavljaju hroni¢ne inflamatorne
bolesti izazvane neadekvatnim imunskim odgovorom na bezopasne molekule u okolini, koji se
nazivaju alergeni [1,2]. Alergijska reakcija podrazumeva aktivaciju bazofila i mastocita koja je
posredovana imunoglobulinom E (IgE), a sami simptomi mogu da variraju od blagih do simptoma
koji mogu biti opasni po zivot. Alergije su svrstane od strane Svetske zdravstvene organizacije (SZO)
u jedan od tri najvaznija poremecaja koje treba spreciti i kontrolisati u 21. veku [3].

Grinje kuéne praSine (HDM) su jedan od glavnih izvora inhalatornih alergena koji izazivaju
respiratorne simptome i predstavljaju znacajan globalni zdravstveni problem. HDM alergija je
povezana sa drugim respiratornim bolestima, kao $to su alergijski rinitis, alergijska astma i atopijski
dermatitis [4,5]. Po izveStajima SZO, 600 miliona ljudi pati od alergijskog rinitisa, a istovremeno 200
miliona ljudi ima astmu [6]. Jedan od klinicki najznacajnijih alergena iz grinja kuéne prasine je Der
p 2, snazan izazivac alergijskih reakcija [4,7].

Alergen-specifi¢na imunoterapija (AIT) trenutno je jedini efikasan tretman za alergije koji
modifikuje imunski odgovor. Sama AIT podrazumeva davanje definisanih koliina alergena
alergi¢noj osobi tokom odredenog perioda u cilju razvijanja tolerancije na taj alergen. Ova terapija
efikasno smanjuje zapaljenje, i moduliSe i urodeni i1 ste€eni imunski odgovor tako Sto postepeno
desenzitizuje mastocite i bazofile na odredene alergene, smanjujuéi preosetljivost tokom vremena
[2,8,9]. Ovaj proces smanjuje aktivaciju alergenu-specificnih Th ¢elija, dok istovremeno podstice
razvoj regulatornih T i B ¢elija i pojacava proizvodnju specificnih blokirajucih antitela, poput IgG i
IgA [10]. Iako AIT nudi dugotrajnu efikasnost, varijabilan odgovor razli¢itih pacijenata ukazuje na
potrebu za inovativnim pristupima u cilju poboljSanja njene delotvornosti, tako da se konstantno radi
na razvoju novih strategija [11,12]. Jedna od obecavajucih strategija je primena novih adjuvanasa, §to
bi moglo da skrati vreme tretmana, kao i cenu terapije. Uloga novih adjuvanasa u AIT je da preusmere
imunski odgovor sa Th2 ka proizvodnji blokiraju¢ih IgG antitela tj. da preusmere imunski odgovor i
dovede do ravnoteze imunskog odgovora. Kao adjuvansi, u AIT se mogu koristiti stimulatori urodene
imunosti, TLR agonisti, C-tip lektina ili neke virusne Cestice [4,13—16].

U cilju poboljsanja desenzitizacije na alergene, glikani su istrazivani kao adjuvansi koji mogu
povecati imunogenost i preusmeriti imunski odgovor sa Th2 na Th1 [15,17,18]. Glikani virusa, pored
toga $to su modulatori adaptivnog imunskog sistema, vazni su i za interakciju sa ¢elijama urodene
imunosti, koja se ostvaruje preko receptora koji prepoznaju obrazac (PRR). Pokazano je da neki PRR
prepoznaju Secerne strukture na glikoproteinima, a neki od tih receptora su MBL, MMR, MGL i DC-
SIGN. Promenom tipa, mesta ili broja N-vezanih glikana u obrascu glikozilacije alergena moze se
znacajno uticati na interakciju alergena sa ¢elijama imunskog sistema, a time i na celokupni imunski
odgovor [19-23].

C-tip lektinski receptori (CLR) imaju narocito vaznu ulogu u AIT zbog svoje sposobnosti da
prepoznaju strukture glikana na alergenima i oblikuju imunski odgovor u skladu s tim [24]. CLR
receptori se mogu vezivati za specifi¢ne ugljenohidratne motive, $to ih ¢ini klju¢nim senzorima za
glikozilovane alergene [25]. Ova glikan-receptor interakcija je od sustinskog znacaja za usmeravanje
antigen prezentujucih ¢elija, narocito makrofaga i dendritskih ¢elija, ka tolerogenom fenotipu.

Bioloska aktivnost glikoproteina kao $to je hemaglutinin (H), strukturni protein prisutan na
povrs$ini mnogih virusa, ukljucujuéi influencu, zavisi od sastava njegovih N-glikana [26-28].
Hemaglutinin ima dvostruku ulogu u posredovanju ulaska virusa i pokretanju imunskog
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prepoznavanja [29], Sto ga Cini atraktivnim kandidatom za primenu u modulaciji imunskog odgovora
u vidu adjuvansa. Posebno njegov receptor-vezujué¢i domen (RBD) ima veliki potencijal kao novi
adjuvans za AIT [30-32]. Njegova dokazana sposobnost da izazove snazan imunski odgovor, zajedno
sa Sirokom primenom u razvoju vakcina, pozicionira ga kao obec¢avajuc¢u platformu za dizajn gliko-
inzenjerisanih hibridnih adjuvans-alergen proteina.
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2. Teorijski deo
2.1. Alergije

Termin ,,alergija® se koristi za opisivanje neodgovaraju¢eg imunskog odgovora stecenog
imunskog sistema na neinfektivne supstance iz okoline. Ste¢eni imunski sistem obezbeduje zastitu
od razli¢itih patogena, medutim nekada dolazi do preteranog odgovora na bezopasne antigene Sto
predstavlja reakciju preosetljivosti. Same alergije spadaju u reakcije preosetljivosti tipa I (rana
preosetljivost) na osnovu klasifikacije iz 1963. po Coombs i Gell [33]. Ovaj tip preosetljivosti
ukljucuje proizvodnju specificnih IgE antitela na alergene. Termin ,,alergen® prvi put je upotrebljen
od strane von Pirqueta 1906. godine kako bi obuhvatio sve strane supstance koje mogu izazvati
imunski odgovor, a najces¢e su to proteini velike molekulske mase, ukljucuju¢i glikoproteine,
lipoproteine i nukleoproteine [34]. Sama patogeneza alergijskih bolesti je veoma sloZena i obuhvata
mnoge faktore, kao Sto su genetika, epigenetika, ekoloski faktori, mikroekologija 1 funkcija imunskog
sistema [3].

2.2. Osobine alergijske inflamacije

Alergijska inflamacija predstavlja glavnu oznaku patologije Th2 imunskog odgovora, kao $to su
astma, atopicni dermatitis, rinosinusitis i alergije na hranu. Alergije su veoma ceste i predstavljaju
sve veci globalni problem koji pogada oko 30% populacije [2,35], a Svetska zdravstvena organizacija
ih svrstava u jedan od tri najvaznija poremecaja koje treba spreciti i kontrolisati u 21. veku [3].

Alergijska inflamacija se moZe podeliti u tri vremenske faze. Reakcije rane faze izazvane su u
prvim sekundama ili minutima nakon izlaganja alergenu, dok se reakcije kasne faze javljaju u roku
od nekoliko sati (2 do 24h) (Slika 1). Hroni¢na alergijska inflamacija je kontinuirana upala koja se
javlja usled produzenog ili ponavljajuceg izlaganja specificnom alergenu i okarakterisana je ne samo
prisustvom velikog broja imunskih ¢elija urodene i steCene imunosti, nego i promenama u
vancelijskom matriksu i promenama u broju, fenotipu i funkciji ¢elija pogodenog tkiva [36].
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Slika 1: Kinetika imunskog odgovora na alergene. Preuzeto sa sajta
https://basicmedicalkey.com/hypersensitivity-disorders-caused-by-immune-responses/ i modifikovano



https://basicmedicalkey.com/hypersensitivity-disorders-caused-by-immune-responses/

Doktorska disertacija | Zorana Lopandi¢

2.2.1. Epitelna barijera

Epitelne ¢elije predstavljaju prvu barijeru izmedu ljudskog organizma i vanjskog okruzenja [3].
Izmedu epitelne barijere koZe, gastrointestinalnog i respiratornog trakta postoje slicnosti i razlike,
kako u njihovoj strukturi, tako i u funkciji i biohemijskim osobinama. Epitelno tkivo ima razlicite
uloge, ukljucujuci funkciju fizicke, hemijske i imunoloske barijere [37]. Epitelne ¢elije uspostavljaju
barijeru kroz slozene medusobne interakcije ¢vrstih veza (TJs), adherentnih veza (AJs) i dezmosoma.
Kompleks ¢vrstih veza je sacinjen od klaudina, okludina i adhezionih molekula sa glavnim
citoplazmatskim proteinima, kao S$to su zonula okludens (ZO) proteini, ZO-1, ZO-2 i ZO-3.
Adherentne veze, koje su postavljene ispod TJ obuhvataju E-katherin, aktin, vinculin, a-katenin i -
katenin. Dezmosomi koji su karakteristicni po svojoj simetri¢noj strukturi ukljucuju dve susedne
membrane i imaju glavnu ulogu u uspostavljanju i odrzavanju stabilnih ¢elijskih veza (Slika 2) [38].

Epitel koordinira odgovore na razliite invazivne povrede tako Sto proizvodi razne
imunomodulatorne i inflamatorne faktore kojima upravlja NF-xB signalni put [3]. Disfunkcija
epitelne barijere raznih tkiva je okarakterisana promenama u strukturi i funkcionalnim promenama
epitelnih Celija, narusenim cvrstim vezama i oslabljenim urodenim imunskim odgovorom [1].
Ostecenje epitelne barijere dovodi do progresije alergijske bolesti, jer se povecava propustljivost i
favorizuje razvoj Th2 imunskog odgovora. Zbog svega navedenog, epitelne celije igraju klju¢nu
ulogu u inicijaciji 1 progresiji alergijskih bolesti.

Vecina alergena su proteini i neki od njih su proteaze, ukljucujuéi i Der p 1, jedan od glavnih
alergena grinja ku¢ne prasine (HDM). Jos§ davne 1995. godine je prvi put pokazano da cistein proteaze
iz HDM ekstrakta indukuju znacajno povecanje permeabilnosti slojeva bronhijalne mukoze zbog
povecane bioelektricne propustljivosti. Pokazano je da ove proteaze mogu direktno digestovati
okludine i zonulu okludens-1 (ZO-1) u epitelu disajnih puteva, §to povecava permeabilnost
bronhijalnog epitela i olakSava prezentaciju alergena dendritskim ¢elijama u subepitelijalnom tkivu
[39].
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Slika 2: Grada epitelne barijere. Preuzeto iz [37].

Pored fizicke barijere, epitelne celije predstavljaju i imunolosku barijeru. One na svojoj
povrsini imaju iskazane receptore kojima prepoznaju strukturne obrasce (PRRs) prisutne na brojnim
patogenima, ali i na alergenima. Nakon strukturnog prepoznavanja, epitelne ¢elije oslobadaju klju¢ne
citokine, kao Sto su IL-4, IL-5, IL-9, IL-33, TSLP i IL-3, koji aktiviraju ¢elije urodene imunosti, kao
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Sto su dendritske ¢elije, bazofili, eozinofili, makrofagi i urodene limfoidne celije tipa 2 (ILC2).
Ovakav proces promovise oslobadanje citokina tipa 2, Sto dalje pokrece tip 2 imunskog odgovora
(Slika 3) [37,40].

Hipersekrecija mukusa
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Slika 3: Epitelna barijera i tip 2 imunskog odgovora. Nakon izlaganja antigenu, alergenu ili patogenu,
kompromitovana epitelna barijera podleze aktivaciji koja vodi ka oslobadanju razli¢itih faktora od
strane epitelnih éelija, ukljucujuéi interleukine IL-25, 1L.-33 i TSLP. Takode, do aktivacije moZe do¢i
putem stimulacije dendritskih éelija koje naknadno prezentuju antigen Th2 ¢elijama ili ILC2 éelijama.
Preuzeto iz [37].

2.2.2. Alergijska senzitizacija i inflamacija

Alergijska senzitizacija predstavlja pocetak razvoja alergijske reakcije. Proizvodnja specifi¢nih
antitela klase E (IgE) od strane B ¢elija zapocCinje u procesu senzitizacije, kada organizam prvi put
dode u kontakt sa izvorom alergena. Alergeni tada bivaju obradeni od strane antigen-prezentuju¢ih
éelija (APC), kao $to su dendritske ¢elije i makrofagi, koje su kljuéne u imunskom odgovoru i
predstavljaju most izmedu urodene i steCene imunosti. Tako obradeni fragmenti alergena, nakon
migracije u najblizi limfni ¢vor, dalje bivaju prikazani u kontekstu MHC molekula klase II naivnim
T ¢elijama. Naivne CD4+ T celije se zatim diferenciraju u T pomo¢nicke ¢elije tipa 2 (Th2 fenotip) 1
luce specifi¢ne citokine, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13, koji deluju na alergen-specifi¢ne B ¢elijske klonove
i stimuliSu preukljucivanje klasa imunoglobulina u smeru proizvodnje IgE klase antitela. Proizvedena
alergen-specificna IgE antitela se vezu za visoko-afinitetne receptore (FceRI) na efektorskim
¢elijama, poput bazofila ili mastocita. Proizvodnja i vezivanje specificnih IgE antitela sa FceRI se
oznacava "senzitizacijom" i predstavlja tihu fazu tokom koje ne dolazi do pojave simptoma (Slika 4).

5



Doktorska disertacija | Zorana Lopandi¢

Ponovno izlaganje organizma istom specificnom alergenu moze izazvati aktivaciju mastocita i
bazofila, gde dolazi do pojave simptoma alergije i time zapoCinje efektorska faza alergijske reakcije
[36,41].

Alergen

Lumen disajnih
puteva

WM WAV RN RN
SERRRRER = e

ranih IL-4

E’piielna MHC molekul
celija Dendritska éelija  klaselll
Migracija
dendritskih ¢elija

Preuzimanje i 4 —c e
obrada alergena Nespecifi¢na IgE 4 —
od strane DC antitela - a )
5 CD40

IL-4 ligand

Tw2 celija

Mastocit Notch Naivna

T celija IL-13
eeeed Obradeni CD40
peptidi CD8oili
alergena CD86
FceRl S % -
Alergen-specifi¢ni IgE —&" =K )Q ,{ I )Q =k }g ,{ ), ~

Produkcija IgE

B celija

Glatki misici disajnih puteva

Slika 4: Senzitizacija disajnih puteva alergenom. Preuzeto iz [36].

2.2.3. Rana faza alergijske reakcije

Rana faza alergijske reakcije podrazumeva neposrednu reakciju preosetljivosti tipa I, koja se
razvija u prvim minutama nakon izlaganja alergenu. Ovakva reakcija moze biti lokalizovana ili
sistemska kao Sto je slucaj kod anafilaktickog Soka. Kod senzitisanih osoba mastociti ve¢ imaju
visokoafinitetne FceRI receptore koji imaju vezana IgE antitela specificna za odredeni alergen. Nakon
ponovnog izlaganja alergenu, dolazi do umrezavanja IgE antitela sa bivalentnim ili multivalentnim
alergenom, Sto uzrokuje agregaciju FceRI receptora i pokretanje signalne kaskade unutar ¢elije. Ovaj
signalni proces vodi ka aktivaciji i degranulaciji mastocita i bazofila i do oslobadanja razli¢itih
bioaktivnih molekula (Slika 5). Neki od tih bioaktivnih molekula su histamin, serotonin i heparin,
kao 1 proteinaze koje su specifi¢ne za mastocite (triptaze, himaze i matriks metalproteinaze). Pored
navedenih medijatora, mastociti oslobadaju i medijatore lipidnog porekla koji uti€¢u na metabolizam
arahidonske kiseline i na taj nacin uti¢u i na oslobadanje prostaglandina (PGD2) i leukotriena (LTBa4,
LTCs, LTDs4) [34]. Oslobadanje ovih medijatora dovodi do vazodilatacije, povecane vaskularne
permeabilnosti 1 akutnih funkcionalnih promena u zahvadenim organima, kao $to su
bronhokonstrikcija, sekrecija mukusa i urtikarija. Takode, neki od oslobodenih medijatora promovisu
lokalno regrutovanje i aktivaciju leukocita, doprinoseéi razvoju kasne faze alergijske reakcije [36,41].
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Slika 5: Rana faza alergijske inflamacije disajnih puteva. Preuzeto iz [36].

2.2.4. Kasna faza alergijske reakcije

Kasna faza alergijske reakcije se uglavnom razvija 2 do 6 sati nakon izlaganja alergenu, a svoj
maksimalni pik dostize izmedu 6. 1 9. sata. Za razliku od rane faze, koja uklju¢uje momentalno
oslobadanje prethodno formiranih medijatora, kasna faza se karakterise sintezom i sekrecijom novih
molekula koji dodatno pojacavaju i produzavaju zapaljensku reakciju. Nakon vezivanja alergena za
IgE antitela na FceRI receptorima, mastociti oslobadaju Sirok spektar novosintetisanih citokina,
hemokina 1 faktora rasta, ali je njihovo oslobadanje znatno sporije nego oslobadanje prethodno
formiranih medijatora. Medu klju¢nim molekulima koji se oslobadaju nalaze se TNF, IL-8 (CXCLS),
LTB4 (leukotrijen B4), CCL2 (CC-hemokin ligand 2) i drugi hemokini. Ovi medijatori imaju ulogu
u regrutovanju dodatnih imunskih ¢elija, kao i u aktivaciji komponenti urodene imunosti, ukljucujuéi
neutrofile, eozinofile i monocite. Takode uti¢u i na regulaciju aktivnosti dendritskih, T i B celija
putem citokina kao §to su IL-10, TNF-a, TGF-p, ali 1 histamin. Ipak, neki oslobodeni molekuli imaju
i antiinflamatornu ili imunosupresorsku funkciju, kao §to su IL-10 i TGF-B, ¢ime doprinose
modulaciji zapaljenske reakcije. Odredeni proizvodi mastocita utiu i na strukturu ¢elije, ukljucujuci
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vaskularne endotelijane celije, epitelne Celije, fibroblasti, glatke miSic¢e 1 nervne Celije, tako §to
povecavaju propustljivost epitelne barijere, razgraduju vancelijski matriks i narusavaju meducelijske
veze, ¢ime doprinose ostecenju i remodelovanju tkiva tokom alergijske reakcije(Slika 5) [36]. Pored
mastocita, znacajnu ulogu u ovoj fazi imaju i T limfociti specificni za peptide alergena, koji mogu
biti ve¢ prisutni u tkivu ili naknadno regrutovani tokom rane faze. Njihova aktivacija dodatno
doprinosi produzenoj inflamaciji i potencijalnim tkivnim promenama [36]. Smatra se da je kasna faza
rezultat koordinisanog delovanja medijatora oslobodenih u ranoj fazi, kao i1 aktivacije T ¢elija
stimulisanih specifiénim antigenima, Sto dovodi do produzenih simptoma i potencijalno hroni¢ne
upale.
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Glatki miSici disajnih puteva
Slika 6: Kasna faza alergijske inflamacije disajnih. Preuzeto iz [36].
2.2.5. Hroni¢na alergijska inflamacija

U slucajevima kada je izlaganje alergenu kontinuirano ili ucestalo, dolazi do produzene
inflamacije, pri ¢emu se brojne celije urodene i steCene imunosti regrutovane iz cirkulacije,
akumuliraju u tkivu na mestu kontakta sa alergenom. Takva upalna sredina vodi ka dugotrajnoj
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aktivaciji imunskih ¢elija, Sto moze rezultirati trajnim strukturnim i funkcionalnim promenama u
pogodenim organima [36]. Iako alergijska reakcija u pocetku ima akutan karakter, ponovljena
izlaganja vremenom vode ka razvoju hroni¢ne inflamacije, koja se karakteriSe konstantnim
inflamatornim odgovorom, tkivhom remodulacijom i perzistentnom aktivacijom c¢elija. Ova faza
ukljucuje progresivno ostecenje tkiva, zadebljanje bazalne membrane, fibrozu i promene u ¢elijskoj
populaciji, §to moZe imati klini¢ke posledice koje dovode do smanjenja funkcionalnost organa i teze
forme bolesti, kao Sto su astma ili hroni¢ni rinitis [36].

Zbog etickih i tehnickih ogranicenja, hroni¢na alergijska inflamacija se ne moze direktno
proucavati kod ljudi, ve¢ se u tu svrhu koriste zivotinjski modeli, prvenstveno misevi. Ipak,
mehanizmi koji dovode do prelaska iz akutne u hroni¢nu fazu inflamacije jos uvek nisu u potpunosti
razjasnjeni, te su predmet brojnih istrazivanja [36].

Povreda epitela od strane virusa,

Lumen disajnih puteva Alergen bakterija, duvanskog dima, zagadivaéa
Metaplazia goblet % vazduha i/ili oksidativnog stresa

celija
gR—T)12)

auu . . . L X u Zadebljanje

lamine reticularis

Povecana produkcija mukusa

.‘

———— P
Fibroblast Miofibroblast \/
Dendritska ! _
S Hemokini, L o F
. . celija citokini Odlaganje fibronektina i
Histamin, TGF-B, TNF- IL-13 CD80 kolagena tipal, Il iV
TNF-a, IL-13 VEGFA d TGF-a,
CD40 TGF-B
N
e GM-CSF, Formiranje EMTU
5 IL3IL4IL9IL13 |L3IL5
£ Citokini
2
2 ’ - —— EMTU
Eczrotl Medijatori
inflamacije

IL-4, IL-13

Produkcija
IgE

Hiperplazija glatkih
misi¢a u disajnim
putevima

Disajni put

w—@L @@

Bronhokonstrikcija i
ozbiljno suzavanje
lumena disajnih puteva

Slika 7: Hroni¢na faza alergijske inflamacije disajnih puteva. EMTU- Epitelno-mezenhimalna trojna
jedinica. Preuzeto iz [36].

2.2.6. Alergijske respiratorne bolesti

Respiratorne alergije pogadaju disajne puteve i izazivaju razlicite simptome u vezi sa disanjem.
Alergijske respiratorne bolesti, ukljucujuéi astmu, hroni¢ni rinosinusitis i alergijski rinitis, spadaju
medu najcesce alergije Sirom sveta i predstavljaju veliki zdravstveni i ekonomski problem i znacajno
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utiCu na kvalitet Zivota pogodenih individua [42]. Prema epidemioloSkim studijama, ucestalost
respiratornih alergija procenjuje se na izmedu 10 i 30%, pri ¢emu je populacija koja je pogodena
obi¢no brojnija u urbanim podru¢jima nego u ruralnim. Globalno, 500 miliona ljudi pati od
alergijskog rinitisa (AR) [43], a 300 miliona ljudi ima alergijsku astmu, Sto predstavlja najéescu
klinicku manifestaciju alergije [44—46].

Alergijski rinitis je najceS¢e hroni¢no oboljenje i karakteriSu ga kijanje, zapuSenost nosa, svrab
u nosu i rinoreja, a uzrokovan je reakcijama na inhalatorne alergene. Ova imunska reakcija ukljucuje
upalu sluzokoze koju pokrecu Celije tipa 2 [44]. AR je Cesto kombinovan sa astmom, koja predstavlja
najcesce inflamatorno oboljenje plu¢a [46]. Sama astma je heterogena bolest koju karakterise
hroni¢na inflamacija, pojacana bronhijalna reaktivnost i opstrukcija disajnih puteva, $to dovodi do
simptoma kao S§to su otezano disanje, stezanje u grudima, kasalj i iskasSljavanje [46,47]. Alergijski
rinitis 1 astma nastaju kao odgovor organizma na inhalatorne alergene, a naj¢es¢i izvori inhalatornih
alergeni su polen, kuéna prasina, plesan i Zivotinjska dlaka [47].

2.2.7. Alergija na grinje ku¢ne praSine (HDM)

Alergija na grinje kuéne prasine je jedna od najces¢ih respiratornih alergija i izmedu 65 1 130
miliona ljudi Sirom sveta boluje od ove alergije [48]. JoS 1967. godine kada su Voorhorst i Spieksma
pokazali da su grinje glavni izvor alergena ku¢ne prasine, oni su smatrali i da ovi alergeni igraju
znacajnu ulogu u razvoji astme [49]. Danas se zna da je HDM najces¢i izvor alergena u zatvorenom
prostoru i da je povezan sa alergijskim respiratornim bolestima, kao §to su alergijski rinitis, alergijska
astma 1 atopijski dermatitis [4,5]. Od alergijskog rinitisa pati 600 miliona ljudi, od kojih 200 miliona
sluc¢ajeva ima i astmu. Kod odraslih astmati¢nih pacijenata alergije su Ceste i sre¢u se u 50% slucajeva,
od Cega je 85% alergi¢nih na grinje [50].

Najcesce vrste grinja kuéne prasine koje izazivaju alergije su Dermatophagoides pteronyssinus
(Der p) i Dermatophagoides farinae (Der 1), kao i Blomia tropicalis u tropskim krajevima [51,52].
D. pteronyssinus je glavni izvor alergena kuéne praSine u Centralnoj Evropi i pokazuje ukrStenu
reaktivnost sa homolognim alergenima iz D. farinae, dok alergeni iz ova dva izvora pokazuju slabu
ukrstenu reaktivnost sa alergenima iz B. tropicalis [4]. Do sada je identifikovano 40 grupa HDM
alergena, od kojih 32 alergena iz D. farinae i 21 alergen iz D. pteronyssinus (Tabela 1).

Slika 8: Grinje kuéne prasine (Dermatophagoides pteronyssinus). Preuzeto iz [34].
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Tabela 1: Alergeni grinja kuéne prasine. Preuzeto iz [4].

Grupa , . c 1 . IgE
alergena D. pteronyssinus | D. farinae | BioloSka aktivnost Mw (kDa) reaktivnost
1 Derp1l Der f'1 Cistein proteaze 25 80-100
2 Derp2 Der f2 ML domen LPS-a 14 80-100
. Der p 3: 31
3 Derp 3 Der f3 Tripsin Der £3: 29 7-97
4 Derp 4 Der f4 a-amilaza 56 0-30
5 Derp 5 Der f5 Nepoznato 14 30-40
6 Derp 6 Der f6 Hemotripsin 25 41-65
Baktericidni protein .
. , Derp 7:26,30131
7 Derp 7 Der £7 koji povecava Der f7: 30-31 40
permeabilnost
Glutation-S- Der p 8: 27
8 Derp 8 Der £8 transferaza Der f 8: 32 4-96
9 Derp9 - Serin preoteaza 29 92
. Der p 10: 36
10 Derp 10 Der £ 10 Tropomiozin Der £10- 37 2-81
. Derp 11: 103
11 Derp 11 Derf1l1 Paramiozin Der £ 11: 98 7-82
13 Derp 13 Derf13 | Protein kojise vezuje | 5 6
za masne kiseline
14 Derp 14 Der f 14 Apolipohorin 177 2-84
Protein sli¢an Der p 15: 58,8/61,4
15 Derp 15 Derf15 | pitinazi Der £15:98/109 | 57"
16 - Der f 16 Gelsolin/vilin 53 47
17 i Der £ 17 Protem. .kO_]l se vezuje | oo 35
za kalcijum
Protein koji se vezuje | Der p 18: 49,2
18 Derp 18 Der f 18 74 hitin Der £ 18: 60 38-63
20 Der p 20 Der £20 Arginin kinaza 40 7-44
21 Derp 21 Der f21 Nepoznato 14 30
22 - Der £22 Nepoznato 14,7 Nepoznato
23 Der p 23 Derf23 | Proteinslican 8 70-86
peritrofinu
Protein koji se vezuje
24 Der p 24 Der f24 za ubihinol-citohrom | 13 11
c reduktazu
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Triozafosfat Derp 25: 27
25 Der p 25 Der £25 riozalos Der £25: 34 54
izomeraza
. . Der p 26: 14,1
26 Der p 26 Der £ 26 Laki lanac miozina Der £26: 18 62
27 - Der £27 Serpin 48 42,1
Der p 28: 45
28 Der p 28 Der £ 28 HSP70 Der £28: 70 39
. .. Der p 29: 27,7
29 Der p 29 Der £ 29 Ciklopilin Der £29- 15 85
i Der p 30: 12,1
30 Der p 30 Der £30 Feritin Der £30- 15 63
. Der p 31: 16,8
31 Der p 31 Der f 31 Kofilin Der £31: 15 32,5-34,6
Neorganska Der p 32: 45
32 Derp 32 Der {32 pirofosfataza Der f32: 35 46
. Der p 33: 44,2
33 Der p 33 Der £33 a-tubulin Der £33: 52 65
34 - Derf34 | Chamin/imin 16 62,5
deaminaza
35 - Der f 35 Nepoznato 14,4 51
36 Der p 36 Der £ 36 Nepoznato 23 42
Protein koji sadrzi Der p 37: 30
37 Derp 37 Der £37 domen peritrofina-A | Der f37: 29 28
38 Der p 38 Der 38 Bakterioliticki enzim | 15 26,7-45
39 Der p 39 Der £ 39 Tropomiozin C 18 5,7-9,2
40 Der p 40 Der f 40 Protein slican 12 8-10
tioredoksinu

2.2.8. Klinicki znacajni HDM alergeni

Der p 1 1 Der p 2 su se dugo smatrali glavnim HDM alergenima i poznato je da 80-85%
senzitisanih osoba na D. pteronyssinus poseduje specifi¢na IgE antitela na bar jedan od ovih alergena
[53]. Tokom 2013. godine identifikovan je novi D. pteronyssinus alergen, Der p 23 [54], za koji je u
viSe studija pokazana visoka IgE reaktivnost (70-86%), ¢ime je potvrdeno da je ovaj protein, pored
Der p 1 1 Der p 2, tre¢i klinicki zna¢ajan HDM alergen [55,56]. Pored ova tri dominantna alergena,
alergeni iz grupe 5, 7 i 21 su klasifikovani kao srednje vazni alergeni, s obzirom na to da 30-40%
pacijenata senzitisanih na grinje pokazuje IgE reaktivnost prema njima [57].

Klini¢ki znac€aj ovih Sest najrelevantnijih alergena ogleda se u njihovoj sposobnosti da obuhvate
gotovo sve pacijente alergi¢ne na grinje, Sto ih ¢ini vrednim komponentama u dijagnosticke svrhe,
kao 1 potencijalno efikasnim kandidatima za imunoterapijske formulacije [4].
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2.2.8.1. Derp 1

Der p 1 je cistein proteaza molekulske mase 24 kDa (Slika 9A). SintetiSe se kao neaktivna
proforma, koja postaje bioloski aktivha nakon posttranslacionog uklanjanja propeptida [7].
Zahvaljujuéi svojoj proteaznoj aktivnosti, Der p 1 naruSava integritet bronhijalnog epitela tako Sto
razgraduje proteine Cvrstih medusobnih veza, poput okludina i klaudina. Time povecava
propustljivost epitelne barijere i omogucéava sopstvenu penetraciju kroz epitel [58].

2.2.8.2. Derp 23

Der p 23 je mali protein mase 8 kDa sli¢an peritrofinu (Slika 9B). Strukturne analize su
pokazale da je Der p 23 mali, globularni protein stabilizovan sa dve disulfidne veze, koji u okviru
svoje strukture na C—terminusu pokazuje homologiju sa hitin-vezuju¢im domenom tipa 2, ali jo$ uvek
nije pokazano da se ta interakcija zaista deSava [54,59].

A) B)

Slika 9: 3D struktura Der p 1 (PDB ID: 3F5V) i Der p 23 (PDB ID: 4ZCE). Preuzeto sa PDB baze
(https://www.rcsb.org/).

2.2.9. Der p 2

Der p 2 je mali protein molekulske mase 14 kDa i jedan je od glavnih HDM alergena. Nalazi se
u crevima grinja D. pteronyssinus, odakle se oslobada u okolinu u obliku fekalnih kuglica, putem
kojih dolazi u kontakt sa ljudima i dospeva u respiratorne puteve nakon udisanja [4].
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Struktura Der p 2

Der p 2 pripada porodici ML (eng. MD-2-related lipid-recognition) domena. Struktura Der p
2 je oblikovana kao jedan B-sendvié, koji se sastoji od 8 antiparalelnih B-ploca, sa topologijom
slicnom imunoglobulinskim domenima. Struktura Der p 2 je stabilizovanih sa 3 disulfidna mosta
izmedu cisteinskih ostataka na pozicijama Cys8—Cys119, Cys21-Cys27 i Cys73—Cys78 [60] (Slika
10). Na osnovu kristalne strukture Der p 2, gde je uoceno prisustvo hidrofobne Supljine,
pretpostavljeno je da Der p 2 moZe da vezuje nepolarne lipidne molekule [60]. Reginald i Chew su
to 1 dokazali u studiji sa sterolima, gde je pokazano da je Der p 2 lipid-vezujuci protein i da specifi¢no
vezuje holesterol, preko bo¢nih ostataka V104, V1061 V110 [61].

Slika 10: 3D struktura Der p 2 ( PDB ID: 1KTJ). Preuzeto sa PDB baze (https://www.rcsb.org/).

BioloSka aktivnost

Der p 2 pokazuje znacajnu biolosku i strukturnu sli¢nost sa humanim MD-2 proteinom (eng.
MD-2 related lipid binding), koji je sastavni deo TLR4 (eng. Toll-like receptor 4). Der p 2 moze da
vezuje lipopolisaharid (LPS) i time da doprinosi aktivaciji TLR4 [62]. Na ovaj nacin Der p 2 izaziva
inflamaciju aktiviranjem NF-«kB (nuklearni faktor kapa-B) i MAPK signalnih puteva [63].

NF-kB je transkripcioni faktor prisutan u skoro svim nuklearnim ¢elijama, koji se aktivira u
prisustvu inflamatornog stimulusa. Kada se NF-kB aktivira u citoplazmi, ulazi u nukleus, gde regulise
ekspresiju razlicitih inflamatornih faktora, igraju¢i vaznu ulogu u razvoju alergijskih bolesti [3].
Takode, pokazano je da Der p 2 aktivira humane B ¢elije direktno preko TLR4, indukujuéi ekspresiju
proinflamatornih citokina, kao §to su IL-1b, IL-8, CXCL10 i TNF [64]. Ova sposobnost da deluje kao
imunomodulator, ¢ini Der p 2 klju¢nim faktorom u patogenezi alergijske inflamacije.
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2.3. Tretman alergijskih bolesti

Tretman alergijskih bolesti danas uglavnom podrazumeva pet aspekata: upravljanje i
obrazovanje pacijenata u cilju izbegavanja alergena, tradicionalnu farmakoterapiju, imunoterapiju
alergenima, primenu bioloske i drugih terapija [3].

2.3.1. Edukacija pacijenata i kontrola izloZenosti alergenima u terapijskom
pristupu

Upravljanje i upoznavanje pacijenata sa alergijskim bolestima igraju klju¢nu ulogu u lecenju
teSkih oblika alergija. Nepridrzavanje uputstvima za sprovodenje imunoterapije ¢esto dovodi do
neuspesnog leenja. Zbog toga je neophodno propisno informisati pacijente i sre¢i njihovo poverenje
u prepisane lekove kako bi se postigla kontrola bolesti [3].

Prvi korak tretiranja alergija je izbegavanje ili minimalno izlaganje alergenima, ali to ¢esto nije
jednostavno 1 predstavlja izazov, posebno kod pacijenata koji su polisenzitisani [44]. Zbog toga je
poducavanje pacijenata kako da izbegnu kontakt sa alergenima veoma znaCajno za postizanje
najboljeg efekta lecenja [3].

2.3.2. Tradicionalna farmakoterapija

Tradicionalna farmakoterapija predstavlja efikasnu i brzu metodu lecenja koja omogucava
poboljsanje simptoma kod vecine pacijenata i na taj nacin im poboljSava kvalitet zivota. Danas
postoje razliciti lekovi sa dobrim terapeutskim efektom koji se koriste za tretiranje alergijskih bolesti
1 ukljuCuju antihistaminike, kortikosteroide, leukotriene i JAK (Janus kinase) inhibitore [35,44]. U
Tabeli 2 su navedeni neki od lekova i njihovi mehanizmi delovanja.

Tabela 2: Tradicionalni farmakoterapeutici za alergijske bolesti. Preuzeto iz [3].

Tradicionalna farmakoterapija Mehanizam

Prva generacija y . . .
fva generacl Sluze kao neutralni receptorski antagonisti

ili inverzni agonisti histaminskog H1
receptora; mogu blokirati delovanje
histamina

H1-antihistaminici | Druga generacija

Treca generacija

Intranazalni kortikosteroidi

(INCS) o N
Inhibiraju razli¢ite inflamatorne gene,

Topikalni  kortikosteroidi | ukljucujuéi citokine, inflamatorne enzime,
(TCS) molekule adhezije i receptore medijatora
upale

Kortikosteroidi

Sistemski kortikosteroidi
(SCS)
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Leukotrieni (LTRA)

5-LO  inhibitori  spreCavaju  sintezu
leukotriena A4 tako Sto inhibiraju
kataliticku aktivnost 5-LO, LTRA direktno
blokiraju cistenil LT (cisLT) receptor tipa 1

Drugi lekovi

Stabilizatori mastocita

Inhibiraju degranulaciju alergijskih
medijatora

Hromoni

Preventivni antialergijski lekovi

Inhibitori fosfodiesteraze 4

PromoviSu apoptozu smanjenjem anti-
apoptozog proteina bcl-2, S$to moze
inhibirati neutrofile i eozinofile in vitro.

Topikalni inhibitori

kalcineurina (TCI)

Inhibicija proizvodnje proinflamatornih
citokina od strane T celija 1 mastocita
otkriva antipruriticne efekte, koji se
pripisuju specificnom delovanju na TRPV1
neurone u kozi.

Drugi imunosupresori

Inhibiraju proliferaciju i diferencijaciju
imunoloskih ¢elija, kao i diferencijaciju T
¢elija.

Bronhodilatatori

Prevencija i ublazavanje
bronhokonstrikcija.

2.3.3. Primena bioloSke terapije u alergijskim bolestima

Bioloski lekovi predstavljaju posebnu klasu terapijskih agenasa koji se proizvode u Zivim
organizmima ili njihovim ¢elijskim sistemima. Za razliku od tradicionalnih lekova koji su najcesce
mali hemijski sintetisani molekuli, bioloski lekovi su obi¢no veliki, slozeni molekuli, uglavnom
proteini, koji ciljano deluju na specificne molekulske komponente ukljuene u patofizioloSke
mehanizme bolesti. Najcesce vrste bioloskih lekova uklju¢uju monoklonska antitela (mAb),
inhibitore citokina i rekombinantne proteine. Njihova prednost leZi u sposobnosti da deluju precizno,
tako Sto ciljano moduliSu aktivnosti ¢elija 1 molekula imunskog sistema koji ucestvuju u razvoju
bolesti. Zahvaljujuéi tome, bioloski lekovi su postali nezamenjivi u terapiji brojnih inflamatornih,
autoimunskih 1 alergijskih oboljenja. U poslednjih nekoliko godina, razvoj i klini¢ka primena
bioloskih lekova postaje izuzetno popularna. Danas su dostupni brojni preparati koji ciljaju
imunoglobulin E, razli¢ite signalne puteve i citokine, ukljucujuéi IL-5, IL-4/IL-13 1 IL-31 (Tabela 3).
Neki od najznacajnijih bioloskih lekova prikazani su na Slici 11 [3,65,66].
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A B C
Imunski odgovor tipa 17 Urodena imunost tipa 2 Antigen-specifi€ni imunski odgovor tipa 2
Astegolimab
Itepekimab Tezepelumab &
®
rl.&“[ Ly
.af “Tkj%
IL- 33 TSLP IL- 25 o ®
Risankiz;,?}z—g\ B — Nemolizumab .
g D7 1 l ‘ Senzorni nerv
i / i I i IL-31
Naivna CD4  penritske éelije Dendritske éeliie V2V CD4 /
P Lana> (@
Dupilumab Lo
Lebr‘i)kizumab Th2/Tey Celija T B celija
Th7 celia Tralokinumab Dupilumab Omalizumab
ILC2 [ Cendakimab \ HRIMma "
IL-17 s il Lirentelimab _L l A, }_/

IL-13 IL-5 | IL-13 Fevipiprant IgE

Secukinumab
Brodalumab / i
Slglec -8 ﬁ

Mepolizumab Pran D2

i [ 3
Neutrofil Benralizumab Histamin, LTs

o
Bazofil Eozinofil Eozinofil j

Mastocit
Mastocit

Slika 11: Prikaz uticaja nekih bioloskih lekova na imunski sistem. Preuzeto iz [66].

Tabela 3: Bioloski lekovi za tretiranje alergija. Preuzeto iz (Atanasio et al. 2022).

Klasa terapije Cilj Terapija Primarni mehanizam dejstva

Blokiranje interakcije alergena
sa IgE vezanim za FcR1 ili
Alergen-specificna REGN1908-1909 | CD23, §to inhibira aktivaciju
monoklonska IgG efektorskih ¢elija 1 olakSava
antitela prezentaciju alergena.

Bet v 1 (glavni REGN5713-5714-
alergen breze) 5715

Fel d 1 (glavni
alergen macke)

Isti kao kod REGN1908-1909.

Vezuje se za receptor IL4Ra i

Citokini tipa 2 IL4Ra Dupilumab inhibira signalizaciju IL-4 i IL-
13.
Sprecava interakciju TSLP sa
TSLP Tezepelumab njegovim receptorom i

Citokini epitelnih

<elii signalizaciju.
celna L33 Etokimab Sprecava int.erfclkcijg IL.-‘33 sa
receptorom i signalizaciju.
Omalizumab Vezuje se za Fc region IgE i
Anti-IgE terapije IgE sprecava/prekida povezivanje
Ligelizumab IgE sa FcR1 1 CD23.
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Vezuje se za membranski
proksimalni domen IgE na B
¢elijama, indukuje apoptozu i
promovise ADCC putem
interakcije sa FcRa na NK
¢elijama.

Membranski IgE | Quilizumab

2.3.4. Alergen-specificna imunoterapija

Alergen-specifi¢na imunoterapija (AIT) je prvi primer personalizovane medicine koja datira iz
1911. godine kada ju je primenio Leonard Noon [67]. Predstavlja jedini dugorocni vid terapije za
alergijske bolesti [65], a podrazumeva administraciju taéno odredenih doza ekstrakta alergena ili
precis¢enog alergena u periodu od par meseci ili godina sa ciljem stvaranja tolerancije [2]. Ova
terapija se prepisuje atopi¢nim osobama sa IgE posredovanim alergijskim rinitisom ili alergijskom
astmom na inhalatorne alergene, kao §to su poleni i HDM, a kod kojih farmakoterapija nije dovoljno
efikasna [2]. Glavni cilj ove terapije je da smanji simptome nastale dejstvom alergena i da trajno
spreci povratak bolesti. AIT podrazumeva razlicite strategije aktiviranja, inhibiranja ili modulacije
urodene i steCene imunosti radi leCenja bolesti [2,8,9].

2.3.4.1. Mehanizam alergen-specifi¢ne imunoterapije kod inhalatornih alergija

Sam mehanizam imunoloskih promena tokom AIT je kompleksan i jo$ uvek nije potpuno
razjasnjen [68]. Ipak, kod uspesne imunoterapije je primeceno stiSavanje Th2 imunskog odgovora i
uspostavljanje homeostaze Th1/Th2 odnosa [68], §to je povezano i sa produkcijom T regulatornih
¢elija (Treg) koje produkuju antiinflamatorne citokine, kao $to su IL-10, IFN-y i TGF-f [2,68,69].

Treg Celije inhibiraju diferencijaciju Th2 ¢elija preko regulatornih citokina i meducelijskim
interakcijama [70]. IFN-y inhibira sintezu citokina koji su karakteristi¢ni za Th2 imunski odgovor,
kao Sto su IL-4, IL-5 i IL-13 [69]. Pokazano je da IL-10 podsti¢e preukljucivanje klasa
imunoglobulina u B ¢elijama i da izaziva snizavanje nivoa IgE i povecavanje nivoa IgG (IgG1 i1
IgG4), dok TGF-B podstice preuklju¢ivanje klasa imunoglobulina sa IgE ka IgA [2]. Alergen-
specificna IgG 1 IgA antitela se u cirkulaciji nadmecu sa alergen-specificnim IgE antitelima za
vezivanje alergena i direktno uti¢u na blokiranje formiranja alergen-IgE kompleksa i pocetak signalne
kaskade [2]. Ova ,blokiraju¢a antitela® imaju ulogu u sekundarnom imunskom odgovoru gde
inhibiraju IgE zavisno aktiviranje mastocita, bazofila i T ¢elija [71]. Takode, pokazano je da AIT
snizava regrutaciju mastocita, bazofila i eozinofila u mukozi koze, nosa, o¢iju i mukozi bronhija
nakon izlaganja alergenu, kao i da snizava oslobadanje histamina [68,72].
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Slika 12: Mehanizam alergen-specifi¢cne imunoterapije. Preuzeto iz [73].

2.3.4.2. Subkutana i sublingvalna imunoterapija alergenima

Dva najées¢e primenjivana nacina administracije alergena su subkutana (SCIT) i sublingvalna
(SLIT) imunoterapija. Oba pristupa su dobro proucena i prema preporukama Evropske akademije za
alergiju i klinicku imunologiju (EAACI) njihova efikasnost, bezbednost i dugoro¢na korist u le¢enju
alergijskog rinokonjunktivitisa potvrdene su relevantnim klini¢kim dokazima [74].

Subkutana imunoterapija je termin koji se koristi za opisivanje procesa injektovanja
ponovljenih doza alergena za leCenje IgE-posredovanih bolesti, kao Sto su alergije [75].
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Konvencionalni raspored za SCIT koji koristi nemodifikovane ekstrakte alergena sastoji se od
nedeljnih doza tokom faze izgradnje tolerancije putem subkutane injekcije, nakon ¢ega slede doze
odrzavanja na razmaku od 4 ili 8 nedelja. Upotrebom modifikovanih alergenskih ekstrakata, kao §to

Sublingvalna imunoterapija je alternativni pristup alergijskoj imunoterapiji, pri ¢emu se
alergeni unose oralno tj. sublingvalnim putem. U SLIT-u, alergen se daje u obliku rastvorljivih tableta
ili vodenog/tecnog ekstrakta, a vremenski interval izmedu svake doze odrzavanja varira od proizvoda
do proizvoda [73].

Kada se uporede SLIT i SCIT, SLIT nudi veée pogodnosti, jer se moze primenjivati kod kuce,
Sto ga ¢ini pogodnim i za malu decu. Takode, SLIT smanjuje potrebu za koriS¢enjem zdravstvenih
resursa 1 osoblja, a ne zahteva specifi¢nu strucnost ili posebne objekte [77].

I SCIT i SLIT mogu izazvati lokalne i sistemske reakcije. Ceste lokalne nuspojave SCIT-a
ukljucuju otok i crvenilo na mestu injekcije, dok SLIT moze izazvati svrab i peckanje u ustima.
Sistemske reakcije koje uti€u na celo telo mogu varirati od anafilakse do astme ili urtikarije i
generalno su retke [78—81].

Nedavna klinicka ispitivanja su uporedila subkutanu imunoterapiju polenom trave i
sublingvalnu imunoterapiju tabletama polena trave i pokazano je da su oba puta efikasna §to se tice
klini¢kog odgovora, ali da dve godine tretmana nisu bile dovoljne za odrzavanje tolerancije. Pokazano
je da oba puta administracije inhibiraju alergen-specificni Th2 imunski odgovor, kao i ekspresiju
citokina, IL-4, IL-5, IL-9 i IL-13, u nazalnoj mukozi, ali efekat nestaje nakon godinu dana od
prestanka terapije [82]. Nasuprot tome, IgE-blokirajuca aktivnost u serumu bila je suzbijena i ovaj
efekat je trajao tokom 3 godine. Blokirajuca antitela bila su prisutna i u serumu i u nosnoj te¢nosti.
Za subkutanu imunoterapiju, IgE- blokirajuca aktivnost bila je pretezno posredovana IgG4 antitelima,
dok su za sublingvalnu imunoterapiju lokalna nosna i sistemska blokirajuca antitela uglavnom bila
IgAl 1/ili IgA2. Tako ove pretpostavke zahtevaju dodatna ispitivanja, ovi rezultati sugeriSu da je pored
suzbijanja Th2 imunskog odgovora, koji je klju€an za inicijalnu indukciju specificne tolerancije na
alergen, za dugoro¢no odrzavanje tolerancije su neophodne i promena u B ¢elijskom imunskom
odgovoru [83].

2.3.5. Regulatorne celije imunskog sistema

Za oCuvanje homeostaze 1 spreCavanje prekomernog ili Stetnog imunskog odgovora, od
sustinskog znacaja je odrzavanje ravnoteze izmedu tolerancije i aktivacije. U tom kontekstu,
regulatorne T Celije igraju kljuénu ulogu u suzbijanju alergijske inflamacije putem razli¢itih
mehanizama delovanja [84].

Najvaznije podgrupe Treg ¢elija ukljucuju prirodno nastale, timusne, CD4*CD25* T Celije, koje
eksprimiraju transkripcioni faktor FoxP3, kao i periferno indukovane Tr1 ¢elije, koje se razvijaju u
prisustvu tolerogenih signala [84,85]. Treg Celije sa visokom ekspresijom CD25 i FoxP3 pokazale su
najveéi supresivni kapacitet. Njihova imunomodulatorna funkcija se primarno ostvaruje putem
produkcije antiinflamatornih citokina kao $to su IL-10, IL-35 i TGF-B [84,86]. Posebno je znacajan
IL-10, koji smanjuje sintezu IgE antitela putem interakcije sa B ¢elijama, dok istovremeno podstice
produkciju alergen-specificnih 1gG4 antitela. Osim toga, Tre Celije eksprimiraju i supresorske
molekule kao $to su CTLA-4 i PD-1, koji dodatno ucestvuju u indukeiji i odrzavanju imunoloske
tolerancije [85-87].

Pored T ¢elija, vaznu ulogu u regulaciji imunskog odgovora imaju i regulatorne B ¢elije, Breg,
koje predstavljaju fenotipski heterogenu populaciju sa izrazenim imunosupresivnim osobinama. Ove
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¢elije ne deluju samo kroz proizvodnju antitela, nego i putem sekrecije regulatornih citokina, medu
kojima je najznacajniji IL-10, dok TGF-B i1 IL-35 dodatno podsti¢u njihovu imunosupresivnu
funkciju. U Bieg populaciju spadaju razli¢iti fenotipski podtipovi, ukljuujuéi: CD27"CD24hieh B10
¢elije, CD24MCD38M nezrele tranzicione B ¢elije, CD73:CD25"CD71" Brl (elije, kao i odredene
plazma ¢elije. Posebno se isticu humane Br1 ¢elije, koje proizvode velike koli¢ine IL-10, inhibiraju
proliferaciju antigen-specificnih CD4* T ¢elija i znacajno doprinose proizvodnji [gG4 antitela, Sto ih
¢ini posebno znacajnim tokom AIT [85,88].

2.3.6. Uloga antigen-prezentujucih Celija u AIT

Antigen-prezentujuée ¢elije (APC) imaju kljuénu ulogu u AIT, jer su odgovorne za
prepoznavanje 1 prezentaciju alergena T C¢elijama, Sto predstavlja centralni mehanizam
imunomodulacije. Efikasnost same AIT zavisi od aktiviranja tolerogenog imunskog odgovora, pa su
zbog toga APC sve vise u fokusu kao cilj za razvoj novih imunoterapijskih vakcina, usmerenih ka
Th2 odgovoru [24]. Profesionalne APC podrazumevaju dendritske ¢elije i makrofage [89]. U
zavisnosti od prirode antigena, prisutnih kostimulatornih molekula i citokina koji se nalaze u okolini,
naivne CD4" T ¢elije se mogu diferencirati u razlicite efektorske podtipove, kao §to su Thl, Th2,
Th9, Th17 ili Th22 [90].

2.3.6.1. Dendritske Celije

Dendritske Celije (DC) predstavljaju heterogenu grupu APC i one su najzastupljenije u
mukoznim tkivima i kozi, gde ¢ine most izmedu urodene 1 steCene imunosti. Njihova aktivnost u
velikoj meri zavisi od signala koje primaju iz mikrookruZenja, pa tako nezrele DC mogu imati
tolerogeni ili inflamatorni profil, nezavisno od tipa antigena [84,85].

DC poseduju Sirok spektar receptora, uklju¢uju¢i PRR receptore, kao $to su TLR i CLR, koji
omogucavaju prepoznavanje alergena i drugih patogena [84,85]. Studije su pokazale da u zavisnosti
od stimulatora i nezrele i zrele DC mogu da indukuju funkcionalne Treg ¢elije koriS¢enjem solubilnih
(TGF-B i IL-10) i1 kostimulatornih molekula (PD-L1, CD80, CD86, MHC-II) [91]. Tokom AIT,
dendritske celije stiCu tolerogene karakteristike, smanjujuci aktivaciju efektorskih Th2 ¢elija i
favorizujuéi diferencijaciju T, Celija.

2.3.6.2. Mabkrofagi

Makrofagi predstavljaju ¢elije urodene imunosti koje imaju ulogu u fagocitozi, prezentovanju
antigena i proizvodnji citokina. Imaju bitnu ulogu u odrZzavanju homeostaze imunskog sistema, jer se
mogu ponasati kao proinflamatorne ili antiinflamatorne ¢elije u zavisnosti od uticaja iz okoline [85].
Makrofagi su prisutni u svim tkivima u organizmu i njihova morfologija i fenotip zavise od samog
tkiva u kom se nalaze [92].

Makrofagi se mogu aktivirati klasi¢nim putem u M1 fenotip ili alternativnim putem u M2
fenotip. Citokini Th2 tipa indukuju alternativni put, §to dovodi do razvoja M2 makrofaga. Ovaj podtip
ima antiinflamatorna i reparativna svojstva, zbog proizvodnje regulatornih citokina, ukljucujuéi IL-
10 1 TGF-B. M2 makrofagi imaju viSe podtipova, M2a, M2b, M2c i M2d, koji se razlikuju prema
fenotipu, induktorima i bioloskoj aktivnosti i zbog toga iskazuju i alergijske i antialergijske osobine
[93].

Posebno su znacajni M2b makrofagi, koji pored proinflamatornih citokina (IL-1, IL-6, TNF),
takode proizvode visok nivo IL-10 i nizak nivo IL-12, ¢ime doprinose tolerogenosti na alergene [93].
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Pokazano je da IgG4 antitela, proizvedena in vitro tokom AIT, mogu indukovati konverziju M2a u
M2b podtip, koji zatim pojacava produkciju IL-10 [85]. Tokom AIT, makrofagi doprinose smanjenju
inflamacije i preusmeravanju imunskog odgovora sa Th2 na Th1/Tieg profil.

2.4. Nove strategije imunoterapije

lIako je AIT efikasan tretman za brojne alergijske bolesti, ipak ima nekoliko nedostataka koji
ograniCavaju njenu primenu. Spora reakcija na terapiju, rizik od nuspojava, potreba za redovnim
primenjivanjem, kao i izazovi u personalizaciji tretmana, ukazuju na potrebu za novim strategijama
(Slika 13). Ove strategije istrazuju upotrebu inovativnih adjuvanasa, modifikovanih alergena i
naprednih sistema za dostavu sa ciljem poboljSanja efikasnosti, smanjenja nuspojava i postizanja
brzih rezultata.

Savremeni iinovativni
pristupi u AIT
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Slika 13: Savremeni i inovativni pristupi u AIT. Preuzeto iz [2].

2.4.1. Alergoidi

Pojam ,,alergoid je prvi put iskoristio 1970. godine Marsh, kako bi predstavio derivate
alergena Cija je alergena reaktivnost smanjena u odnosu na nativni alergen, dok su antigene osobine,
kao Sto je imunogenost zadrzane [94]. Alergoidi predstavljaju hemijski modifikovane alergene
polimerizacijom sa glutaraldehidom ili formaldehidom [2,69]. Ove modifikacije dovode do promena
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u tercijarnoj strukturi alergena, gde dolazi do naruSavanja konformacionih IgE epitopa, dok linearni
T celijski epitopi ostaju nepromenjeni [69,95]. Samim tim, ove modifikacije smanjuju sposobnost
alergena da izazove imunsku reakciju putem IgE antitela, koja je odgovorna za alergijske reakcije,
dok zadrzavaju sposobnost stimulacije imunoloskog sistema na nacin koji moze pruziti zastitu [96].
Smanjena alergenost alergoida u poredenju sa samim alergenom je potvrdena koznim ,,prick* testom,
a sposobnost da izazovu imunski odgovor je potvrdena u raznim klini¢kim studijama, gde je pokazano
da indukuju imunomodulatorna antitela klase IgG4 [97].

Alergoidi se najviSe koriste u okviru AIT, naroCito za inhalatorne alergene, kako bi se
postigla tolerancija na alergene, smanjujuci preosetljivost organizma [98]. Alergoidi se obi¢no koriste
u obliku injekcija ili sublingvalnih tableta i za sada je njihova efikasnost pokazana u tretmanu alergije
na polen, grinje, zivotinjsku dlaku i druge alergene [96,97].

2.4.2. Rekombinantni alergeni

Zahvaljuju¢i rekombinantnoj DNK tehnologiji i napretku u oblasti molekulske alergologije, do
sada je vecina alergena uspesno klonirana, $to je omogucilo preciznu dijagnozu IgE osetljivosti na
glavne alergene, kao i na manje znacajne alergene. Takode, ova tehnologija je doprinela identifikaciji
ukrSteno reaktivnih epitopa koji iako mogu izazvati pozitivne rezultate u testovima, Cesto imaju
manju klini¢ku relevantnost [2]. Precizna molekulska dijagnostika pomaze u selekciji alergenskih
ekstrakata za imunoterapiju koji su prilagodeni pojedincu, Sto dovodi do poboljSanja rezultata i
povecava efikasnost leenja. Pored toga, molekulska biotehnologija omogudila je proizvodnju
rekombinantnih alergena [99], rekombinantnih alergenskih meSavina [100] i hipoalergenih varijanti
za primenu u imunoterapiju [101]. Medutim, iako su ove rekombinantne vakcine i rekombinantne
hipoalergene varijante bile efikasne u fazi II klini¢kih ispitivanja [99,100], do sada nisu pokazale
dodatne koristi u pogledu efikasnosti ili sigurnosti u odnosu na konvencionalne, standardizovane
ekstrakte alergena [99].

2.4.3. Ciljani pristupi u AIT

Jedno od vaznijih pitanja u poboljSanju AIT jeste da li bi nove strategije trebalo da ciljaju T
¢elijski odgovor sa minimalnim rizikom od anafilakse, ili B ¢elijski odgovor koji favorizuje sintezu
IgG 1 IgA antitela koja blokiraju alergen-specificna IgE antitela [2]. Pristupi koji ciljaju T ¢elijski
odgovor ukljucuju upotrebu kombinacija kratkolanc¢anih T ¢elijskih peptida koji su proizvedeni na
osnovu mapiranja T Celijskih epitopa alergena. Ovi peptidi su dizajnirani sa Sirokim spektrom HLA
restrikcija, §to omogucava njihovo prepoznavanje od strane vecine ciljane populacije sa alergijskim
bolestima. Cilj ovakvog pristupa je u izazivanju zastitnog T ¢elijskog odgovora bez izazivanja IgG
antitela. Iako se ovim pristupom znacajno smanjuje rizik od IgE-posredovane anafilakse, postoji
mogucénost pojave kasnih astmati¢nih reakcija posredovanih T ¢elijama [2].

Pristupi u kojima se ciljaju B ¢elije podrzani su studijama koje su otkrile blokirajuca antitela
tokom konvencionalne alergijske imunoterapije [102], kao i nedavnim istrazivanjima koja pokazuju
povecanje Breg ¢elija koje produkuju IL-10 tokom imunoterapije za alergiju na pcelinji otrov i alergiju
na kuénu prasSinu [103]. U ispitivanju koje je ukljucivalo pasivnhu imunizaciju za alergiju na macju
dlaku, pojedincima je data subkutana injekcija rekombinantnih anti-Fel d 1 antitela, koja je pruzila
zastitu od izazivanja simptoma uz izlozenost mac¢jem alergenu u trajanju od gotovo 3 meseca [104],
uz smanjenje Th2 citokina i poveéanje IgE blokirajuce aktivnosti [2,105].

Dopunski pristup, koji podrazumeva selektivnu indukciju blokirajuéih antitela specificnih za
alergen uz minimalnu aktivaciju T Ccelijskog odgovora, zasniva se na aktivnoj imunizaciji
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rekombinantnim peptidima alergena koji sadrze B celijske epitope [2]. Na primer, meSavina
rekombinantnih linearnih peptida koji nisu reaktivni na IgE, a izvedeni su iz alergena polena trave,
spojena je sa nosaem proteina, a zatim testirana u placebo-kontrolisanoj terenskoj studiji [106].
Rezultati ove studije su pokazali da dolazi do povecanja specificnih IgGl 1 IgG4 antitela, uz
minimalne promene u IgE odgovorima. lako su rezultati u vezi sa simptomima bili poboljSani,
primarna analiza nije postigla statistiCku znacCajnost, a rezultati faze III klinickih ispitivanja se
oc¢ekuju [2,106].

2.4.4. Adjuvansi

Adjuvansi su supstance koje se koriste kako bi pojacale efikasnost slabo imunogenih alergena,
alergoida ili modifikovanih rekombinantnih alergena koji se koriste u AIT i oni predstavljaju
obecavajucu strategiju za poboljSanje efikasnosti imunoterapije. Njihova uloga je u pojacavanju
imunskog odgovora i terapeutskog efekta. Adjuvansi za primenu u AIT moraju biti bezbedni, stabilni
i efikasni, a njihova glavna uloga je da pojacaju imunski odgovor na alergen, §to omogucava upotrebu
manjih doza antigena i izazivanje snaznijeg imunskog odgovora [107]. Na osnovu nacina delovanja,
adjuvansi se tradicionalno dele na adjuvanse prve generacije, kao Sto su aluminijum-hidroksid,
kalcijum-fosfat i mikrokristalni tirozin, i adjuvanse druge generacije, agoniste TLR receptora, koji
indukuju Th1 odgovor koji ukljucuje sekreciju IFN-y, §to potom ublazava Th2 alergijsku reakciju
[69,108]. Primeri nekih adjuvanasa su prikazani na Slici 14.
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Slika 14: Primeti adjuvanasa u AIT. Preuzeto iz [109].

2.4.4.1. Adjuvansi prve generacije

Adjuvansi prve generacije se ponaSaju kao nosa¢i koji adsorbuju antigene i formiraju
nerastvorne adjuvans-alergen agregate. Ovi agregati aktiviraju imunske ¢elije Sto vodi ka oslobadanju
citokina 1 hemokina, kao i ka formiranju inflamazoma. Pored toga $to ovi agregati bivaju prepoznati
od strane APC, oni se ponadaju i kao rezervoari koji polako oslobadaju i izazivaju efikasnu
prezentaciju alergena. Aluminijum-hidroksid je veoma dobro okarakterisan adjuvans prve generacije
1 poznato je da stimuliSe ¢elije urodene imunosti i dovodi do stvaranja rezervoara antigena na mestu
injekcije [110].

Iako adjuvansi prve generacije uspesno pojacavaju imunski odgovor, posebno proizvodnju
antitela, njihova primena ima mnoge mane. Na primer, adjuvansi na bazi aluminijum-hidroksida, u
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zavisnosti od koapliciranog antigena, mogu izazvati Th2 imunski odgovor i proizvodnju IgE, Sto je
veoma nepozeljno u kontekstu alergija. Osim toga, ovi adjuvansi nemaju sposobnost da indukuju
CD8+ citotoksi¢ni T ¢elijski odgovor [109].

2.4.4.2.

Kako bi se poboljsali adjuvansi prve generacije, iskoriS¢ena su otkrica u vezi sa receptorima koji
prepoznaju obrasce, PRR [111]. Ovi receptori su iskazani na povrsini APC, kao i drugih imunskih
¢elija, kao Sto su B i T Celije, neutrofili, mastociti, eozinofili, NK ¢elije. PRR receptori imaju
sposobnost da prepoznaju PAMP i da pokrenu urodeni imunski odgovor [111]. Na osnovu tih
saznanja se doslo do zakljucka da se razli¢iti PAMP mogu koristiti kao adjuvansi druge generacije u
kombinaciji sa antigenima. Aktiviranjem PRR receptora, oni izazivaju promene u ciljanim ¢elijama,
S$to dovodi do promena u njihovom fenotipu i funkciji, tako §to eksprimiraju razli¢ite kostimulatorne
molekule, citokine i hemokine. Uprkos ovim promenama, ¢elije i dalje efikasno prezentuju antigene
T ¢elijama, ¢ime moduliSu aktivaciju T ¢elija i smer imunskog odgovora [112]. Najbolje ispitani
adjuvansi druge generacije u kontekstu AIT su monofosforilni lipid A (MPLA), koji aktivira TLR4,
1 CpG DNA motivi, koji aktiviraju TLRO [9].
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Slika 15: Uticaj adjuvanasa prve i druge generacije na imunski sistem. Preuzeto iz [109].

2.4.5. Novi adjuvansi za primenu u AIT

Trenutno je istrazivanje adjuvansa oblast od velikog interesa, ne samo za poboljSanje lecenja
alergija, ve¢ i za razvoj vakcina protiv infektivnih bolesti 1 tumora. Fokus se sve viS§e pomera od
adjuvanasa koji nespecificno pojacavaju imunski odgovor ka ciljanoj imunoterapiji, tj. adjuvansima
koji stimuliSu Th1 i/ili Treg odgovor. Ovakvi adjuvansi ukljucuju razli¢ite nosace i imunostimulatore,
kao $to su lipozomi, Cestice sli¢ne virusu, neke komponente virusa, TLR agonisti, C-tip lektina i
ugljenohidratni adjuvansi koji imitiraju glikane patogena ili alergena [107,109]. Ove komponente
omogucavaju precizno usmeravanje imunskog odgovora uz smanjenje nezeljenih efekata i imaju
potencijal za racionalan dizajn vakcina i imunoterapije koje bi bile bezbedne, efikasne i prilagodene
individualnim potrebama pacijenata.
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2.4.5.1. TLR agonisti

Celije urodene imunosti sadrze visoko konzervirane PRR, kao $to su TLR, receptori sli¢ni
NOD-u (NLR) i RLR receptori, koji specifi¢no prepoznaju jedinstvene strukture povezane iskljucivo
sa stranim mikroorganizmima, PAMP-ove. Kada PAMP-ovi interaguju sa ovim receptorima, dolazi
do aktivacije imunskih ¢elija, koje zatim prezentuju peptide poreklom od patogena naivnim T
¢elijama i pokrecu i reguliSu steCeni imunski odgovor [113]. Razli¢iti ligandi za PRR pokrecu razlicite
aktivacione mehanizme u APC, §to moZe dovesti do indukcije Thl, Th2 i/ili Th17 imunskog
odgovora [113]. Zbog svoje sposobnosti da aktiviraju imunoloski odgovor, PRR ligandi predstavljaju
obecavajuce adjuvanse za razvoj buducih vakcina.

TLR postoje kao transmembranski receptori na povrsini ¢elije 1 u intracelularnim
membranama. Predstavljaju najproucavanije PRR i do sada je kod coveka identifikovano 10 TLR
receptora (TLR1 — TLR10) [114]. Znac¢ajni TLR ligandi koji su istrazivani zbog svog potencijala u
poboljsanju AIT su flagelin (TLRS ligand) i CpG oligodeoksinukleotidi (TLRO ligand) [109].

2.4.5.2. Cestice sli¢ne virusima (VLP) i komponente virusa

VLP predstavljaju multimerne komponente koje imaju morfologiju virusa, ali nemaju
genomski materijal virusa i zbog toga ne mogu da se repliciraju in vivo. Veoma su efikasni sistemi za
dostavu jer su jaki imunomodulatori zahvaljuju¢i svojoj strukturi. VLP su do sada koriS¢ene u
razli¢itim studijama u tretmanu alergija gde se pokazalo da imaju potencijal za redukovanje aktivnosti
mastocita, supresiju Th2 i promociju Thl imunskog odgovora i da dovode do povecane proizvodnje
neutraliSucih antitela [109].

Pored VLP, komponente virusa koje imaju sposobnost aktivacije imunskog odgovora se
ispituju kao potencijalni adjuvansi za tretman alergija. Na primer, T ¢elijski epitop hepatitis B virusa
(HBV), PreS, je fuzionisan sa razli¢itim alergenima i testiran u in vivo studijama, kao i u klinickim
studijama [115]. In vivo istrazivanja su pokazala da koriS¢enjem PreS kao adjuvansa dolazi do
povisene proizvodnje specificnih IgG antitela, a detaljnije in vitro analize su pokazale da PreS
fuzionisan sa Bet v 1 smanjuje aktivaciju T ¢elija u PBMC alergi¢nih pacijenata, $to je bilo pra¢eno
proizvodnjom IL-10 i Th1 citokina IFN-y [115].

2.4.5.3. C-tip lektinski receptori (CLR)

C-tip lektinski receptori (CLR), koje eksprimiraju dendritske ¢elije (DC), prepoznaju strukture
ugljenih hidrata i igraju klju¢nu ulogu u prepoznavanju antigena, njihovoj prezentaciji i polarizaciji
odgovora T ¢elija [25]. Neki od najznacajnijih CLR koji se nalaze na DC su: dectin-1, dectin-2, DCIR,
DC-SIGN i MR (Slika 16). CLR imaju sposobnost da prepoznaju ugljene hidrate prisutne na
alergenima i na taj nacin pokrecu razlicite signalne puteve koji uticu na polarizaciju CD4+ T ¢elija
ka specificnim Th2 ¢elijama [25]. Odredeni CLR receptori takode mogu podstaci tolerogeni odgovor
na alergene, $to se moze iskoristiti za razvoj novih terapijskih pristupa u okviru AIT. Na osnovu ovih
saznanja, sintetisani su konjugati alergena i neoksidovanog manana (PM-alergoidi), koji predstavljaju
vakcine nove generacije [25,116]. PM-alergoidi ciljano deluju na dendritske ¢elije vezivanjem za
CLR receptore putem mananskih komponenti, Sto omogucava njihovo efikasno preuzimanje i dalju
obradu. Pretklini¢ki podaci pokazali su da PM-alergoidi indukuju tolerogene fenotipove dendritskih
¢elija 1 makrofaga, koji dalje mogu da podstaknu regulatorne T ¢elije in vitro [117] 1 in vivo, bilo
putem subkutane [23,118] ili sublingvalne primene [118].
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Slika 16: C-tip lektinskih receptora. Preuzeto iz [25].

2.4.5.4. Ugljeni hidrati kao adjuvansi

Jednostavni 1 slozeni ugljeni hidrati (glikani) su najrasprostranjenija klasa biomolekula u
prirodi i igraju klju¢nu strukturnu i metaboli¢ku ulogu u bioloskim sistemima, ukljucujuci imunski
odgovor [15,119-121]. Pokazano je da glikani imaju vaznu ulogu u modulaciji kako urodene, tako i
steCene imunosti [119]. Glikani, zbog svoje visoke biokompatibilnosti i niske toksicnosti, izdvajaju
se kao zanimljivi kandidati za razvoj novih adjuvanasa. Danas su u upotrebi dva ugljenohidratna
adjuvansa, QS-21 i MPLA, koja su pokazala dobru efikasnost [109].

U kontekstu AIT, glikani su istrazivani kao adjuvansi alergenima, kako bi se povecala njihova
imunogenost i imunomodulatorna svojstva [15,119-121]. Veoma su bezbedni i imaju razna korisna
svojstva koja ih ¢ine obecavaju¢im kandidatima za adjuvans [16,122]. Poznato je da ugljeni hidrati
interaguju sa razli¢itim lektinskim receptorima na povrsini ¢elija urodene imunosti i tako uti¢u na
celokupni imunski odgovor [25].

Modifikacije glikana na povrSini alergena mogu da promene nacin na koji ih imunski sistem
prepoznaje i obraduje, Sto vodi ka izmenjenom imunskom odgovoru [19,20,22,123]. Takode,
promene u glikozilacionim obrascima molekula povezanih sa patogenima, koji su kljucni za
interakciju domacin-patogen, mogu izmeniti intenzitet imunskog odgovora [124]. Sveukupno,
kompleksne interakcije izmedu glikana i imunskog sistema otvaraju nove mogucnosti za razvoj
inovativnih imunoterapijskih strategija, ukljucujuci i njihovu primenu u personalizovanoj AIT [123].
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2.4.6. Uloga glikana u imunskom odgovoru

Imunski sistem je sloZena mreza stimulatornih i inhibitornih puteva koji istovremeno Stite
organizam od stranih agenasa i endogenih oSte¢enja, dok sprecavaju prekomernu reakciju koja bi
mogla dovesti do oSte¢enja sopstvenih tkiva. NaruSavanje bilo kog od ovih puteva moze dovesti do
naruSavanja homeostaze i zdravlja [120].

Poznato je da prosti i sloZeni glikani imaju glavne strukturne i metabolicke uloge u bioloskim
sistemima [120]. Nalaze se na povrsini svih ¢elija i omogucavaju im razli¢ite interakcije i1 deluju kao
molekuli koji odreduju sudbinu i funkciju imunskog sistema [22]. Pokazali su se kao kljucne
komponente homeostaze, deluju¢i kao fini regulatori imunskih odgovora sa sposobnos¢u da modulisu
ravnotezu izmedu tolerancije i aktivacije u razli¢itim patoloSkim stanjima [22]. Razli¢ite strukture
glikana na povrsini ¢elija prepoznaju glikan-vezujuci proteini (GBP), kao §to su galektini i lektini C-
tipa, koji na taj nacin kontroliSu razliite aspekte imunskog odgovora, ukljucujuéi pro- i
antiinflamatorne mehanizme. Poznato je i da ovaj tip interakcija uti¢e na razli€ita patoloSka stanja,
ukljucujuéi infekcije, fibrozu, autoimunost i malignitete [22,125].

Glikozilacija je najc¢eS¢a posttranslaciona modifikacija proteina, koja znacajno doprinosi
funkcionalnoj raznovrsnosti proteina. Osim §to utie na strukturu, glikozilacija omogucava specificnu
komunikaciju izmedu ¢elija i njihove mikrookoline, posebno u kontekstu imunskog sistema. Imunske
1 stromalne (mati¢ne) ¢elije izrazavaju razlicite GBP, koji imaju sposobnost da prepoznaju promene
u glikanskim obrascima, ¢ak i one uzrokovane genetskim ili spoljasnjim faktorima, Sto moze doprineti
razvoju autoimunih bolesti, inflamatornih procesa i poremecaja u imunoregulatornim mehanizmima
[22,125,126].

Mikroorganizmi takode poseduju glikane na svojoj povrsini, poput lipopolisaharida (LPS),
peptidoglikana, kapsularnih polisaharida ili gljivicnih mananskih struktura, koje imaju funkciju da
budu prepoznati kao PAMP. Ova prepoznavanja od strane GBP ¢ine osnovu prirodnog imunskog
detektovanja, ali i dizajna novih vakcina [127]. Takav pristup je doveo do uspeSnog razvoja vakcina
protiv Haemophilus influenzae tipa b, Streptococcus pneumonia 1 Neisseria meningitidis, dok se
vakcine bazirane na ovom pristupu protiv virusa HIV-1, Denga i Hepatitis C i dalje istrazuju [128].

U prirodi se nalaze glikani sa velikom razli¢ito§¢u u strukturi, Sto utice na bioloski diverzitet.
Svaka celija u telu poseduje jedinstven glikanski potpis, koji funkcioniSe kao “licna karta” ¢elije,
tkiva ili organizma u odredenim fizioloskim i patoloskim uslovima. Ovi obrasci glikozilacije
uglavnom su konzervirani unutar iste vrste, ali i pored ocuvanja gena povezanih sa glikozilacionim
mehanizmima, postoje odredene varijacije koje omogucéavaju precizno imunolosko razlikovanje
sopstvenih od stranih struktura [125]. Zanimljivo je da mikroorganizmi mogu iskoristiti ovu bioloSku
specificnost kroz proces poznat kao mimikrija glikana [129], pri ¢emu oponasaju glikane domacina i
time izbegavaju da budu prepoznate od strane imunskog sistema. Ova strategija im omogucava da
opstanu u organizmu domacina i izazovu infekciju. Ipak, mimikrija glikana moZe zbuniti imunski
sistem 1 potencijalno dovesti do autoimunih reakcija, jer organizam pocinje da prepoznaje sopstvene
strukture kao strane.

Zbog svega navedenog, glikani predstavljaju kljucne molekulske komponente u
imunoregulaciji. Razumevanje varijabilnosti glikanskih struktura i njihovog uticaja na imunski
odgovor moze doprineti razvoju novih terapijskih strategija, posebno u borbi protiv infekcija,
maligniteta, autoimunskih bolesti i drugih poremecaja imunskog sistema.
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2.4.7. Glikoproteini virusa

Virusi koji inficiraju ljudski organizam predstavljaju znacajan globalni zdravstveni problem, a
glikoproteini ovih virusa igraju centralnu ulogu u njihovoj patogenosti. Glikoproteini se nalaze na
povrsini virusnih Cestica 1 predstavljaju klju¢ne faktore u zivotnom ciklusu virusa i njihovoj
interakciji sa domacinom (Tabela 4). Oni su odgovorni za prepoznavanje i vezivanje za specifi¢ne
receptore na ¢elijama domacina, ¢ime se omogucava ulazak virusa u ¢eliju. Nakon internalizacije,
glikoproteini mogu posredovati u procesu fuzije virusne i ¢elijske membrane, olakSavajuéi isporuku
genetskog materijala virusa u citoplazmu ¢elije domacina i zapocinjuéi replikaciju virusa.

Pored uloge u infekciji, viralni glikoproteini predstavljaju glavne mete imunskog sistema
domacina. Oni su Cesto glavni antigeni virusne Cestice, koje prepoznaju neutraliSuca antitela i celije
imunskog sistema, $to ih ¢ini vaznim elementima u razvoju vakcina i antivirusnih terapija [130].

Tabela 4: Glikoproteini virusa i njihove uloge. Preuzeto iz [ 130].

Naziv virusa Identifikovani glikoproteini Specifi¢na uloga

Virus influence Hemaglutinin i neuraminidaza FuZ} Ja sa mer‘l?br'anom c':ehj.e domacina,
vezivanje za sijalinsku kiselinu

SARS-CoV Spike (S) glikoprotein Fuzija sa membranom
Vezivanje za receptor domacina,

Virus hepatitisa C | E1 1 E2 konformacione promene potrebne za
fuziju membrana

HIV-1 gp120, gp160, gp41 Unutarcelijski transport

Denga virus E (dimer) Fuzija i vezivanje za ¢elije domacina

Poznato je da su glikoproteini virusa podlozni ¢estim mutacijama koje doprinose izbegavanju
imunskog sistema, omogucavajudi virusima da izbegnu imunski odgovor [130]. Do sada je pokazano
da male mutacije na hemaglutininu virusa influence, poznate kao antigenski drift, dovode do pojave
sezonske epidemije gripa. Izmena u glikozilaciji u smislu promene pozicije dovodi do toga da kljucni
antigeni ne mogu biti prepoznati od strane neutraliSu¢ih antitela. Takode, virus HIV-a ima visoku
stopu mutacija i rekombinacija, §to omogucava brzo prilagodavanje ovog virusa, a promenu u okviru
gp120 uti¢u na njegovu interakciju sa antitelima i koreceptorima (CCRS5/CXCR4) [130].

Mutacije u okviru virusnih glikoproteina predstavljaju izazov za razvoj vakcina i terapija. One
mogu brzo uciniti prethodno efektivne strategije manje efikasnim i zbog toga je stalno pracenje
viralnih sekvenci veoma vazno za razvoj terapija.

2.5. Hemaglutinin kao adjuvans u AIT

Hemaglutinin (HA) je jedan od dva glavna glikoproteina omotaca, koji se eksprimiraju na
povrsini kod razli€itih virusa, ukljucujuéi i virus gripa tipa A [26-28]. HA je glikoprotein omotaca
virusa gripa 1 odgovoran je za vezivanje virusa za receptore na ¢eliji domacina i ulazak viriona gripa
u celiju pri virusnoj infekciji (Harshbarger et al. 2021). Uvijanje proteina, njegova stabilnost,
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rastvorljivost, biosinteza, enzimska aktivnost i antigenost dinamicki su regulisani njegovom N-
glikozilacijom [131,132].

Hemaglutinin se sintetiSe kao neaktivni prekursor poznat kao HAO. HAO se sastoji od tri
identi¢na polipeptidna lanca, koji su medusobno povezani i formiraju cilindri¢ni homotrimer. Svaki
lanac HAO se sastoji od dva klju¢na domena, globularne glave i stabljike (Slika 17) [133]. Domen
globularne glave se nalazi na vrhu strukture i sadrzi receptor-vezuju¢i domen (RBD), koji je
odgovoran za interakciju sa receptorima koji sadrze sijalinsku kiselinu na povrsini ¢elija domacina.
Ovaj domen je bogat antiparalelnim B-plo¢ama i ukraSen je N-glikanima koji igraju ulogu u
izbegavanju imunskog odgovora. Domen stabljike se sastoji od trostrukih a-heliksa 1 povezuje
globularnu glavu sa transmembranskim domenom. Stabljika je manje promenljiva od domena glave,
Sto je Cini atraktivnom za razvoj univerzalnih vakcina protiv virusa gripa [134].

HAO prekursor postaje funkcionalno aktivan nakon proteolitickog isecanja u respiratornom i
gastrointestinalnom traktu domacina, gde nastaju dve subjedinice, HA1 i HA2, koje ostaju povezane
disulfidnim mostovima. HA1 ostaje deo domena globularne glave i uklju¢uje RBD, a HA2 formira
domen stabljike i sadrzi fuzijski peptid koji je kljucan za spajanje virusne membrane sa membranom
¢elije domacina. Glikozilacija HAO je znacajna za pravilno savijanje proteina, njegovu stabilnost i
imunoevaziju, a sami N-glikani maskiraju regione epitopa, Sto otezava neutralizaciju virusnih Cestica
od strane antitela [134].
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Slika 17: Kristalna struktura prekursora H1 hemaglutinina (HAO0) iz pandemijskog soja iz 1918. godine
(PDB:1RDS8). Preuzeto iz [ 134] i modifikovano.

H1, zajedno sa svojim N-glikanima, predstavlja glavni antigen koji izaziva Thl imunski
odgovor domacina protiv virusa gripa [131,135]. Neki od receptora urodene imunosti prepoznaju
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ugljenohidratne strukture na glikoproteinima i pokazano je da se virus gripa vezuje za TLR2 [136].
Takode, pokazano je da se na osnovu ugljenohidratnih struktura vezuje i za lektinske receptore, kao
Sto su MBL (manoza-vezuju¢i lektin), MMR (makrofagni manozni receptor), MGL (makrofagni
galaktozni tip lektina) i DC-SIGN (eng. Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin) [137].

Imajuéi u vidu kljuénu ulogu hemaglutinina u procesu ulaska virusa u ¢eliju domacina, kao i
njegov znacaj u razvoju vakcina, ovaj glikoprotein je privukao veliku paznju u oblasti imunologije i
virusologije. Hemaglutinin se sve ¢eSc¢e istrazuje i kao potencijalni adjuvans u imunoterapiji alergija.
Njegova sposobnost da aktivira ¢elije urodene imunosti i da uti¢e na oblikovanje imunskog odgovora
¢ini ga obecavaju¢im kandidatom za unapredenje efikasnosti alergen-specificne imunoterapije [30—
32].

2.6. Modeli u alergen-specifi¢noj imunoterapiji

Radi boljeg razumevanja mehanizama imunske tolerancije, optimizacije terapijskih protokola i
razvoj novih pristupa u leenju alergija, razli¢iti zivotinjski i1 in vitro ¢elijski modeli su veoma
znacajni.

2.6.1. Zivotinjski modeli

Zivotinjski modeli za alergijske bolesti disajnih puteva se koriste kako bi se ispitala
patoﬁzmloglja povezana sa ponavljajumm izlaganjima alergenima kod astme [138]. S obzirom da
misevi, kao i vecina zivotinja, ne razvijaju upalnu bolest disajnih puteva koja podsec¢a na astmu, misji
modeli zahtevaju protokol senzitizacije alergenima i ponovno izlaganje istom kako bi doSlo do
razvijanja alergijskog odgovora [139].

Misevi se sve ¢esce koriste za razvoj in vivo alergijskih modela. Njihova najveca prednost je
Sto predstavljaju vrstu koja nije ugrozena i koja nudi veliku dostupnost dobro okarakterisanih
genetskih sojeva. Ipak, modeli na miSevima imaju odredena ogranicenja. Za razliku od ljudi, miSevi
ne razvijaju astmu spontano. Zbog toga, pored poteskoca u translaciji podataka dobijenih na misjim
modelima na ljude, mora se imati na umu da su miSevi pogodniji za modelovanje osobina povezanih
sa astmom nego za modelovanje kompletnog fenotipa astme [140].

Razli¢iti sojevi miSeva se razlikuju u jacini i prirodi imunog odgovora. Najcesce koristeni
sojevi miSeva za alergijsku astmu su BALB/c i C57BL/6. BALB/c miSevi su poznati kao soj koji
nakon protokola imunizacije ima veliku produkciju IgE antitela na ve¢inu alergena, a C57BL/6
misevi su okarakterisani kao slabo produkujuce IgE zZivotinje [141-143]. Generalno, C57BL/6 miSevi
razvijaju jaci imunski odgovor tj. produkuju jacu eozinofiliju i imaju visi nivo Th2 citokina u odnosu
na BALB/c miSeve, ali BALB/c miSevi pokazuju izrazeniju bronhijalnu hiperreaktivnost [144,145].
Takode, i sam patofizioloSki mehanizam bolesti moze biti drugaciji kod ova dva soja. Na primer,
hiperreaktivnost disajnih puteva kod C57BL/6 miSeva zavisi od eozinofila, ali kod BALB/c miSevima
ta zavisnost nije pokazana [144]. Pored svih pogodnosti koris¢enja misijih modela, njihov nedostatak
je Sto ne oponasaju sva svojstva bolesti, ali su dovoljno dobri za predstavljanje brojnih inflamatornih,
strukturnih i fizioloSkih osobina [138].
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2.6.2. In vitro modeli: THP-1 ¢elijska linija

Celijske linije misa ili Soveka, poreklom od kancerskih éelija, vazni su in vitro alati za
proucavanje Celijskih funkcija, mehanizama, kao i signalnih puteva i ispitivanja novih terapija i
lekova. In vitro jednocelijski modeli su vrlo jeftini i efikasni. Razli¢ite imortalizovane ili primarne
¢elijske linije se koriste za ispitivanje imunomodulatornih mehanizama [146]. Upotreba in vitro
¢elijskih linija je znaCajna, jer su veoma jednostavne za odrzavanje i imaju minimalne genetske
varijacije. Takode, kod ovih model sistema nema ograni¢enja u vidu etickih pitanja, pristupacnosti i
dostupnosti donora [147].

THP-1 ¢elijska linija predstavlja humane monocite poreklom iz akutne monocitne leukemije i
Siroko je koriS¢ena kao model u istrazivanjima funkcije, signalizacije i diferencijacije monocita i
makrofaga. Zbog svoje stabilnosti i moguénosti diferencijacije u makrofage pod dejstvom razlicitih
stimulansa, THP-1 ¢elije se smatraju pouzdanim in vitro sistemom za proucavanje ¢elija urodene
imunosti [147].

Monociti i makrofagi imaju klju¢nu ulogu u prvom odgovoru organizma na patogene i njihove
funkcije obuhvataju: prepoznavanje mikroorganizama pomoc¢u PRRs, proliferaciju i aktivaciju u cilju
efikasnije eliminacije patogena, produkciju proinflamatornih i antiinflamatornih citokina i hemokina,
kao 1 fagocitozu patogena i Celijskih ostataka, Sto doprinosi klirensu infekcija 1 odrzavanju tkivne
homeostaze. Zahvaljujuéi slicnostima sa primarnim monocitima, THP-1 ¢elije omogucavaju
standardizovano ispitivanje imunskih procesa i testiranje potencijalnih imunomodulatornih terapija u
kontrolisanim laboratorijskim uslovima [147].

THP-1 monociti se jednostavno mogu diferencirati u makrofage primenom razlicitih
stimulansa, medu kojima su naj¢es¢i PMA (forbol 12-miristat 13-acetat), vitamin D3 (D3) i faktor
koji stimuliSe formiranje kolonija makrofaga (M-CSF). Nakon diferencijacije, makrofagi se mogu
dodatno polarizovati u razli¢ite fenotipove, zavisno od stimulacije: IFN-y i/ili LPS indukuju klasi¢no
aktivirane M1 makrofage, dok IL-4, IL-13 i IL-10 promovisu alternativnu aktivaciju u M2 makrofage
[148-150] (Slika 18).

Stimulisanjem Th1 ¢elijskog odgovora M1 makrofagi predstavljaju proinflamatorni fenotip
koji ima klju¢nu ulogu u zastiti domacina od patogena i razvoja tumora [151]. Njihova aktivacija je
povezana sa produkcijom proinflamatornih citokina: TNF, IL-1f, IL-6, IL-8 1 IL-12, poja¢anom
ekspresijom PRR receptora, ukljucuju¢i TLR i NLR, kao i stimulacijom Th1 odgovora, koji je vazan
za eliminaciju intracelularnih patogena [151].

Nasuprot tome, M2 makrofagi su ukljuceni u imunoregulaciju, remodelovanje i reparaciju
tkiva, odbranu od parazita, patofiziologiju alergijskih reakcija i progresiju tumora posredstvom Th2
odgovora [152]. M2 makrofagi se dodatno dele na tri funkcionalne podgrupe:

(a) M2a makrofagi, indukovani pomoc¢u IL-4 ili IL-13, ukljuceni u alergije i zaceljivanje rana;

(b) M2b makrofagi, aktivirani imunokompleksima zajedno sa TLR ili IL-1R agonistima, koji

kombinuju pro- i antiinflamatorne funkcije;

(c) M2c makrofagi, indukovani pomoc¢u IL-10, povezani sa imunosupresijom i regulacijom

inflamacije [153].
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Slika 18: Stimulusi i izabrane funkcionalne osobine razlicito polarizovanih populacija makrofaga. DTH
— preosetljivost odloZenog tipa; IC — imunokompleksi; iNOS — inducibilna sintaza azot-monoksida; LPS
— lipopolisaharid; MR — manoza receptor; PTX3 — pentraksin PTX3; RNI — reaktivni azotni
intermedijeri; ROI — reaktivni kiseoni¢ni intermedijeri; SLAM — molekul za aktivaciju limfocita putem
signalizacije; SRs — skavendZer receptori. Preuzeto iz [153].

2.7. Kvasci kao domacini za proizvodnju proteinskih terapeutika

Upotreba proteinskih terapeutika je sve zastupljenija u modernoj medicini. Bioloski lekovi i
prirodni proizvodi sa medicinskom primenom imaju Siroku upotrebu u humanoj medicini, $to zahteva
njihovu obimnu proizvodnju kako bi se zadovoljile klini¢ke potrebe. Napredak u genetickom
inzenjeringu i sekvenciranju genoma omogucio je razvoj heterologne proizvodnje kao alternativnog
pristupa snabdevanju.

Ekspresioni sistemi predstavljaju klju¢nu tehnologiju za proizvodnju rekombinantnih proteinskih
terapeutika. Ovi proteinski terapeutici ukljucuju proteinske hormone, vakcine, antitela, interferone i
hormone rasta i zajedno se svi svrstavaju u kategoriju proteinskih biofarmaceutika [154]. Ovi sistemi
omogucavaju efikasnu sintezu proteina u razli¢itim domacinima, pri ¢emu izbor optimalnog
ekspresionog sistema zavisi od strukture, funkcije i posttranslacionih modifikacija ciljanog proteina.
Jedan od prvih uspesnih primera rekombinantnog terapeutika je insulin proizveden u Escherichia coli
ekspresionom sistemu, koji je 1982. godine odobrila FDA i plasirala na trziSte, nakon ¢ega je usledila
1 proizvodnja drugih rekombinantnih terapeutika [155,156].

Iako se najveci broj terapeutika proizvodi u sisarskim ¢elijama, pretezno u celijama jajnika
kineskog hrcka (CHO), koris¢enje ovog ekspresionog sistema predstavlja dugotrajan, skup i slozen
proces. Sa druge strane, rekombinantni proteini proizvedeni u bakterijama suo€avaju se s drugim
ograni¢enjima, kao S§to je nedostatak adekvatnih posttranslacionih modifikacija (PTM),
potencijalnom imunogenos$c¢u, slabom stabilno$¢u 1 kratkim poluzivotom u serumu. Jedan od
preferiranih heterolognih ekspresionih sistema su kvasci koji su generalno priznati kao bezbedni,
poput Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Yarrowia lipolytica i Hansenula polymorpha. Ovi
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organizmi su robustni, genetski lako podesivi, ekonomicni, i za razliku od E. coli, poseduju sopstvenu
PTM masineriju i ne sadrze endotoksine [155,156].

Kao domacini, kvasci su kori$¢eni za proizvodnju velikog broja razli¢itih komponenti, kao $to
su steroli, alkoholi, derivati Secera, limunska i mle¢na kiselina, organske i masne kiseline, peptidi 1
neki medicinski vazni proteinski terapeutici [157]. Tabela 5 predstavlja primere nekih od najvaznijih
proteinskih terapeutika koji su proizvedeni u kvascima.

Tabela 5: Proteinski terapeutici proizvedeni u kvascima. Preuzeto iz [156].

Kvasac Proteinski terapeutik Prinos

S. cerevisiae IFNa2b 15 mg/L

S. cerevisiae Peptid slican glukagonu 2 -

P. pastoris Insulin 3 g/L (prekursor insulina)
P. pastoris Antigen hepatitisa B 7 g/L

P. pastoris HSA 92,29 mg/L
P. pastoris Humani GM-CSF 285 mg/L

K. lactic Humani interferon 3 -

H. polymorphia HBYV povrsinski antigen 250 mg/L

H. polymorphia GCSF -

H. polymorphia VP6 protein rotavirusa 3,35 ¢g/L

H. polymorphia HPV tip 16 L1-L2 hibridni protein 132,10 mg/L

2.7.1. Pichia pastoris kao ekspresioni sistem

Pichia pastoris je metalotrofni kvasac koji predstavlja dobro okarakterisan ekspresioni sistem
za proizvodnju proteinskih terapeutika. U odnosu na sisarske ¢éelije, P. pastoris je jednostavnija za
genetsku manipulaciju i uzgajanje i moze da raste i pri velikoj gustini ¢elija. Takode je veoma vazno
ito Sto je P. pastoris eukariotski organizam i samim tim ima sposobnost za potencijalnu proizvodnju
solubilnih, pravilno uvijenih rekombinantnih proteina koji imaju sve posttranslacione modifikacije
neophodne za njihovu funkcionalnost. Prednost P. pastoris sistema je i Sto poseduje jake promotore
koji vode ekspresiju stranih gena, §to omogucéava produkciju velikih koli¢ina Zeljenog proteina sa
relativnom lako¢om i sa manjom cenom u odnosu na veéinu drugih eukariotskih sistema [158,159].
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Proizvodnja rekombinantnih proteina u P. pastoris ima nekoliko prednosti u odnosu na
proizvodnju u drugim eukariotskim i1 prokariotskim ekspresionim sistemima. Neke od tih prednosti
su:

1) velika stopa rasta, povezana sa lako¢om fermentacije pri visokoj gustini ¢elija,

2) visok nivo produkcije u medijumu,

3) eliminacija endotoksina i bakteriofagnih kontaminacija,

4) jednostavna genetska manipulacija dobro okarakterisanih ekspresionih vektora,

5) odsustvo humane patogenosti u spektru litickih virusa koji se bore za P. pastoris,

6) razne posttranslacione modifikacije koje ukljucuju uvijanje proteina, glikozilaciju, metilaciju,
proteoliti¢ko prilagodavanje i ciljana ekspresija u subcelijske delove,

7) sposobnost inZenjeringa sekretovanih proteina koji mogu biti pre¢is¢eni iz medijuma u kome

su rasli bez razaranja ¢elija kvasca [159,160].

lako S. cerevisiae 1 P. pastoris imaju brojne zajednicke osobine u pogledu genske
manipulacije 1 molekularnog inZenjeringa, P. pastoris se izdvaja zbog znacajno veceg stepena
ekspresije rekombinantnih proteina, koji moze biti veci i do 100 puta [161]. Ova karakteristika ¢ini
P. pastoris idealnim sistemom za proizvodnju velikih koli¢ina proteina. Jedna od klju¢nih osobina P.
pastoris je sposobnost da koristi metanol kao jedini izvor ugljenika. Alkohol oksidaza je prvi enzim
u metabolickom putu metanola, a P. pastoris sadrzi dva gena koja kodiraju ovaj enzim: AOX1 i
AOX2. Najveca proizvodnja alkohol oksidaze regulisana je AOX1 genom, koji ima klju¢nu ulogu u
efikasnoj oksidaciji metanola. Ovaj enzim ima mali afinitet prema molekulskom kiseoniku, pa P.
pastoris proizvodi velike koli¢ine alkohol oksidaze kako bi se metanol uspeSno metabolisao.
Ekspresija ovog enzima je direktno pod kontrolom promotora koji pokrece heterolognu ekspresiju
proteina.

Postoje tri tipa P. pastoris domacina koji se razlikuju u brzini rasta i njihovim sposobnostima
kori$¢enja metanola. Veéina sojeva raste na metanolu kao i standardni Mut" soj (eng. methanol
utilization slow) [162]. Dva ostala tipa sojeva, Mut® i Mut", imaju delecije u jednom ili oba AOX gena,
S$to dovodi do smanjene proizvodnje alkohol oksidaze i usporenog rasta. Prednost ovih sojeva je ta
Sto su pogodniji za proizvodnji stranih proteina u odnosu na standardni soj. Takode, ovi sojevi
zahtevaju manje metanola za indukovanje ekspresije, $to je prednost kod fermentacija na velikoj skali
gde se velika koli¢ina metanola smatra kao moguc¢i uzro¢nik pozara. Jedan od primera P. pastoris
Mut® soja je KM71H, dok X-33 soj spada u standardni Mut" koji efikasno koristi metanol.

Za ekspresiju rekombinantnih proteina, zavisno od signalne sekvence, moze do¢i do
unutarcelijske ili vancelijske proizvodnje. Signalna sekvenca o-faktor, koja je koriS¢ena za
vancelijsku ekspresiju u S. cerevisiae, pokazala se kompatibilnom i u P. pastoris [158].

Jedna od najvecih prednosti P. pastoris kao ekspresionog domacina je moguénost da sekretuje
velike koli¢ine pravilno uvijenog, posttranslaciono obradenog i aktivnog rekombinantnog proteina u
medijum. NajceS¢e koriS¢ena signalna sekvenca u P. pastoris je a-faktor signalna sekvenca dobijena
iz S. cerevisiae [158]. Takode, jedna od glavnih prednosti P. pastoris u odnosu na druge sojeve kvasca
je minimalna sekrecija njenih proteina, Sto znaci da vecina proteina koji se sekretuju iz celija
predstavljaju Zeljene rekombinantne proteine, §to omogucava njihovo lakse precis¢avanje.

Kao 1 drugi eukariotski ekspresioni sistemi, P. pastoris moZe uvesti posttranslacione
modifikacije. Za razliku od S. cerevisiae koja uvodi izmedu 40 i 150 manoznih ostataka po
glikozilacionom mestu, P. pastoris uvodi manji broj manoznih jedinica, a prose¢na duzina je 8 — 14
manoznih ostataka. Kao i u sisarskim ¢elijama, mesto glikozilacije u P. pastoris je Asn-X-Ser/Thr
sekvenca [163,164]. Ipak, glikozilacija u kvascima razlikuje se od humane N- 1 O-glikozilacije, §to
predstavlja izazov u proizvodnji rekombinantnih proteina. Zbog toga se sve viSe radi na
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glikoinZenjeringu kvasaca kako bi se to prevaziSlo. Takode, sve viSe se radi i na unapredenju
sekrecione masinerije kvasaca, kao i1 degradaciji endogenih proteina, kako bi se poboljsalo uvijanje,
sekrecija 1 stabilnost rekombinantnih proteina [164].

Veliki broj proteinskih terapeutika je proizveden u ovom ekspresionom sistemu. P. pastoris
je takode koriStena za proizvodnju raznih vakcina, posebno onih protiv virusa. Ovakve vakcine
ukljucuju rekombinantne proteine koji su zapravo antigeni razli¢itih virusa, kao $to su antigeni
Epstajn-Bar virusa (EBV), denga virusa, virusa pticjeg gripa (H5N1), povrSinski antigen virusa
hepatitisa B (HBsAg), glavni kapsidni protein L1 humanog papiloma virusa tipa 16, kapsidni protein
VP1 humanog enterovirusa 71 [159].
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3. Ciljevi

Alergen-specifi¢na imunoterapija (AIT) je jedini trenutno dostupni tretman koji moze da
indukuje dugotrajnu imunsku toleranciju kod osoba sa alergijama. Ipak, njena efikasnost je i dalje
ograniCena, pa se zbog toga intenzivno istrazuju novi adjuvansi koji bi mogli da poboljSaju njenu
efikasnost. Glikani, zahvaljuju¢i svojoj sposobnosti da moduliSu imunski odgovor putem interakcija
sa PRR, predstavljaju obecavaju¢e kandidate. Hemaglutinin, glikoprotein virusa gripa, pokazuje
imunomodulatorna svojstva, §to dodatno otvara moguénost njegove primene u ovoj oblasti.

Predmet istrazivanja ove doktorske disertacije jeste ispitivanje imunomodulatornog
potencijala H1sD2 glikoproteina, koji su sastavljeni od receptor vezujueg domena hemaglutinina
(H1) 1 glavnog alergena grinja ku¢ne prasine (Der p 2). Sam fokus istraZivanja je analiza uticaja
specificnog sastava N-glikana na hemaglutininu na imunski odgovor kod razliitih ¢elijskih i
zivotinjskih modela, sa ciljem da se proceni njihova primena kao novih adjuvanasa za unapredenje
efikasnosti i bezbednosti AIT.

Naucni ciljevi ove doktorske disertacije definisani su kroz sledece istrazivacke faze:

= Insilico dizajn i kloniranje rekombinantnih H1sD2 glikoproteina, koji se sastoje od alergena
Der p 2 i receptor-vezuju¢eg domena H1 (RBD-HI1), sa uvedenim razli¢itim mestima
glikozilacije u okviru H1 domena;
= Optimizacija proizvodnje rekombinantnih glikoproteina u ekspresionom sistemu Pichia
pastoris;
= PreciS¢avanje dobijenih H1sD2 glikoproteina;
» Detaljna biohemijska karakterizacija proteina koriS¢enjem masene spektrometrije,
ukljucujudi:
— analizu primarne strukture,
— identifikaciju glikopeptida,
— odredivanje statusa glikozilacije,
— odredivanje mase intaktnih proteina.
= Imunoloska karakterizacija proizvedenih rekombinantnih glikoproteina.

Nakon uspes$ne proizvodnje i karakterizacije, H1sD2 glikoproteini ¢e se koristiti za ispitivanje
njihovog imunomodulatornog potencijala u razli€itim in vitro modelima. U cilju detaljnijeg
istrazivanja imunomodulatornog potencijala, definisani su sledec¢i ciljevi:

» Razvoj protokola imunizacije i mi§jeg modela alergijske upale koris¢enjem HDM ekstrakta i
rekombinantnog Der p 2 alergena;

= Analiza citokinskog profila splenocita izdvojenih nakon izazivanja alergijskog odgovora i
tretmana H1sD2 glikoproteinima;

= Diferencijacija humane ¢elijske linije THP-1 monocita u MO i M2 fenotipove makrofaga i
njihova karakterizacija;

- Ispitivanje specificnog vezivanja H1sD2 glikoproteina za receptore na povrsini diferenciranih
THP-1 makrofaga kori§¢enjem protocne citometrije i konfokalne mikroskopije;

= Analiza relativne ekspresije gena za proinflamatorne i antiinflamatorne citokine nakon
tretmana THP-1 makrofaga H1sD2 glikoproteinima;
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« Analiza nivoa sekretovanih citokina nakon stimulacije mononuklearnih ¢elija periferne krvi
pacijenata alergi¢nih na grinje kuéne prasine H1sD2 glikoproteinima.
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4. Nasi radovi

4.1. In silico dizajn HIsD?2 genskih konstrukata i provera plazmida

4.1.1. In silico dizajn genskih konstrukata

Pet razliCitih rekombinantnih HlsD2 konstrukata je dizajnirano in silico koris¢enjem
nukleotidne baze Nacionalnog centra za biotehnoloske informacije (NCBI). Za njihov dizajn su
koris¢ene nukleotidne sekvence koje kodiraju receptor vezuju¢i domen (RBD) hemaglutinina, Hles3-
291 (GenBank ID: ACQ99608) i Der p 2 alergen (GenBank ID: JN222809). Takode, kako bi se sprecila
distorzija izmedu tercijarnih i sekundarnih struktura ova dva domena i na taj nacin povecala stabilnost
konstrukta, GPGP linker je umetnut izmedu H1 i Der p 2 domena. Pored H/sD2 genskog konstrukta,
odabran je i gen koji kodira Der p 2 alergen koriS¢enjem nukleotidne sekvence, a koja je koris¢ena i
prilikom dizajna H/sD2 konstrukata (GenBank ID: JN222809).

HIisD2 genski konstrukti su dizajnirani tako da se ofuva konzervirani deo sekvence koji
kodira N-glikozilaciono mesto na poziciji N43 u svakom od pet H1sD2 glikoformi i uvodenjem tri
potencijalna N-glikozilaciona mesta (N81, N111, i N116). Razlika izmedu ovih pet glikoproteina je
u broju 1 poziciji N-glikana. WT H1sD2 glikoforma dizajnirana je tako da poseduje samo N43 (N95
u H3 HA) N-glikozilaciono mesto koje je Siroko o¢uvano medu HINTI virusima, M1 glikoforma
poseduje N43 i N111 (N158 u H3 HA), M2 glikoforma poseduje N43 i N116 (N163 u H3 HA), M3
glikoforma poseduje N43 1 N81 (N129 u H3 HA), a M4 glikoforma poseduje sve od navedenih (N43,
N81, N1111N116). Finalne proteinske sekvence H1sD2 proteina od 369 aminokiselina prikazane su
na Slici 19.

N43 N81 petlja N111  N116
WT- H1sD2 MGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETSSSD NGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKTSSWPANHD| SNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKK] ﬂKLS‘[(SYIN
M1- H1sD2 MGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETSSSDNGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKTSSWHANHD| SNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKK] KLSﬁSYIN
M2- H1sD2 MGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETSSSDINGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKTSSWHANHD| SNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKK] NLSKSYIN
M3- H1sD2 MGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETSSSD INGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKTSSWHNHS|SNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKK] P‘KLSI‘(SYIN
M4- H1sD2 MGVAPLHLGKCNIAGWILGNPECESLSTASSWSYIVETSSSDINGTCYPGDFIDYEELREQLSSVSSFERFEIFPKTSSWHANHS|SNKGVTAACPHAGAKSFYKNLIWLVKK] P‘H(SYIN
heliks petlja linker

WT- H1sD2 DKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADAYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGIIISDTPVHDGPGPDQVDVKDCANHE
M1- H1sD2 DKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADAYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGIIISDTPVHDGPGPDQVDVKDCANHE
M2- H1sD2 DKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADAYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGIIISDTPVHDGPGPDQVDVKDCANHE
M3- H1sD2 DKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADAYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGIIISDTPVHDGPGPDQVDVKDCANHE
M4- H1sD2 DKGKEVLVLWGIHHPSTSADQQSLYQNADAYVFVGSSRYSKKFKPEIAIRPKVRDQEGRMNYYWTLVEPGDKITFEATGNLVVPRYAFAMERNAGSGIIISDTPVHDGPGPDQVDVKDCANHE

His-tag
WT- H1sD2 IKKVLVPGCHGSEPCI IHRGKPFQLEAVFEANQNTKTAKIEIKAS IDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMGDDGVLACA IATHAK IRDHHHHHH
M1-H1sD2 IKKVLVPGCHGSEPCI IHRGKPFQLEAVFEANQNTKTAKIEIKAS IDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMGDDGVLACA IATHAK IRDHHHHHH
M2- H1sD2 IKKVLVPGCHGSEPCI IHRGKPFQLEAVFEANQNTKTAKIEIKAS IDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMGDDGVLACA IATHAK IRDHHHHHH
M3- H1sD2 IKKVLVPGCHGSEPCI IHRGKPFQLEAVFEANQNTKTAKIEIKAS IDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMGDDGVLACA IATHAK IRDHHHHHH
M4- H1sD2 IKKVLVPGCHGSEPCI IHRGKPFQLEAVFEANQNTKTAKIEIKAS IDGLEVDVPGIDPNACHYMKCPLVKGQQYD IKYTWNVPKIAPKSENVVVTVKVMGDDGVLACA IATHAK IRDHHHHHH

| His @ Derp2 @ Linker @ His tag @ Visokokonzervirani ostaci @ Konzervirana mesta glikozilacije @@ m Uvedena mesta glikozilacije @ RBD

Slika 19: Poredenje aminokiselinskih sekvenci H1sD2 glikoproteina. Legenda je prikazana u okviru
same slike.

4.1.2. Provera plazmida

Sintetisani D2 1 H1sD2 konstrukti su uklonirani u pPicZa-A vektor (Invitrogen Thermo Fisher

Scientific, SAD) izmedu EcoRI i Xbal (Thermo Scientific, SAD) restrikcionih mesta. DNA sekvence
koje kodiraju ove konstrukte sintetisane su od strane SynbioTechnologies (Monmouth Junction,
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SAD), a kodoni su optimizovano za ekspresiju u P. pastoris ekspresionom sistemu. Za umnoZzavanje
pPicZa-A-HIsD?2 plazmida je korisS¢en DHS5a soj hemijski kompetentnih E. coli ¢elija (Invitrogen
Thermo Fisher Scientific, SAD), koji su zatim preciS¢eni po uputstvu proizvodaca koriS¢enjem
peqGold Plasmid Miniprep kita.

Kako bi se proverilo da li je izolovanje plazmida uspesno, kao i prisustvo gena u okviru
plazmida, vektori su iseCeni restrikcionim endonukleazama EcoRI (restrikcija) i EcoRI i Sall (dupla
digestija), a proizvodi su analizirani agaroznom DNA elektroforezom u 1% agaroznom gelu (Slika
20). Na gelu se moze videti da su plazmidi uspesno izolovani (4722 bp i 3989 bp), kao i da svaki od
plazmida sadrzi odgovarajuci gen (1122 bp i 389 bp).

fa 1b 2a 20 M 3a 3b 4a 4 52 50 M 6b M i

Slika 20: Analiza izolovanih plazmida na agaroznom gelu nakon isecanja restrikcionim
endonukleazama. 1-WT H1sD2, 2— M1 H1sD21, 3— M2 H1sD2, 4- M3 H1sD2, 5~ M4 H1sD2, 6— Der p
2, M— DNA markeri (250 — 10000 bp O’Gene Ruler™, Fermentas, Vilnus, Litvanija); a— restrikcija; b—
dupla digestija.

4.1.3. 3D modelovanje

Kori$¢enjem AlphaFold Servera (https://alphafoldserver.com/) koji koristi AlphaFold 3 verziju
su dizajnirani 3D modeli H1sD2 glikoproteina. Na sva glikozilaciona mesta su dodati N-glikani kako
bi se verodostojnije prikazale ugljenohidratne strukture. Zbog ogranicenja samog servera, moguce je
bilo dodati glikane od maksimalno 8 ugljenohidratnih jedinica. Na Slici 21 su prikazani dizajnirani
3D modeli.

40


https://alphafoldserver.com/

Doktorska disertacija | Zorana Lopandi¢

Slika 21: 3D modeli H1sD2 glikoproteina. A) WT H1sD2, B) M1 H1sD2, C) M2 H1sD2, D) M3 H1sD2,
E) M4 H1sD2. plavom bojom je naznacen Hls deo, dok je sivom bojom prikazan D2 deo strukture.
Izmedu njih je Zutom bojom prikazan GPGP linker, a na C terminusu je oznac¢en His tag bordo bojom.
N-glikani su prikazani crvenom (N43), zelenom (N81), ciklama (N111) i oker bojom (N116).

AlphaFold server koristi viSe parametara za karakterizaciju i procenu kvaliteta predvidenih 3D
struktura proteina. Kljucni parametri uklju¢uju pLDDT, pTM i1 ipTM. pLDDT (eng. predicted Local
Distance Difference Test) je parametar koji govori o kvalitetu predvidanja na nivou pojedinac¢nih
aminokiselinskih ostataka. Skala ide od 0 do 100, gde viSa vrednost ukazuje na vecu pouzdanost
predikcije. pLDDT vrednosti za 3D modele HI1sD2 glikoproteina su prikazane na Slici 22.
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Veoma visoka (pLDDT > 90) Sigurna (90 > pLDDT > 70)

Niska (70 > pLDDT > 50) Veoma nista (pLDDT < 50)

Slika 22: H1sD2 modeli i pLDDT vrednosti. A) WT H1sD2, B) M1 H1sD2, C) M2 H1sD2, D) M3 H1sD2,
E) M4 H1sD2. Legenda je prikazana u okviru same slike.

pTM (eng. predicted TM-score) 1 iPTM (eng. interface predicted TM-score) predstavljaju
globalne mere pouzdanosti predvidenih 3D struktura proteinai njihovih medusobnih interakcija.
pTM je mera pouzdanosti celokupne strukture proteina koja se izrazava skalom od 0 do 1, gde veca
vrednost znaci ve¢u pouzdanost. Vrednosti pTM vece od 0,7 ukazuju na stabilno 1 tacno predvidanje,

dok pTM vrednosti manje od 0,5 ukazuju na strukturu koja je nesigurno predvidena i ¢iji domeni
mogu biti neta¢no orjentisani. Vrednosti ovih parametara za H1sD2 modele su prikazane u Tabeli 6.
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Tabela 6: pTM i ipTM parametri dizajniranih 3D modela

Naziv proteina pTM ipTM
WT H1sD2 0,66 0,85
M1 H1sD2 0,69 0,81
M2 H1sD2 0,67 0,77
M3 H1sD2 0,69 0,82
M4 H1sD2 0,72 0,71

4.2. Ekspresija i pre¢iS¢avanje proteina

4.2.1. Ekspresija proteina u Pichia pastoris ekspresionom sistemu

Nakon uspeSnog umnozavanja plazmida, isti su linearizovani Mssl (Pmel) restrikcionim
enzimom (Thermo Scientific, SAD) i koriS¢eni za transformaciju kompetentnih Mut> KM71H P.
pastoris Celija. Pojedinacne transformisane kolonije su zatim koriS¢ene za proizvodnju
rekombinantnih Der p 2 i H1sD2 proteina. Celije su gajene u selektivnom BMGY medijumu sa
zeocinom, a ekspresija je radena u BMMY medijumu na 28 °C uz meSanje na 250 rpm i indukovana
je 0,5 % metanolom na 24 sata tokom 3 ili 4 dana. Kako je ekspresija vancelijska, ¢elije kvasca su
centrifugiranjem udaljene iz medijuma koji sadrzi eksprimirane proteine. SDS-PAG elektroforezom
je analizirana ekspresija proteina (Slika 23).

4.2.2. PreciS¢avanje eksprimiranih proteina

Kako svi eksprimirani proteini imaju histidinski tag (6His) na C-terminusu, proteini su
precis€eni afinitetnom hromatografijom sa imobilisanim metalom (IMAC), a zatim i
jonoizmenjivackom hromatografijom na ANX koloni. Pre¢iS¢eni proteini su analizirani SDS-PAG
elektroforezom (Slika 23). Teorijske molekulske mase na osnovu aminokiselinskih sekvenci
izraunate su pomoc¢u Compute pI/Mw alata (https://web.expasy.org/compute pi/) i procenjene na
oko 41 kDa za svih pet H1sD2 glikoproteina (bez glikana) i 15 kDa za Der p 2. Prisutnost tri disulfidne
veze u Der p 2 uticala je na mobilnost proteina kroz gel pod neredukuju¢im uslovima. Kao rezultat
toga, posmatrana molekularna masa Der p 2 na SDS-PA gelu je viSa od teorijske molekularne mase
Der p 2.
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Derp 2
1 2 M,
116

Slika 23: Ekspresija i precis¢avanje H1sD2 i Der p 2 rekombinantnih proteina. 1- ekspresija; 2—
preciSéeni proteini; Mw — proteinski markeri od 14 — 116 kDa (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Iako polozaj proteinskih traka na gelu ukazuju na viSu molekulsku masu glikoproteina u
odnosu na njihovu teorijsku molekulsku masu, kako bi se to i eksperimentalno utvrdilo, kori$¢ena je
PNGasa-F (New England Biolabs, SAD), enzim koji iseca glikane sa povrSine proteina i zatim su
nativni i deglikozilovani proteini analizirani SDS-PAG elektroforezom ¢ime je potvrdena razlika u
masi tj. da su svi eksprimirani H1sD2 proteini glikozilovani (Slika 24).

D2 WT M1 M2 M3 M4
Mw1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2

— )
- 80
- 70
=50
s 40
w30
it~

«— PNGaza F

- 15

Slika 24: Der p 2 i H1sD2 glikoproteini pre i nakon deglikozilacije kori§éenjem enzima PNGaze F. Mw
— proteinski marker; 1 — intaktni proteini; 2 — deglikozilovani proteini.

lako je poznato da P. pastoris ekspresioni sistem proizvodi rekombinantne proteine bez
endotoksina, svi proteini su testirani na kontaminaciju endotoksinima ¢ime je potvrdeno da su nivoi
endotoksina bili ispod 0,5 ng/mL (Tabela 7).
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Tabela 7: Odredivanje koncentracije endotoksina u uzorcima nakon preci§éavanja koris¢enjem LAL

eseja.
Endotoksin

Protein Koncentracija

Derp 2 0,13 ng/mL
WT H1sD2 0,31 ng/mL
M1 H1sD2 0,28 ng/mL
M2 H1sD2 0,29 ng/mL
M3 H1sD2 0,16 ng/mL
M4 H1sD2 0,22 ng/mL

4.3. Analiza proteina masenom spektrometrijom

4.3.1. Analiza aminokiselinske sekvence

Nakon §to su proteini uspeS$no proizvedeni i preciS¢eni, uradeno je mapiranje peptida i
sekvenciranje primarne strukture masenom spektrometrijom (LC-MS/MS). Ove analize su
obezbedile visoku pokrivenost aminokiselinske sekvence, $to je potvrdeno pretragom baze podataka
sekvenci pomocu Mascot Servera i Proteome Discoverer 3.0. Za pretragu je koriS¢ena UniProt baza
1 na ovaj nacin su uspe$no identifikovani Der p 2 i H1sD2 glikoproteini. Procenat potvrdenosti je
prikazan u Tabeli 8, a identifikovani delovi sekvence na Slici 25.

Tabela 8: Pokrivenost aminokiselinskih sekvenci Der p 2 i H1sD2 proteina

Pokrivenost aminokiselinske sekvence
Protein
Mascot™ Proteome Discoverer 3.0

Der p 2 100% 100%
WT H1sD2 85% 85%
M1 H1sD2 75% 76%
M2 H1sD2 71% 73%
M3 H1sD2 84% 84%
M4 H1sD2 68% 69%
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81

Derp 2

81

161
241
321

WT H1sD2

81

161
241
321

M1 H1sD2

81

161
241
321

M2 H1sD2

81

16l
241
321

M3 H1sD2

1
81
161
241
321

M4 H1sD2

10
EAEPMDQVDV
MKCPLVKGQQ

10
EAEPMGVAPL
SSWPNHDSNK
VGSSRYSKKF
VDVKDCANHE
GOQYDIKYTW

10
EAEPMGVAPL
SSWPNHDSNK
VGSSRYSKKF
VDVKDCANHE
GOQYDIKYTW

10
EAEPMGVAPL
SSWPNHDSNK
VGSSRYSKKF
VDVKDCANHE
GOQYDIKYTW

10
EAEPMGVAPL
SSWPNHSSNK
VGSSRYSKKF
VDVKDCANHE
GOQYDIKYTW

10
EAEPMGVAPL
SSWPNHSSNK
VGSSRYSKKF
VDVKDCANHE
GQQYDIKYTW

20
KDCANHEIKK
YDIKYTWNVP

20
HLGKCNIAGW
GVTAACPHAG
KPEIAIRPKV
IKKVLVPGCH
NVPKIAPKSE

20
HLGKCNIAGW
GVTAACPHAG
KPEIATIRPKV
IKKVLVPGCH
NVPKIAPKSE

20
HLGKCNIAGW
GVTAACPHAG
KPEIAIRPKV
IKKVLVPGCH
NVPKIAPKSE

20
HLGKCNIAGW
GVTAACPHAG
KPEIAIRPKV
IKKVLVPGCH
NVPKIAPKSE

20
HLGKCNIAGW
GVTAACPHAG
KPEIAIRPKV
IKKVLVPGCH
NVPKIAPKSE

30
VLVPGCHGSE
KIAPKSENVV

30
ILGNPECESL
AKSFYKNLIW
RDQEGRMNYY
GSEPCIIHRG
NVVVTVKVMG

30
ILGNPECESL
AKSFYKNLIW
RDQEGRMNYY
GSEPCIIHRG
NVVVTVKVMG

30
ILGNPECESL
AKSEFYKNLIW
RDQEGRMNYY
GSEPCIIHRG
NVVVTVKVMG

30
ILGNPECESL
AKSFYKNLIW
RDOEGRMNYY
GSEPCIIHRG
NVVVTVKVMG

30
ILGNPECESL
AKSFYKNLIW
RDQEGRMNYY
GSEPCIIHRG
NVVVTVKVMG

40
PCIIHRGKPF
VTVKVMGDDG

40
STASSWSYIV
LVKKGNSYPK
WTLVEPGDKI
KPFQLEAVFE

DDGVLACAIA

40
STASSWSYIV
LVKKNGSYPK
WTLVEPGDKI
KPFQLEAVFE

DDGVLACAIA

40
STASSWSYIV
LVKKGNSYPN
WTLVEPGDKI
KPFQLEAVFE

DDGVLACAIA

40
STASSWSYIV
LVKKGNSYPK
WTLVEPGDKI
KPFQLEAVFE
DDGVLACATIA

40
STASSWSYIV
LVKKNGSYPN
WTLVEPGDKI
KPFQLEAVFE

DDGVLACAIA
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50
QLEAVFEANQ
VLACAIATHA

50
ETSSSDNGTC
LSKSYINDKG
TFEATGNLVV
ANONTKTAKT
THAKIRDHHH

50
ETSSSDNGTC
LSKSYINDKG
TFEATGNLVV
ANONTKTAKT
THAKIRDHHH

50
ETSSSDNGTC
LSKSYINDKG
TFEATGNLVV
ANONTKTAKT
THAKIRDHHH

50
ETSSSDNGTC
LSKSYINDKG
TFEATGNLVV
ANONTKTAKT
THAKIRDHHH

50
ETSSSDNGTC
LSKSYINDKG
TFEATGNLVV
ANONTKTAKI
THAKIRDHHH

60
NTKTAKIEIK
KIRDHHHHHH

60
YPGDFIDYEE
KEVLVLWGIH
PRYAFAMERN
EIKASIDGLE

HHH

60
YPGDFIDYEE
KEVLVLWGIH
PRYAFAMERN
EIKASIDGLE

HHH

60
YPGDFIDYEE
KEVLVLWGIH
PRYAFAMERN
EIKASIDGLE

HHH

60
YPGDFIDYEE
KEVLVLWGIH
PRYAFAMERN
EIKASIDGLE
HHH

60
YPGDFIDYEE
KEVLVLWGIH
PRYAFAMERN
EIKASIDGLE
HHH

70
ASIDGLEVDV

70
LREQLSSVSS
HPSTSADQQS
AGSGIIISDT
VDVPGIDPNA

70
LREQLSSVSS
HPSTSADQQS
AGSGIIISDT
VDVPGIDPNA

70
LREQLSSVSS
HPSTSADQQS
AGSGIIISDT
VDVPGIDPNA

70
LREQLSSVSS
HPSTSADQQS
AGSGIIISDT
VDVPGIDPNA

70
LREQLSSVSS
HPSTSADQQS
AGSGIIISDT
VDVPGIDPNA

80
PGIDPNACHY

80
FERFEIFPKT
LYQNADAYVFE
PVHDGPGPDQ
CHYMKCPLVK

80
FERFEIFPKT
LYQNADAYVF
PVHDGPGPDQ
CHYMKCPLVK

80
FERFEIFPKT
LYONADAYVE
PVHDGPGPDQ
CHYMKCPLVK

80
FERFEIFPKT
LYQNADAYVF
PVHDGPGPDQ
CHYMKCPLVK

80
FERFEIFPKT
LYONADAYVFE
PVHDGPGPDQ
CHYMKCPLVK

Slika 25: Mape pokrivenosti aminokiselinskih sekvenci proteina Der p 2 i H1sD2. Plavom bojom su
naznafeni aminokiselinski ostaci u okviru peptida koji su potvrdeni sa visokom pouzdanos§éu.
Pretpostavlja se da aminokiselinski ostaci EAEF na N-terminusu poti¢u od pPicZa-A plazmida.
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4.3.2. Analiza glikopeptida

Nakon $to su potvrdene sekvence proteina, uradena je analiza glikopeptida, kako bi se potvrdilo
da li su sva uvedena N-glikozilaciona mesta uspesno glikozilovana. Analiza obogacéenih glikopeptida
pokazala je da N-glikozilaciono mesto na poziciji 43 koje je prisutno u svim H1sD2 glikoproteinima
uspesno glikozilovano. Takode, uspesno je potvrdena glikozilacija 1 ostalih glikozilacionih mesta
koja su uvedena u M1, M2 i M3 H1sD2 glikoformi. Sto se tite M4 glikoforme koja poseduje 4
uvedena N-glikozilaciona mesta, sa sigurnoSc¢u je potvrdena glikozilacija N43 1 N81 mesta. Peptid
koji sadrzi preostala dva glikozilaciona mesta, N111 1 N116, takode je potvrden kao glikozilovan, ali
nije potvrdeno da dolazi do istovremene glikozilacije na oba mesta. Mogu¢i razlog je taj, da zbog
sternih smetnji nije bilo moguce za P. pastoris da uvede glikane na oba mesta. U Tabeli 9 su prikazani
glikopeptidi, kao i broj manoznih jedinica koje su potvrdene u okviru identifikovanih glikana.

Tabela 9: Analiza glikopeptida H1sD2 glikoproteina; Cisteinski ostaci su alkilovali i prikazani su
narandzastom bojom, dok su ocekivana N-glikozilaciona mesta prikazana plavom bojom. Man —
manoza; AsnX — pozicija Asn.

Protein AsnX Sekvenca peptida Broj manoznih ostataka
WT H1sD2 Asn43 TSSSDNGTCYPGDFIDYEE | Man9-Manl2 (Manl0)

Asn43 TSSSDNGTCYPGDFIDYEE Man8-Man12 (Man9)
M1 H1sD2

Asnlll NGSYPKLSK Manl10-Manl5 (Manll)

Asn43 TSSSDNGTCYPGDFIDYEE Man8-Man14 (Manl0)
M2 H1sD2

Asnll6 KGNSYPNLSK Manl10-Manl4 (Man12)

Asn43 TSSSDNGTCYPGDFIDYEE Man8-Man13 (Man9)
M3 H1sD2

Asn81 TSSWPNHSSNK Man9-Man13 (Manl0)

Asn43 TSSSDNGTCYPGDFIDYEE Man9-Man12 (Manl0)

Asnll11 ili NGSYPNLSK Man8-Man14 (Manl 1)
M4 H1sD2

Asnll6 g NGSYPNLSK Man10-Man15 (Man11)

Asn81 TSSWPNHSSNK Man9-Manl1 (Manl0)
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4.3.3. Analiza masa intaktnih H1sD2 glikoproteina

Rasoljeni uzorci rekombinantno proizvedenih i prec€iS¢enih glikoproteina su analizirani
masenom spektrometrijom radi utvrdivanja njihove intaktne mase. Analiza WT, M1, M2 i M3
intaktnih masa je bila uspesna. Pokazano je da je samo jedno glikozilaciono mesto zauzeto u
detektovanim M1, M2 i M3 H1sD2 glikoproteinima. Analiza M4 H1sD2 rezultirala je vrlo
heterogenim spektrom intaktnog proteina, koji nije mogao biti uspesno odreden. Sirovi i
dekonvoluirani maseni spektri za WT, M1, M2 1 M3 su prikazani na Slikama 26 do 28.
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Slika 26: Proseéni MS spektri intaktnih masa. Spektri su dalje obradeni pomoc¢u UniDec programa.
Svaki protein je analiziran u triplikatu.
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Slika 27: Dekonvoluisani MS spektri.
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Slika 28: Anotacija dekonvoluisanih MS spektara. Prikazani su nazivi glikana prisutnih u
najintenzivnijim pikovima. Boje pikova ukazuju na broj detektovanih ostataka manoze u anotiranim
glikoformama. Pikovi obojeni roze bojom nisu anotirani. * ozna¢ava adukt formiran u izvoru jonizacije
ili oksidovani oblik molekula.

Svi dobijeni rezultati nakon masene analize su sumirani na Slici 29, koja daje pregled relativne
zauzetosti glikana na razli¢itim glikopeptidima, kao i na nivou intaktnih proteina za WT, M1, M2,
M3 i M4 H1sD2 glikoproteine.
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Protein ®M4 H1sD2  ® M3H1sD2  ® M2 HisD2 M1 H1sD2 WT H1sD2 Relativna zastupljenost (%) @10 @ 20 @ 30 @ 40 @ 50
WT H1sD2
M1 H1sD2
M2 H1sD2 o o ° ® ° °
M3 H1sD2 [ ) o ° L ° °
WT H1sD2
M1 H1sD2
M2 H1sD2 . o ° [ ) o ] ° ° ° o ° o
M3 H1sD2 o [ ) ° L J
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Man7 Man8 Man9 Man9P Man10  Man10P  Man11 Man11P Man12 Man12P Man13 Man13P Man14 Man14P Man15 Man15P
Glikan

Slika 29: Relativna zauzetost N-glikanskih mesta u H1sD2 glikoproteinima. DuZina glikana prikazana
je na x-osi, a pozicija N-glikana u svakom od H1sD2 glikoproteina na y-osi. Prvi panel sumira analizu
masa intaktnog proteina, dok donji paneli prikazuju razliita mesta glikozilacije (N43, N81, N111 i
N116). Veli¢ina kruga predstavlja relativnu zastupljenost glikana na specificnom Asn ostatku ili
intaktnom proteinu.

4.4. IgE reaktivnost Der p 2 i H1sD2 proteina

IgE reaktivnost Der p 2 1 H1sD2 proteina je ispitana u imunoblotu kori§¢enjem seruma pacijenata
koji su alergi¢ni na grinje kuéne prasine (HDM). Karakteristike pacijenata koji su ukljuceni u ovu
analizu su prikazane u Tabeli 10. Pozitivna reakcija izmedu IgE antitela iz seruma i proteina ukazuje
na to da je reaktivnost Der p 2 ocuvana u svim H1sD2 uzorcima. Na osnovu intenziteta traka se moze
primetiti da pacijenti broj 4, 5 1 7 pokazuju najjacu IgE reaktivnost, dok je ta reaktivnost nesto slabija
sa drugim uzorcima (Slika 30). Dobijeni rezultati su u korelaciji sa sIgE vrednostima dobijenim
ImunoCAP merenjem.

Tabela 10: Klinicke karakteristike pacijenata koji su ucestvovali u studiji

# Pol sIgkE na HDM (kU/L) Klasa Simptomi
1. | Muski d1: 0,43 1 Alergijski rinitis
2. Muski dl: 22,8 IV | Alergijski rinitis
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3. Zenski dl: 11,1 11 Opstrukcija bronhijalnih puteva,
astma
4. | Muski d1: 0,56 1 Alergijski rinitis, astma
5. | Zenski d1: 79,1 V Alergijski rinitis, astma
6. | Zenski dl: 54,7 V| Alergijski rinitis
7. | Muski dl: 115,3 VI | Alergijski rinitis
8. | Muski dl: 1,57 1 Alergijski rinitis
Derp2 WT H1sD2 M1 H1sD2 M \Da
1160
66.2
450
350
230
184
144
12345678C 1234567 8C 12345678C
M2 H1sD2 M3 H1sD2 M4H1sD2 M .
116.0
66.2
450
350
250
184

12345678C 12345678C 12345678C

Slika 30: IgE reaktivnost Der p 2 i H1sD2 proteina odredena sa serumima pacijenata alergi¢nih na
grinje kuéne prasine (1 do 8 — uzorci; C — kontrola sekundarnih antitela; M — proteinski markeri mase
od 14,4 — 116 kDa (Thermo Fisher Scientific, SAD)).
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4.5. Ispitivanje vezivanja H1sD2 glikoproteina za receptore na THP-1
makrofagima

4.5.1. Karakterizacija diferenciranih THP-1 makrofaga

Celijska linija THP-1 predstavlja pogodan i pouzdan in vitro model za prou¢avanje odgovora
monocita i makrofaga, pre svega zbog svoje sli¢nosti sa monocitima i makrofagima izvedenim iz
perifernih mononuklearnih ¢elija ljudske krvi (PBMC). MorfoloSke razlike izmedu monocita i

makrofaga diferenciranih iz THP-1 ¢elija potvrdene su FACS analizom, poredenjem njihove veli¢ine
i granularnosti (Slika 31).
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Slika 31: Analiza THP-1 monocita i diferenciranih M0 i M2 makrofaga proto¢nom citometrijom. A)
Morfologija M0 i M2 makrofaga posmatrana pomo¢u MilliCell DCI (skala: 100 pm); B) Dot plot grafici
za THP-1 monocite, M0 i M2 makrofage; C) Razlike u veli¢ini i granularnosti izmedu monocita, MO0 i
M2 makrofaga. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SEM iz tri nezavisna eksperimenta.
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Statisticka analiza izvedena je Bonferroni testom. Znacajne razlike izmedu grupa su oznacene sa: * p <
0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001.

Diferencijacija THP-1 monocita u M0 i M2 fenotip makrofaga, pored razlike u morfologiji,
potvrdena je analizom ekspresije razli¢itih povrSinskih markera CD206 (MR, manozni receptor),
CD163 (receptor za preuzimanje visokog afiniteta) i CD54 (ICAM-1, meducelijski adhezioni molekul
1). Nivoi ekspresije ovih markera je praéen proto¢nom citometrijom, a na Slici 32 su prikazani
histogrami i grafici sa dobijenim vrednostima pozitivnih ¢elija.
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Slika 32: Analiza povrSinskih markera izraZenih na THP-1 monocitima, M0 i M2 makrofagima. A)
Histogrami za CD54, CD163 i CD206 povrSinske markere; B) Nivo ekspresije CD54, CD163 i CD206
povrsinskih markera. Svi eksperimenti su izvedeni u triplikatima (n = 3). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ SEM iz tri nezavisna eksperimenta. StatistiCka analiza odradena je Bonferroni
testom. Znacajne razlike izmedu grupa oznacene su sa: * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <

0,0001.

4.5.2. Vezivanje H1sD2 proteina za povrsinske receptore

Suptilne razlike u vezivanju H1sD2 glikoproteina za povrSinu MO i M2 diferenciranih
makrofaga detektovane su protocnom citometrijom (Slika 33). Vezivanje glikoproteina bilo je slicno
za oba celijska fenotipa, a redosled povecanja procenta FITC-pozitivnih ¢elija bio je slede¢i: M2
H1sD2, M3 H1sD2, M4 H1sD2 i M1 H1sD2 (Slika 33). Vezivanje WT glikoproteina bilo je sli¢no
vezivanju alergena Der p 2. Veci procenat FITC-pozitivnih ¢elija u M2 fenotipu u poredenju sa MO
moze se objasniti pove¢anom povrSinskom ekspresijom razli€itih receptora koji vezuju manoze na

M2 ¢Eelijama.
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Slika 33: Analiza proto¢nom citometrijom M0 (A) i M2 (B) makrofaga nakon tretmana sa H1sD2-FITC
obeleZenim proteinima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost £+ SEM iz tri nezavisna
eksperimenta. Statisticka analiza uradena je primenom Bonferroni testa. Znacajne statisticke razlike
izmedu grupa oznacene su sa: *p < 0,05, **** p <(,0001 u poredenju sa monocitima i # p < 0,05, #### p
<0,0001 u poredenju sa M0/M2 makrofagima, ns - nije znacajno.
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4.5.3. Analiza vezivanja H1sD2 proteina za DC-SIGN receptor na povrSini
M2 makrofaga

Kako bi se potvrdilo vezivanje H1sD2 glikoproteina za manoza-specificne PRRs, M2 makrofagi
su inkubirani sa H1sD2-FITC glikoproteinima uz dodatak anti-DC-SIGN-PerCP-CyS5.5 antitela.
Obojene ¢elije su analizirane konfokalnom mikroskopijom. Dobijeni rezultati ukazuju na to da se
H1sD2 glikoproteini ukraSeni manoznim ostacima vezuju za M2 makrofage interakcijom sa manoza-
specificnim DC-SIGN receptorom (Slika 34).

PerCP- Cy5.5 FITC Preklapanje

Kontrole

PerCP- Cy5.5 FITC Preklapanje PerCP- Cy5.5 FITC Preklapanje

Derp 2
M2 H1sD2

WT H1sD2
M3 H1sD2

Slika 34: Analiza konfokalnom mikroskopijom dvostruko obeleZenih M2 makrofaga sa H1sD2-FITC i
anti-DC-SIGN antitelima. Crvenom bojom je prikazana lokalizacija DC-SIGN receptora koris¢enjem
anti-DC-SIGN-PerCP-Cy5.5 antitela, a zelenom bojom je prikazana lokalizacija H1sD2 glikoformi
obelezZenih FITC-om nakon vezivanja za povrSinske receptore na M2 makrofagima. Preklopljene slike
ovih lokalizacija su prikazane u treéoj koloni. Sve slike su snimljene pri uveéanju objektiva od 64%, a
skala prikazuje 10 pm.

M1 H1sD2
M4 H1sD2
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4.6. Ispitivanje imunomodulatornog efekta H1sD2 glikoproteina

4.6.1. Analiza relativne genske ekspresije citokina nakon tretmana THP-1
makrofaga

Relativna genska ekspresija proinflamatornih citokina IL-4 i IFN-y, kao i antiinflamatornog
citokina IL-10 je odredena nakon 24-Casovnog tretmana THP-1 makrofaga Der p 2 i HlsD2
antigenima u jednakim molarnim koncentracijama (200 nM). Nakon tretmana i analize genske
ekspresije IL-4, jedini statisticki znacajan porast je primecen nakon tretmana sa Der p 2 antigenom
(Slika 35). Najjaca ekspresija gena za IFN-y je uoCena nakon tretmana antigenima M2 i WT.
Ekspresija antiinflamatornog citokina IL-10 u THP-1 makrofagima je indukovana tretmanom ¢elija
antigenima WT i M1. Takode, na slici je prikazan i odnos IFN-y/IL-4, gde se moZe uociti da se M2
H1sD2 glikoforma izdvaja kao najbolji kandidat za AIT. Ovi rezultati su dobijeni nakon jednom
izvedenog eksperimenta.
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Slika 35: Relativna genska ekspresija citokina nakon tretmana THP-1 makrofaga Der p 2 i H1sD2
antigenima. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost duplikata + SEM nakon jednom izvedenog
eksperimenta. Statisticka analiza uradena je primenom Bonferroni testa. Znacajne statisticke razlike
izmedu grupa oznacene su sa: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 i **** p < (0,0001 u poredenju sa
¢elijama tretiranim sa Der p 2.
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4.6.2. Tretman HI1sD2 glikoproteinima indukuje proinflamatorni
citokinski profil kod PBMCs osoba alergi¢nih na grinje ku¢ne prasine

Kako bi se dodatno ispitao imunomodulatorni potencijal H1sD2 glikoproteina, kori§¢eni su
PBMC donirani od strane pet osoba alergicnih na HDM (Tabela 10, uzorci 1,3 4, 51 8). PBMC su
izolovani iz pune krvi donora i nakon tretmana koji je trajao 48 sati sa H1sD2 proteinima izmerena
je koncentracija sekretovanih IL-4, IL-10 i IFN-y citokina u sendvi¢ ELISA. Nivo sekretovanog IL-
4 nakon tretmana je bio nizak kod svih uzoraka. Statisticki znaCajan rezultat u odnosu na
nestimulisane ¢elije (NSC) je dobijen nakon tretmana sa Der p 2 (Slika 36). Za razliku od nivoa IL-4
sekrecije, nivo IL-10 sekretovanih citokina je statisticki znacajan kod svih glikoproteina u poredenju
sa NSC i ¢elijama tretiranim sa Der p 2 (Slika 37). Ovaj rezultat ukazuje na imunomodulatorni
potencijal ovih proteina. Takode, nivo sekrecije IFN-y i odnos IFN-y/IL-4 bili su statisticki znacajni
za WT, M1 i M2 H1sD2 glikoproteine u poredenju sa NSC i Der p 2 (Slike 38 i 39). Povecanje
sekrecije IFN-y, zajedno sa viS§im odnosom IFN-y/IL-4, ukazuje na preusmeravanje imunskog
odgovora sa Th2 ka Th1 tipu, §to dodatno potvrduje imunomodulatorni potencijal ovih glikoproteina.
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Slika 36: Sekrecija IL-4 nakon stimulacije PBMC sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. PBMC su
izolovane iz krvi alergi¢nih volontera i tretirani 48 sati sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. Dva bioloska
replikata svakog uzorka analizirana su u duplikatu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEM.
Razlike su analizirane dvostepenim ANOVA testom koriS¢enjem Bonferroni testa. Znacajne statisticke
razlike izmedu grupa oznacene su sa: *p < 0,05 u poredenju sa NSC i # p < 0,05, ## p < 0,01 u poredenju
sa Der p 2.
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Slika 37: Sekrecija IL-10 nakon stimulacije PBMC sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. PBMC su
izolovane iz krvi alergi¢nih volontera i tretirani 48 sati sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. Dva bioloska
replikata svakog uzorka analizirana su u duplikatu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEM.
Razlike su analizirane dvostepenim ANOVA testom koriS¢enjem Bonferroni testa. Znacajne statisticke

razlike izmedu grupa oznacene su sa: **** p <(,0001 u poredenju sa NSC i #### p <0,0001 u poredenju
sa Der p 2.
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Slika 38: Sekrecija IFN-y nakon stimulacije PBMC sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. PBMC su
izolovani iz krvi alergi¢nih volontera i tretirani 48 sati sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. Dva bioloska
replikata svakog uzorka analizirana su u duplikatu. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost = SEM.
Razlike su analizirane dvostepenim ANOVA testom koriS¢enjem Bonferroni testa. Znacajne statisticke
razlike izmedu grupa oznacene su sa: *p < 0,05, *** p < 0,001, **** p <0,0001 u poredenju sa NSC i ##
p < 0,01, #### p < 0,0001 u poredenju sa Der p 2.
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Slika 39: Odnos IFN-y/IL-4 nakon stimulacije PBMC-ova sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. PBMC
su izolovani iz krvi alergi¢nih volontera i tretirani 48 sati sa Der p 2 i H1sD2 glikoproteinima. Dva
biolo§ka replikata svakog uzorka analizirana su u duplikatu. Rezultati su prikazani kao srednja
vrednost £ SEM. Razlike su analizirane dvostepenim ANOVA testom koriS¢enjem Bonferroni testa.
Znacajne statisticke razlike izmedu grupa oznacene su sa **** p < (,0001 u poredenju sa NSC i #### p
<0,0001 u poredenju sa Der p 2.

4.7. Razvoj protokola imunizacije kod C57BL/6 i BALB/c miSeva

In vivo Zivotinjski modeli mogu pruziti dragocene informacije o mehanizmu patogenezi
alergijske astme, a genetska predispozicija i fenotip miSeva mogu uticati na imunski odgovor. Kako
bi analizirali imunski odgovor na Der p 2 i ekstrakt HDM alergena kori$¢eni su BALB/c i C57BL/6
misSevi kao model sistemi koji su ispitivani nakon injekcije i inhalacije ovih antigena. U ovom
istrazivanju uporedivan je efekat tri razli€ita protokola imunizacije, kako bi se ispitao uticaj genotipa
BALB/c i C57BL/6 soja miSeva na rane faze indukcije astme izazvane Der p 2 alergenom (Slika 40).
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Slika 40: Sema imunizacije C57BL/6 i BALB/c mieva.

4.7.1. Analiza nivoa specifi¢nih antitela

Nivo specifi¢nih antitela na Der p 2 antigen izmeren je direktnim ELISA testom. Kao $to je
prikazano na Slikama 41A 1 41C, C57BL/6 miSevi su imali povecane nivoe IgG 1 IgG1 antitela u D2
s.c. grupi, kao i u D2 inh i HDM inh grupama, dok specifi¢ni IgG2a nije bio detektovan (Slika 41E).
Ovi rezultati ukazuje na indukciju dominantnog Th2 imunskog odgovora, $to je u skladu sa prirodnom
tendencijom alergena iz kuéne prasine da stimuliSu humoralni imunitet.

S druge strane, BALB/c misevi su pokazali povecan nivo specifi¢nog IgG prvenstveno u D2 s.c.
grupi (Slika 41B). Tako je nivo specifi¢nog IgG1 bio najvisi u D2 s.c. grupi, porast je zabelezen i u
HDM inh grupi (Slika 41D). Takode, D2 s.c. grupa je imala povecane nivoe IgG2a (Slika 41F).
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Slika 41: Nivoi serumskih IgG antitela specificnih za Der p 2 u razli¢ito tretiranim grupama miSeva.
Titracija vezivanja (A) IgG, (C) IgG1 i (E) IgG2a za Der p 2 kod C57BL/6 miSeva, kao i (B) IgG, (D)
IgG1i (F) IgG2a kod BALB/c miSeva. Signal u eksperimentalnim grupama poreden je sa kontrolnom
grupom, pri ¢emu su znacajno razlicite vrednosti (p < 0,05) oznacene razli¢itim slovima. Statisticki
znacajne razlike oznacene su sa * (p < 0,05) i *** (p < 0,0005). Eksperimentalne grupe su se sastojale
od po 10 miSeva, a prikazane su srednje vrednosti + SD. Kontrola — netretirani misevi; D2 s.c. — dva
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puta subkutano injektovani Der p 2; D2 inh — subkutano injektovani Der p 2 i inhalirani Der p 2; HDM
inh — subkutano injektovani Der p 2 i inhalirani HDM ekstrakt.

Pored analize IgG antitela, ispitivan je i nivo specificnog IgE u serumu imunizovanih miSeva.
Rezultati prikazani na Slici 42 pokazuju da su C57BL/6 miSevi imali detektabilne nivoe IgE antitela
u sve tri eksperimentalne grupe, Sto ukazuje na izrazenu tendenciju ovog soja ka razvoju Th2-
orijentisanog imunskog odgovora bez obzira na protokol imunizacije. Nasuprot tome, kod BALB/c
misSeva specifi¢ni IgE je bio prisutan isklju¢ivo u grupi imunizovanoj Der p 2 antigenom putem
subkutane aplikacije (D2 s.c.), dok u ostalim grupama IgE nije bio detektovan. Ovakvi rezultati
sugeriSu da kod BALB/c miSeva aktivacija Th2 tipa imunskog odgovora i produkcija IgE zahteva
specifi¢ne uslove stimulacije, dok je kod C57BL/6 miSeva IgE odgovor lakse indukovati. Ove razlike
izmedu sojeva dodatno potvrduju njihovu inherentnu predispoziciju za razvoj razli¢itih oblika
imunskog odgovora nakon izlaganja alergenima.
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Slika 42: Poredenje reaktivnosti IgE pri petostrukom razblaZenju seruma u razlifitim sojevima i
grupama laboratorijskih miSeva. Crne kolone predstavljaju C57BL/6 miSeve, a bele kolone BALB/c
miSeve. StatistiCki znacajne razlike oznacene su sa * (p <0,05) i *** (p <0,0005). Eksperimentalne grupe
su se sastojale od po 10 miSeva, a prikazane su srednje vrednosti = SD. Kontrola — netretirani miSevi;
D2 s.c. — dva puta subkutano injektovani Der p 2; D2 inh — subkutano injektovani Der p 2 i inhalirani
Der p 2; HDM inh — subkutano injektovani Der p 2 i inhalirani HDM ekstrakt.

4.7.2. Procena prisustva leukocita u plu¢ima

Analiza leukocita u plu¢ima pokazala je razlike izmedu BALB/c i C57BL/6 sojeva. CD11b*
marker oznac¢ava mijeloidne leukocite, kao Sto su monociti, makrofagi, neutrofili i dendritske ¢éelije.
U plu¢ima, ove ¢elije imaju klju¢nu ulogu u odgovoru na infekciju 1 upalu. Kod C57BL/6 miSeva
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(Slika 43A) u kontrolnoj grupi je u homogenatu pluca bilo oko 15% CD11b* €elija, Sto je zabelezeno
i u HDM inh grupi. Nasuprot tome, u D2 s.c. i D2 inh grupama izmereni su nizi nivoi CD11b" ¢elija,
pri ¢emu je samo u D2 inh grupi ovo smanjenje bilo statisti¢ki znac¢ajno. Sa druge strane, BALB/c
miSevi su imali nize pocetne nivoe CD11b"* ¢elija u odnosu na C57BL/6, od oko 10%, pri cemu je
znacajan porast na priblizno 15% uocen samo u D2 s.c. grupi (Slika 43B).

Analizom prisustva CD3*CD8" limfocita u plu¢ima ponovo su dobijeni razli¢iti rezultati za
dva soja miSeva. Kod C57BL/6 miSeva, kontrolna grupa imala je relativno nizak nivo CD3*CD8*
limfocita, dok je u HDM inh grupi zabelezen znacajan porast (Slika 43C). Nasuprot tome, kod
BALB/c miSeva kontrolna grupa je imala visi pocetni nivo CD3*CD8" ¢elija, dok je njihov broj bio
smanjen samo u HDM inh grupi (Slika 43D). Udeo ukupnih CD3* ¢elija pratio je isti trend u razli¢itim
eksperimentalnim grupama kao i udeo CD3*CD8* ¢elija kod oba soja miSeva.
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Slika 43: Analiza ¢elija pluénog tkiva proto¢nom citometrijom. Procenat CD11b* €elija u ukupnim
¢elijama pluca: (A) C57BL/6 miSevi i (B) BALB/c miSevi. Procenat CD3"CD8" limfocita u plué¢ima
(limfocitna populacija): (C) C57BL/6 miSevi; (D) BALB/c miSevi. Eksperimentalne grupe su se sastojale
od po 4 misa, a prikazane su srednje vrednosti = SD. Kontrola — netretirani miSevi; D2 s.c. — miSevi dva
puta subkutano injektovani Der p 2; D2 inh — subkutano injektovani Der p 2 i inhalirani Der p 2; HDM
inh — subkutano injektovani Der p 2 i inhalirani HDM ekstrakt. *p < 0,05; **p < 0,005.
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4.7.3. Eozinofili i neutrofili u bronhoalveolarnom lavazu (BALF)

Analiza prisustva eozinofila i neutrofila u BALF omoguc¢ava procenu upalne reakcije u plu¢ima
nakon razliitih tretmana. Rezultati ukazuju na razlike izmedu eksperimentalnih grupa i sojeva
miSeva i reflektuju razlic¢it imunski odgovor u zavisnosti od alergena i protokola imunizacije.

Izlaganje BALB/c i C57BL/6 miSeva alergenu dovelo je do promena u ¢elijskim populacijama
bronhoalveolarnog lavaza u odredenim eksperimentalnim grupama. Kao $to je prikazano na Slici
44A, kod C57BL/6 miSeva znacajno veci broj ¢elija detektovan je u HDM inh grupi u poredenju sa
kontrolnom grupom. Znacajne razlike su primecene kod svih analiziranih tipova celija, osim
makrofaga. Ova grupa je takode bila jedina sa izrazenom eozinofilijom.

Kod BALB/c miSeva (Slika 44B), znacajno povecanje broja celija u poredenju sa kontrolnom
grupom uoceno je samo u D2 s.c. grupi, pri ¢emu je zabelezen i porast broja makrofaga, neutrofila i,
u manjoj meri, eozinofila. Takode, povecanje broja neutrofila detektovano je i u HDM inh grupi
BALB/c miSeva (Slika 44B).
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Slika 44: Mikroskopsko brojanje i analiza ¢elija bronhoalveolarnog lavaza A) C57BL/6 i B) BALB/c
miSeva. Celije bronhoalveolarnog lavaza (BALF) obojene su May-Griinwald Giemsa metodom i
analizirane mikroskopskim brojanjem. Prikazane su srednje vrednosti = SD (n =5). Uporedna analiza
izmedu kontrolnih i tretiranih grupa, a znac¢ajni rezultati su oznaceni na sledeéi nacin: *p < 0,05; **p <
0,005; ***p < 0,0005.

4.7.4. Odredivanje nivoa sekretovanih citokina
Stimulacija splenocita sa Der p 2 1 HDM ekstraktom takode je pokazala razlike izmedu dva soja

misSeva. Oba soja miSeva su proizvela pove¢ane nivoe IL-4 nakon stimulacije sa HDM ekstraktom
(Slika 45), ali je ova razlika bila statisticki znac¢ajna samo u C57BL/6 soju.
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Slika 45: Analiza proizvodnje IL-4 iz splenocita C57BL/6 i BALB/c miSeva nakon stimulacije. Splenociti
su izolovani i inkubirani tokom 24 ¢asa bez stimulacije (NSC) ili nakon stimulacije sa Der p 2 ili HDM
ekstraktom. Celijski supernatant je prikupljen, a citokini su mereni u ELISA. Prikazane su srednje
vrednosti = SD, n =5. Crni stubovi predstavljaju CS7BL/6 miSeve, a beli BALB/c miSeve.

Sekrecija IFN-y detektovana je samo kod C57BL/6 miSeva nakon stimulacije sa Der p 2
alergenom, dok stimulacija sa HDM ekstraktom nije izazvala proizvodnju ovog citokina. BALB/c
misevi su proizvodili [FN-y nakon stimulacije i sa Der p 2 i sa HDM ekstraktom (Slika 46).
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Slika 46: Analiza proizvodnje IFN-y iz splenocita C57BL/6 i BALB/c miSeva nakon stimulacije.
Splenociti su izolovani i inkubirani tokom 24 ¢asa bez stimulacije (NS) ili nakon stimulacije sa Der p 2
ili HDM ekstraktom. Supernatant bez ¢elija je prikupljen, a citokini su mereni u ELISA. Prikazane su
srednje vrednosti = SD, n =5. Crni stubovi predstavljaju C57BL/6 miSeve, a beli BALB/c miSeve.
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Stimulacija splenocita BALB/c miSeva sa Der p 2 nije imala uticaja na produkciju IL-10, dok je
stimulacija HDM ekstraktom dovela do smanjenja IL-10 (Slika 47). S druge strane, C57BL/6 miSevi
su pokazali povecanu sekreciju IL-10 nakon stimulacije sa Der p 2, dok stimulacija HDM ekstraktom
nije dovela do znacajne promenu u proizvodnji ovog citokina.
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Slika 47: Analiza proizvodnje IL-10 iz splenocita C57BL/6 i BALB/c miSeva nakon stimulacije.
Splenociti su izolovani i inkubirani tokom 24 ¢asa bez stimulacije (NS) ili nakon stimulacije sa Der p 2
ili HDM ekstraktom. Celijski supernatant je prikupljen, a citokini su mereni u ELISA. Prikazane su
srednje vrednosti = SD, n =5. Crni stubovi predstavljaju C57BL/6 miSeve, a beli BALB/c miSeve.

4.7.5. Analiza citokina nakon tretmana misjih splenocita Der p 2 alergenom
i H1sD2 glikoproteinima

Kako bi se ispitao imunomodulatorni uticaj H1sD2 glikoproteina na proizvodnju razlicitih
citokina koriS¢eni su mi§ji splenociti izolovani nakon imunizacije miSeva sa Der p 2 alergenom.
Slezina je vazan organ u imunoloskom sistemu, jer sadrzi razli€ite vrste ¢elija, kod laboratorijskih
miSeva prvenstveno T i B limfocite, ali i makrofage i dendritske ¢elije, koje ucestvuju u imunskom
odgovoru. Analizom splenocita moZe se bolje razumeti kako imunski sistem reaguje na alergene, kao
1 na koji na¢in odredeni terapeutici mogu da uti¢u na imunski sistem.

Za ove analize C57BL/6 i BALB/c sojevi miSeva su imunizovani subkutano (s.c.) ili
inhalatornim putem (inh), a kontrolna grupa su bili miSevi imunizovani samo PBS-om. Sema
imunizacije je prikazana na Slici 48.
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Slika 48: Sema imunizacije C57BL/6 i BALB/c miSeva Der p 2 alergenom koji je proizveden u P.
pastoris.

Nakon imunizacije miSeva, izolovani su splenociti i tretirani Der p 2 alergenom i H1sD2
glikoproteinima u istim molskim koncentracijama. Nakon 48 sati tretmana, supernatanti su sakupljeni
i kori$¢eni za analiziranje nivoa ekspresije IL-4, IL-10 i IFN-y u sendvi¢ ELISA.

4.7.5.1. Analiza nivoa sekretovanog IL-4

Kod C57BL/6 miSeva u kontrolnoj grupi jedino je M1 glikoforma izazvala znacajno povecanje
nivoa IL-4 u poredenju sa netretiranom grupom i grupom koja je tretirana Der p 2 alergenom, dok
ostali proteini nisu pokazali statisticki znacajne razlike, kako u kontrolnoj grupi, tako i grupama koje
su imunizovane subkutano i inhalatorno (Slika 49).

Kod BALB/c miSeva u kontrolnoj grupi, kao i u grupi koja je imunizovana inhalatorno, nakon
tretmana nije doslo do znacajnih razlika u ekspresiji IL-4, dok su u s.c. grupi D2, WT, M1 i M2
pokazali statisti¢ki znac¢ajno povecanje nivoa IL-4 u poredenju sa NSC (Slika 49).
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Slika 49: Analiza nivoa ekspresije IL-4 u razli¢itim eksperimentalnim grupama kod C57BL/6 i BALB/c
miSeva, pod razliitim tretmanima (kontrolna grupa, subkutana (S.c.) aplikacija i inhalaciona (Inh.)
aplikacija). Razlike su analizirane ANOVA testom (Kruskal-Wallis test). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ SEM. Znacajne razlike izmedu grupa oznacene su sa: * p < 0,05, **p < 0,01 u
poredenju sa NSC i ### p < 0,001 u poredenju sa Der p 2; ns- nije znacajno.

4.7.5.2.

Analiza produkcije IL-10 citokina kod C57BL/6 miSeva nakon stimulacije kontrolne grupe,
pokazuje razlike u odgovoru ¢elija tretiranih sa WT, M1 1 M2 kroz znacajno povecane nivoe IL-10
(p < 0,05, p <0,0001) u poredenju sa Der p 2, pri cemu M1 grupa ima najizrazeniji porast. U S.c.
grupi nakon tretmana nivo IL-10 je svuda slican, dok u Inh grupi M1 i M2 pokazuju znacajno
povecanje IL-10 (p < 0,05) u poredenju sa NSC, $to ukazuje na potencijalni imunomodulatorni efekat
inhalacione aplikacije u ovim grupama (Slika 50).

Analiza nivoa sekretovanog IL-10
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Kod BALB/c miseva nije doslo do znacajne razlike u kontrolnoj grupi. Nakon subkutane i

inhalatorne imunizacije, svi stimulatori izazivaju povisene nivoe IL-10, s tim da su nivoi kod M2 i

na imunomodulaciju u poredenju sa BALB/c sojem, posebno u kontekstu inhalacione aplikacije.
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Slika 50: Analiza nivoa ekspresije IL-10 u razli¢itim eksperimentalnim grupama kod C57BL/6 i BALB/c
miSeva, pod razliitim tretmanima (kontrolna grupa, subkutana (S.c.) aplikacija i inhalaciona (Inh.)
aplikacija). Razlike su analizirane ANOVA testom (Kruskal-Wallis test). Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost £ SEM. Znacajne razlike izmedu grupa oznacene su sa: * p < 0,05, **p < 0,01 u
poredenju sa NSC i # p <0,05, #### p <0,0001 u poredenju sa Der p 2; ns- nije znacajno.
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4.7.5.3. Analiza nivoa sekretovanog IFN-y

Analizom IFN-y, kod C57BL/6 miSeva se moze primetiti da u kontrolnoj grupi nakon
tretmana s WT 1 M2 dolazi do statisticki znac¢ajnog porasta nivoa IFN-y u poredenju sa NSC (*** p
<0,001) 1 D2 (## p < 0,01). Subkutana aplikacija povecava proizvodnju IFN-y nakon stimulacije sa
D2, M11M2, dok u Inh. grupi nakon tretmana nije doslo do statisti¢ki znacajnih promena u nivoima
IFN-y.

Kod BALB/c miSeva, u kontrolnoj grupi, dolazi do blagog poviSenja IFN-y nakon tretmana
sa WT i M2 proteinima (** p < 0,01). Kod subkutane i inhalatorne imunizacije BALB/c miSeva,
nakon tretmana WT i M2 proteinima, dolazi do snaznog porasta IFN-y, posebno u Inh grupi (**** p
<0,0001).

Iz ovih rezultata se moze zakljuciti da BALB/c miSevi imaju znatno jaci odgovor, posebno
nakon inhalatorne imunizacije, gde IFN-y dostize vrednosti i preko 3000 pg/mL. Subkutana
imunizacija izaziva visok porast nivoa IFN-y u BALB/c miSevima, posebno nakon tretmana WT i
M2 H1sD2 proteinima. Ovi podaci sugeriSu da je BALB/c soj skloniji jakom Th1 odgovoru, dok je
C57BL/6 manje reaktivan na stimulanse u kontekstu IFN-y produkcije.
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Slika 51: Analiza nivoa ekspresije IFN-y u razli¢itim eksperimentalnim grupama kod C57BL/6 i BALB/c
miSeva, pod razliitim uslovima imunizacije (kontrolna grupa, subkutana (S.c.) aplikacija i inhalaciona
(Inh.) aplikacija). Razlike su analizirane ANOVA testom (Kruskal-Wallis test). Rezultati su prikazani
kao srednja vrednost + SEM. Znacajne razlike izmedu grupa oznacene su sa: * p < 0,05, **p < 0,01,
*¥x%p < 0,0001u poredenju sa NSC i # p <0,05, ## p < 0,01 u poredenju sa Der p 2; ns- nije znac¢ajno.

4.7.5.4. Odnos nivoa sekretovanih IFN-y /IL-4

Kako bismo procenili odnos Thl i Th2 odgovora kod C57BL/6 i BALB/c miSeva nakon
razli¢itih uslova imunizacije i tretmana, odredivan je odnos IFN-y i IL-4. Kao §to se vidi na Slici 52,
nivoi IFN-y sekretovani nakon specificne stimulacije su generalno ve¢i od nivoa IL-4, Sto
pretpostavlja dominaciju Th1 odgovora. U kontrolnoj grupi kod C57BL/6 miSeva, IFN-y ostaje nizak,
ali je ipak visi od IL-4, §to potvrduje prirodnu Thl orijentaciju C57BL/6 miSeva. Kod S.c. grupe
nakon stimulacije, primecuje se porast odnosa IFN-y /IL-4 nakon tretmana sa D2, WT, M1, a narocito
M2, ukazuju¢i na pojac¢an Thl odgovor, statisticki znac¢ajno nakon tretmana sa M2 glikoformom. U
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grupi nakon Inh. imunizacije nivo IFN-y ostaje nizak, bez znacajnih razlika izmedu grupa, osim nakon
tretmana sa M2 glikoformom koja pokazuje znacajnu razliku u poredenju sa NSC i D2.

Kod BALB/c miSeva se primecuje jo$ visi odnos IFN-y/IL-4, posebno nakon imunizacije
inhalacijom. U odnosu na kontrolnu grupu, vidi se nagli skok, posebno nakon stimulacije WT i M2
glikoformama. U S.c. grupi, IFN-y/IL-4 odnos je blago povecan, $to ukazuje na balansiraniji Th1/Th2
odgovor, dok sa druge strane, u Inh. grupi, Odnos IFN-y/IL-4 se drasti¢no povecava, a najizraZeniji
je nakon tretmana WT 1 M2 glikoformama (**** p <0,0001).
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Slika 52: Odnos IFN-y/IL-4 u razli¢itim eksperimentalnim grupama kod C57BL/6 i BALB/c miSeva,
pod razli¢itim imunizacijama (kontrolna grupa, subkutana (S.c.) aplikacija i inhalaciona (Inh.)
aplikacija). Razlike su analizirane ANOVA testom, a statisticka analiza je izvrSena Kruskal-Wallis
testom. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost =+ SEM. Znacajne razlike izmedu grupa oznacene
su sa: * p <0,05, **p <0,01, ****p <0,0001 u poredenju sa NSC i# p <0,05, ## p <0,01 u poredenju
sa Der p 2; ns- nije znacajno.
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5. Diskusija

Alergije predstavljaju ozbiljan globalni zdravstveni problem koji utice na kvalitet Zivota
stotina miliona ljudi Sirom sveta [2,35]. Alergijska astma koja nije pod lekarskim nadzorom moze da
izazove respiratorne probleme i ozbiljne alergijske reakcije, kao $to je anafilaksa, koja moze da bude
opasna po zivot. lako alergen-specificna imunoterapija (AIT) nosi odredene izazove u pogledu
bezbednosti, efikasnosti i duzine trajanja, ona i dalje predstavlja obecavajucu strategiju u le¢enju
alergijskih bolesti. AIT ima potencijal da modifikuje osnovni Th2 imunski odgovor na alergene i da
na taj nac¢in dugoroc¢no ublazi simptome, modifikuje samu bolest i spre¢i njeno dalje napredovanje
[35,68,165].

Nakon vise od 100 godina rada na unapredenju AIT, tokom poslednjih 30 godina, alergen-
specificna imunoterapija se razvijala zahvaljuju¢i inovacijama kao S$to su alergoidi (hemijski
modifikovani alergeni), rekombinantni alergeni [99], rekombinantne mesavine[100] i hipoalergene
varijante [101,106], koje su prilagodene individualnoj senzitivnosti pacijenata i nude nova reSenja za
lecenje alergija [2,69].

Jedna od glavnih prepreka za postizanje efikasne alergen-specificne imunoterapije jeste to Sto
ve¢ina Cistih alergena pokazuje nizak stepen imunogenosti [166]. U tom kontekstu, dodavanje
adjuvansa alergenima sa niskom imunogenoscu predstavlja obecavajucu strategiju za pojacavanje ili
modifikaciju ukupnog imunskog odgovora koji ti alergeni indukuju [109]. Adjuvansi igraju klju¢nu
ulogu u jacanju adaptivnog imunskog odgovora, prvenstveno ciljanjem c¢elija urodenog imuniteta i
prepoznavanjem putem receptora koji prepoznaju strukturne obrazce. Na primer, bakterijska DNK
koja sadrzi CpG motive biva prepoznata od strane TLR9 na ¢elijama imunskog sistema, kao $to su
monociti, makrofagi, dendritske i B ¢elije [167]. Drugi adjuvansi, koji oponasaju prirodne patogene,
poboljSavaju preuzimanje antigena i njegovu prezentaciju od strane antigen-prezentujucih ¢elija [18].
Pored toga, adjuvansi podstic¢u ekspresiju molekula za prezentaciju antigena i kostimulatornih signala
(npr. CD40, CD80/CD86) na antigen-prezentuju¢im celijama, $to je od suStinskog znacaja za
aktivaciju T ¢elija i formiranje imunoloske memorije [18,168].

Medu novim adjuvansima, glikani su u fokusu zbog svog potencijala da pojacaju imunski
odgovor [4,13-16,169]. Glikani, koji su od presudnog znacaja za stabilnost virusa, patogenost,
imunogenost 1 izbegavanje imunskog odgovora, dekoriSu povrSinu virusnih proteinima. Njihova
struktura se menja pod pritiskom od strane imunskog odgovora domacina, §to pruza vazne uvide za
njihovu strateSku upotrebu u dizajnu imunogena [170-172].

U okviru ove disertacije, in silico je dizajnirano, a zatim i proizvedeno pet hibridnih H1sD2
glikoformi. U okviru ovih pet glikoformi su uvedena razlic¢ita glikozilaciona mesta —N43, N81, N111
1 N116 sa ciljem ispitivanja uticaja N-glikana na modulaciju imunskog odgovora. Rekombinantni Der
p 2 alergen i H1sD2 glikoforme su proizvedene koriS¢enjem ekspresionog sistema Pichia pastoris,
metilotrofnog kvasca poznatog po visokoj gustini ¢elijskog rasta i efikasnoj genetskoj manipulaciji
[158]. Ovaj sistem je naroCito pogodan za proizvodnju eukariotskih proteina sa odgovarajuc¢im
pastoris soj KM71H (aox1: ARG4, arg4), poznata po sposobnosti da eksprimira glikozilovane,
bioloski aktivne rekombinantne proteine [161,173]. Efikasnost ovog sistema potvrdena je kroz
njegovu upotrebu u proizvodnji vakcina poput rekombinantnog hepatitis B povrSinskog antigena
(rHBsAg) [174] 1 HPV vakcine [175].

Nakon uspesne proizvodnje, svi rekombinantni proteini su preciS¢eni metal-afinitetnom
hromatografijom ili kombinacijom metal-afinitetne i jonoizmenjivacke hromatografije. Na osnovu
samog SDS-PA gela se ve¢ moglo primetiti da su proteini uspesno glikozilovani jer su postojale
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razlike u njihovim molekulskim masama. Dodatno, masena spektrometrija je potvrdila molekulsku
masu intaktnih proteina gde je potvrdena razlika u njihovoj glikozilaciji. Uvedena glikozilaciona
mesta (N43, N81,N1111N116) su bila u potpunosti zauzeta Man7-Man15 glikanima, §to je u skladu
sa podacima pronadenim u literaturi [176]. Masenom spektrometrijom su potvrdeni i glikopeptidi
nakon tripsinske digestije, kao i aminokiselinski sastav Der p 2 i H1sD2 glikoproteina. Pored
potvrdene strukture proteina, IgE reaktivnost Der p 2 i svih pet H1sD2 glikoformi pokazana je u
imunoblotu koriS¢enjem seruma pacijenata alergi¢nih na grinje kuéne prasine, Sto ukazuje na to da
su B ¢elijski epitopi ocuvani.

Celijska linija THP-1 predstavlja pogodan i pouzdan in vitro model za proucavanje
imunoloskih mehanizama povezanih sa alergijama koji ukljucuju i ispitivanje vezivanja alergena za
receptore iskazane na monocitima i makrofagima [147]. THP-1 ¢elije predstavljaju humanu
leukemijsku monocitnu liniju koja se koristi kao model za ispitivanje raznih funkcija monocita i
makrofaga, kao §to su mehanizmi ¢elijske aktivacije i signalni putevi, kao i transport nutrijenata i
lekova. Predstavljaju jedan od standardnih eksperimentalnih sistema u imunologiji, posebno u analizi
interakcije ¢elija sa razli¢itim stimulatorima, ukljucujuéi alergene [147]. THP-1 monociti se mogu
diferencirati u razlicite fenotipove makrofaga koris¢enjem razlicitih stimulatora. Stimulacija pomoc¢u
PMA podstice prelazak monocita u neaktivirani MO fenotip. Dalja aktivacija sa IFN-y u kombinaciji
sa lipopolisaharidom (LPS) promovise polarizaciju ka proinflamatornm M1 fenotipu makrofaga, dok
tretiranje ¢elija sa IL-4 vodi ka alternativno aktiviranom, antiinflamatornom M2 fenotipu [147,177].
U ovoj disertaciji THP-1 monociti su diferencirani u M0 i M2 fenotip makrofaga koris¢enjem 100
nM PMA (M0) i 100 nM PMA + 20 ng/mL IL-4 (M2). Pored razlike u morfologiji, diferencirani
makrofagi su detaljno analizirani proto¢nom citometrijom, gde je na osnovu razlika u granularnosti i
veli¢ini, kao i na osnovu nivoa eksprimiranih povrSinskih markera (CD54, CD163 i CD206) potvrdena
uspesna polarizacija. Kako bi se ispitale interakcije N-glikana prisutnih na razli¢itim H1sD2 sa
povrsinskim receptorima na diferenciranim MO i M2 makrofagima, isti su tretirani glikoformama
prethodno obelezenim FITC-om. Na osnovu dobijenih rezultata se moglo primetiti da je profil
vezivanja H1sD2 glikoformi za oba fenotipa sli¢an, ali je procenat FITC-pozitivnih ¢elija u M2
fenotipu visi u poredenju sa MO fenotipom, §to se moze objasniti pove¢anom ekspresijom razli¢itih
receptora koji vezuju manoze na povrsini M2 makrofaga. Takode, vezivanje H1sD2 glikoformi za
M2 fenotip makrofaga vizualizovano je konfokalnom mikroskopijom. Kao model receptor specifican
za manoze je koris§¢en DC-SIGN. Ovaj receptor se inaCe iskazuje na mijeloidnim dendritskim
¢elijama 1 makrofagima [178,179], poznat je po interakciji sa specificnim ugljenohidratnim
strukturama [180-182]. THP-1 monociti su diferencirani u M2 makrofage i tretirani H1sD2
obelezenim FITC-om i anti-DC-SIGN-PerCP-Cy5.5 antitelima. Rezultati konfokalne analize ukazuju
na to da se svi HI1sD2 glikoproteini vezuju za M2 makrofage preko ovog receptora.

THP-1 monociti su koriSteni i kako bi se ispitao uticaj HIsD2 proteina na relativiu gensku
ekspresiju proinflamatornih i antiinflamatornih citokina. Nakon diferencijacije u M0 makrofage, isti
su tretirani sa rekombinantnim Der p 2 i HIsD2 antigenima u trajanju od 24 sata. KoriS¢enjem TRI
reagensa je izolovana ukupna RNA, koja je koriS¢ena za analizu relativne genske ekspresije IL-4, IL-
10 1 IFN-y koris¢enjem RT-PCR metode. Ova stimulacija je pokazala da WT i M1 H1sD2 izazivaju
povecanu gensku ekspresiju antiinflamatornog IL-10, dok WT i M2 H1sD2 glikoforme dovode do
povecanja genske ekspresije IFN-y koji je karakteristican za Th1 odgovor [183]. Takode, na osnovu
odnosa IFN-y/IL-4, gde je najvisi nivo dobijen za M2 H1sD2, moze se zakljuciti da se ova glikoforma
izdvaja kao najbolji kandidat za AIT.

Relativna genska ekspresija proinflamatornih citokina IL-4 i IFN-y, kao i antiinflamatornog
citokina IL-10 je odredena nakon 24-Casovnog tretmana THP-1 makrofaga Der p 2 i HlsD2
antigenima u jednakim molarnim koncentracijama (200 nM). Nakon tretmana i analize genske
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ekspresije 1L-4, jedini statisticki znacajan porast je primecen nakon tretmana sa Der p 2. Najjaca
ekspresija gena za IFN-y je uoCena nakon tretmana antigenima M2 i WT HIsD2. Ekspresija
antiinflamatornog citokina IL-10 u THP-1 makrofagima je indukovana tretmanom ¢elija antigenima
WT i M1. Takode, prikazan je i odnos IFN-y/IL-4, gde se moZe uociti da se M2 H1sD2 glikoforma
izdvaja kao najbolji kandidat za AIT. Nedostatak ovih rezultata je Sto su dobijeni nakon jednom
izvedenog eksperimenta tj. odsustvo bioloskih replikata.

Kako bi se dodatno ispitao imunomodulatorni efekat ovih glikoformi, koriS¢ene su
mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMC) izolovane iz pune krvi osoba alergi¢nih na grinje.
Nakon izolovanja, ¢elije su stimulisane antigenima u trajanju od 48 sati, a zatim su ELISA testom
praceni nivoi oslobodenih citokina u supernatantu. Zabelezeno je znacajno povecanje nivoa IL-10 i
IFN-y, $to ukazuje da H1sD2 antigeni izazivaju pomak ka Th1l imunskom odgovoru. Poznato je da
IL-10 1 IFN-y igraju komplementarne uloge u AIT tako §to doprinose indukciji imunoloske
tolerancije: IL-10 podstice prelazak sa Th2 na Th1 odgovor [69,184], promovise produkciju alergen-
specificnog IgG [2,84,185] i reguliSe produkciju proinflamatornih citokina [103,185]. IFN-y dodatno
podstice ovaj prelaz sa Th2 na Thl odgovor inhibicijom Th2 citokina, ¢ime se postize balansiraniji
imunski odgovor [183]. Ova modulacija citokina je kljucna za reprogramiranje imunskog odgovora
ka stanju tolerancije, Sto je krajnji cilj AIT [186,187].

U okviru ove disertacije je razvijen protokol imunizacije na dva najces¢e koriS¢ena misja
modela za izazivanje astme, BALB/c i C57BL/6. C57BL/6 miSevi imaju dominantniji Th1 odgovor,
Sto ih ¢ini pogodnim za analizu modulacije imunskog odgovora tokom AIT, dok su BALB/c miSevi
prirodno Th2 polarizovani, zbog ¢ega se Cesto koriste kao model za indukovanje alergijske astme
[188]. U istrazivanju je analiziran rani imunski odgovor na glavnu komponentu grinja kuéne prasine,
Der p 2, primljenu samostalno ili u kombinaciji sa HDM ekstraktom, gde je potvrdeno da imunski
odgovor zavisi kako od prirode alergena, tako i od genetike eksperimentalnog modela koja uslovljava
odredeni fenotip. Najizrazenija razlika izmedu analiziranih sojeva je u produkciji imunoglobulina.
BALB/c miSevi su pokazali izuzetno nizak nivo IgE i IgG, posebno nakon subkutane injekcije i
inhalacije Der p 2. Ovaj rezultat ukazuje na njihovu smanjenu sposobnost povezivanja lokalnog i
sistemskog imunskog odgovora u poredenju sa C57BL/6 miSevima. Sli¢na zapazanja su dobijena
pracenjem uticaja Der f 2 alergena na razlicite sojeve [189]. Primeéeno je i da C57BL/6 miSevi
proizvode gotovo iskljucivo IgG1 antitela na Der p 2, dok BALB/c miSevi dominantno sekretuju
IgG2a. Ovo ukazuje na razlike u polarizaciji T ¢elijskog odgovora, pri ¢emu je produkcija IgG1
podstaknuta IL-4 citokinom (Th2), dok prisustvo IgG2a ukazuje na prisustvo IFN-y (Th1) [188,190].

Ispitivanjem uticaja Der p 2 na ova dva soja je uoc¢eno da kod C57BL/6 miSeva dolazi do
izrazene eozinofilne infiltracije u bronhoalveolarnom lavazu nakon inhalacije HDM ekstrakta, dok
su BALB/c miSevi reagovali dominantno neutrofilnom infiltracijom, posebno pri subkutanom
davanju alergena. Dobijeni rezultati su u skladu sa literaturnim podacima, gde je za imunizaciju
koris¢en ovalbumin [191,192].

U modelima astme, analiza ¢elijskog sastava pluénog tkiva omogucava direktno pracenje
lokalne inflamacije i tipa imunskog odgovora, §to je klju¢no za razumevanje patogeneze bolesti. Ova
analiza takode pruza pouzdaniju procenu efekta terapije, jer promene u plu¢ima ¢esto nisu vidljive u
perifernoj krvi [193]. U ovoj disertaciji je analizirana ¢elijska populacija u maceratu pluénog tkiva
koja je pokazala povecanje procentualne zastupljenosti CD11b+ ¢elija u C57BL/6 miseva nakon
inhalacije HDM, dok su BALB/c miSevi pokazali sli¢an porast nakon subkutane aplikacije Der p 2.
CD11b+ predstavlja marker koji obelezava mijeloidne ¢elije koje imaju klju¢nu ulogu u inicijaciji i
regulaciji inflamacije kod infekcija ili hroni¢nih upala, kao $to je astma [194]. Pored ovog markera,
analizirane su i CD3+ CD8+ ¢elije $to je omogucilo procenu aktivacije citotoksi¢nih ¢elija u lokalnom
imunskom odgovoru na alergije. Njihova uloga u alergijskoj upali je slozena, jer mogu doprineti

78



Doktorska disertacija | Zorana Lopandi¢

smanjenju eozinofilne infiltracije ili ucestvovati u tkivnom ostecenju u tezim oblicima bolesti [195].
U okviru ove disertacije rezultati analize CD3+CD8+ ¢elija su pokazali da su u grupi C57BL/6 miSeva
tretiranih HDM ekstraktom ove ¢elije znacajno zastupljene, Sto je ukazalo na aktivaciju adaptivnog
imunskog odgovora, i potencijalno ucestvovanje u regulaciji eozinofilne infiltracije.

Analizirana je i1 koncentracija serumskog TGF-B1, koji predstavlja kljuéni molekul u
regulaciji inflamacije i remodelovanja disajnih puteva [196]. Dobijeni rezultati su pokazali visi
bazalni nivo ovog citokina u C57BL/6 miSevima u poredenju sa BALB/c linijom, iako se nivoi TGF-
B1 nisu znacajno razlikovali izmedu eksperimentalnih grupa.

In vitro stimulacija splenocita pokazala je jasnu razliku izmedu ovih sojeva. Kod C57BL/6
misSeva Der p 2 alergen indukuje produkciju IL-10 i IFN-y, ali ne i IL-4, §to ukazuje na aktivaciju
Thl i regulatornog imunskog odgovora, dok HDM indukuje snazan Th2 imunski odgovor kroz
poviSen nivo IL-4 i IL-10, bez produkcije IFN-y. Sa druge strane, pri obe stimulacije splenociti
BALB/c miSeva luce IL-4 1 IFN-y, dok HDM dodatno smanjuje IL-10, §to korelira sa izrazenijom
neutrofilijom u BAL tec¢nosti u ovoj grupi. Dobijeni rezultati naglasavaju kompleksnost Th1/Th2
balansa i ukazuju da se imunski odgovor ne moze u potpunosti predvideti na osnovu opste
klasifikacije linija. [ako se C57BL/6 miSevi tradicionalno svrstavaju u Th1 dominantni soj [197], oni
ovde razvijaju eozinofilni odgovor i IgG1 produkciju. S druge strane, BALB/c misevi, uprkos statusu
Th2 dominantne linije, pokazuju sekreciju IFN-y, IgG2a antitela i neutrofilnu infiltraciju, $to
potvrduje prethodna opazanja u literaturi [ 189,191]. Razvoj protokola imunizacije i dobijeni rezultati
ukazuju na to da C57BL/6 i BALB/c miSevi predstavljaju korisne modele za ispitivanje razlicitih
tipova imunskog odgovora na Der p 2 alergen.

Nakon razvoja protokola, radi daljeg ispitivanja imunomodulatornog efekta H1sD2 antigena,
splenociti prethodno imunizovanih C57BL/6 i BALB/c miSeva su izolovani i tretirani Der p 2
alergenom i H1sD2 antigenima. Tretman je trajao 48h, a zatim su supernatanti koriS¢eni kako bi se
analizirao nivo sekretovanih citokina ELISA testom. Sekrecija IL-4, kao glavnog citokina Th2
imunskog odgovora [198,199], pokazala je razli¢ite obrasce kod dva soja miSeva. C57BL/6 miSevi
ispoljili su povecane nivoe IL-4 isklju¢ivo nakon tretmana M1 glikoformom u kontrolnoj grupi, dok
ostali tretmani nisu izazvali statisticki znacajne promene, §to ukazuje na ograni¢enu Th2 reaktivnost
ovog soja. Nasuprot tome, kod BALB/c miSeva zabeleZeno je statisticki znacajno poveéanje 1L-4
nakon subkutane imunizacije sa D2, WT, M1 i M2 proteinima, $to potvrduje sklonost ovog soja ka
Th2 odgovoru [188], ali i zavisnost od tipa aplikacije antigena. IL-10 je klju¢ni regulatorni citokin
koji doprinosi razvoju tolerancije i ublazavanju alergijske inflamacije [185,198]. Kod oba soja
miseva, tretmani sa HlsD2 antigenima doveli su do izrazenog porasta IL-10, s tim da su nivoi kod
BALB/c miSeva bili nizi, posebno nakon tretmana sa M2 i M3 antigenima pri ¢emu je M1 izazvao
najvisi nivo sekrecije, Sto ukazuje na znac¢ajan imunomodulatorni potencijal. Subkutana imunizacija
kod C57BL-6 soja jedina nije dovela do veéih promena. Produkcija IFN-y, kao markera Thl
imunskog odgovora [183,198], bila je izraZenija kod BALB/c miSeva, posebno nakon inhalacione
imunizacije sa WT i M2 antigenima, gde su nivoi dostizali i preko 3000 pg/mL. Ovaj soj je takode
pokazao visoku reaktivnost i nakon subkutane aplikacije, §to ukazuje na njegov potencijal za snaznu
Thl polarizaciju u zavisnosti od stimulatora. Kod C57BL/6 miSeva, IFN-y je porastao u kontrolnoj i
s.c. grupi nakon tretmana sa WT, M1 i M2, dok inhalaciona imunizacija nije dovela do znacajnih
promena, Sto sugeriSe slabiju Thl aktivaciju ovim putem.

Analiza odnosa IFN-y/IL-4 jasnije je prikazala balansa izmedu Thl i Th2 odgovora. Kod
C57BL/6 miseva ovaj odnos je u vecini slucajeva bio u korist IFN-y, narocito nakon tretmana M2
antigenom, Sto ukazuje na potencijalnu Thl dominaciju. Kod BALB/c miSeva, ovaj odnos je bio
znacajno visi, narocito u inhalacionoj grupi, gde je ovaj odnos posebno bio visok nakon tretmana
WT 1 M2 antigenima. Ovi rezultati potvrduju da je BALB/c soj sposoban da razvije snazan Thl
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odgovor kada je adekvatno stimulisan, dok C57BL/6 pokazuje vecu osetljivost na indukciju
regulatornih mehanizama [188].

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da razlika u profilu glikozilacija H1sD2
proteina znacajno uti¢e na njihovu imunolosku aktivnost. Medu njima, posebno se izdvaja M2 H1sD2
glikoforma koja je dosledno pokazivala izrazen imunomodulatorni potencijal kako nakon tretmana
THP-1 ¢elija i PBMC, tako i nakon tretmana misjih splenocita. Indukcija regulatornih i Th1 citokina
(IL-10 i IFN-y), kao i povoljan odnos IFN-y/IL-4, ukazuju na moguénost reprogramiranja imunskog
odgovora ka toleranciji. Ovi rezultati su od posebne vaznosti za alergen-specificnu imunoterapiju, jer
ukazuju na to da precizno dizajnirani glikoproteini mogu usmeriti imunski odgovor u pravcu koji
podrzava toleranciju, a ne inflamaciju. Time se otvara prostor za razvoj bezbednijih i efikasnijih AIT
kandidata sa potencijalno smanjenim rizikom od nezeljenih reakcija.
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6. Zakljucak

Tokom izrade ove doktorske disertacije, Der p 2 i pet hibridnih H1sD2 glikoformi je
proizvedeno u Pichia pastoris ekspresionom sistemu. Sve glikoforme su okarakterisane
biohemijskim metodama gde je pokazano da je oCuvan strukturni integritet i razliCitost u profilu
glikozilacije. Takode, ispitivan je i imunomodulatorni uticaj ovih glikoformi i uticaj razli¢itih
glikozilacionih profila na imunski sistem radi dalje potencijalne primene u alergen-specifi¢noj terapiji

(AIT).

Glavni zakljucci do kojih se doslo tokom izrade ove doktorske disertacije su sledeci:
e Proizvodnja i biohemijska karakterizacija rekombinantnih glikoformi:

In silico dizajnom su konstruisani geni za Der p 2 i H1sD2, gde su uvedene mutacije u
okviru HA glikozilacionih mesta

Rekombinantni Der p 2 1 H1sD2 proteini su proizvedeni u P. pastoris KM71H
ekspresionom sistemu.

Precis¢eni su hromatografskim metodama do >95% cistoce, a prinos je bio izmedu 20 i
50 mg/mL.

Molekulska masa H1sD2 glikoformi na osnovu poliakrilamidnog gela odgovara teorijskoj
masi koja iznosi oko 41 kDa.

Potvrdena je aminokiselinska sekvenca, kao i strukturni integritet i zauzetost N-
glikozilacionih mesta u okviru H1sD2 glikoformi.

Nivo endotoksina u svim prec¢i§¢enim frakcijama proteina je ispod 0,5 ng/mL.
Rekombinantni Der p 2 i H1sD2 proteini vezuju IgE iz seruma pacijenata alergi¢nih na
grinje, §to potvrduje ocuvanost B ¢elijskih epitopa.

e Ispitivanje imunomodulatornog efekta proizvedenih H1sD2 glikoformi:

Sve H1sD2 glikoforme se vezuju za receptore na povrs$ini M0 i M2 diferenciranih THP-1
makrofaga, a posebno za DC-SIGN receptor na M2 makrofagima.

Stimulacija THP-1 diferenciranih makrofaga rekombinantnim H1sD2 glikoproteinima je
pokazala da WT i M1 HIsD2 izazivaju poveéanu gensku ekspresiju antiinflamatornog
citokina IL-10, dok WT i M2 H1sD2 glikoforme dovode do poveéanja genske ekspresije
citokina IFN-y koji je karakteristican za Th1 odgovor. Takode, na osnovu odnosa IFN-
v/IL-4 se moze zakljuciti da se M2 glikoforma izdvaja kao najbolji kandidat za AIT.
Sve H1sD2 glikoforme, nakon tretmana PBMC izolovanih iz krvi pacijenata alergi¢nih na
HDM, izazivaju poviSen nivo ekspresije antiinflamatornog IL-10, ¢ime je potvrden njihov
imunomodulatorni potencijal.

Pra¢enjem nivoa sekretovanih IFN-y i IL-4 nakon tretmana PBMC izolovanih iz krvi
pacijenata alergi¢nih na HDM, na osnovu njihovog odnosa su se izdvojili WT, M1 1 M2
glikoforme ¢ime je potvrden njihov imunomodulatorni potencijal, sa posebno izrazenim
efektom kod M2 glikoforme.

e Razvoj protokola imunizacije i analiza citokinskog profila splenocita nakon izazivanja
alergijskog odgovora:

Razvoj protokola imunizacije na dva mi§ja modela, BALB/c i C57BL/6, potvrduje da sam
imunski odgovor na Der p 2 i HDM ekstrakt zavisi od genetskog porekla
eksperimentalnog modela.

Analiza nivoa specifi¢nih antitela ukazuje na to da C57BL/6 miSevi pokazuju snazan Th2
imunski odgovor sa poviSenim nivoima IgG, IgG1 i IgE antitela u svim tretiranim
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grupama, dok su BALB/c miSevi imali izrazen odgovor uglavnom u D2 s.c. grupi,
ukljucujuéi i produkciju IgG2a i IgE, §to ukazuje na potrebu za ja¢om stimulacijom za
pokretanje Th2 odgovora kod ovog soja.

— Analiza leukocita u plu¢ima pokazala je specificne razlike za ispitivani soj: C57BL/6
misevi imali su visi bazalni nivo CD11b* ¢elija i pojacan CD8* T ¢elijski odgovor na
HDM inhalaciju, dok su BALB/c miSevi pokazali nize pocCetne nivoe CD11b" Celija s
porastom nakon D2 s.c. tretmana i smanjenje CD8" T ¢elija u HDM inh grupi.

— Analiza ¢elija u BAL ispirku pokazala je izraZeniju upalnu reakciju kod C57BL/6 miSeva,
posebno u HDM inh grupi, sa dominantnom eozinofilijom, dok su BALB/c misevi imali
povecanje broja ¢elija uglavnom u D2 s.c. grupi, ukljucujuci makrofage, neutrofile i blagu
eozinofiliju.

— Stimulacija splenocita i analiza citokinskog profila pokazale su razli¢ite mehanizme
regulacije imunskog odgovora kod dva soja miSeva. C57BL/6 soj je razvio snazniji Th2
odgovor na HDM putem povecane sekrecije IL-4, dok je na Der p 2 reagovao povecanom
produkcijom IFN-y i IL-10. Sa druge strane, splenociti BALB/c miSeva su reagovali
proizvodnjom IFN-y na oba alergena i smanjenom proizvodnjom IL-10 nakon stimulacije
HDM ekstraktom.

— Stimulacija splenocita izolovanih iz BALB/c i C57BL/6 miSeva nakon izazivanja
alergijskog odgovora H1sD2 antigenima pokazala je razliCite citokinske profile u
zavisnosti od nacina imunizacije i prirode antigena. Rezultati ukazuju na to da WT 1 M2
H1sD2 proteini pokazuju najjaci imunomodulatorni potencijal. M2 antigen posebno istice
snaznu Thl orijentaciju kod BALB/c miSeva i izrazen IL-10 odgovor kod C57BL/6, dok
M1 prvenstveno indukuje IL-4 1 [L-10 kod C57BL/6. Varijanta M3 izazivala je najslabiji
odgovor.

Nakon svih dobijenih rezultata i detaljnog ispitivanja imunomodulatornog potencijala H1sD2
glikoformi, moze se jasno zakljuciti da varijacije u glikozilacionom profilu znacajno uti¢u na oblik
imunskog odgovora. Medu testiranim himernim varijantama, M2 glikoforma se isti¢e kao
najefikasnija zbog sposobnosti da istovremeno indukuje snazan Thl odgovor kroz povecanu
proizvodnju IFN-y, kao i antiinflamatorni efekat kroz povecanu ekspresiju IL-10, ¢ime uspesno
moduliSe imunski odgovor. Ove karakteristike ukazuju na znacajan potencijal M2 glikoforme za
primenu u alergen-specifi¢noj imunoterapiji kao siguran i efikasan kandidat.
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7. Materijal i metode

7.1. Dizajn Der p 2 i HIsD2 genskih konstrukata

Za dizajniranje pet razli¢itih H1sD2 himernih glikoproteina kori$¢ene su sekvence preuzeta iz
NCBI baze podataka. Koristeni su nukleotidni unosi za receptor-vezuju¢i domen hemaglutinina,
Hls3-201 identifikacionog broja GenBank: ACQ99608 i glavni alergen grinja kuéne prasine, Der p 2,
identifikacionog broja GenBank: JN222809. DNA sekvence koje kodiraju Der p2 1 HlsD2 konstrukt
su sintetisane od strane Synbio Technologies, a kodoni su optimizovani za ekspresiju u P. pastoris
ekspresionom sistemu. Kako bi se izbegle sterne smetnje izmedu H1 i D2 domena u okviru himera
uveden je glicin-prolin-glicin-prolin (GPGP) linker u svim konstruktima. Takode, radi jednostavnijeg
preciS¢avanja koriS¢enjem metal afinitetne hromatografije, na C-terminus svih proteina je dodat
histidinski tag sacinjen od 6 histidinskih ostataka (6His-tag). Sintetisani Der p 2 1 HlsD2 DNA
fragmenti su uklonirani u pPicZa-A vektor (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, SAD) izmedu
pozicija restrikcionih enzima EcoRI i Xbal (Thermo Scientific, SAD). Za umnoZzavanje zeljenih
genskih konstrukata, kao i1 za njihovo odrzavanje i Cuvanje, koris¢en je Escherichia coli soj DH5a,
dok je vancelijska ekspresija rekombinantnih Der p 2 i H1sD2 proteina uradena u Pichia pastoris
Mut® KM71H soju.

7.2. BioinformatiCke alatke za in silico analizu rekombinantnih
proteina

Za in silico analizu proteina su koriStene razli¢ite bioinformaticke alatke dostupne online u
okviru Expasy portala (https://www.expasy.org/). Za prevodenje nukleotidne sekvence u
aminokiselinsku ~ je  koriS¢ena  online  bioinformaticka  alatka  Translate = Tool
(https://web.expasy.org/translate/), gde je na osnovu unete nukleotidne sekvence proteina dobijena
odgovaraju¢a aminokiselinska sekvenca. Za teorijsko predvidanje molekulske mase i p/ vrednosti
proteina je koriS¢ena alatka ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). UnoSenjem
aminokiselinske sekvence proteina u ovaj program dobijeni su podaci o teorijskoj vrednosti
molekulske mase, kao i1 p/ vrednosti. Ovi programi za svoje proracune koriste samo sekvence koje se
unose. ClustalOmega online program (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo), koji pripada
EMBL-EBI bazi podataka, koriS¢en je za poredenje aminokiselinskih sekvenci rekombinantnih
H1sD2 glikoproteina.

7.3. Metode rekombinantne DNK tehnologije za
kloniranje, transformaciju i ekspresiju rekombinantnih proteina

Prilikom rada sa mikroorganizmima i mikrobioloskim metodama poStovana su sva propisana
pravila o radu u mikrobioloSkoj laboratoriji. Pripremanje svih rastvora i podloga je uradeno sa
supstancama odgovarajuce Cisto¢e i odmeravanjem definisane koli¢ine supstance koja je zatim
rastvorena u demineralizovanoj vodi. Svi pripremljeni rastvori i medijumi su pre kori§¢enja sterilisani
autoklaviranjem u trajanju od 20 minuta na 121 °C pri pritisku od 103,5 kPa. Pojedine komponente
koje se koriste za pripremu podloga, a koje su osetljive na toplotu, kao §to su rastvori antibiotika,
IPTG-a, biotina, su sterilisane hladnom sterilizacijom tj. cedenjem kroz filter od 0,22 mikrona.
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Komponenta Koli¢ina
Tripton 10g
Ekstrakt kvasca 5¢g
NaCl 10g
Dejonizovana voda do 1L

Nakon rastvaranja supstanci pH vrednost podloge je podeSena na 7,4 koriS¢enjem 1M rastvora

NaOH.

7.3.1.2. Luria-Bretani ¢vrsti medijum (LA)

Komponenta Kolicina
Tripton 10g
Ekstrakt kvasca 5¢g
NaCl 10g
Agar I5¢g
Dejonizovana voda do 1L

Nakon rastvaranja supstanci pH vrednost podloge je podesena na 7,4 koriS¢enjem 1M rastvora NaOH.

7.3.2. Priprema rastvora antibiotika

Mikroorganizmi, kao i sami plazmidi koji se koriste za transformaciju, poseduju odredene
selektivne markere, a to su naj¢eS¢e geni za rezistenciju na antibiotike. Samim tim, dodavanje
odgovarajucih antibiotika u podloge omogucava selektivni rast zeljenih mikroorganizama.

Rastvor ampicilina:

Komponenta Koli¢ina

Ampicilin - natrijumova so 100 mg

Dejonizovana voda I mL
Rastvor kanamicina:

Komponenta Koli¢ina

Kanamicin 25 mg

Dejonizovana voda I mL
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Rastvor hloramfenikola:

Komponenta Kolicina

Hloramfenikol 25 mg

96 % etanol 1 mL
Rastvor Zeocina:

Komponenta Kolicina

Zeocin 100 mg

Dejonizovana voda I mL

Radni rastvori antibiotika su pripremljeni direktnim dodavanjem antibiotika u prohladene
medijume, tako da finalna koncentracija u medijumu bude 1000 puta razblazena u odnosu na Stok (25
ng/L ili 100 pg/L).

7.3.3. Medijumi za rast kvasaca

7.3.3.1. YPD tecni medijum

Komponenta Koli¢ina
Pepton 20g
Ekstrakt kvasca 10g
Dejonizovana voda do 900 mL

Nakon sterilizacije, u prohladen medijum je dodato 100 mL prethodno sterilisanog rastvora 20%
glukoze, kao i1 hloramfenikol u finalnoj koncentraciji 12,5 pg/L.

7.3.3.2. YPDS ¢vrsti medijum

Komponenta Koli¢ina
Pepton 20g
Ekstrakt kvasca 10g
Sorbitol 1822 ¢
Agar 20g
Dejonizovana voda do 900 mL

Nakon sterilizacije, u prohladen medijum je dodato 100 mL prethodno sterilisanog rastvora 20%
glukoze, tako da finalni medijum sadrzi 2% glukozu, kao i zeocin u finalnoj koncentraciji 100 pg/L.
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7.3.3.3. BMGY medijum za fermentaciju

Komponenta Kolicina
Pepton 20g
Ekstrakt kvasca 10g
Dejonizovana voda do 697 mL

Nakon sterilizacije u prohladen medijum su dodati prethodno sterilisani slede¢i rastvori:

Komponenta Koli¢ina
IM KH2PO4, pH 6.0 100 mL
13,4 % YNB (10x) 100 mL
0,02 % Biotin (500x) 2 mL

10 % Glicerol (10x) 100 mL
Zeocin 1 mL

7.3.3.4. BMMY medijum za ekspresiju

Komponenta Kolicina
Pepton 20g
Ekstrakt kvasca 10g
Dejonizovana voda do 787 mL

Nakon sterilizacije u prohladen medijum su dodati prethodno sterilisani rastvori:

Komponenta Koli¢ina
IM KH2PO4, pH 6,0 100 mL
13,4 % YNB (10x) 100 mL
0,02 % Biotin (500x) 2 mL

50 % Metanol (10x) 10 mL
Zeocin* 1 mL

* Zeocin se dodaje u medijum kom je pH podesena na 7,4

7.3.4. Kompetentne Celije

7.3.4.1. Hemijski kompetentne Escherichia coli DH5a éelije

Potrebni rastvori:

Rastvor 100 mM CaCl,

Komponenta Koli¢ina
CaCl, 11,1g
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Dejonizovana voda do 1L

Rastvor 100 mM CaCl; u 10% glicerolu

Komponenta Kolicina
CaClz 11,1g
100% glicerol 100 mL
Dejonizovana voda do 1L

Iz glicerolskog Stoka su c¢elije DHS5a soja zasejane na ¢vrstu LA podlogu bez antibiotika
metodom iscrpljenja i ostavljene su da rastu na 37 °C tokom no¢i. Nakon §to su ¢elije porasle, jedna
pojedinacna kolonija je inokulisana u 5 mL te¢nog LB medijuma i gajena je tokom no¢i na 37 °C uz
mesSanje pri brzini od 250 rpm. Prekono¢na kultura je zasejana u 100 mL LB medijuma u odnosu
200:1 1 ostavljena je na 37 °C uz meSanje na 250 rpm. Kada je ¢elijska kultura dostigla opticka
gustina na 600 nm (ODeoo) u vrednost izmedu 0,3 i 0,5, ¢elije su ostavljene na ledu 10 minuta kako
bi se stopirao njihov rast. Nakon toga, ¢elije su centrifugirane 10 minuta na 1600 X g na 4 °C, a
dobijeni talog je resuspendovan u 10 mL hladnog rastvora 100 mM CacCl; i inkubirane pola sata na
ledu. Celije su zatim centrifugirane 10 minuta na 4 °C pri brzini od 1100 x g, supernatant je odbacen,
a talog celija je resuspendovan u 2 mL ledeno hladnog rastvora 100 mM CaClz u 10% glicerolu.
Dobijene hemijski kompetentne ¢elije su razlivene u alikvotima po 50 pL u sterilne ependorfe i
skladiStene na -80 °C.

7.3.4.2. Priprema kompetentnih Pichia pastoris KM71H Celija

Potrebni rastvori:

1M Sorbitol
Komponenta Koli¢ina
Sorbitol 182,2 ¢
Dejonizovana voda do 1L
Rastvor DTT/LiAc
Komponenta Koli¢ina
100 mM Litijum-acetat 6,6 g
10 mM DTT* 0,154 ¢
10 mM TRIS 1,21¢g
Dejonizovana voda do 1L

*DTT se dodaje nakon sterilizacije
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1z glicerolskog Stoka su ¢elije Pichia pastoris KM71H soja zasejane na YPD ¢vrsti medijum
metodom iscrpljenja i ostavljene da rastu na 30 °C. Nakon S§to su ¢elije porasle, jedna kolonija je
zasejana u 3 mL YPD te¢nog medijuma u koji je dodato 12,5 pg/mL hloramfenikola i gajene su na
30 °C u termostatu uz mesanje pri brzini od 200 rpm. Nakon 14 h, 100 pL kulture je presejano u 50
mL svezeg YPD te¢nog medijuma i gajeno uz mesanje na 30 °C, dok c¢elijska kultura nije dostigla
ODeoo izmedu 1 1 1,5. Nakon toga su ¢elije centrifugirane 10 minuta na 3000 rpm. Dobijeni talog je
resuspendovan u 10 mL rastvora DTT/LiAc i inkubiran 30 minuta na sobnoj temperaturi uz blago
mesanje. Celije su zatim centrifugirane 5 minuta na 3000 rpm i talog je resuspendovan u 1 mL
hladnog rastvora 1M sorbitola i prebacene u ependorf od 1,5 mL. Ponovo su centrifugirane, a zatim
je talog 3 puta ispran hladim rastvorom 1M sorbitola. Finalno, ¢elije su resuspendovane u 0,5 mL
hladnog 1M sorbitola sa 60 pL sterilnog 100% glicerola i razlivene su po 100 pL u sterilne ependorfe,
koji su zatim skladisteni na -80 °C. Prilikom pripreme kompetentnih ¢elija, sve je radeno u sterilnim
uslovima.

7.3.5. UmnoZavanje plazmida u DHSa ¢elijama

Transformacija hemijski kompetentnih E. coli DH5a c¢elija je uradena sa komercijalno
poruCenim plazmidima pPICZ-a A koji u sebi nose gen za Zeljene proteine. Dodato je po 1 pL
plazmidne DNK u 50 pL kompetentnih DHS5a ¢elija i transformaciona smesa je inkubirana na ledu
30 minuta. Celije su zatim izloZene 1 minut toplotnom $oku na 42 °C i nakon toga vraéene na led 10
minuta. Po 1 mL prethodno temperiranog LB te¢nog medijuma na 37 °C je dodato u transformisane
¢elije koje su onda ostavljene 1 sat na 37 °C uz meSanje pri brzini od 250 rpm kako bi zapocela
ekspresija gena odgovornih za rezistenciju na antibiotike. Posle inkubacije, 100 pL ¢elijske
suspenzije je zasejano na LA ploce sa ampicilinom koje su ostavljene u inkubator na 37 °C preko
noc¢i. Pojedinacne kolonije koje su porasle na selektivnom medijumu se inokulisane u po 5 mL LB
medijuma sa ampicilinom i gajene su preko no¢i na 37 °C uz meSanje na 250 rpm.

Prekono¢ne celijske kulture su koriS¢ene za izolovanje plazmida koriS¢enje komercijalnog
Plasmid Miniprep kompleta (Thermo Fisher Scientific, SAD) pracenjem uputstva proizvodaca.
Nakon centrifugiranja, ¢elijski talog je resuspendovan u 250 pL pufera za resuspendovanje i talog je
homogenizovan na vorteksu. Celije su zatim lizirane dodatkom 250 pL rastvora za liziranje, a zatim
je usledila neutralizacija dodatkom 350 pL pufera za neutralizaciju. Celijska suspenzija je zatim
centrifugirana 15 minuta na 13400 rpm kako bi se plazmidna DNK odvojila od proteina i genomske
DNK. Plazmidna DNK je dodatno preciS¢ena na silikatnoj koloni sa koje je eluirana dodatkom ultra
¢iste miliQ vode. Izolovani plazmidi su provereni agaroznom elektroforezom nakon restrikcije i duple
digestije sa EcoRI i EcoRI + Sall restrikcionim enzimima, a sastav reakcionih smesa je prikazan u
Tabeli 11.

Tabela 11: Sastav smeSe za restrikciju i duplu digestiju

Komponenta Restrikcija Dupla digestija
MiliQ voda 3uL 2 uL
10x pufer O 1 uL 1 uL
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Plazmidna DNK S5uL SuL
EcoRI 1 uL I pL
Sall / 1 uL

7.3.6. Transformacija kompetentnih KM71H ¢elija

Kako bi kompetentne KM71H ¢elije bile transformisane, plazmidna DNK je linearizovana
Pmel restrikcionim enzimom. SmeSa za linearizaciju je prikazana u Tabeli 12, a linearizacija je
izvodena u trajanju od 16h na 37 °C, a sama reakcija je zatim prekinuta inkubiranjem na 65 °C 20
minuta.

Tabela 12: Sastav smeSe za linearizaciju plazmida

Komponenta Koli¢ina
MiliQ voda 7 uL
10x pufer B 2 uL
Plazmidna DNK 10 uL
Pmel (5 U/uL) I pL

Po zavrSetku ove reakcije, 10 pL je koriS¢eno za transformaciju kompetentnih KM71H ¢elija.
U alikvot prethodno pripremljenih ¢elija je dodat linearizovan plazmid a transformaciona smesa je
zatim prebacena u prethodno ohladene kivete za elektroporaciju (BioRad, SAD) i inkubirana 5 minuta
na ledu. Kiveta je zatim prebacena u elektroporator gde su Celije izlozene elektro-Soku na 2500 V.
Odmah nakon elektroporacije, ¢elijama je dodat 1 mL ledeno hladnog rastvora 1M sorbitola i
inkubirane su 1 sat na 30 °C bez meSanja. Nakon toga, ¢elijama je dodato po 0,5 mL YPD te¢nog
medijuma i inkubirane su 3 sata na 30 °C uz meSanje na 250 rpm. Nakon zavrSene transformacije,
¢elije su centrifugirane 5 minuta na 3000 rpm, talog je resuspendovan u 200 pL svezeg YPD
medijuma i zasejane na YPDS ¢vrsti medijum sa 100 pL/mL zeocina. Plo¢e su inkubirane na 30 °C
dok ¢elije nisu porasle (3-5 dana).

7.3.7. Ekspresija rekombinantnih proteina u KM71H ¢elijama

Pojedinacne kolonije koje su porasle na YPDS plo¢ama nakon transformacije KM71H ¢elija su
inokulisane u po 2 mL BMGY medijuma u koji je prethodno dodato 12,5 pg/mL hloramfenikola i
100 pg/mL zeocina i inkubirane na 30 °C uz mesanje na 250 rpm tokom noéi. Celije su potom
prebacene u 300 mL svezeg BMGY medijuma i gajene na 30 °C uz mesSanje na 250 rpm, dok opticka
gustina nije dostigla vrednost izmedu 5 — 6. Celije su zatim centrifugirane 10 minuta na 2500 x g, a
dobijeni ¢elijski talog je resuspendovan u 30 mL BMMY medijuma i inkubiran na 30 °C uz meSanje
na 250 rpm u narednih 5 dana. Ekspresija proteina je indukovana na svakih 24 sata dodatkom 50%
metanola, tako da finalna koncentracija bude 0,5%.
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7.4. Elektroforetske metode

7.4.1. Agarozna elektroforeza

Za analizu izolovanih plazmida koriS¢ena je agarozna elektroforeza koja je izvodena na PeqLab
PerfectBlue Mini L sistemu u 1% agaroznom gelu i 1x TAE puferu. Elektroforeza je izvodena u 1x
TAE puferu, koji je pripreman neposredno pre pustanja elektroforeze razblazivanjem koncentrovanog
TAE pufera 50 puta, ¢iji sastav je prikazan u Tabeli 13. Radni rastvor pufera je pripreman neposredno
pre upotrebe, a sam 1% agarozni gel se sprema rastvaranjem 1 g agaroze niske elektroendoosmoze
(Cleaver Scientific, Velika Britanija) u 100 mL TAE pufera uz zagrevanje kom je nakon hladenja na
55 °C dodata PEQ Green boja (VWR Peqlab, Nemacka) za vizuelizaciju DNK. U kadicu za
elektroforezu, gde su postavljeni bunari¢i se izliva gel i ostavlja da polimerizuje. Uzorci su pre
nanosSenja meSani sa bojom za DNK elektroforezu (6 x Orange Loading Dye, Thermo Fisher
Scientific, SAD), tako Sto je koriS¢eno 10 puL uzorka i 2 pL boje. Nakon polimerizacije, gel se
postavlja u kadicu i1 naliva se 1x TAE pufer, a zatim se nanose uzorci i DNK molekulski markeri (1
kb DNK markeri, Fermentas, Vilnus, Litvanija)). Elektroforeza je izvodena pod naponom od 80 V i
potom su DNK trake vizuelizovane pod UV lampom.

Tabela 13: Sastav 50x TAE pufera

Komponenta Kolicina
TRIS 2422 ¢
Sirc¢etna kiselina 57,74 mL
EDTA 14,61 g
Dejonizovana voda do 1L

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

Provera ekspresije 1 nivoa preciS€enosti proteina je radena pomocu denaturiSuce
poliakrilamidne gel elektroforeze koja je izvodena na Hoefer SE 600 Hroma ili BioRad vertikalnom
sistemu. Za koncentrovanje uzoraka je pripreman 4% gel, a za razdvajanje 12% gel. Nacin pripreme
je prikazan u Tabeli 14.

Tabela 14: Sastav gelova za SDS-PAGE

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

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 0,94 mL -

1,5 M Tris-HCI, pH 8,8 - 2,5mL

10% SDS 0,038 mL 0,1 mL

Dejonizovana voda 2,25 mL 3,33 mL
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10 % APS 0,028 mL 0,075 mL
TEMED 0,002 mL 0,004 mL

Nakon sklapanja sistema za elektroforezu, pipetiranjem su pomesane odgovarajuce zapremine
rastvora za gel za razdvajanje i rastvor je naliven izmedu staklenih ploca koje su razdvojene
distancerima debljine 1 mm. Ovaj gel se potom nadslojava zasi¢enim n-butanolom i ostavlja da
polimerizuje. Nakon polimerizacije, n-butanol se potpuno ispira dejonizovanom vodom, a zatim se
naliva gel za koncentrovanje u koji se uranjaju ¢esljevi koji formiraju bunare za nanoSenje uzoraka.
Nakon polimerizacije, finalni gel se ispira dejonizovanom vodom, ubacuje u sistem i naliva puferom
za elektroforezu (1 x PZE), ¢iji sastav je prikazan u Tabeli 15. Radni rastvor PZE pufera se priprema
neposrednim razblaZzivanjem 10 puta pre koris¢enja.

Tabela 15: Sastav 10 x PZE pufera

Komponenta Koli¢ina
0,025 M TRIS-HCI, pH 8,3 30g
0,192 M Glicin 144 g
0,1 % SDS 10g
Dejonizovana voda do 1L

Uzorci za nanoSenje na gel se pripremaju meSanjem sa 5 puta koncentrovanim redukujuéim
puferom za uzorke (PUZ), tako §to se mesa 10 puL uzorka sa 40 uL. PUZ, a zatim se inkubiraju 5
minuta na 95 °C. Sastav PUZ je prikazan u Tabeli 16.

Tabela 16: Sastav 5 x PUZ

Komponenta Koli¢ina
0,5 M Tris, pH 6,8 1,2 mL
100% Glicerol 5mL
10% SDS 2 mL
B-merkaptoetanol 0,5 mL
1% bromfenol-plavo (BPB) 1 mL
Dejonizovana voda do 10 mL

Nakon nanoSenja uzoraka na gel, elektroforeza se pusta pri naponu od 100 V dok se uzorci ne
koncentruju 1 udu u gel za razdvajanje, a zatim se napon pojacava na 150-200 V. Po zavrSetku
elektroforeze, gel se boji rastvorom CBB G-250 boje (Coomassie Brilliant Blue G-250, Sigma-
Aldrich, SAD), a zatim se obezbojava rastvorom 7% siréetne kiseline do pojave proteinskih traka.
Nacin pripreme CBB G-250 boje je prikazan u Tabeli 17.
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Tabela 17: Sastav boje za SDS-PAGE

Komponenta Kolicina
CBB G-250 0,5¢g
Metanol 250 mL
Siréetna kiselina 50 mL
Dejonizovana voda do 500 mL

7.5. Metode preciS¢avanja proteina

7.5.1. Precis¢avanje rekombinantnih Der p 2 i H1sD2 proteina

7.5.1.1. IMAC

Nakon vancelijske ekspresije Der p 2 i HIsD2 proteina u ¢elijama Pichia pastoris, ekspresioni
medijumi su centrifugirani 10 minuta na 3000 x g, a dobijeni supernatant je koriS¢en za preciS¢avanje
proteina nakon $to je dijalizovan naspram 20 mM TRIS pufera, 150 mM NaCl, pH 8,0 preko no¢i. S
obzirom da su svi proteini na svom C-terminusu His-tagovani, za njihovo prec¢iS¢avanje je koriS¢ena
metal afinitetna hromatografija (IMAC). PreciS¢avanje je radeno na IMAC HiTrap koloni (1 mL, GE
Healthcare, Upsala, Svedska) kori§¢enjem Akta Purifier sistema. Kolona je ekvilibrisana puferom za
ekvilibraciju (Tabela 18), a zatim je nanet uzorak nakon dijalize. Eluiranje sa kolone je uradeno
linearnim gradijentom koncentracije imidazola (0 — 100%) u 15 zapremina kolone, $to je postignuto
postepenim meSanjem ekvilibracionog i elucionog pufera sa imidazolom (Tabela 18). Ekvilibracija i
eluiranje proteina je uradeno pri protoku od 1 mL/min, pri maksimalnom pritisku na koloni 0,3 MPa.
Sakupljane su frakcije od po 1 mL koje su prac¢enje snimanjem apsorbance na 280 nm (A2g0), a zatim
proverene SDS-PAG elektroforezom.

Tabela 18: Sastav pufera koriS¢enih za preciS¢avanje na IMAC koloni

Komponenta Ekvilibracioni pufer Elucioni pufer
20 mM TRIS-HCI, pH 8,0 24¢ 24¢

150 mM NacCl 8,7¢g 8,7¢g

300 mM imidazol - 204 g
Dejonizovana voda do 1L 1L

7.5.1.2. Jonoizmenjivacka hromatografija (IEX)

Radi dobijanja cistijih H1sD2 proteina, koji nakon razdvajanja na IMAC koloni nisu bili
potpuno precis¢eni, dodatno su preciS¢eni jonoizmenjivackom hromatografijom (IEX). Ova
hromatografija je takode radena koriS¢enjem Akta Purifier sistema na ANX HiTrap koloni (1 mL,
GE Healthcare, Upsala, Svedska). Frakcije nakon pregi§¢avanja na IMAC koloni su spojene i
dijalizovane naspram 20 mM TRIS-a, pH 7,8 preko no¢i. ANX kolona je ekvilibrisana puferom za
ekvilibraciju (Tabela 19), a zatim je nanet uzorak nakon dijalize. Eluiranje vezanih proteina sa kolone
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je radeno linearnim gradijentom koncentracije NaCl (0-100%) u 20 zapremina kolone, $to je
postignuto postepenim meSanjem ekvilibracionog i elucionog pufera sa NaCl (Tabela 19).
Ekvilibracija kolone i eluiranje proteina je uradeno pri protoku od 1 mL/min, pri maksimalnom
pritisku na koloni 0,3 MPa. Sakupljane su frakcije od po 1 mL koje su prac¢enje snimanjem apsorbance
na 280 nm (Axg0), a zatim proverene SDS-PAG elektroforezom.

Tabela 19: Sastav pufera koriS¢enih za preci§¢avanje na ANX koloni

Komponenta Ekvilibracioni pufer Elucioni pufer
20 mM TRIS-HCI, pH 8.0 24¢g 24¢g

500 mM NaCl - 292 ¢
Dejonizovana voda do 1L 1L

7.6. Metode odredivanja koncentracije proteina

7.6.1. Primena Lambert-Beer-ovog zakona

Za kvantifikaciju koncentracije preciS¢enog proteina koriS¢eno je merenje apsorbance pri
talasnoj duzini od 280 nm (A2g0), koje je izvedeno na UV/VIS spektrofotometru (Lab Logistics Group
GmbH, Mekenhajm, Nemacka). Pre svakog merenja, od apsorbance svakog uzorka oduzeta je
vrednost slepe probe (pufer u kojem se uzorak nalazi), kako bi se eliminisao doprinos
rastvaraca. Nakon merenja apsorbance na 280 nm koncentracija proteina odredena je primenom
Lambert-Beerovog zakona:

Aygo=EXxXIlxc¢

Gde € prestavlja molarni ekstinkcioni koeficijent (L-mol™-cm™) specifi¢an za svaki protein, I duzinu
puta svetlosti (1 cm za koriS¢enu kivetu) i ¢ koncentraciju izrazenu u mol/L (M).

Za svaki protein posebno je koriS¢en odgovarajuci ekstinkcioni koeficijent, dobijen na osnovu
poznate aminokiselinske sekvence i1 broja aromaticnih ostataka. Nakon dobijanja molarne
koncentracije (c), ista je izrazena u jedinicama mg/mL (masena koncentracija, y) mnoZenjem sa
molekulskom masom odgovarajuéeg proteina:

v [mg/mL] = ¢ [mol/L] X Mw [g/mol]

7.7. Odredivanje koncentracije endotoksina

lako ekspresioni sistem Pichia pastoris uobiCajeno proizvodi rekombinantne proteine bez
prisustva endotoksina, ipak su svi proteini testirani na kontaminaciju endotoksinima pre njihovog
koriS¢enja u imunoesejima, kako bi se obezbedili bezbednost i1 kvalitet. Za odredivanje koncentracije
koriséen je komercijalni hromogeni kit (Thermo Fisher Scientific, SAD). Odredivanje je radeno po
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uputstvu proizvodaca. Mikrotitar ploca je preekvilibrisana inkubiranjem 10 minuta na 37 °C, a zatim
je u bunare pipetirano po 50 puL standardnih rastvora i uzoraka. Standardni rastvori su pripremljeni u
cetiri koncentracije: 1, 0,5, 0,25 1 0,1 EU/mL. U bunare je zatim dodato po 50 pL LAL reagensa i
zapoceto je merenje vremena. Nakon 10 minuta, u bunare je dodato po 100 L hromogenog supstrata
koji je prethodno temperiran na 37 °C i plocica je inkubirana 6 minuta na 37 °C. Finalno, reakcija je
zaustavljena dodatkom 100 pL stop reagensom (25% siréetna kiselina), a zatim su ocitane apsorbance
na 405 nm (Auos). Koriste¢i apsorbance standardnih uzoraka konstruisana je standardna prava na
osnovu koje su zatim odredene koncentracije endotoksina u uzorcima.

7.8. Analiza proteina masenom spektrometrijom

7.8.1. Deglikozilacija glikoproteina

Kako bi se sa glikoproteina udaljili vezani N-glikani, a pri tome se oc¢uvala njihova nativna
struktura, svi proteini su tretirani enzimom PNGase F (New England Biolabs, SAD). Tretman je raden
po nativnom protokolu koji je obezbedio proizvodac. Svi uzorci proteina koris¢enih u reakciji su imali
istu koncentraciju (0,5 mg/mL) i koriSteni su za pripremu reakcione smese koja je navedena u Tabeli
20.

Tabela 20: Reakciona smesa za deglikozilaciju proteina

Komponenta Koli¢ina
Protein 16 uL
GB (10x) 2 ul
PNGaza F 2 uL

*eng. GlycoBuffer2

Sam enzim je dodat u reakciju kao poslednji, smesa je lagano promeSana i reakcija je inkubirana
na 37 °C preko no¢i. Nakon inkubacije, uzorci su pomesani sa odgovaraju¢im SDS-PAGE puferom
za nanoSenje uzoraka i zagrevani na 85°C u trajanju od 2 minuta. Uzorci su analizirani
elektroforetski koriS¢enjem komercijalnih NuPAGE™ Bis-Tris Bolt™ 4-12% gelova (Thermo
Fisher Scientific, SAD), pri ¢emu je na gel naneto po 2 pg netretiranog i deglikozilovanog uzorka.
Vizualizacija proteinskih traka izvrSena je pomocu InstantBlue® Coomassie boje za proteine
(Abcam, Velika Britanija).

7.8.2. Priprema uzorana za analizu masenom spektrometrijom

7.8.2.1. Digestija uzoraka u gelu

Za analizu aminokiselinskih sekvenci, uzorci su digestovani u gelu pracenjem protokola
Shevcenko et. Al [200]. Proteinske trake netretiranih 1 deglikozilovanih proteina su paZljivo isecene
iz poliakrilamidnog gela i1 digestovane tripsinom, a dobijeni peptidi su analizirani masenom
spektrometrijom.
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Potrebni rastvori:

Tabela 21: Rastvor za obezbojavanje (50% acetonitril i 50 mM amonijum bikarbonat)

Komponenta Kolicina
Acetonitril 10 mL
100 mM amonijum bikarbonat 10 mL

Tabela 22: Rastvor za redukciju (10 mM DTT u 100 mM amonijum bikarbonatu)

Komponenta Koli¢ina
IM DTT (Merck, SAD) 10 uL
100 mM amonijum bikarbonat do I mL

Tabela 23: Rastvor za alkilovanje (55 mM jodacetamid u 100 mM amonijum bikarbonatu)

Komponenta Koli¢ina
Jodacetamid (Merck, SAD) 10,17 mg
100 mM amonijum bikarbonat do I mL

*rastvor se priprema svez i cuva se u mraku

Detaljan postupak:
1. Proteinske trake su iseCene iz gela Cistim skalpelom.
2. Trake sa proteinima su dodatno iseene na kockice (~ 1 x I mm ) i stavljene u tube od 1,5 mL.
3. Dodato je 100 pL rastvora za obezbojavanje i1 inkubirane su 30 minuta.
4. Tube su spinovane i udaljena je tecnost.
5. Ispiranje (500 pL acetonitrila, 10 minuta).
6. Tube su spinovane i udaljena je tecnost.
7. Dodato je 50 pL rastvora za redukciju kako bi se delovi gela potpuno prekrili.
8. Inkubirano je 30 minuta na 56 °C.
9. Tube su prohladene na sobnoj temperaturi.

[
=]

. Ispiranje (500 pL acetonitrila, 10 minuta), a zatim je udaljena tec¢nost.

. Dodato je 50 uL rastvora za alkilovanje i inkubirano 20 minuta na sobnoj temperaturi u mraku.
. Ispiranje (500 pL acetonitrila, 10 minuta), a zatim je udaljena tec¢nost.

. Dodat je rastvor tripsina tako da se gel pokrije u 3x ve¢oj zapremini.

. Inkubiranje 30 minuta na 4 °C.

. Udaljen je supernatant.

. U nabubrene deli¢e gela koji su upili rastvor tripsina je dodat 10 mM amonijum bikarbonat.

. Inkubiranje 16 sati na sobnoj temperaturi.

. Supernatant je prebacen u Ciste tube sa smanjenim vezivanjem (eng. low binding tubes).

I T e T S S G S G RS
OO DN K~ W —
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7.8.2.2. Digestija uzoraka u rastvoru

Kao i digestija u gelu, Na slican nacin je odradena digestija proteina u rastvoru. Svi uzorci su
bili u koncentraciji od 1 pug/uL. Redukovani su dodatkom 10 mM DTT-a (30 minuta na 57 °C), a
nakon toga alkilovani dodatnom sveZze pripremljenog 20 mM jodacetamida (30 minuta, u mraku na
sobnoj temperaturi). Uzorci su digestovani ili samo tripsinom (1:50=w:w; preko no¢i na 37 °C) ili
kombinacijom tripsina i endoproteinaze Glu-C (1:20=w:w; 4h na 37 °C). Digestija je stopirana
dodatkom 2% mravlje kiseline.

7.8.2.3. Preci§céavanje peptida nakon digestije

Pre LC-MS/MS analize, peptidi nakon digestije su preciS¢eni pomocu nastavaka koji su punjeni
Poros R3 meterijalom (C18; Thermo Fisher, SAD). Matriks je ispran i aktiviran 100% acetonitrilom,
a zatim ekvilibrisan 0,1% mravljom kiselinom. U uzorke je dodata 0,1% mravlja kiselina i naneti.
Sakupljen je supernatant u tubu, a zatim je radeno ispiranje sa 50 uL 0,1 % mravlje kiseline (nevezane
frakcije), a potom eluiranje sa 20 pL rastvora 80% acetonitril / 0,1% mravlja kiselina. Nakon
preciS¢avanja, uzorci su osuseni i rehidratisani u 0,1% mravljoj kiselini tako da koncentracija bude 1
pmol/pL radi dalje analize.

7.8.2.4. Obogadivanje glikopeptida (HILIC)

Pre LC-MS analize, radena je Cotton HILIC (eng. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography) metoda obogacdivanja glikopeptida, koja se zasniva na koriS¢enju vlaknastog
materijala, pamuka, kao nosaca i hidrofilne smole (PHA, polihidroksietil A) koja funkcioniSe na
HILIC principu.

Postupak:
1. U nastavak se ubaci mala koli¢ina medicinskog pamuka.
Dodaje se PHA matriks (~3 mm).
Matriks se aktivira dodatkom 100% acetonitrila.
Ispiranje matriksa sa 5% mravljom kiselinom (50 pL).
Ekvilibracija rastvorom 80% acetonitril/2% mravlja kiselina (2 x 50 pL).
Nanosenje i vezivanje uzoraka.
Eluiranje nevezanih frakcija rastvorom 80% acetonitril/2% mravlja kiselina (50 pL).
Eluiranje vezanih frakcija 5% mravljom kiselinom (2 x 50 pL).

e A

7.8.3. Analiza peptida i obogacenih glikopeptida

Nakon digestije i preciS¢avanja uzoraka, radena je optimizacija eksperimentalnih uslova.
Nakon §to je metoda optimizovana, MS analiza glikopeptida je odradena na Orbitrap Exploris 480
(Thermo Fisher Scientific, SAD), a svi uzorci su snimljeni u triplikatu. Za snima nje je koriS¢eno 2
pmol po uzorku. Analiticka kolona (duzina: 23 cm, precnik: 75um) je upakovana Reprosil-Pur 120
C18-AQ 3um materijalom za pakovanje kolona (Dr. Maisch GmbH, Nemacka). Spojena je sa Easy-
nLC sistemom koji je povezan za to Orbitrap Exploris instrument (Thermo Fisher Scientific, SAD).

Rastvori koriS¢eni su prikazani u Tabeli 24, a parametri koji su koriS¢eni pri samoj analizi su navedeni
u Tabeli 25.
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Za uzorke obogacene glikopeptidima preciS¢avanje je radeno tokom 30-minutrnog gradijenta
(Slika 50) pri protoku od 250 ng/min. Izabrano je 10 prekursora najviSeg intenziteta sa
naelektrisanjem od +2 do +9. Fragmentacija je radena HCD metodom (eng. Higher-energy
Collisional Dissociation) uz kolizionu energiju od 35%. MS2 spektri su snimani pri Orbitrap
rezoluciji od 60000.

Sto se ti¢e neobogacenih uzoraka digestovanih u gelu, sam gradijent je bio malo kraéi, 23
minuta i odabrani su prekursori sa naelektrisanjem od +2 do +6 sa najviSim intenzitetom signala.
Fragmentisani su HCD metodom pri kolizionoj energiji od 30%. MS2 spektri ovih uzoraka zabeleZeni
su sa Orbitrap nominalnom rezolucijom od 45000.
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Slika 50: Gradijent koriS¢en za analizu

Tabela 24: Rastvori kori$¢eni za analizu peptida

Rastvor A Rastvor B

95% acetonitril
. o
0,1 % mravlja kiselina 0,1 % mravlja kiselina

Tabela 25: Parametri analize na Orbitrap Exploris 480 instrumentu

Parametar Vrednost
Napon izvora 2,1 kV
Temperatura transferne cevi 275 °C
Rezolucija za MS1 120000
Rezolucija za MS2 60000/45000
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7.8.4. Analiza intaktnih proteina

7.8.4.1. Rasoljavanje uzoraka

Glikoproteini i odgovarajuci deglikozilovani uzorci su rasoljeni pomoc¢u Zeba™ Spin Desalting

kolone (Thermo Fisher Scientific, SAD). Ove kolone su jednokratne i nakon upotrebe se bacaju.

Postupak:

1. Sakolone se uklanja donji ¢ep 1 otpustiti poklopac bez uklanjanja.

2. Kolonu postaviti u tubu od 1,5 mL i centrifugirati 1500 x g tokom 1 minuta, kako bi se uklonio
rastvor koji se nalazi u koloni.

3. Osusiti donji deo kolone upijanjem viSka tecnosti papirom.

4. Matriks u koloni je sa jedne strane nagnut naviSe, obeleziti tu stranu i voditi racuna prilikom
centrifugiranja da kolona uvek bude postavljena tako da visi deo matriksa bude ka spolja, jer
se tako povecava efikasnost rasoljavanja.

5. Kolonu prebaciti u novu tubu, ukloniti poklopac 1 naneti uzorak direktno u centar matriksa
(30 - 130 pL).

6. Centrifugirati 1500 x g tokom 2 minuta kako bi se sakupio rasoljeni uzorak.

7. Rasoljene uzorke razblaziti u 0,1% mravljoj kiselini do koncentracije od 1 pmol/pL.

7.8.4.2. Snimanje intaktnih masa

Analiza intaktnih masa proteina sprovedena je koriS¢enjem te¢ne hromatografije visoke

rezolucije u nano formatu u kombinaciji sa visokorezolucionom masenom spektrometrijom. Kolona
unutrasnjeg prec¢nika od 75 um i duzine 23 cm je upakovana koriste¢i PLRP-S materijal za pakovanje
(1000 A, 5 um; Agilent, SAD) i povezana sa EasyLC nano-LC sistemom (Thermo Fisher Scientific,
SAD). Kao mobilne faze kori$¢eni su rastvori prikazani u Tabeli 26. Razdvajanje je radeno tokom
30-minutnog gradijenta, a sama analize je odradena koriSéenjem Orbitrap Fusion Eclipse instrumentu
(Thermo Fisher Scientific, SAD) u rezZimu za analizu intaktnih proteina sa parametrima prikazanim
u Tabeli 27.

Dobijeni spektri su obradeni u softveru FreeStyle (Thermo Fisher Scientific), gde je izvrSeno

uprosecavanje signala proteina, a prosecan spektar je zatim dekonvoluisan koris¢enjem softvera
UniDec. Za anotaciju identifikovanih glikoformi koriS¢en je R skript, zasnovan na poznatim
sastavima glikana (dobijenim MS analizom glikopeptida) i varijacijama u sekvenci proteina.

Tabela 26: Rastvori kori§éeni za analizu intaktnih masa proteina

Rastvor A Rastvor B
1% acetonitril 95% acetonitril
0,1 % mravlja kiselina 0,1 % mravlja kiselina

Tabela 27: Parametri analize na Orbitrap Fusion Eclipse instrumentu

Parametar Vrednost
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Napon za nanoelktrospre;j 2,3kV
Rezolucija 15000
Broj mikroskenova po spektru 5

7.8.5. Obrada i analiza podataka nakon MS analize

MS podaci su pretrazivani koris¢enjem baze podataka za Pichia pastoris (preuzeta sa
www.uniprot.org, dana 25.07.2022.godine), kojoj su pridodate sekvence HIsD2 proteina, kao i
cRAP baza podataka (baza najce$¢ih kontaminanata, The Global Proteome Machine Organization).
Za identifikaciju peptida koriS¢eni su MS Amanda i Sequest HT algoritmi implementirani u softveru
Proteome Discoverer v3.0 (PD, Thermo Fisher Scientific, SAD). Parametri pretrage u PD softveru
su ukljucivali: MS1 tolerancija: 10 ppm, MS2 tolerancija: 0,02 Da i dozvoljena stopa lazno pozitivnih
identifikacija (FDR): 1%.

Za obradu podataka obogacenih glikopeptida, sirovi podaci su prvo konvertovani u .mzML
format koris¢enjem MSConvert alata (ProteoWizard 3.0). Pretraga glikopeptida je izvrSena pomocu
GlycReSoft softvera. Pretraga glikanske mase ukljucivala je glikane sa 3 do 15 manoznih jedinica i
0-1 fosfatnih grupa. Tolerancija za glikopeptidnu pretragu bila je postavljena na 5 ppm na MS i
MS/MS nivou. Takode, radi potvrde anotacija, spektri glikopeptida su i ru¢no pregledani. Za
ekstrakciju povrsina signala glikopeptida u svrhu relativne kvantifikacije, koris¢en je softver Skyline
(verzija 23.1.0.455). Pored MS/MS potvrdenih glikopeptida, u analizu su ukljuceni i oni glikopeptidi
sa visokomanoznim glikanima koji su imali samo MS1 identifikaciju sa tacno§¢u manjom od 5 ppm
i vremenskim odstupanjem <0,5 minuta u odnosu na MS/MS potvrdene glikopeptide sa istom
peptidnom sekvencom. Za statisticku analizu i vizualizaciju podataka koriS¢en je R softver, verzija
4.2.2.

7.9. ImunoloSke metode

Kori$¢enje bioloskog materijala humanog porekla odobreno je od strane Eticke komisije
Univerzitetske decje klinike TirSova, Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu (Broj eticke
dozvole: 017-16/23, datum odobrenja: 09.06.2022. godine).

7.9.1. Dobijanje seruma pacijenata alergi¢énih na HDM

Serumi alergi¢nih pacijenata koji su koriS¢eni za imunolosku karakterizaciju rekombinantnih
proteina su dobijeni u saradnji sa prof. dr Marinom Atanaskovi¢-Markovi¢ sa Univerzitetske decje
klinike TirSova, Medicinski fakultet Univerzitet u Beogradu. Svi serumi su dobijeni iz pune krvi
pacijenata alergi¢nih na HDM nakon njihovog pristanka za uceS¢e u ovoj naucnoj studiji. Nakon
vadenja krvi u vakutaner koji ne sadrzi antikoagulanse, ona je ostavljena 30 minuta na 4 °C, a zatim
centrifugirana 20 minuta na 3000 rpm. Dobijeni serum koji se izdvojio kao supernatant, inkubiran je
10 minuta na 56 °C radi inaktivacije komplementa, a zatim je alikvotiran u manje zapremine i
skladiSten na — 20 °C.
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7.9.2. Provera IgE reaktivnosti u imunoblotu

7.9.2.1. Transfer proteina na membranu

Za proveru IgE reaktivnosti H1sD2 proteina koriS¢enjem seruma pacijenata, proteini su
transferovani na nitroceluloznu (NC) membranu polu-suvom metodom. Proteini su naneti u
preparativni bunar i nakon elektroforetskog razdvajanja, SDS-PAGE gel je koriS¢en za sklapanje
sendvica za transfer. Redosled pri sklapanju sendvica je slede¢i: Watman-ov papir, NC membrana,
gel, Watman-ov papir, a sendvi¢ je sklapan u Towbin-ovom puferu (Tabela 28). Sendvi¢ se zatim
prebacuje u bloter tako da NC membrana bude orjentisana ka anodi i rolerom se istisne vazduh iz
sendvia. Transfer je trajao 45 minuta pri konstantnoj struju jadine 2mA/cm? gela. Nakon transfera,
membrana je obojena Ponceau S bojom kako bi se proverila uspesnost transfera (Tabela 29).

Tabela 28: Sastav Towbin-ovog pufera

Komponenta Koli¢ina
TRIS 29¢g
Glicin 145¢g
SDS 0,185¢
Metanol 100 mL
Dejonizovana voda do 500 mL

Tabela 29: Sastav Ponceau S boje za bojenje NC membrane

Komponenta Koli¢ina
Ponceau S lg
Siréetna kiselina 7 mL
Dejonizovana voda do 100 mL

Nakon uspesnog transfera, membrana je isecena da trake Sirine ~2 mm koje su dalje koriS¢ene
za razvijanje u imunoblotu sa pojedinacnim serumima alergi¢nih pacijenata koji su razblaZeni
desetostruko pre kori$éenja.

7.9.2.2. Razvijanje imunoblota

Potrebni rastvori:

Tabela 30: 20 mM TBS (Tris-om puferisan fizioloski rastvora, pH 7,4)

Komponenta Koli¢ina
TRIS 3,63¢g
NaCl 9¢g
Dejonizovana voda do 1L
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Tabela 31: 20 mM tTBS (TBS sa 0,2% Tween 20, pH 7,4)

Komponenta Kolicina
0,2 % Tween 20 2mL
TBS do 1L

Tabela 32: Rastvor za blokiranje (1% BSA)

Komponenta Koli¢ina
BSA lg
tTBS 100 mL

Tabela 33: Pufer za alkalnu fosfatazu (100 mM Tris, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,, pH 9,5)

Komponenta Koli¢ina
TRIS 242 ¢
NaCl 1,17 ¢g
MgCl x 6H20 02 ¢
Dejonizovana voda do 200 mL

Tabela 34: Supstrati za ALP

Komponenta Koli¢ina

BCIP (50 mg/mL u vodi) 33 uL

NBT (50 mg/mL u 70 % DMF) 66 uL

Pufer za ALP 10 mL
Postupak:

Nakon secenja, membrane su blokirane u 1% rastvoru BSA tokom 1,5 sata na 37 °C, uz blago
mesanje pri 80 rpm. Blokirane membrane su zatim tri puta ispirane tTBS puferom (po 10 minuta) na
sobnoj temperaturi, uz meSanje. Nakon ispiranja, svaka membrana je inkubirana sa pojedinacnim
serumom pacijenata u trajanju od 1,5 sata na sobnoj temperaturi, takode uz blago meSanje. Po
zavrSetku inkubacije, membrane su ponovo ispirane prema prethodnom protokolu, a zatim inkubirane
sa monoklonskim anti-IgE antitelima konjugovanim sa alkalnom fosfatazom (klon GE1, Sigma-
Aldrich, SAD) tokom 1 sata na sobnoj temperaturi. Nakon zavr$ne inkubacije, membrane su tri puta
ispirane tTBS puferom, a zatim i puferom za alkalnu fosfatazu (po 10 minuta). Detekcija je izvrSena
dodatkom precipitirajuc¢eg supstrata za ALP na 37 °C, sve do pojave ljubicastog taloga, Cime je
potvrdeno prisustvo ciljanih antitela. Reakcija je zaustavljena ispiranjem membrana dejonizovanom
vodom.
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7.10. Animalni modeli

7.10.1. Laboratorijski miSevi

Rad sa laboratorijskim miSevima odobren je od strane Eti¢kog komiteta za dobrobit
eksperimentalnih Zivotinja pri Institutu za virusologiju, vakcine i serume ,,Torlak* i dozvola za rad je
dobijena od Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede (broj odobrenja:
323-07-12284/2021-05). Zenke miseva C57BL/6 i BALB/c sojeva, starosti 6-8 nedelja, nabavljene
su sa Vojnomedicinske akademije (VMA, Beograd, Srbija). Svi eksperimenti na zivotinjama
sprovedeni su u skladu sa zakonom Republike Srbije i u saglasnosti sa odredbama Evropske
konvencije ETS 123.

7.10.2. Imunizacija miSeva

Za eksperimente su koriS¢ene 4 razlicite grupe Zivotinja, svaka sacinjena od po 10 jedinki.
Grupe su formirane nasumi¢nim odabirom jedinki, tako da nije bilo razlike u starosti, kao ni u telesnoj
masi izmedu grupa. Svaka grupa je imunizovana na razli¢it nacin (Slika 37 1 Slika 45).

Prvog dana, sve grupe osim kontrolne su subkutano (s.c.) injektovane sa 10 pg Der p 2 alergena
u 100 pL suspenzije PBS:aluminijum-hidroksid (v:v=1:1). Za razvijanje protokola je koris¢en Der p
2 proizveden u E. coli, a za imunizaciju miSeva radi daljeg tretiranja H1sD2 glikoformama je koris¢en
Der p 2 proizveden u P. pastoris. Na dan 7, D2 s.c. grupa je ponovo imunizovana subkutanom
injekcijom. Dana 7, 8, 9, 10 1 11, miSevi iz grupa HDM ihn i D2 inh bili su izloZeni aerosolu HDM
ekstrakta (100 pg/mL) ili rekombinantnog Der p 2 alergena (10 pg/mL). Kontrolna grupa je
injektovana i inhalirana rastvorom PBS-a (Tabela 35). Inhaliranje je izvodeno u zatvorenoj komori u
trajanju od 3 minuta po izlaganju. Dana 29, D2 s.c. 1 D2 inh grupe su provocirane aerosolom Der p 2
alergena, dok je HDM inh grupa provocirana HDM ekstraktom. Nakon 24 sata, anestezirani misevi
su eutanizirani dislokacijom vratnog prsljena i uzeta je krv iz srca. Uradena je bronhoalveolarna
lavaza, a slezina i plu¢a su sakupljeni za dalje analize. Serumi su odvojeni po standardnom protokolu
i ¢uvani na 20 °C.

Tabela 35: PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1,8 mM KH,PO,, pH 7,4)

Komponenta Koli¢ina
NaCl 8g

KCl 0,2¢g
Na,HPOg4 1,44 g
KH2PO4 0,245 ¢
Dejonizovana voda do 1L

7.10.3. Detekcija specifiénih IgG i IgE antitela ELISA testom

Kori$¢ena su razliCita razblazenja za IgG i IgE, a razblazenja su pripremljena u PBS rastvoru
koji sadrzi 1% BSA. Za odredivanje specifi¢nih klasa antitela koriS¢ena su biotinilovana anti-misja
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IgG (IgG, IgGl 1 IgG2a, razblazenje 1:1000 u 1% BSA/PBS; Biolegend, SAD) i anti-misja IgE
antitela (razblazenje 1:250 u 1% BSA/PBS; Biolegend, SAD). Za detekciju je koriS¢en streptavidin-
alkalna fosfataza (razblazenje 1:1000 u 1% BSA/PBS; Sigma—Aldrich, SAD), a kao supstrat 4-
nitrofenil fosfat. Ocitavanje apsorbance je radeno na ELISA ¢itacu (Ascent 6384 [Suomi], MTX
Lab Systems Inc., Be¢, VA 22182, SAD).

Potrebni rastvori:

Tabela 36: tPBS (PBS sa 0,05% Tween, pH 7,4)

Komponenta Koli¢ina
Tween 20 0,5 mL
PBS do 1L

Tabela 37: Rastvor za blokiranje (1% BSA/PBS)

Komponenta Koli¢ina

BSA lg

PBS do 100 mL
Postupak:

1. Der p 2 (5 pg/mL u PBS-u) je nanet u zapremini od 50 pL na ELISA plocice; inkubacija je
radena preko no¢i na 4 °C.

2. Blokiranje sa 1% BSA u PBS-u, 1 sat na sobnoj temperaturi.

Dodato je po 50 uL razblaZenih seruma miSeva (IgG — serijska razblaZenja, IgE — 1:5),

inkubacija 1 sat.

Ispiranje plocice 3 puta sa tPBS-om i 1 put sa PBS-om.

Dodato biotinilovano anti-misje IgG ili IgE antitelo, inkubacija 1 sat.

Ispiranje plocice 3 puta sa tPBS-om i 1 put sa PBS-om.

Dodat streptavidin-alkalna fosfataza, inkubacija 30 minuta.

Ispiranje plocice 4 puta PBS-om.

Dodat 4-nitrofenil fosfat (pNPP), u puferu za alkalnu fosfatazu i inkubacija 30 minuta u

mraku.

10. Ocitavanje apsorbance na 405 nm.

(98]
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7.10.4. Analiza imunskih ¢elija iz plu¢a proto¢nom citometrijom

Nakon izolacije, plu¢a su mehanicki usitnjena na sterilnoj ¢elicnoj mrezici (70 pm) kroz koju
je na taj nacin prosla Celijska suspenzija. Dobijena suspenzija je zatim centrifugirana pri 400 x g
tokom 10 minuta na 4 °C, ¢ime je formiran Celijski talog. Kako bi se uklonili eritrociti, ¢elije su
resuspendovane u 1 mL rastvora za liziranje crvenih krvnih zrnaca (RBC pufer za liziranje, Tabela
38) i inkubirane 5 minuta na sobnoj temperaturi. Suspenzija je centrifugirana pri 400 x g tokom 10
minuta, a supernatant je odbacen. Celije su zatim resuspendovane u PBS-u sa 1% BSA i 0,1%
natrijum-azida (Tabela 39) i razblazene do finalne koncentracije od 1 x 10° ¢elija/mL. Kako bi se
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blokirali Fc receptori, u svaku suspenziju ¢elija je dodato po 10 pL netretiranog misjeg seruma i
inkubirani je 10 minuta na 4 °C. Za imunofenotipsku analizu, ¢elije su inkubirane sa monoklonskim
antitelima na CD3g, CD8 i CDI11b (Tabela 40, Immunotools, Nemacka). Nakon inkubacije sa
antitelima 20 minuta na 4 °C u mraku, ¢elije su dva puta isprane sa 4 mL rastvora 2% BSA/0,1%
natrijum-azida i centrifugirane 10 minuta pri 400 % g. Isprane ¢elije su resuspendovane u 0,5 mL
rastvora 0,4% formaldehida u PBS-u.

Fluorescentni signal je analiziran koriS¢enjem protocnog citometra FACSVerse (Becton
Dickinson, SAD). Dobijeni podaci su dalje obradeni koris¢enjem BD FACSuite™ softvera za analizu
protocne citometrije. Za svaki uzorak je analizirano 10000 dogadaja po uzorku, a odredivanje ¢elijske
populacije (gating) je radeno za ukupne leukocite ili limfocite. Prilikom analize je podeSena
kompenzacija signala X-%Y = FITC: 0,64% PE, 0,00% APC; PE: 25,96% FITC, 0,00% APC; APC:
nije bilo potrebe za kompenzacijom.

Tabela 38: RBC pufer (0,8% NH«Cl, 0,1 mM EDTA u vodi, KHCO;s, pH 7,4)

Komponenta Koli¢ina
NH4Cl 0,8¢g

0,1 M EDTA 10 uL
KHCO; 0,084 ¢
Dejonizovana voda do 100 mL

Tabela 39: Rastvor za FACS (2% BSA u PBS-u sa 0,1% natrijum-azidom, pH 7.4)

Komponenta Koli¢ina
BSA 20g
NaN3 lg

PBS do 1L

Tabela 40: KoriS¢enih antitela za analizu imunskih ¢elija pluéa

Antitelo Klon Poreklo i klasa
Anti-CD3¢ (FITC) 145-2C11 Hréak, IgG
Anti-CD11b (FITC) M1/70.15 Pacov, IgG2b
Anti-CDS (PE) YTS 169.4 Pacov, IgG2b
7.10.5. Bronhoalveolarna lavaza i analiza Celija

Bronhoalveolarna lavaza je sprovedena prema prethodno opisanoj metodi [191,201], uz
odredene modifikacije. Postupak je obuhvatao uvodenje igle u dusnik, koja je zatim fiksirana pean-
kljestima, nakon Cega je dva puta ubrizgano po 1 mL PBS rastvora sa 1% BSA, uz sakupljanje te¢nosti
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izmedu dva ispiranja. Celije iz prikupljene te¢nosti su isprane centrifugiranjem pri 400 x g tokom 10
minuta, a zatim resuspendovane u istom rastvoru.

Brojanje ¢elija je obavljeno pomoc¢u hemocitometra, nakon bojenja ¢elija Tiirk-ovim rastvorom
(Tabela 41). Za pravljenje razmaza, celije su fiksirane na mikroskopske plocice pomocu
citocentrifuge (Cytospin, Shandon Elliott, Cheshire, UK), pri 400 % g tokom 10 minuta. Za bojenje
¢elija koris¢ena je May-Griinwald Giemsa (MGG) metoda.

Postupak MGG metode:
1. Na osuSen razmaz ¢elija naneti May-Griinwald rastvor (Tabela 42, nerazblazen), 5 min.
2. Dodati jednaku koli¢inu fosfatnog pufera (Tabela 43) i inkubirati jo§ 5 min.
3. [Isprati plocicu puferom.
4. Naneti Giemsa rastvor (Tabela 44) razblazen 1:10 u fosfatnom puferu i inkubirati 20 min.
5. Isprati destilovanom vodom i ostaviti da se osusi na vazduhu.
6. Posmatrati pod mikroskopom.

Tabela 41: Tiirk-ov rastvor

Komponenta Koli¢ina
Kristal violet boja 10 mg
Siréetna kiselina (glacijalna) 3mL
Dejonizovana voda do 100 mL

Tabela 42: May-Griinwald-ov rastvora

Komponenta Koli¢ina
Eozin Y 0,25¢g
Metilen plavo 0,25¢
Metanol 100 mL

Tabela 43: Fosfatni pufer (10mM NaH,PO4i 10 mM Na;HPOQO,, pH 6,8)

Komponenta Koli¢ina
NaH>PO4 x H.O 1,36 g
Na,HPO4 1,42 g
Dejonizovana voda do 1L

Tabela 44: Giemsa boja

Komponenta Koli¢ina
Giemsa boja lg
Metanol 100 mL
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7.10.6. Priprema i stimulacija splenocita

Slezine su asepticno odstranjene iz imunizovanih miSeva i odmah stavljene u 5 mL sterilnog
kompletnog RPMI 1640 medijuma (Sigma-Aldrich, SAD) sa 10% FBS (kataloski broj: F2442,
Sigma-Aldrich). Nakon toga, izolovane slezine su presecene na polovine, a splenociti su oslobodeni
iz kapsule mehani¢kim drobljenjem. Celijska suspenzija je sakupljena nakon filtriranja i zatim je
centrifugirana pri 400 x g tokom 10 minuta kako bi se ¢elije odvojile. Eritrociti su udaljeni tretmanom
sa RBC puferom 10 min i ponovnim centrifugiranjem (400 x g, 10 minuta). Broj ¢elija i njihova
vitalnost je procenjena pomoéu Trypan blue bojenja i iznosila je preko 95%. Celije su zatim
resuspendovane u kompletnom RPMI medijumu sa 10% FBS i 50 uM B-merkaptoetanola do
koncentracije od 1 x 10° ¢elija/mL i stimulisane su sa 1 pg/mL Der p 2 ili 2,5 ug/mL HDM ekstrakta
(37 °C, 5% CO2, 24 h) u zapremini od 1 mL u ploci sa 24 bunara (Greiner Bio, Austrija). Kod tretmana
splenocita kori$¢eni su Der p 2 i H1sD2 proteini u jednakim molskim koncentracijama (300 nM) i
sam tretman je trajao 48 sati (37 °C, 5% CO2). Nakon zavrSenog tretmana, sakupljeni su supernatanti
od kojih su udaljene ¢elije centrifugiranjem i skladisteni su na -80 °C. Za odredivanje koncentracije
sekretovanih IL-4, IL-10 i IFN-y kori$¢eni su standardi i parovi antitela (BioLegend, SAD). Protokol
je opisan u sekciji 5.15.

7.11. Diferencijacija i tretman THP-1 makrofaga

7.11.1. Gajenje THP-1 monocita

THP-1 monociti su gajeni u suspenziji u bocama za gajenje Celijske kulture povrSine 75 cm?
(T-75), u RPMI-1640 hranljivoj podlozi obogacenoj sa 10% fetalnog govedeg seruma (FBS), 1%
penicilin/streptomicin meSavinom (Gibco, SAD) i 1% L-glutaminom (Gibco, SAD). Radi odrzavanja
optimalnih uslova za rast ¢elija medijum je menjan na svaka dva do tri dana. Celije su pasaZirane
kada je gustina dostigla 8 x 10° ¢elija/mL. Proces pasaZiranja obuhvatao je centrifugiranje suspenzije
pri brzini od 300 x g tokom 5 minuta, nakon ¢ega je dobijeni Celijski pelet resuspendovan u 1 mL
svezeg medijuma. Koncentracija ¢elija odredivana je pomo¢u hemocitometra, nakon prethodnog
razblazenja uzorka u PBS-u i bojenja ¢elija Trypan blue bojom. Nakon brojanja, ¢elije su ponovo
zasejavane u T-75 bocu u koncentraciji od 0,2 x 10° ¢elija/mL, u 10 mL hranljivog medijuma, pri
c¢emu je 70% bio svez, a 30% prethodno koris¢en medijum. Prisustvo starog medijuma omogucava
prisustvo faktora rasta i hormona koje ¢elije prirodno izlucuju, Sto doprinosi boljem oporavku i
nastavku proliferacije nakon pasaziranja.

7.11.2. Diferencijacija THP-1 monocita u M0 i M2 makrofage

THP-1 monociti su nakon uzgajanja prebaceni u ploCice od 48 bunara (0,3 x 10° ¢elija po
bunaru u 200 pL) koje su diferencirane sa 100 ng/mL PMA (forbol-12-miristat-13-acetat, Sigma-
Aldrich, SAD) i inkubirane tokom 48 sati, na 37 °C, 5% CO.. Nakon toga, ¢elije su isprane PBS-om
2 puta i zatim inkubirane 72 sata u kompletnom RPMI-1640 medijumu kako bi se dovrsila njihova
diferencijacija (,,resting* period). Na ovaj nacin su monociti diferencirani u M0 fenotip. Kako bi se
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diferencijacija nastavila ka M2 fenotipu, ¢elije su ponovo isprane PBS-om, a zatim tretirane 48 sati
sa 20 ng/mL IL-4 u RPMI medijumu sa 2% FBS.

7.11.3. Karakterizacija THP-1 M0 i M2 makrofage

Radi dalje karakterizacije proto¢nom citometrijom (FACS) THP-1 ¢elije su zasejavane u ploce
sa 24 bunara u koncentraciji od 5 x 10° ¢elija po bunaru i diferencirane u M0 i M2 makrofage. Nakon
ispiranja, ¢elije su inkubirane sa akutazom (PAN-Biotech, Aidenbach, Nemacka) tokom 20 minuta,
a zatim pazljivo prikupljene u FACS epruvete (Falcon®, Thermo Fisher Scientific). Celije su najpre
okarakterisane na osnovu njihove veli¢ine (FSC — forward scatter) i granularnosti (SSC — side
scatter), ¢ime je potvrden njihov fenotipski profil karakteristi¢an za diferencirane makrofage. Nakon
ispiranja, povrSinski markeri su obeleZeni fluorescentno konjugovanim antitelima u skladu sa
uputstvima proizvodaca (Tabela 45).

Tabela 45: KoriSéena antitela za karakterizaciju makrofaga

Antitelo Klon Proizvodac
FITC-konjugovano anti-CD53 QA19A07 BioLegend
FITC-konjugovano anti-CD163 GHI/61 BioLegend
PE-konjugovano anti-CD206 19.2 Invitrogen Thermo Fisher Scientific

Nakon bojenja povrSinskih markera, ¢elije su resuspendovane u 500 pL. PBS-a sa dodatkom
0,2% BSA 1 natrijum-azida (NaN) kako bi se obezbedili stabilni uslovi za analizu. Analiza je uradena
na BD FACSCalibur™ uredaju (BD Biosciences, SAD), pri ¢emu je za svaki uzorak ukupno
analizirano 10 000 ¢elija. Pre same analize, ¢elije su prvo selektovane na osnovu fizickih osobina,
veli¢ine 1 granularnosti, kako bi se iskljucili ¢elijski ostaci 1 mrtve ¢elije. Fluorescentno obelezene
¢elije analizirane su u skladu sa protokolima proizvodaca, a podaci su obradeni kori§¢enjem softvera
BD CellQuest™ Pro, verzija 5.1. Na osnovu dobijenih histogram i dot-plotova, izracunat je procenat
¢elija koje izrazavaju specificne markere na povrsini, ¢ime je kvantifikovana razlika u izrazenosti
fenotipskih karakteristika izmedu MO 1 M2 makrofaga.

7.12. Vezivanje H1sD2 glikoformi za povrSinske receptore na
makrofagima

7.12.1. ObelezZavanje proteina fluorescein-izotiocijanatom (FITC)

Radi ispitivanja interakcija sa receptorima na povrSini ¢elija, HlsD2 glikoforme i Der p 2
protein su obelezeni fluorescein-izotiocijanatom (FITC; Sigma-Aldrich, SAD) u skladu sa uputstvom
proizvodaca. Uzorci proteina su pripremljeni u sveze pripremljenom 0,1 M natrijum-karbonatnom
puferu, pH 9,0. FITC u koncentraciji 1 mg/mL je pripremljen u DMSO i polako je dodat u uzorak u
alikvotima od po 5 pL uz konstantno, blago meSanje. Na 1 mL uzorka proteina je dodato 50 puL
rastvora FITC-a. Nakon dodavanja FITC-a, smeSa je inkubirana u mraku, tokom 8 sati na 4 °C. Potom
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je dodat 50 mM amonijum-hlorid (NH4Cl) i inkubacija je nastavljena jo§ 2 sata na 4 °C. Obelezeni
proteini su zatim odvojeni od nevezanog FITC-a gel-filtracijom na Bio-Gel P-30 matriksu (Bio-Rad
Laboratories, SAD) koriste¢i PBS, pH 7,4. Koncentracija proteina i stepen obelezavanja su odredeni
spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije pri 280 nm i 495 nm. Obelezeni proteini su ¢uvani na -
20 °C u PBS puferu, zasti¢eni od svetlosti, do daljeg kori$¢enja.

7.12.2. Ispitivanje  vezivanja  FITC-obelezenih  proteina za
diferencirane THP-1 makrofage pomocu protocne citometrije

Kako bi se ispitalo vezivanje Der p 2 i H1sD2 glikoformi za povrSinske receptore, THP-1
monociti su zasejani u plo¢ice od 24 bunara u gustini od 5 x 10° ¢elija/bunar i diferencirani u MO i
M2 fenotipove makrofaga na prethodno opisan nac¢in. Nakon diferencijacije, MO i M2 makrofagi su
inkubirani sa Der p 2 i H1sD2 proteinima obelezenim FITC-om u koncentraciji od 500 nM tokom
dva sata na 37°C i 5% CO2. Po zavrsetku inkubacije, ¢elije su isprane 3 puta PBS-om kako bi se
uklonili nevezani proteini, a zatim, kako bi se odvojile od plocice, ¢elije su tretirane akutatazom
(PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, Nemacka). Nakon pola sata, ¢elije su sakupljene sa plocice,
prebacene su u FACS tube i isprane od akutaze. Resuspendovane su u 500 pL. PBS-a koji sadrzi
0,2% BSA i1 NaN3. Uzorci su analizirani pomoc¢u protocnog citometra BD FACSCalibur™ (BD
Biosciences, SAD), a ukupno 10000 ¢elija po uzorku je analizirano. Dobijeni sirovi podaci su
obradeni koriS¢enjem softvera BD CellQuest™ Pro verzije 5.1, a rezultati su prikazani kao procenat
¢elija koje su pokazale pozitivnu fluorescenciju, odnosno specificno vezivanje FITC-obelezenih
proteina. Sve je radeno u duplikatu, a dobijeni rezultati su analizirani pomo¢u GraphPad Prism 9.0
programa.

7.12.3. Ispitivanje  vezivanja  FITC-obeleZenih  proteina za
diferencirane THP-1 makrofage pomocu konfokalne mikroskopije

U ploc¢icu od 24 bunara su dodata staklena stakalca i na njih su zasejane THP-1 ¢elije (175 x
10° Celija/bunaru), koje su potom diferencirane pomo¢u PMA i IL-4 u M2 makrofage u skladu sa
prethodno opisanim protokolom. Nakon ispiranja 3 puta PBS-om, ¢elije su inkubirane sa 500 nM Der
p 2 1 H1sD2 proteinima obelezenim FITC-om tokom 2 sata na 37 °C i 5% CO». Nakon toga, ¢elije
su 3 puta isprane PBS-om, a nespecificna vezivanja su blokirana pomoc¢u 1% humanog serum
albumina (HSA, Serva) u PBS-u tokom 10 minuta na sobnoj temperaturi. Celije su potom ponovo
isprane i inkubirane sa anti-DC-SIGN antitelima konjugovanim sa PerCP-Cy5.5 (15 pL na 1 milion
¢elija u 0,1% HSA/PBS) u trajanju od 20 minuta na 4 °C. Nakon ponovnog ispiranja, ¢elije su
fiksirane na staklene plo¢ice pomocu 4% paraformaldehida u 1% PBS-u, u trajanju od 15 minuta na
sobnoj temperaturi. Stakalca sa fiksiranim ¢elijama su prebacena na mikroskopska stakla i ostavljena
da se suse na 4 °C u mraku. Celije su analizirane pomo¢u konfokalnog mikroskopa (Leica TCS SP5
II, Leica Microsystems, Nemacka). Sve je radeno u duplikatu, kao i negativna kontrola §to su bile
same celije 1 kontrola anti-DC-SIGN antitela, a snimci su napravljeni koriS¢enjem objektiva sa 64x
uvecanjem 1 uz dodatno dvostruko uveli¢anje kako bi se snimile pojedinacne ¢elije. Talasne duzine
ekscitacije 1 emisije koriS¢ene pri snimanju su prikazane u Tabeli 46.
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Tabela 46: Talasne duZine ekscitacije i emisije

Fluorescentna boja Ekscitacija Emisioni maksimum
FITC (proteini) 488 nm 695 nm
Per CP- Cyanine 5.5 488 nm 516 nm

7.13. Genska ekspresija citokina RT-PCR metodom

U plocicu od 48 bunarié¢a je zasejano po 0,3 x 10° THP-1 ¢éelija (200 pL) koje su zatim tretirane
24 sata sa 100 ng/mL PMA na 37 °C i 5% CO.. Nakon diferencijacije, ¢elije su isprane tri puta PBS-
om i inkubirane 24 sata u kompletnom RPMI medijumu na 37 °C i 5% COx (“resting” period). Nakon
diferencijacije, celije su tretirane 24 sata Der p 2 i HlsD2 antigenima u istim molskim
koncentracijama (200 nM) na 37 °C i 5% CO». Nakon zavrSenog tretmana, izolovana je ukupna RNA
iz tretiranih Celija radi daljeg analiziranja.

7.13.1. Izolovanje ukupne koli¢ine RNA

Za izolovanje ukupne RNA su koriS¢eni tretirani THP-1 makrofagi. Izolovanje je radeno
kori§¢enjem TRI® reagensa (Sigma Aldrich, SAD), tako $to je na 10 ¢cm? suda dodato po 1 mL
reagensa. Celije su resuspendovane u reagensu pomo¢u automatske pipete i na taj nacin su lizirane,
a zatim je u lizat dodat hloroform (0,2 mL na 1 mL TRI® reagensa) i inkubirano je 15 minuta na
sobnoj temperaturi. Smesa je zatim centrifugirana 15 minuta na 12000 % g na 4 °C, gde je doslo do
izdvajanja tri faze: hloroformska, medufaza i gornja vodena faza. U hloroformskoj fazi su se
ekstrahovali denaturisani proteini, u medufazi genomska DNK ¢elija, a u vodenoj fazi ukupna RNA
od interesa, tako da je taj sloj prebacen u novi sterilni ependorf. Pomesan je sa 2-propanolom (0,5 mL
na 1 mL TRI® reagensa) i dobro prome$an izvrtanjem ependorfa par puta. Smesa je ostavljena 10
minuta da se inkubira na sobnoj temperaturi, a zatim su ependorfi centrifugirani na 12000 x g na 4
°C. Supernatant je odliven, a talog RNA je nakon sat vremena suSenja na sobnoj temperaturi rastvoren
u 20 pL ultraiste miliQ vode. Na NanoDrop™-u (Thermo Scientific, SAD) je odredena
koncentracija i ¢istoca izolovane RNA, a sami uzorci su ¢uvani na -80 °C.

7.13.2. RT-PCR

Izolovana RNA je koriS¢ena za analizu genske ekspresije citokina IL-4, IL-10 i IFN-y. kako bi
mogao da se odredi relativni nivo genske ekspresije i kako bi uzorci bili uporedivi, kori§¢ene su iste
koli¢ine RNK po reakcionoj smesSi. Za analizu je koris¢en KAPA® SYBR FAST Kit (Merck KGaA,
SAD) i1 100 ng izolovane RNA po reakciji. Uzorci su pripremani razblazivanjem izolovane RNA sa
miliQ vodom koja je zatim prevodena u cDNA u reakciji reverzne transkripcije, a dobijena cDNA je
dalje iSla u PCR reakciju. Reakciona smjeSa je pripremljena po uputstvu proizvodaca tako da je
sadrzala 100 ng izolovane RNA, MasterMix (2x), prajmere (eng. forward 1 reverse) u koncentraciji
10 uM 1 reverznu transkriptazu (RT). Koraci za izvodenje RT-PCR analize koji su koriS¢eni su
prikazani u Tabeli 47.
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Tabela 47: Koraci u izvodenju RT-PCR reakcije

Koraci Temperatura Vreme Broj ciklusa
Sinteza cDNA 42 °C 5 min 1
Inaktivacija reverzne transkriptaze 95 °C 5 min 1
Denaturacija 95 °C 10s

Hibridizacija Tm* 30s 40
Ekstenzija 72 °C 30s

Finalna ekstenzija 72 °C 7 min

Kraj 4°C / 1

*Tm zavisi od samih prajmera i za koriS¢ene prajmere je data u Tabeli 48

Prajmeri su dizajnirani na osnovu sekvenci koje su preuzete iz NCBI baze podataka i prikazane
su u Tabeli 48, a porucene su od Invitrogen kompanije (Thermo Fisher Scientific, SAD). Analiza
relativne ekspresije gena je dobijena poredenjem i normalizacijom u odnosu na vrednosti koje su
dobijene za konstitutivno eksprimirani gen za gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenazu (GAPDH).

Tabela 48: Sekvence i Tm vrednosti kori§¢enih prajmera

Gen Sekvenca Tm

For: AGCAATGCCTCCTGCACCACCAAC -
GAPDH Rev: CCGGAGGGGCCATCCACAGTCT 61°C

IL-4 For: GCACCGAGTTGACCGTAACA 48 °C
Rev: AGGAATTCAAGCCCGCCAG

TL-10 For: TCTCCGAGATGCCTTCAGCAGA 50 °C
Rev: TCAGACAAGGCTTGGCAACCCA

IFN- For: ATTCGGTAACTGACTTGAATGTCC 49 oC
v Rev: CTCTTCGACCTCGAAACAGC

7.14. Tretman mononuklearnih ¢elija periferne krvi

Mononuklearne ¢elije periferne krvi (PBMCs) su izolovane iz pune krvi pacijenta koji su
alergi¢ni na HDM (Tabela 10, uzorci 1, 2, 4, 51 8). Svi uzorci su sakupljeni uz saglasnost pacijenata,
a same uzorke je obezbedila prof. dr Marina Atanaskovi¢-Markovi¢ iz Decje klinike “TirSova”,
Medicinski fakultet Univerziteta u Beogradu. Puna krv je dobijena venskom punkcijom i
sakupljanjem u vakutaner sa EDTA kao antikoagulansom. Za izolovanje PBMCs je kori§¢en rastvor
Histopaque®-1077 (Sigma Aldrich, SAD) kako bi se obezbedio koncentracioni gradijent.

Postupak izolovanja:

Krv je razblazena sterilnim PBS-om (v:v=1:1).

Histopaque®-1077 reagens je temperiran na sobnoj temperaturi.
Histopaque®-1077 reagens je polako nadslojen razblazenom krvlju (viv=1:2).
Centrifugiranje sa isklju¢enom koc¢nicom: 30 min, 450 % g, sobna temperatura.

b S
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Plazma pazljivo uklonjena, a medusloj u kome se nalaze PBMC pazljivo prebacen u sterilnu
vajlu (da se na zahvati reagens).

Izolovane PBMCs isprane 2x PBS-om.

Centrifugiranje sa isklju¢enom ko¢nicom: 15 min, 300 x g, 4 °C.

Izolovane PBMCs su izbrojane i razblazene do 1x10° ¢elija/mL (kompletni RPMI-1640
medijum bez FBS).

Razblazene PBMCs zasejane u mikrotitar plo¢icu od 96 bunara (250 pL/bunar).

. Tretman PBMCs sa Der p 2 i H1sD2 proteinima koncentracije 500 nM u RPMI-1640 medijum

bez FBS-a.

Nakon 48h supernatanti su sakupljeni i centrifugirani 10 minuta na 13400 x g kako bise
udaljile ¢elije.

Celijski talozi su udaljeni, a supernatanti su ostavljeni na -80 °C radi daljeg analiziranja
sendvi¢ ELISA testom.

Odredivanje koncentracija sekretovanih citokina ELISA testom

Citokini ¢ije koncentracije su odredivane u supernatantu nakon stimulacije misjih splenocita i
PBMCs su IL-4, IL-10 i IFN-y. Za odredivanje koncentracija su kori$¢eni komercijalni ELISA
MAX™ kitovi (BioLegend) i sve je radeno po uputstvu proizvodaéa. Za izvodenje ELISA eseja su
pripremljeni slede¢i rastvori:

Tabela 49: Bikarbonatni pufer za kuplovanje

Komponenta Kolicina
NaHCO:3 0,84 g
NaxCO3 0,36¢g
Dejonizovana voda do 100 mL

Tabela 50: Puferisan fizioloski rastvora, PBS

Komponenta Kolicina
NaCl 8g
NazHPO4 1,16 g
KH>PO4 0,2¢g
KCl 02¢g
Dejonizovana voda do 1L

Tabela 51: tPBS (0,05% Tween 20 u PBS)

Komponenta Koli¢ina
Tween 20 0,5 mL
PBS 1L
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Tabela 52: 1% BSA rastvora za blokiranje

Komponenta Koli¢ina
BSA lg
tPBS 100 mL

Tabela 53: Stopirajuéi reagens (2N sumporna Kkiselina)

Komponenta Koli¢ina
H>SO4 5,4 mL
Dejonizovana voda do 100 mL

Svi rastvori su pre koriS¢enja filtrirani kroz filter (0,22 um). Standardni rastvori su pripremljeni
od Stokova dobijenih u kitovima i njihovim serijskim razblaZzenjem po uputstvu proizvodaca (opseg
koncentracija za IFN-y: 500 do 7,8 pg/mL, a za IL-4 1 IL-10: 250 do 3,9 pg/mL).

ELISA eseji su radeni u duplikatu ili triplikatu u mikrotitar ploicama od 96 bunara prateci sledece
korake:

1. Kuplovanje antitela: Antitela za kuplovanje za sve citokine su pripremljena po uputstvu

proizvodaca u puferu za kuplovanje, izlivena u plocicu i plo€ica je ostavljena preko noci na 4

°C.

2. Ispiranje bunara: 4 puta tPBS-om kako bi se uklonila antitela koja se nisu kuplovala za
plocicu.

3. Blokiranje bunara sat vremena 1% rastvorom BSA u tPBS na sobnoj temperature uz mesanje
na 300 rpm.

4. Ispiranje bunara: 4 puta tPBS-om.

5. Inkubiranje sa standardnim rastvorima ili uzorcima nakon tretmana 2 sata na sobnoj

temperature uz mesanje na 300 rpm.

Ispiranje bunara: 4 puta tPBS-om.

7. Inkubiranje sat vremena sa antitelima za detekciju na sobnoj temperature uz mesanje na 300

rpm.

Ispiranje bunara: 4 puta tPBS-om.

9. Inkubiranje pola sata sa rastvorom avidin-HRP koji je razblazen po uputstvu proizvodaca na
sobnoj temperature uz mesanje na 300 rpm.

10. Ispiranje bunara: 5 puta tPBS-om.

11. Detekcija dodatkom komercijalnog TMB rastvora (BioLegend, SAD) pola sata u mraku.

12. Zaustavljanje reakcije dodatkom stopirajuceg reagensa.

13. O¢itavanje apsorbance na 450 nm i 570 nm.

14. Odredivanje koncentracije sekretovanih citokina na osnovu standardne prave.

o

*®

7.16. Statisticka obrada podataka

Svi eksperimenti su uradeni u najmanje tri nezavisna bioloska ponavljanja u duplikatu ili
triplikatu. Srednje vrednosti za svaki eksperimenta su izracunate pomoc¢u programa Microsoft Office
Excel, a grafici su dizajnirani kori§¢enjem GraphPad Prism 9.0 programa, gde su dobijene SD
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(standardna devijacija) i SEM (standardna greska sredine). Poredenje dobijenih vrednosti je uradeno
pomocu analize varijanse (ANOVA), a statisticka analiza je izvrSena Bonferonijevim ili Kruskal-
Wallis testom kako bi se odredile vrednosti za viSestruka ponavljanja. Razlika u rezultatima je
smatrana statisticki zna¢ajnom ukoliko je p < 0,05. Statisticka znacajnost je prikazana na graficima
upotebom odgovraju¢ih simbola (* ili #). Ispod svakog grafika je naznaceno Sta simboli na slici
predstavljaju.
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nagradu na StartUp takmicenju u okviru programa “Inovacioni inkubatori”. Istrazivacke rezultate
prezentovala je na virtuelnoj COST Akciji CA18132 ,,GLYCONanoPROBES* (2021), na Danima
imunologije (2024) i FEBS3+ konferenciji (2025). Clan je Biohemijskog drustva Srbije od 2018, a
od 2023. 1 Drustva imunologa Srbije i Srpskog udruzenja za proteomiku.
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Hpuaor 1

obpaszay usjase o aymopcmey

H3jaBa 0 ayTopcTBY

Wme u npesume ayropa _ 3opana Jlonanpuh

BpO_] HUHICKCa I[B01/201 8

NsjaBpyjem

7 je TOKTOpCKa ArcepTalyja rmnoj HacJaoBOM

“UcnutuBambe Tepaneyrckor edbexkra HlsD2 xumMepa M lIbeHUX IIMKO(GOpPMH HA

MOIVJIALM|Y HMVHCKOI 0Ar0BOpAa KOJA ajepruje Ha kvhuy mpammny”

® PC3YyJITaT COMCTBCHOI UCTPAKUBAYKOT paaa,

® Ja AucepTanyja y LEJIMHUA HHU y JEJOBMMAa HMje OWia MpeUIoKeHa 3a CTHLAE JIpyre
JUIIIOME TIpeMa CTYIUjCKUM MPOorpaMuMa JpyTruX BUCOKOUIKOJICKUX YCTaHOBA;

® J1a Cy pe3yJdTaTu KOPEKTHO HABEIECHU U

® Jla HHCaM KpIIMO/Ia ayTOpCKa IMpaBa W KOPUCTHO/IAa WHTENEKTYaJIHy CBOJUHY IPYTUX
JHIA.

IHornuc ayropa

V¥ beorpany,
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Hpwuor 2

06pasay uzjase 0 UCMOBEMHOCIU WMAMNAHE U eIeKMPOHCKe 8ep3ije 00KMOPCKoe pada

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE H €JIEKTPOHCKE Bep3Hje
JTOKTOPCKOT pajaa

Vme u ipesume aytopa: _30pana Jlonanauh

bpoj unnekca: __ J1b01/2018

Cryaujcku mporpaM: _broxemuja

HacoB paja: _ Acnnrusare tepaneyrckor edexra H1sD2 xumepa u ieHHX [IHKOHOpMH

Ha MOJYJIAIMjy UMYHCKOT OJIrOBOpa KoJ| ajepruje Ha KyhHy npamuny”

Mentop: _ Ap Mapuja l'aBposuh-Jankynosuh, penosau npodecop Xemujckor paxynrera

YHusepsurera y beorpany

W3jaBibyjeM 11a je mTammaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia MCTOBETHA EJEKTPOHCKO) BEep3UjU
KOjy caM Ipeiao/lia paau MoxpamuBama y JMTHTATHOM Peno3uTOpPUjyMy YHHBep3UTETa Y
beorpany.

Jlo3BoJpaBaM Ja ce 00jaBe MOjU JIMYHU ITOJALM BE3aHH 3a JO00Hjabe aKaJIeMCKOT Ha3uBa JIOKTOpa
HayKa, Kao LITO Cy UMe U Mpe3uMe, TOANHA U MeCTO polera u 1aTtym ondpaHe pasa.

OBM JIMYHM TMOJAIIM MOTY ce O0jaBUTH Ha MPEXHUM CTpaHHIIaMa JAWTHUTAIHE OMOIHOTEKe, Y
€JIGKTPOHCKOM KaTaJIoTy U y myOnukanvjama YHuBep3urera y beorpany.

ITornuc ayropa

VY beorpany,
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Hpwuor 3

obpaszay uzjage o kopuuihersy

N3jaBa o0 kopunthemwy

Omnamhyjem YHuBep3utercky Oubmmoreky ,,.Cerozap MapkoBuh™ na y JAurutamau
perno3uTopHujyM YHuBep3UTeTa y beorpanay yHece Mojy JOKTOPCKY JUCEPTALU]y MO/ HACTOBOM:

“UcnutuBame Tepaneyrckor epexra HlsD2 xumepa u leHUX INIMKO(POPMH HA MOAYJIALM|Y

HMYHCKOT OATOBOPA KOJ ajepruje Ha Kyhny npammny”

KOja je MOje ayTOPCKO JEeJO.

Jlucepranyjy ca CBUM NPHIIO3UMa MPEAao/yia caM y eIeKTPOHCKOM (pOopMaTy HMOTOIHOM 32 TPajHO
apXHUBHpambe.

Mojy IOKTOpCKY AMCEpTalujy MoxpameHy y JlururamHoMm peno3uTopujymy YHHBEp3UTETa Yy
Beorpany u nocTynmHy y OTBOPEHOM HPHUCTYITy MOTY Ja KOPHCTE CBHM KOjU MOILITYjy oapende
canpkane y ogabpanom tumy nunenue Kpearusae 3ajennuie (Creative Commons) 3a K0Ojy cam ce
OJUTYy4YHO/Ta.

1. AyropctBo (CC BY)
@ AytopctBo — HekoMepuujainHo (CC BY-NC)
3. AytopctBo — HeKoMmepuujaiaHo — 6e3 mpepana (CC BY-NC-ND)
4. AyTopcTBO — HEKOMEpUHUjaIHO — AenuTH noa uctum ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo — 6e3 npepana (CC BY-ND)
6. AytopctBo — aenutu nox uctuM ycaosuma (CC BY-SA)

(Monumo /12 3a0Kpy>KUTE camo jeHy of mecT nonyhenux muuenu. Kparak
OITMC JIUIICHIIN j€ CACTaBHHM JI€O OBE U3jaBe).

IMoTrnmuc ayTopa

VY beorpany,
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1. AytopcrBo. Jlo3BOJbaBaTe yMHOXaBambe, NUCTPUOYIM]Y M jaBHO CAaOIIITAaBaWKE JieNa, U
npepaze, ako ce HaBesle MMe ayTopa Ha HauuH ojipel)eH o1 cTpaHe ayTopa WM 1aBaolia JIMIEHIIE,
Yak 1 'y Komepuujaine cepxe. OBo je Hajca000JH1ja O] CBUX JIMICHIIH.

2. AyTOpCTBO — HeKoMepuHHUjaJHO. J[03BoJbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYLHM]y U jaBHO
caoIIITaBamke JIeNa, U Ipepaje, ako ce HaBeJe NMe ayTopa Ha HaYMH ojpeleH of cTpaHe ayTopa
WK AaBaola auneHme. OBa JIMIEHIIa He T03B0JbaBa KOMEPIMjaIHy yroTpely aena.

3. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUMjaaHO — 0e3 mpepajaa. J[03BoJbaBaTe yMHOKABAkE, TUCTPUOYIIH]Y
Y jaBHO CaOMIITaBamke JieNa, 0e3 mpoMeHa, MPeoOIMKOBamha WK yrnoTpede Jena y CBOM Jeiy, ako
ce HaBe/le MMe ayTopa Ha HauuH ojpel)eH o1 cTpaHe ayTopa WiH AaBaola jguieHie. OBa JTuIeHna
HE JJ03B0JbAaBA KOMEPLIMjAIHY yIOTpeOy aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJIe JHUIIECHIE, OBOM JIMIIEHIIOM
ce orpaHn4aBa HajBehu oOuM mpaBa Kopulithema aena.

4. AYTOPCTBO — HEKOMEpPUMjaJdHO — JAeJUTH MOJ HCTHM YycjaoBuMma. Jlo3BosbaBare
YMHO)KaBame, TUCTPUOYIM]y U JaBHO CAaoNIlTaBambe Jelia, U Mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa
Ha HaYuH ojpeheH of] cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JHUIIEHIE U aKo ce Mpepaaa JUcTpruOyupa moj
WCTOM WJIM CIMYHOM JuIeHoM. OBa JIMIEHIIa HE J103B0JbaBa KOMEPLHUjaIHY YHOTpeOy Aena u
npepana.

5. AyropctBo — 0e3 mpepaga. Jlo3BosjbaBaTe yMHOXKaBame, IUCTPUOYIM]Y U jaBHO
CaolITaBamke Jena, 0e3 MpoMeHa, MPeodIUKOBamka WK YIOTpeOe 1ena y CBOM JIely, ako ce
HaBe/le UME ayTopa Ha Ha4uMH ojpeleH oJ cTpaHe ayTopa Wiu JaBaoua jJuieHne. OBa JIUIEHIa
JI03BOJbaBa KOMEPLMjaIHy yHOTpeOy Aena.

6. AyTOpPCTBO — /1eJIMTH MO MCTUM ycja0BHMA. J[03BOJbaBaTe YMHOXKaBame, AUCTPUOYLH]Y U
JaBHO CaoIIITaBamke Jiena, U mpepaje, ako ce HaBele UMe ayTopa Ha HAuMH ofpeheH ox cTpaHe
ayTopa WIM JaBaolla JIMIEHIIE W aKO ce TMpepaja AUCTpUOyupa IMOJ HUCTOM WM CIMYHOM
muneniioM. OBa JIMIEHIA J03BOJbaBa KOMeEpLHUjalHy ynoTpeOy nena u mpepana. Ciouuna je
co(hTBEPCKHUM JIMLIEHI[aMa, OJJHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJIa.
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