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Profilisanje povrsinskog glikozilovanja mikroorganizama biljnim
lektinima

SAZETAK

Interakcije izmedu mikroorganizama i domacina imaju glavnu ulogu u infekciji i
progresiji infektivnih bolesti. Upravo zbog toga postoji opravdana potreba da se identifikuju i
okarakteriSu sve komponente koje ucestvuju u toj interakciji. Procesom glikozilacije na
povrsini svih mikroorganizima formira se jedinstvena arhitektura povrSinskih polisaharidnih
struktura 1 upravo ovaj proces smatra se kljucnim faktorom virulencije mnogih
mikroorganizama.

Povrsinske polisaharidne strukture mikroorganizama su znacajne jer ostvaruju direktan
kontakt sa “receptorskim” strukturama na ¢elijama domacina i varijabilnim regionima antitela,
ali prvenstveno u formiranju mehanizama za izbegavanje imunskog odgovora. Upravo ove
povrsinske strukture igraju vaznu ulogu prilikom prepoznavanja od strane imunskog sistema
domacdina, pa se tako vakcinacija protiv nekih patogenih mikroorganizama zasniva na
vakcinaciji polisaharidnim komponentama kovalentno vezanim za proteinske nosace.

U ovoj studiji detekcija interakcija i profilisanje polisaharidnih struktura vrSena je
uporedo, Enzim vezujué¢im lektin sorbent esejom (engleski: Enzyme-linked lectin sorbent
assay, ELLSA) i1 protocnom citometrijom. Za oba nacina detekcije povrSinske glikozilacije
koriS¢eno je 8 biljnih lektina, definisane specifi¢nosti: Maackia amurensis aglutinin - MAA,
lektin soje (engleski: Soybean agglutinin) - SBA, lektin soc¢iva (engleski: Lens culinaris
agglutinin) - LCA, lektin pseni¢ne klice (engleski: Wheat germ agglutinin) - WGA, Ricinus
lektin (engleski: Ricinus communis agglutinin) - RCA120, Canavalia ensiformis lektin - Con A,
lektin Crne zove (engleski: Sambucus nigra agglutinin) - SNA I i rekombinantni banana lektin
dobijen iz Musa acuminata — BanLec, s tim da su u ELLSA metodi kori§¢eni lektini obelezeni
biotinom, a u proto¢noj citometriji — fluoresceinom ili dodatkom zelenog fluorescentnog
proteina.

Osim ispitivanja da li se razliciti lektini vezuju za mikroorganizme potrebno je ispitati
1 jadinu vezivanja, §to je vrSeno pomocu odredivanja konstante brzine disocijacije. Za tu svrhu
kori§¢ena je Tehnologija automatizovane mikrovage na kristalu kvarca (QCM, engleski:
Quartz Crystal Microbalance). Na QCM senzor ¢ip kuplovan je ConA za koji je vezana
bakterija od interesa, te je pracena disocijacija razlicitih lektinskih molekula. Konkretno
koristili smo Lactobacillus helveticus LAFTI i 4 biljna lektina: MAA, SBA, LCA i ConA.

Cilj ove doktorske disertacije je bio uspostavljanje brzog nacina detekcije - skrininga,
ELLSA, kojim je moguce simultano testirati interakciju veceg broja mikroorganizama sa
odredenim brojem biotinilovanih lektina poznate specifi¢nosti, a analizom interakcija i
profilisati arhitekturu polisaharidne strukture na povrSini mikroorganizama. Takode ova
metoda omogucava brzo odredivanje specificnosti novoizolovanih ili genetski modifikovanih
lektina mikroorganizama.

U okviru ove doktorske disertacije pokazali smo rezultate komparativne analize, na
preko 30 razli¢itih mikroorganizama, ELLSA 1 proto¢ne citometrije, koja se zasniva na
interakcijama fluorescentno obelezenih lektina i polisaharidnih struktura. Obe metode, daju




identi¢ne rezultate kada je u pitanju prisustvo ili odsustvo interakcija, uz visoke vrednosti
koeficijenta korelacije kada je u pitanju poredenje intenziteta signala.

Analizom karakteristika vezivanja povrSinski dostupnih polisaharidnih struktura
koris¢enjem veceg broja razli¢itih biljnih lektina veé¢im brojem lektina, pokazana je
kompleksnost 1  raznovrsnost povrSinskog  polisaharidnog omotaca  pojedinih
mikroorganizama.. Sa druge strane, pokazana je i visoka selektivnost odredenih lektina kao na
primer, RCA120 koji specificno vezuje samo L. casei DG, od koris¢enih mikroorganizama.

Istrazivanja realizovana u okviru izrade ove doktorske disertacije potvrdila su da
BanlLec ima moguénost raspoznavanja [B-glukanom bogatih povr§ina mikroorganizama.
Upravo ova unikatna specificnost BanLec moze biti iskoriS¢ena za potrebe skrininga i
potencijalnu detekciju B-glukana.

Rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji doveli su do razvijanja i validacije
ELLSA metode kao nove, brze, pouzdane i jeftine metode za pretragu novoizolovanih
mikroorganizama za trazene selektivne osobine u smislu povrSinskog sastava polisaharida.
Takode, izvrSena je i1 evaluacija protocne citometrije kao metode u profilisanju glikozilacije
povrsinskih struktura mikroorganizama.

Validiranjem ELLSA metode pruza se mogucnost za analizu novih, prirodnih i
rekombinantnih lektina nepoznate specifi¢nosti i definisanje njihove specifiénosti na osnovu
poredenja sa lektinima poznate specificnosti. A istovremeno, otvara se mogucénost koris¢enja
mikroorganizama kao samoodrzivih glikanskih standarda.

Kljuéne reci: mikroorganizmi, glikozilacija, biljni lektini, Salmonella, Lactobacillus, kvasci,
ELLSA

Naucna oblast: Biohemija

UZa naucna oblast: Imunologija




Profiling surface glycosylation of microorganisms using plant lectins

ABSTRACT

The interaction between microorganisms and their potential host plays a major role in
infection and progression of infective diseases. To better understand those mechanisms, there
is a need to identify and characterize all the components involved in that interaction.

Surface polysaccharide structures of microorganisms are unique in architecture, and
they are often key virulence factors of many microorganisms, which shield them from the
immune system and are involved in immune evasion mechanisms. In parallel, polysaccharide
structures found on the surface of microorganisms act as “receptor” structures for host cells or
act as epitopes of antibacterial antibodies. This holds true, for example, for vaccination against
certain pathogenic microorganisms which is based on polysaccharide components that are
covalently bound to protein carriers.

In this study, two methods were used in parallel, Enzyme-linked lectin sorbent assay
(ELLSA) and flow cytometry, to explore lectin-saccharide interactions and to determine the
profile of polysaccharide structures found on the surface of different microorganisms. Eight
different plant lectins, of known specificities were used: Maackia amurensis agglutinin - MAA,
Soybean agglutinin - SBA, Lens culinaris agglutinin - LCA, Wheat germ agglutinin - WGA,
Ricinus communis agglutinin - RCA120, lectin isolated from Canavalia ensiformis - Con A,
Sambucus nigra agglutinin - SNA | and the recombinantly produced banana lectin obtained
from Musa acuminata — BanLec. When ELLSA method was preformed, all lectins were
biotinylated, while in flow cytometry two model lectins were used either fluorescein-labeled
or with a fluorescent protein attached.

In addition to the previously mentioned analysis, the strength of interactions was also
determined, in particular the dissociation rate constant. For this purpose QCM (engleski:
Quartz Crystal Microbalance) technology was used. Bacteria was attached to a QCM sensor
chip coated with ConA and the dissociation of lectins was monitored. As a microorganism of
interest Lactobacillus helveticus LAFTI was choosen and four plant lectins: MAA, SBA, LCA,
and ConA.

The goal of this thesis was to develop a fast and reliable method of surface saccharide
detection, and such method would simultaneously allow interaction testing of multiple
microorganisms with biotinylated lectins of known specificity. As a result, we would be able
to profile the architecture of polysaccharide structures found on the surface of these
microorganisms and be able to analyze those interactions. This method would also allow fast
determination of specificity of newly isolated or genetically modified lectins or polysaccharide
structures on microorganisms.

Interactions between fluorescently labeled lectins and surface polysaccharide structures, on
over 30 different microorganisms, were studied with both ELLSA and flow cytometry which
provided comparative results. Both methods, provided the same results

in respect to detecting the presence or absence of lectin-saccharide interactions and
resulted in high correlation coefficient, when comparing signal intensity.




The analysis of binding characteristic of surface available polysaccharide structures
using different plant lectins, showed the complexity of surface polysaccharide structures of
certain microorganisms, that interacted with multiple lectins of different specificities. The data
presented also showed high selectivity of certain lectins, such as RCA120, that shows high
specificity to L. casei DG.

Experiments performed as part of this thesis confirmed that BanLec has the ability to
recognise microorganisms with 3-glucan rich surfaces. This unique specificity can be explored
for the screening and potential detection of B-glucans.

Results provided in this thesis led to the development and validation of ELLSA method
as new, fast, reliable, and cheap method for identifying selected surface polysaccharide
composition of newly isolated microorganisms. In addition, evaluation of flow cytometry as a
method in profiling surface glycan structures of microorganisms, was performed in parallel.

Validation of the ELLSA method, provides the possibility for the analysis of new
natural and recombinantly produced lectins of unknown specificity, defining their specificity
by comparing it with lectins of known specificities. At the same time, the possibility of using
microorganisms as self-sustaining glycan probes is confirmed.

Key words: microorganisms, glycosylation, plant lectins, Salmonella, Lactobacillus, kvasci,
ELLSA

Scientific field: Biochemistry

Scientific subfield: Immunology




SKRACENICE

AA — monomerni rastvor akrilamida

AER — aerobni uslovi

APS - amonijum persulfate

Asp - asparagin

BanLec — Banana lektin

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

BFP — Brom fenil plavo

BHI — Mozdano-sréani bujon (engleski: Brain Heart Infusion)

BSA - govedi serum albumin

CBB G-250- Coomassie brilliant blue G-250

CBD - Ugljenohidratni vezujuc¢i domen (engleski: Carbohydrate-Binding Domain)
CBP — Ugljenohidratni vezujuci protein (engleski: Carbohydrate-Binding Protein)
CFU — engleski: Colony Forming Unit

CI —Kklinicki izolat

ConA —Canavalia ensiformis lektin

CPS — kapsularni polisaharid

CRD - Ugljenohidratni prepoznajuc¢i domen (engleski: Carbohydrate-Recognition Domain)
CV — koeficijent varijacije

DATDH - 2,4-diacetoamido-2,4,6-trideoksiheksozu

DIG - digoksigenin

DMSO - dimetilsulfoksid

EEL - Euonymus europaeus lektin

EIS — Spektroskopija Elektrohemijske Impedance (engleski: Electrochemical Impendance
Spectroscopy)

ELISA — Enzim vezujuéi imunosorbent esej (engleski: Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

ELLSA - Enzim vezujuéi lektin sorbent esej (engleski: Enzyme-Linked Lectin Sorbent
Assay)




EMA — Evropska Medicinska Agencija (engleski: European Medicines Agency)
FITC — fluorescein 5(6)- izocijanat

Fuc - fukoza

FucNAc - N-acetil-fukozamin

Gal — galaktoza

GalNAc — N-acetil galaktozamin

Glc - glukoza

GIcNAC — N-acetil glukozamin

HPLC — te¢na hromatografija visokih preformansi
HRP — engleski: Horseradish peroxidase

IC50 — polovina maksimalne inhibitorne koncentracije
IgA — imunoglobulin A

19gG — imunoglobulin G

Ka — konstanta asocijacije

LCA - Socivo lektin (engleski: Lens culinaris agglutinin)
LOS - lipooligosaharid

LPS - lipopolisaharid

MAA —Maackia amurensis aglutinin

Man — manoza

MAL - Maackia amurensis lektin

MI — mikroaerofilni uslovi

MRS — De Man, Rogosa and Sharp bujon

MurNAc - N-acetilmuraminska kiselina

NB — hranljivi bujon

NBT - Nitro Blue Tetrazolim

NeubAc — sijalinska kiselina

OST - oligosaharid trasferaza

p - verovatnoca

PAGE - poliakrilamid gel elektroforeza




PBS - fosfatom puferisan fizioloski rastvor

Pcc - Pearson-ov korelacioni koeficijent

PCR — reakcija lancane polimerizacije (engleski: Polymerase Chain Reaction)
PE - fikoeritrin

PFA — paraformaldehid

PhHA-E — Phaseolus vulgaris erythroagglutinin

PhHA-L4 - Phaseolus vulgaris L4
pPNPP — p-Nitrofenil Fosfat

PSA(g - prostata specificni antigen
PUZ — pufer za pripremu uzoraka

QCM - Tehnologija automatizovane mikrovage na kristalu kvarca (engleski: Quartz Crystal
Microbalance)

RCAu120 - Ricinus lektin (engleski: Ricinus communis agglutinin)
Sacc — meSavina monosaharida

SBA - Sojin lektin (engleski: Soybean agglutinin)

SD — standardna devijacija

SDB - Sabouraud Dextrose Broth bujon

SDS - natrijum dodecilsulfat (engleski: sodium dodecyl sulphate)
Ser - serin

SNA | - lektin Crne zove (engleski: Sambucus nigra agglutinin)
SRP - engleski: Surface Plasmon Resonance

TEMED - N, N, N, N- tetrametiletilendiamin

Thr — treonin

Tyr - tirozin

UEA — Ulex europaeus aglutinin

WGA - lektin PSenic¢ne klice (engleski: Wheat germ agglutinin)
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1. UvOoD

1. UvOD

Interakcija izmedu mikroorganizama i domacina je klju¢ni dogadaj u inicijaciji i
progresiji infektivnih bolesti, i upravo zato su one predmet mnogobrojnih istrazivanja. Pored
potrebe da se mikroorganizmi identifikuju i okarakteriSu, a u svrhu razumevanja medusobnog
kontakta mikroorganizama sa domacinom, pojavila se i potreba za karakterizacijom molekula
koji se predstavljaju medijatore u ovoj interakciji.

Povrsina mikroorganizama prekrivena je brojnim glikanima, oligo ili polisaharidnim
molekulima, vezanim za proteine ili lipide na ¢elijskoj membrani. Upravo ti glikani, nastali
procesom glikozilacije, odgovorni su za komunikaciju izmedu mikroorganizama i c¢elija
domacina. Pored toga $to je povrSina mikroorganizama prekrivena velikim brojem glikana,
povrsina ¢elija domacina takode poseduje veliki broj razlicitih glikanskih struktura.

Glikozilacija proteina je ne samo najzastupljenija posttranslaciona modifikacija u
prirodi, ve¢ i jedna od najbitnijih. Do skoro se smatralo da je zastupljena samo u eukariotama,
a zatim je pokazano da je zastupljena u sva tri carstava zivota: Eukarya, Bacteria i Archaea.

Brojne naucne studije pokazale su da glikani poseduju visok stepen strukturne
raznovrsnosti i upravo to im omogucava visoko specificne interakcije na molekulskom nivou
kako izmedu celija, tako 1 sa razli¢itim solubilnim faktorima. Svaki individualni organizam
moze eksprimirati unikatne glikane, koji mogu posluziti za razlikovanje sopstvenog organizma
od drugih organizama. Ovo tvrdenje se lepo ogleda u postojanju razli¢itih krvnih grupa u
humanoj populaciji. Zbog kompleksnosti i diverziteta procesa glikozilacije kao i potrebe za
visokim nivoom specijalizacije za upotrebu analitickih metoda, istrazivanja vezana za
proucavanje glikanskih struktura veoma dugo nisu bila u fokusu naucne zajednice. Istrazivanja
s kraja XX veka otkrila su razlike u glikozilaciji u razli¢itim patoloskim stanjima.

Upravo to je oznaceno kao razlog aktivnog razvoja glikomike — novog istrazivackog
polja koje se bavi prouc¢avanjem struktura polisaharida i1 glikokonjugata.

Najvaznije metode za analizu glikana su te¢na hromatografija i masena spektrometrija.
Obe metode pouzdano odreduju glikanske determinante ali imaju nekoliko mana: zahtevaju
izuzetno skupu opremu, visoko kvalifikovano osoblje; odlikuje ih komplikovan postupak
pripremanja uzorka, kao 1 ograni¢ena moguénost simultane analize veceg broja uzoraka. Zato
su mnogi istrazivaci krenuli u potragu za alternativnim nacinima detekcije glikanskih struktura
i kao jedan od alternativnih pristupa nametnula se upotreba lektina sa poznatim afinitetima
prema odgovaraju¢im glikanskim strukturama.

Metode koje se baziraju na upotrebi lektina omogucavaju simultano istrazivanje velikog broja
ovih biomolekula 1 ¢elijske glikozilacije, Cime su prevazidene neke

poteskoce tracionalnih metoda i omogucena je Sira primena identifikacije i analize glikana u
istrazivanjima.

Lektini pripadaju grupi proteina koji su sposobni za relativno selektivno vezivanje
polisaharidnih komponenti na povrsini ¢elija, koje zavisi od specificnosti samog lektina, pri
¢emu ne dolazi do ispoljavanja bilo kakve enzimske aktivnosti. Navedena karakteristika lektina
moze se upotrebiti za detekciju dostupnih glikanskih struktura. PovrSinski omotaci svih
mikroorganizama sadrze razliite polisaharide, kao $to su: manoza, galaktoza, fukoza,
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sijalinska kiselina, N-acetilglukozamin i N-acetilgalaktozamin, i upravo oni su meta vezivanja
lektina. S obzirom da je 1 vecina sekretovanih i povrsinski eksprimiranih proteina modifikovana
glikozilacijom pokazano je da upravo lektini mogu imati bitnu ulogu u analitici.

Vecina lektina ima afinitet prema vecem broju Secera 1 upravo ta neselektivnost
predstavlja potencijalno ogranicenje upotrebe lektina. Medutim, ukoliko se paralelno analizira
vezivanje vise lektina razli¢itih specificnosti, ovo ograni¢enje ne mora predstavljati limitirajuci
faktor.

Fizi¢ko-hemijske osobine lektina Cesto im pruzaju rezistenciju na digestivne enzime i
otpornost na promene uslova okoline, kao §to su ekstremne promene pH. Pored svega
navedenog, lektini su ¢esto bogato zastupljeni u lako dostupnim prirodnim izvorima, §to ih ¢ini
jednim od najrasprostranjenijih i najbolje okarakterisanih analitickih molekula. Novija
istrazivanja pokusavaju da istraze i da li upravo na osnovu ovih karakteristika lektini mogu da
budu iskoris¢eni kao potencijalni medijatori delovanja razli¢itih terapeutskih supstanci.

Metode koje se baziraju na interakciji izmedu lektina i polisaharida dozvoljavaju
istraziva¢ima da prevazidu probleme separacije i preciS¢avanja biomolekula koji sadrze
polisaharide od intresa, a samim tim pruzaju mogucénost karakterizacije glikoproteina,
detekciju promene glikozilacije u zavisnosti od uslova sredine, kao i identifikaciju i definisanje
novih lektina, mikroorganizama i ¢elija, ali 1 promenu glikozilacije u tkivima zahva¢enim
patoloskim promenama, §to je zabelezeno u mnogim kancerskim oboljenjima.

Osim toga, za razliku od klasi¢nih analitickih metoda za analizu glikozilacije
upotrebom lektina direktno dolazimo do podataka o prisustvu povrsinski dostupnih stuktura na
mikroorganizmima, tj. posredno i njihovom prostornom rasporedu, koje su samim tim dostupne
1 za prepoznavanje od strane antitela i drugih molekula koji ucestvuju u odbrani od
mikroorganizama. Definisanje glikozilacije povrSinskih struktura mikroorganizama pokazalo
se vaznim za serotipizaciju pneumokoka i kao koristan alat pri razvoju inovativnih vakcina za
tretiranje i sprecavanje infekcija, ali i pri dizajniranju anti-infektivnih molekula.
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Mikroorganizmi, kao $to su virusi, bakterije i gljive Siroko su rasprostranjeni u naSem
okruzenju, a mnogi od njih mogu biti patogeni i uzro¢nici infektivnih bolesti. Infektivne bolesti
poput tetanusa, difterije, pertusisa, besnila, boginja, influence, korona virusa, predstavljaju
ozbiljnu pretnju milionima ljudi Sirom sveta, iako se danas mnoge bolesti izazvane navedenim
patogenima mogu spreciti upotrebnom vakcina.

Prema literaturnim podacima, pre pandemije SARS-CoV-2 2020. godine, infektivne
bolesti su same bile odgovorne za oko 50,000 smrtnih slu¢ajeva dnevno Sirom sveta, §to je oko
35% ukupne smrtnosti godis$nje. Iz tog razloga neophodna su dodatna istrazivanja koja bi
pomogla da se infektivne bolesti dovedu pod kontrolu. Blagovremena detekcija patogena kod
simptomatskih ali 1 asimptomatskih individua ili na mestima potencijalnih Sirenja patogena,
kao 1 visoko senzitivna identifikacija patogena krucijalna je u ocuvanju zdravlja ljudi i moze
pomo¢i u kontroli ili sprecavanju lokalnih epidemija i globalnih pandemija, Sto je pogotovu
bilo evidentno u slu¢aju novog patogena, kao sto je SARS-CoV-2.

Kroz istoriju infektivne bolesti su pogadale ljudsku vrstu, sve do polovine 20-tog veka,
kada se, pojavom antibiotika, desila revolucija na polju medicine. lako je prvi antibiotik,
arsfenamin, upotrebljen 1910. godine, kao prvi efektivni tretman za sifilis, tek 1928. godine i
pronalaskom penicilina, pocinje Siroka upotreba antibiotika koja svoj vrhunac dostize izmedu
50. i 60. godina proslog vekal. Od tog vremena, antibiotici su spasili milione Zivota, medutim,
bez obzira na uticaj koji su imali 1 imaju u le€enju bakterijskih infekcija, postojanje antibiotika
prate i izvesni nedostaci koji se moraju prevazié¢i. Jedan od najvecih izazova u medicini danas
je pojava i Sirenje patogenih bakterijskih sojeva koji su rezistentni na antibiotike, npr. 2002.
godine, u bolnicama u Americi, na odelenjima intenzivne terapije preko 50% Staphylococcus
aureus izolata bilo je rezistentno na meticilin?. Posto je u ledenju infekcija takvim sojevima
kori$éen vankomicin poveéan je selektivni pritisak na razvoj rezistencije na vankomicin?.

Bas iz tog razloga, mnoga ispitivanja u biomedicinskim naukama imaju za cilj traZenje
reSenja da se prevazide ovaj izazov. Prvobitno se radilo na proSirenju spektra delovanja prve
generacije antibiotika s obzirom da je veliki broj antibiotika bio uskog spektra klinicke
upotrebe i nije delovao na organizme koji proizvode beta-laktamaze, i koji zbog toga imaju
sposobnost inaktivacije penicilina. Stoga su dizajnirani antibiotici druge generacije koji su
imali proSiren spektar upotrebe na E.coli, P. mirabilis, H. Influenzae. Medutim, ovaj pristup je
ukazao na veliku manu antibiotika, a to su neZeljena dejstva na prirodnu mikrofloru domacina
koja igra vaznu ulogu u zdravlju domaéina®. Upravo, iz tog razloga istrazivanja su isla i ka
razvijanju antibiotika uskog spektra, odnosno antibiotika specifi¢nih za odredene vrste ili
sojeve bakterija, koji ¢e usporiti evoluciju i Sirenje antibiotske rezistencije, smanjivanjem Sanse
za trasfer gena koji su odgovorni za rezistenciju.

Medutim, vreme predstavlja problem u navedenim istraziva¢kim pristupima. Naime,
trajanje razvoja, zatim proizvodnje, klinickih ispitivanja i distribucije novih antibiotika je dugo
1 meri se godinama, a za to vreme povecava se prisustvo bakterija koje mutiraju i stvaraju nove
rezistentne sojeve.

Pored razvijanja inovativnih antibiotika uskog spektra delovanja i uzimajuéi u obzir
ogranicenja antibiotika prve generacije, bilo je potrebno pristupiti detaljnijim istraZzivanjem
mehanizama rezistencije i potencijalnim na¢inima inaktivacije ovih mehanizama*®®. Paralelno
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sa definisanjem mehanizama rezistencije, bilo je potrebno razvijati i brze, preciznije i
pouzdanije dijagnosticke metode koje ¢e detektovati specificni patogen, odgovoran za
infekciju.

Kao jedan od potencijalnih ciljeva novih terapija namecu se povrsinski glikani
mikroorganizama. Vise studija je pokazalo da su upravo oni odgovorni za patogenezu i da
svaka vrsta ili soj mikroorganizama poseduje unikatnu povrsinsku glikansku strukturu ’.
Tradicionalni pristupi u ciljanju bakterijskih glikana u profilakti¢ke ili terapeutske svrhe su
imali veoma veliki uspeh u klini¢koj praksi®. Tu se prvenstveno misli na vakcine bazirane na
bakterijskim saharidnim epitopima koje se koriste za imunizaciju dece od bakterijskih patogena
kao $to su Neisseria meningitidis (Menactra), Streptococcus pneumoniae (Prevnar) i
Haemophilus influenzae (Act-HIB)®. Medutim, iako je vakcinacija vrlo uspe$na preventivna
mera, ona ne pomaze individuama koje ve¢ boluju od neke bakterijske, fungalne ili virusne
infekcije.

Rezultati pojedinih istrazivanja pokazuju da je najefikasniji pristup razvijanja
terapeutika i dijagnostickih metoda baziran na ekspresiji retkih monosaharida, nastalih
procesom glikozilacije, na povrsini mikroorganizama’. Poznavanje i detekcija glikanskih
struktura prisutnih na povrSini mikroorganizama stoga, osim fundamentalnog, moze imati i
praktican znacaj.

2.1 Struktura bakterijskog ¢elijskog zida

Celijski zid bakterija je multifunkcionalan ali je njegova osnovna funkcija u zastiti
bakterije, prvenstveno od uticaja okruzenja i promena osmotskog pritiska. Pored ove uloge,
Celijski zid bakterija prekriven je razli¢itim strukturama koje su odgovorne za infekciju
domacina. Upravo iz ovog razloga ¢elijski zid je glavna meta antibiotika.

Vecina bakterija se grupiSe u tri kategorije, na osnovu strukture ¢elijskog zida: Gram
negativne, Gram pozitivne i Mikobakterije®. Gram negativne bakterije poseduju dve éelijske
membrane, sastavljene od razli¢itih peptidoglikana, lipopolisaharida (LPS) 1 kapsularnih
polisaharida (engleski: Capsular polysaccharide CPS) (Slika 2.1A) .  Gram pozitivne
bakterije imaju samo jednu celijsku membranu, a na povrsini pored gusto pakovanih
peptidoglikana, glikoproteina i CPS, poseduju, umesto LPS-a, tejhojnu kiselinu koja je u
zavisnosti od vrste bakterije ili kovalentno vezana sa peptidoglikanima ili usidrena u ¢elijsku
membranu (Slika 2.1B) 2. Uopsteno govoreéi éelijski zid Gram pozitivnih bakterija je $ira i
rigidnija struktura od ¢elijskog zida Gram negativnih bakterija, Sto im pruZa bolju mehanicku
zastitu.

Tre¢u kategoriju Cine Mikobakterije. Njihov celijski zid poseduje samo jednu
membranu, koja je pokrivena gustim slojem peptidoglikana, kao §to je to slucaj i kod Gram
pozitivnih bakterija, ali se uz taj sloj peptidoglikana nalazi i sloj lipoarabinomanana, na koji se
kasnije nadovezuje arabinogalaktan za koji je vezana mikolna kiselina na ¢ijem su kraju vezani
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Slika 2.1. Sematski prikaz strukture bakterijskog ¢elijskog zida
A) Gram negativne bakterije; B) Gram pozitivne bakterije; C) Mikobakterije'°.

Celijski zid odredenog broja Gram negativnih i Gram pozitivnih bakterija prekriven je
bakterijskom kapsulom. To je hidratisani polisaharidni omotac koji prekriva spoljasnji omotac
¢elijskog zida bakterija. Kod vecine bakterija, kapsula se sastoji od monosaharida koji su
medusobno povezani glikozidnim vezama®4, ‘Kapsula ima zastitnu ulogu, tako Sto sprecava
S obzirom da je bakterlj ska kapsula u direktnom kontaktu sa spoljasnjim okruzenjem upravo
ona ima bitnu ulogu u virulenci i infekciji razli¢itih patogenih bakterija®® 6

2.2 Struktura fungalnog éelijskog zida

Celijski zid gljiva je esencijalna struktura koja se nalazi sa spoljne strane plazma
membrane i odgovaran je za odrzavanje celularnog integriteta i vijabilnosti kao i za interakcije
éelije sa okruzenjem. Celijski zid gljiva struktuiran je u vise nivoa, gde je unutrasnji nivo
najkonzervativniji, dok su spoljasnji nivoi ti koji dosta variraju izmedu vrsta.

On ima bitnu ulogu u razlicitim bioloskim funkcijama, kao S§to su kontrola
permeabilnosti i zastita éelije od osmotskih i mehanickih uticajal” 8. Pored ovih uloga, éelijski
zid ima bitnu ulogu u interakcijama sa spoljasnjom sredinom preko adhezina 1 velikog broja
receptora koji nakon njihove aktivacije pokreéu kompleksnu kaskadu signala unutar ¢elije'’.

Celijski zid gljiva je kompleksna struktura koja se sastoji od proteina povezanih sa
polisaharidima (glikoproteina), dok je najbitniji strukturni polisaharid glukan i on predstavlja
izmedu 50 1 60% ove strukture. Najveéi broj polimera glukana sastoji se od 1,3 vezivnih
glukanskih jedinica, ali registrovani su i glukani poput B-1,6, B-1,4; a-1,3 i a-1,4%°, a zastupljeni
1 hitin, hitozin, razli€iti lipidi 1 pigmenti.

Kljuéna strukturna komponenta ¢elijskog zida vecine gljiva je -1,3-D- glukan i za nju
su kovalentno vezane ostale komponente celijskog zida. Za sintezu ovog polisaharida
odgovaran je kompleks enzima koji se nalaze na plazma membrani, i zovu se glukan
sintetaze®®2!,
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Pored glukana, Celijski zid gljiva poseduje i hitin. Hitin se sintetiSe iz N —
acetilglukozamina pomocu enzima hitin sintetaze, a njegova zastupljenost u ¢elijskom zidu
varira u zavisnosti od morfoloske faze u kojoj se gljiva nalazi ?2. Veéina ostalih proteina su
povezani sa polisaharidima preko O- i N- veze i imaju ¢irok spektar uloga od odrzavanja oblika
¢elija, ucestvuju u adhezivnim procesima, zastiti od razlicitih supstanci, absorpciji molekula,
signalnoj transmisiji, sintezi i reorganizaciji komponenti ¢elijskog zida'”?3,

Bitno je napomenuti da veliki broj gljiva u svom celijskom zidu sadrzi polimer
melanina, pigment visoke molekulske mase koji je delom negativno naelektrisan, a delom
hidrofoban i nerastvorljiv u vodenim rastvorima?®*. Melanin ima ulogu u zastiti gljiva od
razli¢itih uticaja okruzenja time Sto povecava otpornost prema uticajima okoline kao §to su
ekstremne temperature, UV svetlost i toksini?® 28, ali registrovano je i njegov uticaj na fungalnu
virulencu?.

S obzirom da komponente ¢elijskog zida gljiva ne postoje kod ljudi, ove strukture su
idealne mete za antifungalnu terapiju.

2.3 Glikozilacija i glikanske sturkture na povrsini mikroorganizama

Celije mikroorganizama su prekrivene razli¢itim glikanskim strukturama koje su
sastavni deo njihovog celijskog zida ili kapsida. Pored svih prethodno navedenih razlika u
strukturi bakterijskog ¢elijskog zida, postoji jo$ jedna dodatna 1 klju¢na razlika, a to je sinteza
i zastupljenost glikozilovanih proteina®*3,

Re¢ ,,glikomika“ (engleski: Glycomics) je relativno nova re¢ koja se koristi u literaturi
poslednjih godina i odnosi se na novu granu glikobiologije koja se bavi proucavanjem strukture
i funkcije kompletnog seta glikanskih struktura koji su sastavni deo neke ¢elije i identifikacijom
gena koji kodiraju glikoproteine. Klju¢ni proces koji izucava glikobiologija, a i glikomika je
glikozilacija. Glikozilacija je jedna od najkompleksnijih posttranslacionih modifikacija
proteina, ukljucena u ¢ak 50 do 70% svih celularnih procesa. U ljudskom telu velika veéina
proteina i lipida je modifikovana upravo procesom glikozilacije?®. Tokom ovog procesa,
saharidi se kovalentno vezuju za membranske i/ili sekretorne proteine i to konkretno za
asparagin (Asp), hidroksilizin, serin (Ser) ili treonin (Thr), formirajuéi glikoprotein®. Prirodna
modifikacija jednog proteina varira od vrste do vrste, od lokacije u kojoj se u ¢eliji ili tkivu
eksprimira i ukupnog fizioloskog ili patoloskog Stanja organizma.

Postoji $irok spektar funkcija koje saharidna komponenta na proteinu moze obavljati, a
najbitnije  funkcije koje podrazumevaju ucestvovanje specificnih oligosaharida su
prepoznavanje proteina od strane drugih proteina 1 zaStita proteina zaklanjanjem odredenih
delova ¢ime se blokira moguénost nespecifi¢nih interakcija i efekat raznih enzima®!,

Glikozilacija proteina se uglavnom pojavljuje po tipu N-glikozilacije ili O-
glikozilacije®?. Vezivanje Seéera za asparagin u konsenzus sekvenci Asp-X-Ser/Thr predstavlja
N-glikozilacija, gde X moze biti bilo koja amino kiselina sem prolina. Sa druge strane,
vezivanje SeCera za Ser ili Thr je O-glikozilacija. Pri nastanku ovih interakcija ucestvuje
hidroksilna grupa aminokiselinskog ostatka ali ne postoji konsenzus sekvenca na kojoj se ovo
dogada. Seéeri nastali O-glikozilacijom poseduju najmanje 8 razli¢itih osnovnih struktura,
zakacenih preko N-acetilgalaktozamina na Ser ili Thr, koji se kasnije produzavaju dodatkom
monosaharida. Pored aminokiselina Ser i Thr, u formiranju O-glikozilacije mogu ucestvovati i
tirozin (Tyr), hidroksilizin ili hidroksiprolin (Slika 2.2) 333,
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Slika 2.2. Sematski prikaz razlike izmedu O- i N- glikozilacije

Do pre dve decenije mislilo se da se N-vezujuca glikozilacija pojavljuje samo kod
eukariota, a zatim je dokazana u Gram negativnim patogenim bakterijama Campylobacter
jejuni, a potom i kod mnogih drugih vrsta bakterija, archaea i virusa® . Medutim, N-
glikozikacija mnogo ¢esc¢a kod arhaea, dok je O-glikozilacija ¢eséa kod bakterija, a O-vezujuéi
glikoproteini se pojavljuju u razli¢itim oblicima, i sa visokim stepenom varijacije izmedu i
unutar vrsta. Kao Sto je ranije pomenuto, sve tri kategorije bakterijskih ¢elija na svojoj povrsini
prekrivene su glikanima, od kojih su mnogi specifi¢ni upravo samo za bakterije, kao recimo
pseudaminska kiselina se pojavljuje samo u malom broju patogenih bakterija, dok uopste nije
detektovana u ¢elijama sisara®” 38,

Kod Gram pozitivnih bakterija javlja se citoplazmatska O-glikozilacija, koja je zapravo
alternativni put oligo-saharil-trasferazom posredovane O-glikozilacije, koja je Siroko
rasprostranjena kod Gram negativnih bakterija koje eksprimiraju ovaj enzim®. LPS, koji je
glavna komponenta Gram negativnih bakterija, npr. E. coli, eksprimiran je na povrs$ini ¢elije i
sastoji se od razlicitih Secera vezanih za O-antigen, koji je vezan za hidrofobnu membranu u
koju je uronjen Lipid A (endotoksin) (Slika 2.3).

n-10-25 ' Spolia  Unutra
jezgro Lipid A

O-antigen

Slika 2.3. Sematska struktura lipopolisaharidnog molekula enterobakterije sa razli¢itim
saharidnim reziduama. Lipidi su prikazani kao isprekidana linija, a Secerne rezidue na sledeci nacin:
GlcN (m), Kdo (V ), heptoza (A ), heksoza ( #, i komponenta O-antigena (), najzastupljenije heksoze™.
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Geni odgovorni za sintezu O-antigena se nalaze na istom hromozomu kao O-antigen
genski Klaster i strukturna varijacija O-antigena se poklapa sa genskim varijacijama
detektovanim u ovom klasteru. Upravo zato se O-antigen se odlikuje visokom varijabilnos¢u i
vrlo je koristan za identifikaciju razli¢itih sojeva unutar jedne vrste. Na primer Salmonella
enterica sintetiSe 54 O-antigena zbog ¢ega postoje 54 razlicita serotipa S. enterica, dok E. coli
sintetiSe 181 O-antigen, a samim tim ovu bakteriju karakterise postojanje i daleko veceg broja
serotipova od S. enterica 442,

Mnogobrojne studije su pokazale da upravo glikani igraju klju¢nu ulogu u regulaciji
mnogih Zivotnih procesa, kao sto su meducelijske interakcije, celijski rast, celijska
diferencijacija, apoptoza, ali i za interakciju izmedu éelija domaéina i patogena***’. Kod
mnogih mikroorganizama glikoproteini su odgovorni, pored navedenog i1 za kretanje i zastitu
od uticaja spoljasnje sredine. Pokazano je da u sluc¢aju defektnog formiranja glikana bakterijske
éelije mogu da podlegnu promenama osmotskog pritiska*®, dok Gram pozitivne bakterije kod
kojih je registrovano odsustvo tejhojne kiseline nisu sposobne za infekciju*.

Detaljnijom analizom ovih glikanskih struktura na povrSinama mikroorganizama
otkrivene su karakteristi¢ne povrsinske strukture, koje mogu biti specifi¢ne za vrstu ili soj, a
detektovana je i razlika u zastupljenosti njihovih monosaharida u zavisnosti od toga da li je
mikroorganizam patogen ili ne®. Pa je tako, na primer, ve¢ina bakterijskih éelija prekrivena
peptidoglikanima koji predstavljaju mrezu [-1,4-N-acetilglukozamida (GIcNAc) i N-
acetilmuraminske kiseline (MurNAC).

GlcNACc je siroko zastupljen i kod prokariota i kod eukariota, dok je MurNAc zastupljen
samo kod prokariota, pa bi, samim tim i terapeutik ili marker koji cilja MurNAc imao bi uticaj
na prokariote koje ga poseduju. Navedeni princip se moze primeniti i na Gram negativne
bakterije s obzirom da samo one sintetiSu LPS, koji sadrzi specifiécne monosaharide: 3-deoksi-
D-mano-okt-2-ulozonsku Kiselinu (Kdo) i L-glicero-D-manoheptozu (heptoza)®, pa ¢e tako
terapeutici ili markeri za dijagnostiku koji ciljaju ove strukture imati uticaj samo na Gram
negativne bakterije. Sa druge strane, Gram pozitivne bakterije poseduju tejhojnu kiselinu pa ¢e
ono $§to cilja nju uticati samo na Gram pozitivne bakterije. Medutim, ovo bi bile strategije
delovanja na Siroki spektar razli¢itih klasa mikroorganizama.

U cilju razvijanja specificnih terapeutika 1 dijagnostickih metoda, istrazivaci se okre¢u
retkim saharidima koji se prezentuju na povr$inama mikroorganizama i mogu da se iskoriste
kao identifikacione oznake u obelezavanju ili identifikaciji proteina na povrsini ¢elija. Na
primer, Pseudomonas aeruginosa na svojoj povrsini ima N-acetil-fukozamin (FucNACc)
rezidue®!, Neisseria meningitidis ima 2,4-diacetoamido-2,4,6-trideoksiheksozu (DATDH)%?,
Campylobacter jejuni i Helicobacter pylor imaju amino- i deoksi-monosaharide
pseudoamininske kiseline, legionamininske kiseline i bacilozamin®®°3i upravo ovi $eéeri imaju
ograni¢enu ekspresiju samo na patogenim bakterijama °* %4 dok sa druge strane ovi
monosaharidi nisu sastavni deo glikana bakterija koje Cine ljudski mikrobiom kao Sto su
Bateroides sp., Prevotella sp..

Iz svega navedenog mozemo zakljuciti da povrSinski glikani mikroorganizama imaju
jedno bitno svojstvo, a to je da mogu biti unikatni i da mogu posedovati Secere kojh nema u
ljudskim ¢elijama ili ¢elijama zivotinja od znacaja za ljude, Sto ih ¢ini idealnim metama u
dijagnostici ili za razvijanje novih terapeutika.
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2.4 Lektini

Lektini su medu najproucavanijim molekulima u glikobiologiji, posebno u oblasti
biljne glikobiologije. Re¢ “lektin” potie od latinske reci “legere”, $to znaci “odabrati”. Prvi
put otkriveni su u biljkama, a kasnija istrazivanja pokazala su da se nalaze i u Zivotinjama, i U
mikroorganizmima®. Do sada je otkriveno vise od 300 lektina, u skoro svim Zivim bi¢ima, od
virusa i bakterija do biljaka i zivotinja.

2.4.1 Istorija istraZivanja lektina

Prvi lektin izolovan je krajem XIX veka iz semena ricinusa (lat. Ricinus communis),
kao komponenta koja ima moguénost aglutinacije eritrocita®, ubrzo nakon toga izolvan je i
lektin abrin iz biljke Rakovo oko (lat. Abrus precatorius) koji je skoro pa identi¢an toksinu koji
produkuje Ricinus communis. Po¢etkom XX veka potvrdeno je prisustvo lektina i u mnogim
drugim zivim organizmima, kao Sto su bakterije 1 Zivotinje, a ubrzo nakon toga, ve¢ 1907.
godine detektovani su u netoksi¢nim biljkama i gljivama®’.

Prvi precis€eni lektin je konkanavalin A (ConA), dobijen jo§ 1919. godine iz
mahunarke “jack beans” (lat. Canavalia ensiformis)®, tek 1936. godine uocena je sposobnost
lektina da precipitiraju strukture sa ugljenim hidratima. Upravo ovo otkri¢e oznacava pocetak
osnivanja glikobiologije kao nezavisne grane bioloskih nauka (Slika 2.4). Po¢etkom XX veka
potvrdeno je prisustvo lektina i u mnogim drugim Zivim organizmima®® °’,

Glikobiologija obuhvata istrazivanje strukture glikana, njihovu sintezu, degradaciju,
ulogu u razli¢itim bioloskim sistemima i procesima; i proucava interakcije izmedu ugljenih
hidrata i proteina®®.
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Slika 2.4. Istorija istraZivanja lektina
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2.4.2 Definicija i uloga biljnih lektina

U lektine spadaju strukturno raznovrsni proteini, od kojih su neki i sami glikoproteini.
Nalaze se u svim zivim organizmima. Svi lektini imaju specifi¢ni afinitet vezivanja prema
monosaharidnima i/ili polisaharidima i saharidnim reziduama glikoproteina i glikolipida. To
su proteini koji imaju sposobnost selektivnog, reverzibilnog vezivanja za molekule koje sadrze
ugljene hidrate, pri ¢emu ne dolazi do ispoljavanja enzimske aktivnosti u vezuju¢em mestu,
niti do promene strukture ugljenih hidrata za koje se vezuju®® %% 5! Takode, molekuli antitela
ne spadaju u grupu lektina, iako zadovoljavaju navedene karakteristike. Upravo, iz prethodno
navedenih razloga lektini pripadaju grupi “carbohydrate-binding proteins, CBP”, ali ono po
¢emu se razlikuju od ostalih CBP-a je sposobnost aglutinacije ¢elija®2.

U zavisnosti od prisustva i zastupljenosti lektini imaju mnogobrojne uloge u razli¢itim
bioloskim sistemima i bioloskim procesima. OsnovnO SvoOjstvo lektina u svim Zzivim
organizmima je bioloSko prepoznavanje i vezivanje za ugljene hidrate koji se nalaze na povrsini
éelija i njihov transport ili skladistenje®®. Na osnovu ovog svojstva lektini mogu imati ulogu u:
sintezi 1 transportu proteina, fotosintezi, oplodnji, proliferaciji Celija, metastazi tumora,
formiranju imunskog odgovora, interakciji éelija domacina i patogena, apoptozi, itd.%%8,

Prva otkrivena moguénost primene lektina bila je u odredivanju krvnih grupa®, dok su
kasnije nasli primenu u raznim histohemijskim i citohemijskim metodama za detekciju i
ciljanje specifi¢nih oligosaharidnih sekvenci pri tipiziranju celija, karakterizaciji ugljenih
hidrata, ali i detekciji glikokonjugata u unutaréelijskim organelama, ¢elijama i tkivima™. Danas
se Cesto koriste u separaciji i precis¢avanju glikoproteina, glikopeptida i1 oligosaharida i to
uglavnom pomo¢u afinitetne hromatografije’®.

Biljni lektini su se nametnuli kao najzastupljeniji i najdostupniji lektini u
istrazivanjima, izmedu ostalog i usled ¢injenice da su neke biljne vrste izvori bogati lektinima.
U samim biljkama, lektini igraju znacajnu ulogu u klijanju, razvoju semena i korena, rastu,
rezistenciji, transportu i skladiStenju ugljenih hidrata’®. DLL-1I lektin, recimo, specificno se
vezuje za kinetin i indol sircetnu kiselinu, koji su klju¢ni hormoni ukljuceni u razvoj korena’®.
Zakalin, i lektini sli¢ni Zakalinu imaju ulogu u rezistenciji biljke na patogene, abioti¢kom
stresu, kao i u razvoju biljaka’ . Mnogi biljni lektini imaju dobro poznate bioloske aktivnosti
poput, antibakterijskih, antifungalnih, antivirusnih i antikancerskih aktivnosti’® .

Biljke sekretuju lektine kao sekundarne metabolite, koji se vezuju za povrsinu patogena
1 omogucavaju formiranje pora i promenu permeabilnosti ¢elija, ¢ime ucestvuju u odbrani od
patogena’’. Antibakterijski mehanizam delovanja lektina uklju¢uje inhibiciju éelijskog rasta,
izazivavanje oSteCenja u ¢elijskom zidu, pri njihovom vezivanju za komponente celijskog zida,
N-acetilmuraminsku kiselinu, N-acetilglukozamin, lipopolisaharida, $to dovodi do formiranja
pora u bakterijskom zudu, i do ¢elijske smrti’®. Ostvarivanjem interakcije izmedu lektina i
lipida A koji je deo LPS omotaca Gram negativnih bakterija dolazi do povec¢ane permeabilnosti
spoljaSnje membrane i smrti organizma. Neki lektini su sposobni da inhibiraju virusnu
aktivnost vezivanjem za proteine na virusnom omotacu, blokirajuci vezivanje za receptore
¢elija domacina ili vezivanjem za aktivno mesto virusne polimeraze. Na primer, lektin
specifican za D-manozu iz morskog korala Gerardia savaglia reaguje sa oligosaharidnim
bo¢nim lancima proteina omotaca (gpl120) HIV-1 i sprecava infekciju H9 ¢elija HIV-1
virusom” | dok BanLec vezuje glikozilovane proteine omotaca virusa (gp120) HIV-1 i time
blokira ulazak virusa u éeliju®®. Pojedini biljni lektini koji imaju afinitet vezivanja manoze,
poseduju aktivnost protiv koronavirusa. Oni interferiraju sa spajk virusnim proteinom, i time
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utiCu na vezivanje virusa u ranim fazama virusne replikacije i otpuStanja virusa na kraju
virusnog ciklusa®.

Pored navedenog, mnogi lektini imaju citotoksicne efekte, odnosno neki dovode do
zaustavljanja Celijske deobe i indukuju ¢elijsku smrt npr. éelija kancera razli¢itog tipa. Takvi
lektini, koji poseduju antikancerogenu aktivnost su generalno manje citotoksi¢ni prema
nekancerogenim Celijama, zbog varijacije glikanske ekspresije koja postoji na celijskim
membranama zdravih éelija i ¢elija kancera® 82, Pored sposobnosti biljnih lektina da razlikuju
¢elije kancera od normalnih ¢elija, oni imaju 1 osobinu razlikovanja benignih od malignih
tumorskih ¢elija na osnovu stepena glikozilacije, pa su ispitivani i kao sredstvo u dijagnostici
tumora®.

2.4.3 Struktura lektina

Lektini su medusobno veoma raznovrsni i prepoznaju specifi¢ne mono- i oligosaharide.
Oni mogu biti zastupljeni kao slobodni proteini ili mogu biti vezani za razliite povrSinske
strukture ¢elija uz pomoé specifi¢nih mesta vezivanja®. Specifi¢nost lektina odredena je
njihovom trodimenzionalnom strukturom, odnosno amino kiselinskom sekvencom. Oni u
svojoj strukturi imaju nekatalitiCki domen, koji vezuje specifi¢ne ugljene hidrate (engleski:
carbohydrate-binding domain, CBD) monosaharide i oligosaharide. Vecina poznatih lektina se
karakteriS§e multimernos$cu i njihovi molekuli izgradeni su od dve ili viSe vezanih subjedinica,
koje mogu biti identi¢ne, kao kod ConA ili razli¢ite, kao kod PHA. U zavisnosti od
oligomernog stanja i tipa lektina mogu da imaju od 1 do 12 vezujuéih mesta®.

Multivalentni lektini su sposobni da specificno prepoznaju i vezu Secere Koji su
eksprimirani na povrSini samo nekih tipova celija (kao S§to su eritrociti) $to, kao posledica
povezivanja ¢elija rezultuje aglutinacijom® 8. Sposobnost selektivne aglutinacije crvenih
krvnih zrnaca pomocu lektina imala je svoju primenu u otkri¢u da su antigeni krvnih grupa po
svom hemijskom sastavu ugljeni hidrati . Sposobnost da se razlikuju krvne grupe u ABO
sistemu krvnih grupa uz pomo¢ lektina otkrivena je u periodu izmedu 1940. i 1950. godine.

2.4.4 Opsta klasifikacija lektina

Postoji viSe razlicitih tipova klasifikacije lektina i to na osnovu: porekla, lokalizacije
U/na celiji, funkcije, strukture 1 sli¢nosti u sekvenci, organizaciji 1 broju vezuju¢ih mesta 1
prema saharidnoj specificnosti. Ovde je bitno napomeuti da se mnoge od ovih klasifikacija
medusobno preklapaju.

Na osnovu porekla lektni su podeljeni u 5 velikih grupa na: biljne, zivotinjske, gljivi¢ne,
bakterijske i virusne®.

Na osnovu lokalizacije u ¢eliji lektini se dele na: ekstracelularne, intracelularne, lektine
endopolazmati¢nog retikuluma, lektine Goldzijevog kompleksa, citoplazmatske lektine i
membranske lektine®®.

Na osnovu funkcije koju vrSe, lektini se mogu klasifikovati kao: hemaglutinini,
adhezini, toksini, galektini, pentraksini, selektini i kolektini®,

Na osnovu strukture, Klasifikacija lektina obuhvata: kalcijum zavisne lektine, galektine,
lektine semena leguminoza, monokot-manoza vezujuce lektine, zakaline, lektine
imunoglobulinskog tipa, manoza-6-fosfat receptore, pentraksine, fikoline, biljne lektine sa
ricin B domenom, heparin vezujuce lektine, Galanthus nivalis (visisbaba) aglutinin i sli¢ne
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lektine, kaleksin, F-box, amarantine, lektine sa fikolin fibrogen/kolagen domenom, heveine, a-
manozidaze, ricinu sli¢ne lektine, hitin lektine, Nictaba sli¢ne proteine, i dr 8% 9091,

Na osnovu sekvence i evolucione sli¢nosti, lektini su klasifikovani na: lektine sa
strukturom B-ploce, kalcijum zavisne lektine, lektine sa fikolin fibrogen/kolagen domenom,
hijalin-adhezine, ricin lektine, a-manozidaze, lektin Zabljeg jajeta, lektin pSeni¢ne klice, lektin
semena leguminoza, lektin zglavkara Tachypleus tridentatus, Jocob i sli¢ni lektini, beli luk i
lektin visibabe (Galanthus nivalis), imunoglobulinska superfamilija lektina, itd.% %,

Lektini se klasifikuju i na osnovu organizacije i broja vezujuéih mesta: monovalentne
(merolektini)®* bivalentne (hololektini), multivalentne (himerolektin i superlektin, lektin sa
mestom za vezivanje dva strukturno razli¢ita ugljena hidrata)®.

Na osnovu specifi¢nosti vezivanja ugljenih hidrata lektini se dele na: glukoza vezujuce,
manoza vezujuce, D-galaktoza vezujuce, L-fukoza vezujuce, sijalinska kiselina vezujuce, 2-
acetamido-2-deoksi-galaktoza vezujuée, 2-acetamido-2-deoksi-glukoza vezujuée, N-acetil-D-
galaktozamin vezujuce lektine®® %,

2.4.5 Klasifikacija biljnih lektina

Prva i osnovna klasifikacija biljnih lektina, koja je bila opste prihva¢ena bazirala se na
vezivanju monosaharida. Prema ovoj klasifikaciji, lektini su podeljeni na:

1) manoza vezujuce,
2) galaktoza vezujuce,
3) hitin vezujuce i

4) ostale.

Medutim, istrazivanja su pokazala da to nije bila adekvatna podela, jer nije uzimala u
obzir strukturne karakteristike ne samo ugljnohidratnih veza ve¢ ni molekula lektina. Razvojem
genetskih analiza i sposobnosti da se dekodira struktura polipednih lanaca u lektinskom
molekulu, usvojena je druga klasifikacija, koja se zasniva na sli¢nostima sekvenci amino
kiselina u ovim proteinima i strukturi domena za prepoznavanje ugljenih hidrata (engleski:
carbohydrate-recognition domain-CRD).

Svaki CRD karakteriSe jedinstvena aminokiselinska sekvenca, sa tipicnom uvijenom
strukturom polipeptida i vezuju¢im mestom. U skladu sa time svi biljni lektini su podeljeni u
12 familija, prikazanih u Tabeli 2.1°%
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Tabela 2.1. Porodice lektina poreklom iz biljaka i gljiva, prema Lannoo & Van Damme
(2014)° i Lectin Frontier baza podataka (http://acgg.asia/lfdb2/).

Familija biljnih
lektina

Primer lektina

Molekulska struktura

Secerna specifi¢nost

Agaricus Bisporus

Agaricus bisporus aglutinin,
Xerocomus chrysenteron

homolog aglutinin, B-ploca
Pholiota squarrosa lektin
Amaranthus caudatus
Amarantin domen aglutinin, B-trefoil D-Gal, GalNAc
Amaranthus spinosus aglutinin
H_o_molog klase V Roblr_ug pseudoacacia TIM bure GalNAc
hitinaze aglutinin
Cijanovirin domen Cergtopterls richardii trovstr'uka B- . Man
lektin ploca i B-ukosnica

Euonymus Europaeus
lektinski domen

Euonymus europaeus
aglutinin

Nepoznata struktura

GalNAc, Gal, Fuc, Man,
NeuAc, GIcNAc, Xyl,
Glc

Galanthus Nivalis
aglutinski domen

Galanthus nivalis aglutinin,
Hippeastrum hybrid aglutinin,
Narcissus pseudonarcissus
aglutinin

B-bure

D-Man

Hevein domen

Datura stramonium aglutinin,
Lycipersicon esculentum lektin,
Phytolacca americana
aglutinin,

Solanum teberosum aglutinin

Heveinska struktura

GIcNAC

Zakalin, artokarpin,

Zakalin domen Maclura pomifera aglutinin, B-prizma Glc, Man, Gal, GalNAc
Helianthus tuberosus_aglutinin
ConA, DBA, LCA, PNA,

Legume domen SBA, B -sendvi¢ Ara, Man, Glc, GIcNAc

Wisteria floribunda aglutinin,
Vicia villosa aglutinin

Lysin motif (LysM)

Pteris  ryukyuensis lektin,

domen Medicago truncatula lektin p-o-a-p-struktura Glc/Man
Nictaba-like domen Nlcotlana_tabacu_m aglutinin, Nepoznata struktura GIcNAc
Oryza sativa lektin
RCA,MOA, SNA, SSA,
Ricin-B domen Trichosanthes japonica B-“detelina” Gal, Glc

aglutinin

Novijim istraZivanjima, ustanovljeno je da razli¢iti CRD mogu da interaguju sa sli¢nim
ugljenohidratnim strukturama, $to je primer konvergentne evolucije®’.
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2.4.6 Specifi¢nost lektina

Najbitniji aspekt u odredivanju kvaliteta lektina kao analitickog alata je upravo njegova
specificnost. Lektini mogu da vezuju monosaharide, oligosaharide i polisaharide, kao i
saharidne rezidue kompleksnih biomolekula kao sto su, glikoproteini ili glikolipidi (Slika 2.5).
Za razliku od antitela koja imaju afinitet za jedinstvenu antigensku determinantu, lektini
nemaju tako visoku specifi¢nost. Prema literaturi, tipicna konstanta asocijacije (Ka) vezivanja
lektina za ugljene hidrate je od 103-10"" M% %. Razlog tome je §to interakcija izmedu ugljenih
hidrata i lektina zavisi od mnogo faktora, kao §to su valenca lektina, struktura vezivnog mesta,
konformacija i dr.!®. Multivalenca uti¢e na poveéanje afiniteta lektina. Upravo zbog
viSestrukih interakcija, vezivanjem dodatnih mesta u molekulu ugljenog hidrata, narocito kad
postoje repetitivne strukture i polivalence lektinskih subjedinica, selektivnost vezivanja
ugljenih hidrata i lektina se povecava nekoliko puta, zbog Cega neki istrazivaci navode da je
aviditet polivalentnih interakcija izmedu lektina i1 polisaharida uporediv sa aviditetom
interakcija izmedu antigena i antitela'%% 192,

Mikrob

Glikanski receptori

i e e o

Membrana sisarskih celija Glikoprotein

Slika 2.5. Priroda vezivanja patogena za saharidne rezidue na povrsini ¢elije domaéina.

Lektini su specifi¢ni za neke strukture ugljenih hidrata, pa neki lektini mogu da
interaguju samo sa manozom, glukozom (ConA, LCA), galaktozom (PNA, RCA), fuktozom
(UEA), sijalinskom kiselinom (MAA\) i dr.1931%8 Tagke interakcije lektina takode igraju bitnu
ulogu, neki lektini interaguju samo sa terminalnim krajevima ugljeno-hidratnih ostataka u
kompleksnim biomolekulima, dok drugi mogu da vezuju ostatke Secera unutar lanca
polisaharida. Pored ovoga, mnogi lektini nisu specificni samo za anomernu formu Secernog
molekula (a- ili B- anomeri), ve¢ i za striktnu sekvencu ugljenohidratnih rezidua.

Slika 2.6 prikazuje specifi¢nost nekih lektina prema Lectin Frontier bazi podataka.
Svaki kvadrat na slici sadrzi skracenicu lektina i njegovo poreklo. Molekulska tezina (kDa) i
broj oligomera u molekulu lektina navedeni su u zagradama.
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]

PNA Jacalin RCA UEAI AAL RSL
Arachis hypogaea, Artocarpos integliforia Ricinus cornrmunis Ulex europaeus Aleuria aurantia, Ralstonia solanacearum
peanut, seed, plant jack fruit, seed, plant castor bean, seed, plant common gorse, seed, arange peel mushroom, Gram-negative
(98/4) (50- 65/4) (120/4) plant (53) fungi (67/2) bacterium (140/10)
i Y ><'_7_,,—A--*"'
N_‘OA Speclﬁcltv RRA Specificity
Marasmius oreades e ealaao Dalichos bifiorus S SNA
fairy ringmushroom, g horse gram, seed, plant Qiucoss Sambucus nigra
fungi (50/2) (Gal) (110/4) (Fuc) elderberry, leaf, plant
(140)
ECDR,L Specificity L Specificity <
Erythrina Maackia amurensis B : Sambucussieboldiana
to N-acetylgalactosamine to sialic acid :
coraliodendron coral (GaINAc) Japanese pagoda tree, (sia) red-berried elder, bark,
tree, seed, plant (60/2) seed, plant (140/4) L) plant (160)
HPA SBA PHA-E4; PHA-L4 WGA
Helix pornatia Glycine max Phaseolus vulgaris, Triticurn vulgaris
edible snail, animal soybean, seed, plant red kidney bean, seed, wheat germ
(79/6) (120/4) plant (128/4; 126/4) (43/2)
Specificity
toglucose Specificity
'G:‘:) to N-acetylglucosamine
ConA LCA PSA [GlcNAc)
Canavalia ensiformis Eneculina s Pisum sativum,
jack been, seed, plant lentil (bean), seed, garden pea, seed, plant
(104/4) plant (46/1) (50/4) GSL-II
e GNA Griffonia simpliciofolia
tipr:::::sve Galartysnivans Bandeiraea plant, seed,
0 HiowHrop: plant (113/4)
{Man) bulb, plant (50/4)

Slika 2.6. Specifi¢nost odabranih lektina
(Lectin Frontier baza podataka)®?

Pored stabilne strukture, Sirokog spektra razli¢itih molekulskih masa i dostupnosti,
upravo sposobnost vezivanja ugljenih hidrata ¢ini ih interesantnim za laboratorijsku
upotrebu'®,

2.4.7 Karakteristike lektina kori$é¢enih u studiji

U ovoj studiji koriSéeni su sledeci lektini: MAA, SBA, LCA, WGA, RCA120, ConA,
SNA | i BanLec.

MAA - Maackia amurensis agglutinin, poti¢e iz semena biljke Maackia amurensis
poznatije kao amurska makija. Spada u leukoaglutinine ili mitogene izolektine, ima
molekulsku mase od 140 kDa 1 sastoji se od Cetiri subjedinice, sa izoelektricnom tackom od
4,7. Postcz)je dva MAA lektina: MAL | i MAL 11, oba se koriste za detekciju alfa 2-3 sijalinske
kiselinet®,

SBA — Soybean agglutinin, je lektin koji potice iz soje lat. Glycine max. Molekulska
masa SBA je 120 kDA i sastoji se od Cetiri identi¢ne subjedinice od po 30 kDa. SBA ima
specificnost ~ vezivanja  N-acetil-D-galaktozamina i  galaktopiranozilskih  rezidua
glikoproteina®!!.

LCA — Lens culinaris agglutinin lektin potice iz biljke Lens culinaris ili Lens esculenta
tj. iz soCiva, jestive mahunarke. Sastoji se iz Cetiri subjedinice — dve od pol7 kDa i dve od po
8 kDa. LCA prepoznaje sekvence koje sadrze a-vezane manozne residue. a-vezane fukozne
residue poveéavju afinitet!!?

WGA — Wheat germ agglutinin, potice iz Triticum vulgaris tj. pSenice. Ovaj lektin ima
sposobnost reverzibilnog vezivanja N-acetil-D-glukozamina i sijalinske kiseline glikoproteina
i glikolipida. Ovaj lektin ima ulogu u zastiti pSenice od razli¢itih insekata, gljiva i bakterija.
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WGA se sastoji od dve subjedinice i ima molekulsku masu od 36 kDa. WGA ispoljava
mitogenu aktivnost prema limfocitima, a ima sposobnost aglutinacije eritrocita i vise tipova
malignih éelijal®®,

RCA120 — Ricinus communis agglutinin, potice iz semena biljke ricinus ili turske
kudelje. RCA120 je tetramerni hemaglutinin koji se sastoji od dve o podjedinice, molekulske
mase od po 27 kDa i dve B podjedinice, molekulske mase od po 33 kDa. RCA120 pokazuje
afinitet ka vezivanju galaktoze i N-acetilgalatozaminskih rezidua*4,

ConA — Konkanavalin A je lektin iz mahunarki vrste Canavalia ensiformis. Con A je
tetramer, gde svaka od subjedinica ima molekulsku masu 26,5 kDa, vezuje metalni jon,
uglavnom Mn?* ili Ca?*. Ima izoelektriénu ta¢ku u opcegu od 4,5-5,5. Ovaj lektin specifi¢no
vezuje a-D-manozne i a-D-glukozne ostatke koji se, izmedu ostalog, nalaze na terminalnim
pozicijama B-glukanal®®.,

SNA I — Sambucus nigra agglutinin je lektin izolovan iz kore zove. SNA | je tetramerni
protein molekulske mase 140 kDa koji pokazuje afinitet vezivanja prema sijalinskoj kiselini
koja se nalazi na terminalnom kraju galaktoze a-2,6 i u manjoj meri a-2,3. Postoje podaci da
ovaj lektin vezuje i sijalinsku kiselinu vezanu za N-acetilgalaktozamin ili galaktozu?®.

BanLec — Banana lektin, izolovan je iz plodova banana Musa acuminata i Musa
balbisiana, pripada familiji jakalinu srodnih lektina. Po svojoj strukturi BanLec je homodimer
koji se sastoji iz dve identi¢ne subjedinice od 15 kDa. Ovaj lektin ima visoku specificnost
vezivanja za manozu i oligosaharide bogate manozom, kao i za glukozu®!’.

2.5 Metode za detekciju patogena

Klju¢ni izazov u stvaranju novih metoda je specifi¢nost i osetljivost, zatim pristupac¢na
cena i jednostavnost izvodenja, bez obzira da li se koristi u naucne ili dijagnosti¢ke svrhe.
Potrebno je razviti metod koji za izvodenje zahteva minimalne koli¢ine uzorka i reagenasa,
koji se relativno brzo izvodi, a opet, da su testovi dovoljno osetljivi i specifi¢ni.

Metode koje se koriste pri identifikaciji i karakterizaciji mikroorganizama su
raznovrsne. Od klasiénih mikrobioloskih analiza, koje podrazumevaju kultivaciju
mikroorganizama, a samim tim 1 vreme, preko klasi¢nih antigenskih analiza, koje su najcesce
bazirane na imunoafinitetu, do genetskih testova, koji se zasnivaju na detekciji naslednog
materijala mikroorganizama.

Jedan od takvih pristupa je upotreba antitela koja se Cesto koriste kao biosenzori za
identifikaciju mikroorganizama usled visoke specifi¢nosti i jakih medusobnih interakcija.
Medutim, antitela su korisna za izolaciju samo odgovarajuce vrste ili soja, $to je ujedno 1
ograni¢enje ovog pristupa kada je potrebno testirati vise sojeva ili vrsta mikroorganizama®®.
Pored ovog nedostatka, postoji i problem proizvodnje specifi¢nih antitela za odgovarajuce
antigene, s obzirom da je proces proizvodnje izuzetno komplikovan (od imunizacije,
preciS¢avanja, preko eventualne proizvodnje monoklonskih antitela) i dugotrajan (minimalno
vreme proizvodnje je oko 3 meseca). Cak i kada se dobiju pre¢iséena antitela za odgovarajuée
antigene postoji mogucnost pojave unakrsne reaktivnosti, koja je rezultat niske specificnosti.

Metode koje se zasnivaju na direktnoj detekciji patogena, poput Enzim vezujuceg
imunosorbent eseja (engleski: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA) i fluorescentnih
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esejal'® 119 bivaju najzastupljenije metode sve do uvodenja PCR metode!®, za ¢ije izvodenje

je dovoljna i izuzetno mala koli¢ina patogena, za razliku od ELISA-e gde bi pri malim
koli¢inama bila nedovoljna osetljivost testa. Upotreba PCR-a povecala je moguénost skriniga
na vise nacina kao i samu pouzdanost testiranja, ali je takode povecala i cenu testiranja.

Uporedo sa razvijanjem metoda baziranih na upotrebi antitela, razvijale su se i
alternativne metode koje se odlikuju ve¢om osetljivoséu kao §to su wave biosenzori'?,
mikrokantiliveri‘?* i atomska mikroskopijal??>. Medutim sve metode na bazi biosenzora, koje
koriste antitela limitirane su postojanjem specifi¢nih antitela, i poteskoce koje se takode svode

na razlikovanje srodnih vrsta patogena i razli¢itih serotipova.

U poslednje dve decenije, saharidi se namecu kao alternativni bioreceptori s obzirom
da se nalaze u skoro svim c¢elijama kao polisaharidi, glikolipidi 1 glikoproteini, 1 drugi
glikokonjugati koji su uklju¢eni u mnogobrojne bioloske procese!?. Glavna prednost upotrebe
saharida je Sto su daleko rezistentniji na denaturaciju u odnosu na proteinske antigene.

Razvoj tehnologije omogucio je razvoj prethodno usvojenih metoda detekcije glikana,
pa i glikana koji se nalaze na povrsini mikroorganizama. lako specificna detekcija glikanskihh
struktura danas ne predstavlja realnu alternativu trenutno dostupnim dijagnostickim testovima,
mogucénost pracenja povrSinskih glikana mikroorganizama u nativnim strukturama, pod
neinvazivnim uslovima, mogla bi da pruzi dodatni uvid U zapocinjanje i progresiju bolesti,
mehanizme modulacije glikanskog omotaca u toku infekcije, kao i u efikasnost odredenog
terapeutika u leCenju bakterijske infekcije, a samim tim mogla bi da posluzi i kao baza za
razvijanje inovativnih molekularnih metoda za vizuelizaciju i identifikaciju patogena.

Neke od metoda za detekciju i istrazivanje glikozilacije razlic¢itih biomolekula i ¢elija
baziraju se na upotrebi lektina. Razlozi za odabir lektina kao molekula za analizu glikana su
mnogobrojni: Siroki spektar komercijalno dostupnih lektina, velike varijacije u njihovoj
saharidnoj specifi¢nosti, potencijalno visoka specifi¢nost i afinitet prema glikanima'?*. Metode
se baziraju na interakciji izmedu lektina i nativnih saharida u biomolekulima ili ¢elijama, ¢ime
se istraziva¢ima pruza Sansu da zaobidu probleme separacije i precis¢avanja biomolekula koji
sadrze saharide od intresa. lako su lektini manje specificni od monoklonskih antitela,
uporednom primenom lektina razli¢itih specificnosti potencijalno se moze nadoknaditi niza
selektivnost 1 ovaj problem se moze prevazi¢i. Naime, visoko afinitetno monoklonsko antitelo
najcesc¢e vezuje samo jedan antigen, a suprotno tome lektini najées¢e vezuju vise razlicitih
liganada (Slika 2.7).

Antitelo prepoznaje ceo O-antigen

A
* i .

a-Man - B-EH-A-B-A-8-A-A-8_
p-Gal A A . —— —
p-GleNAc Lektin prepoznaje individualne

mono- i/ili oligosaharide

Slika 2.7. Prepoznavanje O-antigena pomocu antitela i lektina'?.

Skoro svi mikroorganizmi eksprimiraju povrSinske saharide koji su potencijalna mesta
vezivanja lektina (Tabela 2.2)'%,
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Tabela 2.2. Lektinski receptori na razli¢itim mikroorganizmima'?>,

Mikroorganizmi Lektinski receptori

Kapsule, citoplazmati¢ne membrane, LPS, LOS, spoljne membrane, peptidoglikani,

Gram negativne bakterije povrsinski glikoproteini

Kapsule, specifi¢ni polisaharidi, lipotejhojna kiselina, peptidoglikani, povrSinski

Gram pozitivne bakterije glikoproteini, tejhojna kiselina

Protozoe Galaktomanani, glikoproteini, glikolipidi, lipofosfoglikani, fosfoglikani

Gljive Arabini, kapsule, glucan iz ¢el. zida, hitin, galaktani, manani, sekretovani proteini

Lektini imaju Sirok spektar liganada koji se razlikuju u zavisnosti od organizma, npr.
lekinski ligandi Gram pozitivnih bakterija mogu da budu: peptidoglikani, tejhojna kiselina i
lipotejhojna kiselina; kod Gram negativnih bakterija to su: lipopolisaharidi, citoplazmatska
membrana, povrSinski glikoproteini; kod gljiva: manan, hitin i arabinani; kod protozoa:
galaktomanani, glikoproteini i glikolipidi, lipofosfoglikani i fosfoglikani.

Dijagnosticki principi koji su trenutno u ispitivanjima bave se upravo unikatnim
saharidnim strukturama koje se nalaze na povrSini mnogih patogenih bakterija i ti saharidi
pruzaju potencijal za unapredivanje preciznosti dijagnoze bakterijske infekcije, razlikovanje

ne samo izmedu patogena i domacina ve¢ i izmedu razli¢itih vrsta i sojeva bakterija'?’.

2.5.1 Analiti¢ke metode na bazi lektina

Lektini se mogu koristiti za detekciju glikoproteina u organelama, ¢elijama, pa ¢ak i
tkivima. Tokom poslednje decenije, veliki pomaci su napravljeni u lektinologiji (oblasti nauke
koja se bavi lektinima); mnogi novi analiti¢ki pristupi koji se baziraju na upotrebi lektina su
razvijeni ili su u razvoju, §to otvara Sirok spektar mogucnosti za dalje, detaljnije studije
svojstava saharida i njihove funkcije. Objavljeno je nekoliko studija ¢iji rezultati opisuju
upotrebu lektina u proucavanju glikokonjugata u rastvoru i na povrSinama celija, detekciju
lektin vezuju¢ih struktura u bioloskim modelima, frakcionisanje 1 preciS¢avanje
glikokonjugata, detekciju razli¢itih patogena i dr. 109 128-131,

Metode koje se baziraju na interakciji lektina i ugljenih hidrata, konvencionalno mogu
biti podeljene na tradicionalne i moderne. Jedna od prvih metoda upotrebe lektina je
precipitaciona analiza, koja je orginalno razvijena za detekciju antigen-antitelo kompleksa.
Ona se bazira na inhibiciji lektinske precipitacije koris¢enjem glikokonjugata mono- ili
oligosaharida. Usled potreba za izuzetno velikim koli¢inama reagenasa za analizu ona se danas
rede koristi'®2, U tradicionalne metode spada i semi- kvantitativna metoda inhibicije
hemaglutinina, koja se zasniva na aglutinaciji eritrocita lektinima, i koja je naknadno i
modernizovana upotrebom radioaktivno obeleZenih lektina, §to je dovelo do povecanja
osetljivosti metode®3 134,

Trenutno se, detekcija 1 identifikacija glikana vr$i najceS¢e upotrebom tecne
hromatografije visokih preformansi (HPLC) i masenom spektrometrijom®3®. lako ove metode
obezbeduju pouzdano odredivanje glikana, one imaju nekoliko bitnih nedostataka: izuzetno
komplikovan proces pripreme uzoraka, potrebu za skupom opremom, potrebu za visoko
obucenim i kvalifikovanim osobljem i izuzetno su kompleksne kada se simultano radi analiza
viSe uzoraka kao $to je to potrebno u nau¢nim studijama.
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U poslednjih par decenija lektini se koriste kao alat u profilisanju glikana®®® ¥, Lektini
se dosta koriste kao sorbenti, pa je i lektinska afinitetna hromatografija Cesta metoda za
izolaciju, frakcionisanje i precis¢avanje glikana. Donnely i Goldstein 1970. su prvi razvili ovaj
naéin afinitetne hromatografije'*®. S obzirom da je interakcija izmedu lektina i ugljenih hidrata
nekovalentnog karaktera i ima nizak afinitet, glikani se lako uklanjaju specifiénim
kompleksom, koji je kompetitivan za to mesto vezivanja. Ova metoda naisla je na Siroku
primenu, pa je tako npr. Sumi et al. 1999. uspeo da uz pomo¢ nje razlikuje karcinom prostate i
benignu hiperplaziju prostate, razlikujuéi strukture ugljenih hidrata prostata specificnog
antigena (PSAg). Koristio je niz kolona na kojima su imobilisani razli€iti lektini: ConA, PSA,
WGA, PhHA-E i PhHA-L4. Kvanititativnom analizom frakcija pokazao je da u slucaju
karcinoma prostate, daleko visi nivo specificnog antigena prostate u odnosu na njegove nivoe
u benignoj hiperplaziji prostate, a razlog tome je kompleks sa razgranatom N-
acetilglukozilamin beta(1,4) manozom?®3.

Alroy et al. su jo§ pre 40 godina dokazali moguénost bojenja histoloskih uzoraka
upotrebom poznatih interakcija izmedu lektina i saharida zastupljenih na povrsini ¢elija. Oni
su osamdesetih godina prosSlog veka posmatrali vezivanje biotinilovanih lektina za
glikoproteine u uzorcima, koris¢enjem konjugata avidin- peroksidaze i upotrebom 3.3-
diaminobenzidina kao kolorimetrijskog substratal®. I danas se lektini koriste u histoloskim
analizama: lektini su konjugovani fuorescentno (fluorescein izotiocijanatom) i/ili enzimski
(HRP), biotinom ili zlatnim nanocesticama, a njihova vizuelizacija i detekcija se vr$i merenjem
fluorescencije, svetlosti ili elektronskom mikroskopijom®#:142 Cak je i sortiranje éelija
protoénom citometrijom moguée upotrebom fluorescentno obelezenih lektinal®,

Jos jedna metoda koja je razvijena na osnovu metoda koje se koriste u detekciji antigen-
antitelo, je lektinski blot (Slika 2.8). Naime ona ima isti princip kao imunoblot, nakon
elektroforetske separacije, proteini se prenesu strujom na nitroceluloznu membranu i
inkubiraju prvo sa biotisanim lektinima a zatim sa streptavidin enzimskim konjugatom i takav
kompleks se kasnije detektuje upotrebom odgovarajuéeg substratal®*,

Specificno vezivanje lektin - ugljeni hidrat  Biotin - streptavidin interakcija

« PAAG- elektroforeza ( A v .
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Transfer namembranu  + Lektin - biotin ~ + Streptavidin-enzim

Slika 2.8. Sema lektin blotovanja'*

Zajednicka upotreba lektinskih histohemijskih metoda i lektinskog blota omoguéava
bolju karakterizacuju promena glikozilacije ¢elija za vreme razvijanja primarnih tumora i
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metastaza. Kombinacija masene spektrometrije i lektinskog blota moze da se koristi u
detektovanju tipa izmena glikoproteina.

2.5.2 Lektinski mikroeseji

Lektinski mikroeseji su razvijeni kao brze i senzitivne metode za analizu glikana#®1>4,
U ovoj metodi nekoliko lektina poznate specifi¢nosti se imobilisSe na ¢vrstu povrSinu, a
saharidne rezidue analiziranih uzoraka interaguju sa odgovaraju¢im lektinima (Slika 2.9).

29"
/ Imobilisani lektini  Obelezeni glikoprotein

a B8 L

.l l.l : @

a as

JEE T A [ TR
el b - | bI: ; tt | Bloloskl uzorak sa < ;--/ Obelezen ==
@ ......-... mobllisana antitéla glikoproteinom lektin

Mikroesej 2ot

Slika 2.9. Razli¢iti tipovi lektinskih mikroeseja®

Analizom dobijenih signala vezivanja 1 korelacijom sa poznatim specifi¢nostima
lektina prema odredenim saharidima omogucava se brza identifikacija povrsinskih glikana.
Vezivanje glikana za lektin omoguéava brzo detektovanje njihove specifi¢nosti i registrovanje
cak veoma slabih interakcija sa velikom precizno$cu.

Do sada je predloZen Sirok spektar upotrebe mikroeseja za detekciju glikana na
razli¢itim ¢elijama®®>®, bakterijama®®’, gljivama®®®, kao i u dijagnosticke svrhe'®*!%, Toyoda
je 2011. godine pokazao da EEL, MAL i PhHA-L pruzaju moguénost istraziva¢ima da usled
razlike u vezivanju navedenih lektina razlikuju diferencirane i nedifrencirane mati¢ne celije
ljudskog embriona®®!. Takode, Mahal i Hsu su pokazali da ovakva analiza glikana jasno pravi
razlku izmedu dva srodna bakterijska soja npr. E. coli jednog od drugog, pruzajuci brzo i
efikasno tipiziranje bakterija, a pruza se i mogucnost pracenja dinamic¢ke promene glikana na
povriini bakterija omoguéavajué¢i monitoring patogenih vrsta’®. Ovo govori u prilog da
lektinski eseji mogu da budu korisni ne samo za mapiranje bakterijskih povrsinskih glikana
ve¢ 1 za proucCavanje dinamiCke uloge bakterijskih Secera kao odgovor na spoljasnje
stimuluse®1%°, Krishnamoorty 2009. je pomo¢u lektinskog mikroeseja pokazala da povrsinska
glikozilacija humanog virusa imunodificijencije (eng. human immunodeficiency virus, HIV)
ima sli¢ne ugljenohidratne strukture (velike koli¢ine manoze, sijalinske kiseline, fukozilovanih
epitopa, i dr.) kao i mikrovezikule, i pretpostavlja se da upravo tako virus imunodeficijencije
moze da se maskira u deo organizma domacina, da “prevari” imunski sistem i napusti ¢eliju
domacina’®?. Lektinski mikroeseji se uspesno koriste i u detekciji markera kancera, s obzirom
da mnogi bioloski markeri imaju glikoproteinsku strukturu.
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Glikanski mikroeseji su prvi put razvijeni 2002. godine!®. Glikani su imobilisani na
¢vrstu povrsinu. Glikanski mikrocipovi su jedan od efikasnih nacina analiziranja specifi¢nosti
receptora influenca virusa, i upravo ovi testovi dozvoljavaju brzu analizu novih humanih
virusa®®*. Karakteristika koja je izdvojila mikroeseje od ostalih metoda jeste moguénost
ponovnog kori$¢enja ¢ipova i time niza cena izvodenja ispitivanja.

2.5.3 Biosenzori na bazi lektina

Tehnike bazirane na biosenzorima igraju bitnu ulogu u proucavanju razliitih
interakcija, npr. izmedu mikroorganizama i okoline, s obzirom da su bazirane na
biospecificnim interakcijama izmedu bioloskih delova analita (mikroorganizma) 1 biosenzora.
Biosenzori su analiticki alat koji se sastoji od kombinacije bioloSkih receptorskih komponenti
(nukleinske kiseline, lektini, enzimi, antitela itd.) i1 fizickohemijskih konduktera koji
konvertuju bioloski odgovor u elektri¢ni, opticki ili maseni signal, uglavnom u realnom
vremenu (lektin-saharid, ili antitelo-antigen interakcije)!®®. Upravo je specifian afinitet
vezivanja saharida lektinima doveo do razvoja elektrohemijskih i optickih senzora.

Dominatan vid detekcije u lektinskim esejima je fluorescentna detekcija, samim tim
obelezavanje uzoraka ili lektina fluorescentnim probama je neophodan korak koji prethodi
analiziranju uzoraka.

Prvi kori$¢en lektinski fluorescentni biosenzor bio je na bazi Con A i kori$¢en je u cilju
detektovanja saharida, ¢elija kancera i patogenih bakterijal®®. Princip detekcije bazira se na
promeni maksimalnog intenziteta fluorescencije prilikom vezivanja ConA za specifi¢ne Secere.
Potencijalna mana metode je modifikacija lektinskog molekula usled vezivanja markera, Sto
moze dovesti do promene sposobnosti vezivanja za odgovarajuce SeCere. Iz tog razloga
razvijeni su biosenzorni sistemi koji koriste neobeleZene lektine, pa je jedna od modifikacija
ove metode razvijanje elektrohemijskih biosenzora, koji se takode zasnivaju na vezivanju
lektina za ugljene hidrate’®”. U skladu sa napredovanjem tehnologije, napredovale su i
kinetic¢ke 1 afinitetne metode za analizu interakcija i detekciju biomolekula, u oblastima kao sto
su imunohemija, biomedicina i dijagnostika. Ovo je dovelo do razvoja inovativnih tehnologija
koje ne koriste obelezivac, kao §to su tehnologija automatizovane mikrovage na kristalu kvarca
(QCM engleski: Quartz Crystal Microbalance), SPR (engleski: Surface Plasmon Resonance) i
EIS (engleski: Electrochemical Impendance Spectroscopy), a uspesne su u detektovanju i
profilisanju glikana®®®,

Upotreba QCM bazira se na promeni rezonantne frekvence kvarcnog kristala kao
rezultat akumulacije mase usled interakcije koja se desava izmedu lektina i ugljenih hidrata®®®,
U poredenju sa QCM, SRP ima mnoge prednosti: dozvoljava pracenje biomolekularnih
interakcija u realnom vremenu, moze da odredi kineticke parametre, konstante asocijacije,
konstante disocijacije, kao 1 konstantu afiniteta, §to je posebno korisno pri analizi bioloSke
specifi¢nosti i funkcije!’® (Slika 2.10). Zhang et al. 2010. godine razvili su biosenzore bazirane
na SNA i ConA kako bi uporedili ekspresiju sijalinske kiseline i manoze u normalnim ¢elijama
1 ¢elijama kancera pluca, jetre 1 prostate. Rezultati su pokazali da je nivo ekspresije manoze
kod normalnih i ¢elija kancera isti, dok je nivo sijalinske kiseline drasti¢no povecan kod ¢elija
kancera. Biosenzori koji su zasnovani na SNA nisu samo kvantitativno detektovali Celije
kancera ve¢ su procenili 1 zastupljenost sijalinske kiseline na povrsini ¢elija, $to je veoma bitno
kako bi se pratila progresija kanceral’l. Medutim, tehnologija lektinskih biosenzora je
ograni¢ena na laboratorijsku upotrebu i u ovom trenutku nije komercijalizovana, prvenstveno
usled izuzetne kompleksnosti metode. Kada se uporedi sa lektinskim mikroesejima, biosenzori
bez obelezivaca imaju vecu senzitivnost, i mogu da se izvode i kvanititativne analize. Medutim
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analiziranje veceg broja uzoraka je moguce i kod lektinskih mikroeseja i upravo zato se
lektinski mikroeseji koriste za karakterizaciju sastava ugljenih hidrata nepoznatih
glikoproteina, dok se biosenzori koriste za merenja afiniteta®’,

% Senzor Cip /?
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Senzor Cip Imobilizacija lektina Interakcija sa ugljenim hidratima

Slika 2.10. Detekcija interakcije lektin-ugljeni hidrat pomoéu SPR biosenzora®

2.54 ELLSA

Skracenica ELLSA formirana je za potrebe eksperimentalnog rada u okviru ove teze i
ima za cilj da predoci sli¢nost eseja sa ELISA-om. ELLSA je adaptacija enzim vezanog
imunosorbent eseja (ELISA), i predstavlja mogucnost analize Celija i struktura saharida na
¢elijskim membranama, zidovima i kapsidima. ELISA je zasnovana na vezivanju antigena za
specificna antitela, koja su biotinilovana ili direktno vezana za enzim. Medutim, kada se radi
karakterizacija saharida neophodno je upotrebiti antitela razli¢itih specificnosti. Zbog toga su
Goodarzi i Turner 1997. predlozili alternativni nacin upotrebe lektina obeleZenih
digoksigeninom (DIG) i detekcija se vrila DIG-specifi¢nim antitelimal’2,

ELLSA sa “biotin-avidin” sistemom je predlozena radi proucavanja specifi¢nosti
bakterijskih lektina u studijama Singh 2006. i Wu 2003.173174, Ona se bazira na upotrebi biotin-
avidinin interakcije, koja se karakteriSe visokim afinitetom. Biotinilovani lektini se ponaSaju
kao obrasci molekularnog prepoznavanja prema specificnim glikoproteinima i drugim visoko
molekulskim glikokonjugatima, koji su nekovaletno adsorbovani na zid mikrotitarske ploce. U
sledecem koraku se detekcija formiranog kompleksa, vr$i upotrebom (strept)avidin-enzim
konjugata'”. Hendrickson je 2017. godine sproveo ELLSA-u u sendvi¢ formatu kako bi
detektovao E.coli i S. aureus bakterijske celije, upotrebom nekoliko biljnih lektina poznate
specifi¢nostil’® (Slika 2.11).
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Slika 2.11. Razliciti formati ELLSA: A4) format sa imobilizovanim ugljenim hidratima; B) "sendvic"
format sa imobilizovanim lektinom i lektin-enzimskim konjugatom;, C) "sendvic¢" format sa
imobilizovanim lektinom, lektin-biotinom i streptavidin-enzimskim konjugatom; D) "sendvi¢" format sa
imobilizovanim antitelima na ugljene hidrate i konjugatom elektron-enzim, E) ,,sendvic¢“ format sa
imobilizovanim antitelima na ugljene hidrate, lektin-biotinom i konjugatom enzima streptavidi®®.

2.5.5 QCM tehnologija

Nakon Sauerbrejevog otkri¢a 1959. godine da frekvenca rezonancije kvarcnih kristala
linearno opada sa dodavanjem mase na njihovu povrsinu, metode koje se baziraju na koris¢enju
kvarcnih kristala nalaze svoju primenu kao izuzetno korisno analiti¢ko sredstvo®’’. Njihova
sposobnost promene frekvencije konvertuje se upotrebom odgovaraju¢eg provodnika u
elektri¢ni signal koji je proporcionalan koli¢ini vezanog analita. Upravo na ovome se zasniva
princip koriséenja QCM tehnologije kojm se meri ja¢ina molekulskih interakcija. QCM
biosenzori se Koriste za analiziranje interakcije biomolekula bez upotrebe obelezivaca, u
realnom vremenu, omogucavajuci procenu afiniteta vezivanja 1 kompletnu kinetiku interakcija
(Slika 2.12).

Glavna prednost ovakvog pristupa je upotreba kompletne bakterijske ¢elije, Sto dovodi
do mogu¢énosti ispitivanja interakcija povrSinskih bakterijskih glikanskih epitopa i lektina u
njihovom prirodnom okruZenju.

Postavka eksperimenata za merenje interakcija lektina sa Se¢ernnim komponentama
mikroorganizama korisé¢enjem QCM tehnologije moze biti razlicita:

1) direktno nano$enje preciséenih biomolekula na kvarcnu plocicu (Cip),
2) nanoS$enje zivih ¢elija i njihovo gajenje na Cipu,
3) nanosenje celijske suspenzija na Cip koji je prethodno obogacen lektinima sa

odgovarajuéim afinitetom?®,
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Slika 2.12. Analiziranje kinetike interakcija lektina i mikrooranizama QCM tehnologijom*”®

27




3. CILJEVIISTRAZIVANJA

3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Kako interakcije izmedu mikroorganizama i domacina imaju klju¢nu ulogu u infekciji
I progresiji infektivnih bolesti, a figurisu i tokom homeostaze, postoji opravdana potreba da se
identifikuju i okarakterisu komponente koje uéestvuju u toj interakciji. Procesom glikozilacije
na povrsini svih mikroorganizima formira se jedinstvena arhitektura povrSinskih polisaharidnih
struktura 1 upravo ovaj proces smatra se kljuénim faktorom virulencije mnogih
mikroorganizama.

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije je da se, kroz ispitivanje interakcija biljnih
lektina sa polisaharidnim strukturama na povrSini razliCitih mikroorganizama, profiliSu
povrSinske saharidne strukture mikroorganizama, utvrde specifi¢ne interakcije, definiSe i
validira ELLSA metoda, kao metoda za brzu identifikaciju interakcija izmedu lektina i
mikroorganizama.

Kako bi se ostvario ovaj cilj planirano je da se eksperimentalni deo disertacije realizuje
kroz 7 faza, ¢iji su pojedinacni ciljevi:

1) Uspostavljanje ELLSA metode sa imobilisanim mikroorganizmima

U prvom delu ekperimentalnog rada planirano je definisanje uslova ELLSA metode sa
imobilisanim mikroorganizmima, u cilju uspostavljanja odgovaraju¢eg in vitro testa za
karakterizaciju specificnog vezivanja biljnih lektina za polisaharide na povrSini
mikroorganizama.

2) Validacija ELLSA metode

Prilikom validacije ELLSA metode planirano je da se odredi specifi¢nost vezivanja lektina za
mikroorganizme u cilju odredivanja povrSinske glikozilacije mikroorganizama. Inhibicija
vezivanja lektina vrsic¢e Se pomocu razli¢itih monosaharida. U sklopu ovih eksperimenata cilj
je bio i da se ispitaju opseg linearnosti, tacnost i preciznost metode, u okvirima u kojima
ekserimentalna postavka to omogucava.

3) Tipizacija povrsinski dostupnih polisaharidnih struktura

U okviru faze tipizacije dostupnih polisaharidnih struktura planirano je da se koriS¢enjem
razli¢itih biljnih lektina poznate specificnosti utvrde dostupne polisaharidne strukture na
povrSini mikroorganizama kori¢enih u eksperimentalnom radu.

4) lspitivanje interakcija povrsinskih polisaharida mikroorganizama i lektina obelezenih
fluoresceinom pomocu protocne citometrije

U okviru faze ispitivanja interakcija povrSinskih polisaharida mikroorganizama sa lektinima
planirano je obeleZavanje biljnih lektina fluorescein 5(6)-izotiocijanatom (FITC), pracenje
interakcija fluoresceinom obelezenih lektina sa mikroorganizama metodom protoc¢ne
citometrije.
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5) Poredenje ELLSA metode i proto¢ne citometrije

U okviru ove faze planirana je korelaciona analiza dobijenih podataka i poredenje rezultata
ELLSA metode i proto¢ne citometrije, radi dobijanja potvrde specificnih interakcija ili
definisanja ograni¢enja jedne metode u odnosu na drugu.

6) Ispitivanje jacine interakcije lektina sa bakterijskim polisaharidima pomocu QCM
tehnologije

Planirano je ispitivanje afiniteta izabranih lektina prema glikanskim strukturama na povrsini
bakterija od intresa. U ovu svrhu koris¢ena je QCM tehnologija i senzor ¢ipovi kuplovani
biljnim lektinima.

7) Ispitivanje prakti¢ne primene uspostavljenih metoda
U svrhu ispitivanja moguénosti prakti¢ne primene uspostavljene metodologije vrsice se

medusobno poredenje vezivanje lektina za razli¢ite mikroorganizme, kao i poredenje vezivanja
lektina sa vezivanjem serumskih antitela za mikroorganizme.
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U istrazivanjima koja su realizovana u sklopu izrade ove doktorske disertacije koris¢ena
profilisanje  povrSinskih  polisaharidnih ~ struktura  mikroorganizama,  upotrebom
novouspostavljene metode - ELLSA, koja je vrlo sli¢na klasi¢noj ELISA-i. Sedam od osam
lektina su komercijalno nabavljeni od Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) i to: Maackia
amurensis aglutinin (MAA), Soybean aglutinin (SBA), Lens culinaris aglutinin (LCA), Wheat
germ aglutinin (WGA), Ricinus communis aglutinin (RCA120), Canavalia ensiformis lektin
(Con A) i Sambucus nigra aglutinin (SNA 1); dok je rekombinantni BanLec (Musa acuminata)
preciscen iz celija E. coli, dobijen od prof. Gavrovi¢-Jankulovi¢, sa Hemijskog fakulteta,
Univerziteta u Beogradu®"®.

Navedeni lektini su selektovani na osnovu razlika u afinitetu vezivanja za saharide koji
se eksprimiraju u okviru procesa glikozilacije na povrsini ispitivanih mikroorganizama.

4.1 Efikasnost biotinilovanja i analiza ¢istoce lektina

Prvi korak u ispitivanju vezivanja lektina za povrsinske strukture mikroorganizama, bio
je biotinilovanje biljnih lektina da bi se signal mogao meriti pomocu spektrofotometra.

Lektini su biotinilovani (+)-Biotin N-sukcinimidil estrom koji je prethodno rastvoren u
anhidrovanom dimetil-sulfoksidu (DMSO). Koncentracija proteina svih biotinilovani lektina
je bila u opsegu od 1-3 mg mL. Efikasnost biotinilovanja lektina je analizirana je pomo¢u Dot
blot metode, ukapavanjem analita na nitroceluloznu membranu. Serijskim razblazivanjem
biotilinovanih lektina u Dot blotu i vezivajem streptavidin-alkalne fosfataze pokazano je da
efekat biotinilovanja nije bio jednak za sve lektine, kao $to je prikazano, Slika 4.1.

Biotinilovanje lektina MAA je bila najmanje uspesna i zahtevala je manja razblazenja
u daljim analizama.

Nakon potvrde biotinilovanja lektina, za analizu Cisto¢e biotinilovanih lektina na
osnovu molekulske mase, uradena je SDS-elektroforeza na 8% poliakrilamidnom gelu u
redukuju¢im uslovima. Cisto¢a veéine biotinilovanih lektina i oGuvanost njihove strukture
prikazana je na Slici 4.2.
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Slika 4.1. Testiranje efikasnosti biotinilovanje lektina Dot blot metodom. RazlaZenja lektina
navedena su u gornjem delu slike, a skracenice naziva lektina sa leve strane. Vizuelizacija je uradena
upotrebom streptavidin alkalne fosfataze/NBT/BCiP. MAA - Maackia amurensis aglutinin; SBA -
Soybean aglutinin; LCA - Lens culinaris aglutinin; WGA - Wheat germ aglutinin; BL - Musa acuminata
(banana) rekombinantni lektin; RCA120 - Ricinus communis aglutinin Con A - Canavalia ensiformis
lektin; SNA | — Sambucus nigra aglutinin.
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Slika 4.2. Poliakrilamidni gel, 8%, obojen pomoé¢u Coomassie brilliant blue CBB R250: A) Uzorci
u redukujucim uslovima, redosled: 1) MAA - Maackia amurensis aglutinin; 2) SBA - Soybean aglutinin;
3) LCA - Lens culinaris aglutinin; 4) WGA - Wheat germ aglutinin; 5) BL - Musa acuminata (banana)
rekombinantni lektin; 6) Marker (Sigma Prestained SDS-PAE Molecular Weight Marker SDS7B: 26.6,
36.5, 48.5, 58, 84, 116, 180 kDa); 7) RCA120 - Ricinus communis agglutinin. B) Uzorci u redukujucéim
uslovima; redosled: BL — preciscen BanLec, BL-eGFP — himerni fluorescentno zeleno obelezen
BanLec; Proteinski marker.
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4.2 Optimizacija ELLSA sa celim mikroorganizmima

ELLSA, koris¢ena u ovoj studiji se zasniva na vezivanju mikroorganizama za
MaxiSorp mikrotitar plo¢u, i detekciju prisustva glikanskih struktura pomocu biotinilovanih
lektina i streptavidina obelezenog enzimom.

Prvi korak, za optimizaciju ELLSA metode bio je odredivanje optimalne koncentracije
lektina i detektovanje signala vezivanja lektina za mikroorganizme koji na svojoj povrSini
sadrze poznate gilkane. Optimalna koli¢ina mikroorganizama koje je potrebno naneti na
mikrotitarsku ploéu odredena je ranije u eksperimentima sli¢nog tipa®,

4.2.1 Odredivanje optimalne koncentracije lektina u ELLSA

Prva istrazivanja su bila usmerena ka odredivanju optimalne koncentracije lektina koje
bi se koristile u testiranju. Da bi stekli uvid u razblazenja koja je potrebno koristiti, napravljen
je tzv. “pool” mikroorganizama, tj. mikroorganizmi navedeni u Tabeli 6.3 su pomeSani u
jednakom odnosu i tako nane$eni na mikrotitar plocu. Uradena je titracija vezivanja razli¢itih
lektina za ovaj “pool” mikroorganizama. Tada je zabelezena veca reaktivnost BanLec, ConA i
WGA u odnosu na ostale lektine koji su kori$¢eni u testu (Slika 4.3).
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Razblazenje lektina

Slika 4.3. Titracija vezivanja lektina za mix od razli¢itih mikroorganizama (21) zakacenih na
plocu. Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim devijacijama.

Vezivanje MAA naizgled nije bilo moguce testirati na ovaj nacin, medutim posto je U
ovom pilot eksperimentu postojala dominacija ve¢ih mikroorganizama, konkretno gljiva,
MAA je koris¢en, samo u ve¢im koncentracijama. Koncentracije lektina koris¢ene u daljim
analizama su bile sledece: BanLec 1 pug mL?, MAA 12 ug mL?, LCA 1,2 pg mL, WGA 1,4
ug mL?t, SBA 1,4 ug mL?, RCA120 2,3 ug mL?, Con A 0,7 pg mL?, SNA 11,5 ug mL™,
Koncentracija lektina je odredena Lowry-jevom metodom, koja se pokazala najadekvatnija u
ovom slucaju.
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4.2.2 Analiza vezivanja lektina i mikroorganizama

ELLSA-om je ispitana sposobnost vezivanja selektovanih lektina za odabrane
mikroorganizme. Polazna pretpostavka bila je da ¢e u slucaju detektovanja specifiénih
interakcija lektina, poznatih afiniteta, sa povrSinskim polisaharidnim strukturama ispitivanih
mikroorganizama, koji su direktno adsorbovani na ELISA polo¢u, do¢i do pojave signala, ¢ija
jacina ¢e zavisiti od afiniteta lektina i zastupljenosti glikana prema kojima lektin pokazuje
afinitet, kao $to je u ovoj studiji pokazano za vezivanje BanLec-a za gljive. Sa druge strane,
dodavanje monosaharida u rastvor lektina moze dovesti do inhibicije vezivanja lektina za
povrsinske polisaharidne strukture mikroorganizama kod kojih je ve¢ registrovan signal.

Vezivanje pojedinaénih lektina (sa 1 bez monosaharida) za individualne
mikroorganizme je prikazano na Slici 4.4; A-H. Dobijene vrednosti ispitivanja potvrdene su u
tri nezavisna eksperimenta.

Lektini WGA 1 ConA pokazali su afinitet vezivanja za veéinu testiranih
mikroorganizama (Slika 4.4B i H) i samim tim oba navedena lektina su se pokazala kao
vecini testiranih mikroorganizama. SNA I, LCA i SBA pokazali su relativno nisku selektivnost
(Slika 4.4C, D i G), dok su ostali lektini, BanLec, RCA120 i MAA pokazali visok nivo
selektivnost, detektujuci saharidne strukture prisutne samo na odredenim mikroorganizmima.
Od testiranih mikroorganizama BanLec se selektivno vezivao za C. albicans ATCC 10259
(Slika 4.4A), RCA12 se vezivao za L. casei DG (Slika 4.4E) i MAA za L. helveticus LAFTI i
L. acidophilus ViVag (Slika 4.4F).
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Slika 4.4. Detekcija vezivanja biotinilovanih lektina za mikroorganizme ELLSA metodom i
inhibicija meSavinom monosaharida: A) vezivanje BanLec-a za mikroorganizme; B) vezivanje WGA
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za mikroorganizme; C) vezivanje LCA za mikroorganizme; D) vezivanje SBA mikroorganizme; E)
vezivanje RCA10 za mikroorganizme, F) vezivanje MAA za mikroorganizme, G) vezivanje SNA | za
mikroorganizme; H) vezivanje ConA za mikroorganizme. Sacc — 0.5 M mesavina monosaharida
(glukoze, manoze, galaktoze). Brojevi oznacavaju sledece mikroorganizme: 1. L. reuteri DSM 17938,
2. L. plantarum WCFS1, 3. L. rhamnosus LA68, 4. L. rhamnosus LB64, 5. L. rhamnosus LGG, 6. L.
helveticus LAFTI L10, 7. L. acidophilus ViVag, 8. Lactobacillus casei DG, 9. S. pyogenes ATCC 19615;
10. S. agalactiae ATCC 13813, 11. Streptococcus sp. CI f-hemolytic group B; 12. Streptococcus sp. Cl
S-hemolytic group A; 13. E. faecalis Cl; 14. S. aureus Cl; 15. P. mirabilis Cl; 16. E. coli CI; 17. K.
pneumoniae ATCC 13883; 18. P. aeruginosa ATCC 27853; 19. P. hauseri ATCC 13315; 20. S. flexneri
ATCC 12022; 21. C. albicans ATCC 10259. Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim
devijacijama.

Kljuéni strukturni polisaharid unutrasnjeg celijskog zida C. albicans je B-(1,3)-
glukan®®!, a spoljni ¢elijski zid C. albicans prekriven je veoma manozilovanim proteinima koji
su umrezeni sa [B-(1,6)-glukanom. Smatra se da upravo ovaj spoljni manozilovani sloj
odgovoran za skrivanje B-glukana od ¢elija imunog sistema domacina i to konkretno od
Dektina 1'82183, Sa druge strane, postoje mnogi endogeni lektini, kao na primer: DC-SIGN
(engleski: Dendritic Cell-Specific Intercellular Adhesion molecule 3-Grabbing Nonintegrin),
poznat i kao CD209 i manozni receptor makrofaga (CD206)** koji prepoznaju upravo
manozne povrsinske residue Candida.

4.2.3 Vizuelizacija vezivanja lektina

Daljim istrazivanjem odluc¢ili smo da potvrdimo rezultate vezivanja lektina za
mikroorganizme dobijene pomo¢u ELLSA, direktnom vizuelizacijom tih interakcija. Naime,
visoko specifi¢no vezivanje BanLec-a za C. albicans potvrdili smo sa dve nezavisne metode,
fluorescentnom mikroskopijom (Slika 4.5B i F) i proto¢nom citometrijom, gde se plato dostize
sa koncentracijama koje su iznad 1 pg mL™ (Slika 4.51). Visoko specifi¢no vezivanje BanLec-
a za kvasce, potvrdili smo detektujuéi fluorescentnim mikroskopom interakciju A. brasiliensis
upravo sa ovim lektinom (Slika 4.5J-M).
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Slika 4.5. Detektovanje vezivanja BanLec za C. albicans ATCC 10259 i A. brasiliensis ATCC
16404, upotrebom fluorescentnog mikroskopa. A), E), svetlosno polje i B), F) — fluorescentno polje
C. albicans obojena sa biotinilovanim BanLec i vizuelizovana pomocu streptavidin-FITC, C), G) —
svetlo i D), H) — fluorescentna slika C. albicans bojenje pomocu streptavidin -FITC (kontrola). A), B),
C), D) — 10 x uvelicanje, E), F), G), H) — 40 x uvelicanje. I) protocna citometrija, detekcija vezivanja
BanLec za C. albicans. Negativna kontrola vezivanja bio je L. plantarum WCFS1. J), K) — svetlosha i
fluorescentna slika A. brasiliensis obojenog sa biotinilovanim BanLec-om bez dodate glukoze i L), M)
—svetlosna i fluorescentna slika sa dodatom glukozom; 10 x uvelicanje.

4.2.4 Titracija vezivanja lektina za mikroorganizme

Rezultati dobijeni koriS¢enjem ELLSA bili su u skladu sa podacima dostupnim u
literaturi, Sto je potvrdeno i pomocu protocne citometrije i direktne vizuelizacije, te je
zaklju¢eno da ELLSA 1ima potencijal u ispitivanju interakcija izmedu lektina 1
mikroorganizama. S obzirom na dobijene rezultate, pristupili smo titracionim eksperimentima
kako bi potvrdili specifi¢nost dobijenih interakcija 1 videli zavisnost intenziteta signala od
koli¢ine dodatog lektina.

Titracione krive dobijene ELLSA metodom (Slika 4.6), pokazuju da se saturacija moze
posti¢i kada se BanLec vezuje za C. albicans (Slika 4.6A); kada se LCA i SBA vezuju za L.
helveticus LAFTI (Slika 4.6B i C) i kada se WGA vezuje za L. plantarum WCFS1 (Slika
4.6E). Takode, pokazano je da postoji varijacija krajne tacke titracije koja je zavisna od
lektinskog molekula koji je korigéen, sa opsegom od 0,3 ug mL™ za BanLec u interakciji sa
C.albicans; 0,2 pg mL™ za LCA u interakciji sa L. helveticus LAFTI; 0,1 ug mL za SBA u
interakciji sa L. helveticus LAFTI; 1 ug mL™? za RCAuz0 U interakciji sa L.casei DG; 0,05 ug
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mL? za WGA u interakciji sa L. plantarum WCFS1 i 1 ug mL? za MAA u interakciji sa L.
helveticus LAFTI.
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Slika 4.6. Titracija lektinske reaktivnosti sa mikroorganizmima, pomo¢u ELLSA: A) BanLec; B)
LCA; C) SBA; D) RCAi; E) WGA; F) MAA. Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim
devijacijama.

4.2.5 Ispitivanje vezivanja BanLec-a za p-D-glukan

Prethodnim eksperimentima, pokazali smo da BanLec pokazuje jedinstveni afinitet
prema C. albicans. Poreklo tih interakcija moze poticati ili od interakcije sa manoznim
strukturama koje se nalaze na povrSini gljiva, ili pak moze biti specif¢no za gljive usled
interakcije sa fungalnim B-D-glukanom. Kako bi ispitali vezivanje BanlLec-a za fungalni B-D-
glukan, povecali smo broj vrsta gljiva na kojima je testiran afinitet vezivanja ovog lektina.

U ovom koraku ispitivali smo afinitet vezivanja svih osam lektina za pet vrsta gljiva:
C. albicans, S. boulardii, S. cerevisiae, P. roqueforti i C. neoformans, (Slika 4.7.). BanLec je
pokazao afinitet vezivanja prema svim testiranim gljivama. Signal vezivanja BanlLec-a za sve
vrste gljiva bio je znatno ja¢i u odnosu na sve ostale signale koji su registrovani pri
interakcijama drugih lektina sa gljivama. Interesantno je da se ConA nije vezivao za sve
testirane gljive, na $ta nije imao uticaja dodatak kalcijuma.
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Slika 4.7. Detekcija vezivanja osam biljnih lektina za gljive ELLSA metodom. Sacc —0,5M
mesavina monosaharida (glukoze, manoze, galaktoze). Koriscene gljive su: A) C. albicans; B) S.
bouladrii; C) S. cerevisiae; D) P. roqueforti; E) C. neoformans. Prikazane su srednje vrednosti sa
standardnim devijacijama.

4.2.6 Inhibicija vezivanja BanLec-a za p-D-glukan

Nakon, detekcije signala pri interakciji BanLec-a sa gljivama, ispitivana je sposobnost
inhibicije interakcije lektin — gljiva, dodavanjem: 1) B-glukana iz S. cerevisiae (Slika 4.8A), 2)
pojedina¢nih monosaharida (Slika 4.8B) i 3) meSavine monosaharida (Slika 4.8C).
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Inhibicija vezivanja BanLec-a: A) Inhibicija vezivanja BanLec-a za dve vrste kvasca P.

roqueforti i S. boulardii, koris¢enjem f-glukana iz S. cerevisiae. Inhibicija vezivanja BanlLec-a za P.
roqueforti: B) upotrebom individualnih monosaharida i C) upotrebom mesavine monosaharida
(glukoza, manoza i galaktoza). Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim devijacijama.
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Polovina maksimalne inhibitorne koncentracije (IC50) za B-glukan dobijen iz S.
cerevisiae pri vezivanju BanLec-a za S. boulardii bila je 1,81 pg mL* (interval pouzdanosti od
95%: 0,82 — 3,97 ug mL™1), a pri vezivanju BanLec-a za P. roqueforti 1C50 bila je 1,10 pg mL"

1(0,62 — 1,95 pg mL1).

Uticaj vezivanja individualnih monosaharida na inhibiciju vezivanja BanLec-a za P.
roqueforti, takode je testiran, Slika 4.8B. IC50 za glukozu bio je 0,77 mg mL™ (0,23 - 2,58 mg
mL1), za manozu 1,27 mg mL2(0,32 — 5,07 mg mL™), dok galaktoza nije dovela do inhibicije
ove intereakcije.

S obzirom, na prethodno dobijene rezultate koji su pokazali da su B-glukan, glukoza i
manoza inhibitori vezivanja BanLec-a za gljive, odlucili smo da testiramo jos§ dva potencijalna
inhibitora i to: laminarin- jedinjenje koje u svom sastavu poseduje B-(1-3)-glukan i D-maltozu.

Laminarin je inhibirao vezivanje BanLec za P. roqueforti sa IC50 od 0,26 ng ml™ (0,12
— 0,55 ng mLY) i S. boulardii od 0,33 ng mL? (0,14 — 0,77 ng mL). D-maltoza je inhibirala
vezivanje BanLec za P. roqueforti sa IC50 od 2,24 ng mL? (1,16 — 4,33 ng mL?) i S. boulardii
od 3,42 ng mL* (2,1 -5,57 ng mL), Slika 4.9.
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Slika 4.9. Inhibicija vezivanja BanLec-a za P. roqueforti sa: A) laminarinom, C) D-maltozom; i za
S. boulardii sa: B) laminarinom, D) D-maltozom.
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Kori$¢enjem dvanaest razblazenja BanLec-a, testirali smo vezivanje BanLec-a direktno
za B-glukan. Titraciona kriva vezivanja BanLec-a za B-glukan prikazana je na Slici 4.10A.

Pedeset procenata inhibicije vezivanja BanLec-a za -glukan, u ELLSA postiZe se sa
4,33 mg mL1(2,23-8,41 mg mL™) glukoze, sa 1,72 mg mL™(1,03-2,87 mg mL™*) manoze, dok
galaktoza nema nikakvog uticaja na vezivanje (Slika 4.10B).
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Slika 4.10. Vezivanje BanLec-a za B-glukan-om iz S. cerevisiae ELLSA. A) Kriva vezivanja BanLec-
a; B) Inhibicija vezivanja BanLec-a za f-glukan koriséenjem mesSavine monosaharida: glukoze, manoze
i galaktoze. Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim devijacijama.

U ovoj studiji koristili smo tri manoza vezujuca lektina: LCA koji prepoznaje a-vezane
manozne residue, ConA Kkoji prepoznaje manozu u konfiguraciji 3,6-di-O-(a-Man)aMan i
BanLec. Oba testirana soja C. albicans pokazuju veoma nizak nivo vezivanja LCA, dok se
ConA vezivao samo za jedan soj. Sa druge strane vezivanje S. cerevisiae i C.neoformans
registrovano je za oba lektina iz ¢ega se moze zakljuciti da je razlog odsustva vezivanja za C.
albicans ili sojna specificnost ili posledica metode kultivacije. BanLec kao tre¢i manoza
vezujuci lektin vezivao je sve tri vrste gljiva, usled jasne razlike u afinitetu vezivanja u odnosu
na navedena dva lektina gde se on pokazao kao primarni receptor za 3-glukan koji se eksprimira
na povrsini gljiva.

Od svih testiranih mikroorganizama, signal vezivanja BanlLec-a detektovan je jedino
kod gljiva, Sto implicira da bi i ostale vrste gljiva bogate B-glukanom vezivale ovaj lektin.
Afinitet vezivanja prirodnog BanlLec-a prethodno je opisan kao neobi¢an s obzirom na
mogucnost prepoznavanja -1,3-vezanih glukozil oligosaharida, kao i B-1,6- vezanih glukozil
terminalnih grupa (gentiobiozil grupe) koje se pojavljuju u mnogim fungalnim B-1,3/1,6-
vezanim polisaharidima?® 18,

Upravo specifiéno selektivno vezivanje lektina za dostupne povrSinske saharide
mikroorganizama je fenomen koji bi mogao da se iskoristi u dizajnu specificnih markera za
identifikaciju mikroorganizama. Na primer, vezivanje RCA12 povrsinski za L.casei DG
potvrduje postojanje galaktoznih rezidua na povrSini ovog soja. Yasuda je sa kolegama u
lektinskom mikroeseju pri testiranju nekoliko razlicitih sojeva L.casei DG pokazao je da jedan
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od sojeva izolovan iz pljuvacke vezuje RCA120'®, §to odgovara i rezultatima koje smo mi dobili

u ovoj studiji. Nedavno je pronadeno da zapravo L.casei DG sintetiSe razgranat hetero-
egzopolisaharid sa ponavljaju¢om L-ramnozom, D-galaktozom i N-acetil- D galaktozaminom
u odnosu 4:1:1*, Zbog pronalaska potvrde u literaturi ovaj mikroorganizam moze da se koristi
kao pozitivna kontrola vezivanja lektina RCA120.

Kao §to smo prethodno spomenuli, osim afiniteta prema manozi, postoje literaturni
podaci o tome da BanLec vezuje o-1,3- vezujuée glukozil residue'® i gentiobiozil grupe koje
se pojavljuju u mnogim fungalnim B-1,3/1,6-vezujuéim polisaharidima®®®, $to je potvrdeno
tehnikama kvantitativne precipitacije, haptenske inhibicije precipitacije i izotermalnom
titracionom kalorimetrijom. Ovde smo upotrebom ELLSA metodologije pokazali da BanLec
ima drasti¢éno drugaciji afinitet u odnosu na ostalih 7 lektina i da bez obzira na to $to ima
moguénost vezivanja razli¢itih struktura u ovom eseju specifi¢no vezuje povrsinske f-glukane.

Dobijeni rezultati pokazuju da se “screening” sa rBanLec-om, moze preliminarno
koristiti za detektovanje prisustva B-1,3/1,6-vezujucih polisaharida koji postoje na povrsini
gljiva.

4.3 Validacija ELLSA metode

Literaturni podaci su potvrdili rezultate dobijene u toku procesa optimizacije ELLSA
metode. Naredni korak, koji bi kompletirao mogucnosti upotrebe ove metode bio je validacija
ELLSA metode.

Zadatak validacije jedne analiticke metode je demonstracija pogodonosti i pouzdanosti
te metode u planirane svrhe. Tipi¢ne validacione karakteristike koje treba definisati, pri
validaciji jednog procesa su: 1) specifi¢nost, 2) tacnost, 3) linearnost, 4) opseg, 5) preciznost i
6) senzitivnost. Validacija ELLSA je sprovedena u skladu sa smernicama EMA (ICH M5,
EWG,2005) 1 uradena definiSu¢i ve¢inu navedenih karakteristika, u skladu sa specifi¢nostima
ovog testal®®,

Specificnost odreduje moguénost metode da razlikuje izabrani analit od drugih sli¢nih
analita ili komponenti. Specificnost moze biti potvrdena dodavanjem vecih koncentracija
ciljnog analita u uzorak ili inhibicijom ciljnog analita.

Tacnost analiticke metode opisuje razliku izmedu ocekivane vrednosti 1
eksperimentalno dobijene vrednosti u toku eksperimenta, upotrebom apsolutne ili relativne
greske.

Linearnost se koristi za odredivanje opsega analiticke metode, koji je definisan kao deo
krive u kom se nalazi dovoljno prihvatljivin vrednosti. Upravo ovaj linearni segment
standardne krive (tj. standardna prava) moze da se koristi kako bi se kvantifikovao analit.
ELLSA moze da se karakteriSe linearno$c¢u, s obzirom na moguénost formiranja opsega
serijskih razblazenja koja rezultuju linearnim segmentom u okviru krive, ali se to u ovom
slucaju ne moze iskoristiti za kvantifikaciju.

Opseg se odreduje na osnovu linearnosti 1 dobijenih vrednosti koje spadaju u opseg
odgovarajuce tacnosti i preciznosti. Opseg je odreden gornjim i donjim limitom detekcije.
Gornji limit detekcije je definisan kao srednja vrednost 10 duplikata maksimalno dostignute
absorbance u linearnom delu standardne krive, od koje su oduzete 3 standardne devijacije.
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Donji limit detekcije je najniza koncentracija analita u uzorku koja se moze pouzdano
kvantifikovati, sa prihvacenom ta¢nosc¢u i preciznoséu. U praksi ovo je srednja vrednost
najmanjeg izmerenog rezultata u linearnom delu krive na koji se dodaju 3 standardne
devijacije.

Preciznost metode, predstavlja meru reproducibilnosti zabelezenih rezultata, to znaci
da je metod precizniji ukoliko su rezultati dobijeni u nezavisnim testovima sli¢niji jedni
drugima. Preciznost se definiSe pomocu dva parametra: standardne devijacije (SD) i
koeficijenta varijacije (CV). Preciznost moze da se odredi pomoc¢u dve vrste merenja: 1)
repetitivnost — koja pokazuje da isti uzorak testiran viSe puta unutar jednog izvodenja
eksperimenta daje isti rezultat; i 2) reproducibilnost — koja pokazuje da isti uzorak testiran vise
puta istim testom u razli¢itim laboratorijama daje isti rezultat.

Senzitivnost testa obuhvata pracenje efekata malih slucajnih greSaka koje mogu da
uti¢u na kvantifikacione i kvalitativne karakteristike metode, kao §to su npr. temperatura
rastvora, vreme inkubacije i temperature inkubacije, broj pranja, vreme bojenja itd. U procesu
validacije ELLSA metode, bilo je prvo potrebno definisati spektar mikroorganizama koje ¢emo
koristiti, a to je uradeno na osnovu rezultata koji su bili dostupni nakon optimizacije ELLSA.
Prosili smo spektar na 33 mikroorganizma, razli¢itog porekla, karakteristika i morfologije od
kojih su 27 bile bakterije: 7 razli¢itih serotipa Salmonella-e, 14 razlicitih bakterija razdela
Firmicutes i 7 Proteobacteria i 5 razli¢itih vrsta gljiva.

Za proces validacije odabrani su rekombinantno proizvedeni BanlLec i komercijalno
dostupan RCA12 dobijen iz semena biljke Ricinus communis. Naime, na osnovu rezultata
dobijenih u procesu optimizacije gde smo detektovali jedinstveni signal izmedu BanLec-a i C.
albicans i s obzirom na njegovu specificnost prema a-glikozil, a-manozil terminalnim ne-
redukujucim krajevima i 3-O-a-D glukopiranozidu'®, ali i zbog afiniteta vezivanja prema f-
1,3-glukozil oligosaharidima i gentiobiozil grupama?®® 190191 ‘odabrali smo BanLec kao lektin
od interesa. Drugi lektin, RCA120 odabran je zbog svog potpuno drugadijeg afiniteta vezivanja
u odnosu na BanLec. RCA12 se vezuje za P-galaktozil neredukujuce krajeve, sa veéim
afinitetom ka Galp1-4GlcNAc nego ka Galp1-3GIcNAC'®* 1%, S obzirom da su glavne osobine
galaktana antiviralne, antibakterijske i imunoregulatorne aktivnosti, oni su potencijalno od
velikog biomedicinskog intresa®®. Proto¢na citometrija je odabrana kao kontrolna metoda za
detekciju interakcija izmedu lektina 1 povrSinskih polisaharidnih struktura mikroorganizama, S
obzirom da moZe da pruzi kvantitativnu meru raspSene svetlnosti i emitovane fluorescence od
desetine hiljada individualnih ¢elija u samo jednoj analizi. Mera emitovane fluorescence
proporcionalna je koli¢ini fluorohrome obelezenog proteina vezanog za celije koji je
odgovarajuéi parametar za odredivanje specifi¢ne gustine receptora®®.

Hemijsko obelezavanje lektina teoretski moze dovesti do modifikacije u sekundarnoj
ili tercijalnoj strukturi ¢ime dolazi do modifikacije mesta vezivanja i potencijalno promene u
konstanti vezivanja. Za izvodenje ELLSA metode oba lektina su biotinilovana, dok su u
protocnoj citometriji koriS¢eni himerni BanLec sa pojacanim zelenim fluorescentnim
proteinom (eGFP, PDB 4EUL), za koji je pokazano da ne dovodi do promene sekundarne
strukture lektinskog molekula®®® i fluoresceinom obelezeni RCA120. U oba slu¢aja hemijskog
obelezavanja korisS¢en je isti hemijski proces.

4.3.1 Specificnost vezivanja lektina za mikroorganizme
Specificnost vezivanja lektina testirana je interakcijom izmedu BanLec-a i RCA120 sa

jedne strane 1 spektrom razli¢itih mikroorganizama sa druge strane.
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Jasan signal vezivanja BanlLec-a sa mikroorganizmima detektovan je i ELLSA i

proto¢nom citometrijom na sve testirane ¢elije kvasca, $to je potvrdilo ranije eksperimente, ali
I za neke sojeve Salmonella, Slika 4.11A, sto je predstavljalo nov nalaz. Medutim, primetno je
da intenzitet signala nije bio jednak tj. da vezivanje za ¢elija kvasca nije uniformno, pa tako
recimo vezivanje lektina za C. albicans ATCC 10259 rezultuje izuzetno jakim signalom, dok

se pri

vezivanju za S. boulardii detektuje znatno slabiji signal.

ELLSA metoda ne samo da pokazuje mogucnost detektovanja signala razliCite jacine

izmedu razliCitih vrsta mikroorganizama, ve¢ je ocigledno da ima mogucnost detektovanja
signala razli¢itog intenziteta izmedu razli¢itih sojeva unutar jedne vrste. Pa tako npr. pri
testiranju razlicitih serotipa Salmonella-e, ostvarene interakcije takode nisu jednake, a posebno
su se istakli signali jaCeg intenziteta pri vezivanju lektina za serotipe S. typhi 12 i S.
typhimurium 2865. Kod ostalih mikroorganizma nije detektovan znacajan signal vezivanja za
BanLec, ni upotrebom ELLSA metode, niti proto¢nom citometrijom (Slika 4.11A).

Korelacija izmedu vrednosti signala vezivanja lektina i mikroorganizama dobijenih

ELLSA i proto¢nom citometrijom, rezultirala je Pirsonovim korelacionim koeficijentom (Pcc
— Engl. Pearson's Coefficient of Correlation) od 0,8 (Slika 4.11B).
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Slika 4.11. Interakcija BanlLec-a i mikroorganizama: A) Signali vezivanja BanlLec-a za razlicite
mikroorganizme dobijeni razlicitim metodama, ELLSA - sivi stubici; protocna citometrija — crni stubici.

Mikroorganizmi su testirani sa 0,05 pg biotinilovanog BanLec u ELLSA ili sa 1,4 ug BanLec-eGFP u
protocnoj citometriji. B) Korelacija izmedu vrednosti signala vezivanja lektina i mikroorganizama
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dobijenih ELLSA-om i protocnom citometrijom. Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim
devijacijama.

Ocigledne razlike u registrovanom intenzitetu signala detektovane su izmedu metoda,
pomocu ELLSA su registrovani jaci signali vezivanja lektina za Salmonella-e u odnosu na
signale dobijene proto¢nom citometrijom, dok su signali veceg intenziteta dobijeni vezivanjem
lektina za kvasce proto¢nom citometrijom, sem kod C. albicans ATCC10259, gde su obe
metode dale signal visokog intenziteta. Ono $to je bitno napomenuti jeste da je ELLSA metoda
pokazala manje varijacije vezivanja u odnosu na protocnu citometriju. Drugim re¢ima, uo¢eno
je izvesno neslaganje u intenzitetu dobijenih signala izmedu dve metode.

Kako bi bolje proucili ovaj fenomen, uporedili smo srednje vrednosti signala vezivanja
BanLec-a za bakterije Salmonella i kvasce, dobijene ELLSA i dobijene proto¢nom
citometrijom. Intenzitet signala vezivanja dobijen ELLSA nije pokazao znacajnu razliku
izmedu Salmonella i kvasaca (Slika 4.12A). Bitne razlike u intenzitetu signala vezivanja
primecene su pri vezivanju BanLec-eGFP za Salmonella-e i za selektovane ¢elije kvasca koji
su dobijeni izvodenjem proto¢ne citometrije (Slika 4.12B).
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Slika 4.12. Vezivanje BanlLec-a za mikroorganizme u: 4) ELLSA i B) protocnoj citometriji. Grupe
su formirane na osnovu pozitivne sposobnosti vezivanja lektina i tipa mikroorganizama: 1) Salmonella
— u koju spadaju S. Typhimurium ATCC 14028, S. Typhimurium CI 2865, S. Typhi CI 1243, S. Typhi
Cl 12; 2) kvasci — u koju spadaju C. albicans ATCC 10259, C. albicans ATCC 10231, S. cerevisiae
ATCC 9763, C. neoformans 79; 3) Ostale — ostali testirani mikroorganizmi. Prikazane su srednje
vrednosti sa standardnim devijacijama. ** - p= 0,006.

Pretpostavka je da usled razli€itih dimenzija mikroorganizama, broj fluorescentno
obeleZenih lektina po mikroorganizmu nije jednak, te se na ve¢im mikroorganizmima, kao Sto
su kvasci, nalazi viSe obeleZenih molekula, $to daje signal veceg intenziteta. ELLSA se u tom
smislu razlikuje, jer je u ELLSA najmanje duplo manja povrSina dostupna za interakciju sa
obeleZenim lektinima, a signal zavisi i od enzimske reakcije, $to moze umanjiti ovu razliku.
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Usled velike razlike vrednosti signala vezivanja Salmonella i kvasaca dobijene
proto¢nom citometrijom, odlucili smo da proverimo vezivanje razli¢itih sojeva Salmonella za
BanLec-eGFP. Kao §to je prikazano na Slici 4.13, vezivanje bakterija nije uniformno i postoji
razlika u afinitetu vezivanja izmedu sojeva, od kojih se najviSe isti¢u vezivanje serotipa Typhi
izolata 12 i vezivanje serotipa Typhimurium izolata 2865 (Slika 4.13A i B). Detektovano je i
vezivanje Salmonella enterica serotip Typhimurium ATCC 14028 i serotip Typhi izolat 1243
(Slika 4.13C i D). Kod ostalih sojeva Salmonella nije detektovano vezivanje (Slika 4.13E, F i
G). Zavisnost relativne fluorescence (FITC-A Median) od koncentracije BanLec-eGFP
kori$¢enog za obeleZzavanje razli¢itih sojeva Salmonella prikazano je na Slici 4.13H.
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Slika 4.13. Analiza vezivanja BanLec-eGFP za razli¢ite sojeve Salmonella enterica, protoénom
citometrijom. A) serotip Typhi klinicki izolat 12; B) serotip Typhimurium izolat 2865; C) serotip
Typhimurium ATCC 14028; D) serotip Typhi klinicki izolat 1243, E) serotip Typhimurium izolat B; F)
serotip Enteritidis klinicki izolat E; G) serotip Enteritidis ATCC 13076; Crni histogram — neobelezene
bakterije; roze histogram — bakterije obelezene sa 14 ug BanLec-eGFP; H) Zavisnost FITC-A
Medijana, obelezena relativna fluorescence koncentracija BanlLec-eGFP himera. Svi sojevi su
obelezeni kao 5to je prethodno opisano.

Vezivanje BanlLec-eGFP je potpuno zavisno od interakcija lektina sa ugljenim
hidratima, a kompletna inhibicija reakcije je postignuta upotrebom manoze i glukoze (Slika
4.14A i B). Pokazali smo i da galaktoza nema mogucnost inhibicije ove reakcije ¢ak ni pri
ve¢im koncentracijama od 0,1 M. Inhibicija vezivanja postignuta je sa malom koli¢inom
manoze, IC50 < 1,7 mM, dok je za inhibiciju vezivanja glukozom bila potrebna skoro Cetri
puta veca koli¢ina, IC50 < 7,4 mM (Slika 4.14B).
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Slika 4.14. Inhibicija vezivanja BanLec-eGFP za Salmonella enterica, serotip Typhimurium izolat
2865 sa razli¢itim koli¢cinama monosaharida; paneli A) i B) i korelacija obelezavanja sa BanLec-
eGFP i obelezavanja biotinilovanim BanLec-om i streptavidin-fikoeritrinom (PE) — panel C),
upotrebom protocne citometrije. Svaka tacka je uradena u kvadriplikatu. Panel: A) relativna
fluorescenca; B) procenat inhibicije; C) korelacija. U eksperimentima korelacije, koris¢eno je 4 ug
BanLec-eGFP i 0,5 g biotinilovanog BanLec-a sa 0,2 ug streptavidin-PE (eBioscience). LCL — donji
limit pouzdanosti; UCL — gornji limit pouzdanosti.

Zatim smo napravili korelaciju izmedu rezultata vezivanja BanLec-eGFP za
Salmonella enterica serotip Typhimurium izolat 2865 i biotinilovanog BanLec-a i streptavidin-
PE za isti mikroorganizam (Slika 4.14C). Vrednost korelacionog koeficijenta dobijenog
uporedivajuéi vrednosti dva nacina detekcije iznosi 0,875, sa niskim nivoom optimizacije, $to
je statisti¢ki znacajna korelacija (p=0,0019).

Obe metode i ELLSA i proto¢na citometrija detektovale su vezivanje BanlLec-a za
razli¢ite Salmonella serotipove, ¢ime je potvrdeno prisustvo manoze na njihovoj povrsinit®
197 Vezivanje BanLec-a za éelije kvasca takode je o¢ekivano zbog prisustva kako manoznih
struktura, tako i B-glukanskih struktura na njihovoj povrsini'®2%!, Tako da smo pomoéu ovih
metoda uspeli da definiSemo prisustvo odredenih glikanskih struktura na razli¢itim
mikroorganizmima, sto je u skladu sa njihovim poznatim glikozilacijama.

Kako bi potvrdili specificnost ELLSA metode, a ujedno proverili i moguénost
poredenja U odnosu na rezultate dobijene proto¢nom citometrijom, testirali smo sve
mikroorganizme kori§¢ene u ispitivanju vezivanja BanLec-a sada u ispitivanju vezivanja
RCA120 lektina, koji pokazuje afinitet vezivanja za galaktozu.

Obe metode su detektovale signal vezivanja RCA12o pri interakciji sa L. casei DG, ¢ime
je potvrdeno prisustvo glikana koji sadZi galaktozu u odgovarajucoj glikozidnoj vezi, dok ovaj
lektin nije vezivao ostale testirane mikroorganizme (Slika 4.15A). Upravo iz ovog razloga, gde
RCAu120 pokazuje specifi¢nost vezivanja za 1 od 33 testirana mikroorganizma u obe metode,
korelacija izmedu vrednosti signala vezivanja lektina 1 mikroorganizama dobijenih ELLSA 1
proto¢nom citometrijom, rezultirala je visokim Pirsonovim koeficijentom korelacije (Pcc) od
0,95, §to odgovara rezultatima objavljenim od strane Freitas-a, 2003. godine®®? (Slika 4.15B).
Naime, pokazano je da L. casei DG ima galaktozu na povrsini i da je to upravo ¢ini
jedinstvenom u odnosu na sve ostale testirane sojeve Lactobacillus-a, koji imaju potpuno
drugacije glikane, a to govori u prilog da razli¢iti sojevi mikroorganizama mogu imati unikatne
povrsinske glikane. Ova tvrdnja moze biti istinita za pojedine bakterijske vrste poput S.
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pneumoniae kod koje postoji preko 95 razlicitih serotipova, sa polisaharidnim kapsulama
potpuno razli¢itih karakteristika, mada i tu se ne radi o raznovrsnosti na nivou pojedinac¢nih
sojeva, ali definitivno nije primenjivo kod svih bakterijskih vrsta, s obzirom da povrSinski
glikani mogu biti specifiéni za vrstu?®,
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Slika 4.15. Interakcija RCAi2 i mikroorganizama: A) Signali vezivanja RCAix za razlicite
mikroorganizme, ELLSA - sivi stubici i protocnom citometrijom — crni stubié¢i. Mikroorganizmi su
testirani sa 0,115 pg biotinilovanim RCA1 ili sa 5 pug RCAw0-FITC. B) Korelacija izmedu vrednosti
signala vezivanja lektina i mikroorganizama dobijenih ELLSA i protocnom citometrijom. Prikazane su
srednje vrednosti sa standardnim devijacijama.

Pomoc¢u obe metode detektovali smo izuzetno visok signal vezivanja RCAi1o za
povrsinske polisaharidne strukture bakterije L. casei DG.

4.3.2 Ta¢nost ELLSA i protocne citometrije

Kako bi uporedili tacnost obe metode, odabrali smo po jedan mikroorganizam za svaki
lektin u zavisnosti od jaine intenziteta signala koji je detektovan. C. albicans je odabran za
BanLec, a L. casei DG za RCAu12. Titracioni eksperimenti su izvrSeni za svaki uzorak u
kvadriplikatu.

Na Slici 4.16, prikazano je vezivanje BanLec-a za C. albicans. U ELLSA metodi (Slika
4.16A) saturacija je postignuta sa 0,3 pg biotinilovanim BanLec-a, dok je u proto¢noj
citometriji (Slika 4.16B) saturacija postignuta sa daleko vise BanLec-eGFP, tj. 11,1 ug.
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Ukoliko bi racunali u molovima, efektivno 10 puta manja koli¢ina je potrebna da bi se postigao
plato u ELLSA, $to govori u prilog da je ELLSA metoda osetljivija. Pored navedenog, u

proto¢noj citometriji dobijene su daleko vise vrednosti standardnih devijacija.
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Slika 4.16. Titracije BanLec-a za C. albicans: A) Titracija biotinilovanog BanLec-a za C. albicans u
ELLSA; prikazane su srednje vrednosti standardnih devijacija. B) Titracija BanLec-eGFP za C.
albicans u protocnoj citometriji; prikazane su srednje vrednosti standardnih devijacija. C) Analiza
interakcija razlicitih koncentracija fluorescentno obelezenog BanLec-eGFP sa C. albicans u protocnoj

citometriji.

Vezivanje RCA12 za L. casei DG prikazano je na Slici 4.17. U ELLSA metodi (Slika
4.17A) saturacija je postignuta sa 2 pg biotinilovanog RCAu120, dok je u proto¢noj citometriji
(Slika 4.17B) saturacija postignuta, opet, sa daleko viSe proteina, tj. 8 pg. Kao $to se moze
videteti na Slici 4.17, opet su mnogo vece standardne devijacije dobijene metodom protocne

citometrije.
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Slika 4.17. Titracije RCAix za L. casei DG: A) Titracija biotinilovanog RCA12 za L. casei DG u
ELLSA; prikazane su srednje vrednosti standardnih devijacija. B) Titracija fluorescentno obelezenog
RCAw0za L. casei DG u protocnoj citometriji; prikazane su srednje vrednosti standardnih devijacija.
C) Analiza interakcija razlicitih koncentracija fluorescentno obelezenog RCA1 Sa L. casei DG u
protocnoj citometriji.

4.3.3 Linearnost ELLSA i protocne citometrije

Jedna od karakteristika validacije analiti¢kih metoda je linearnost 1 ovde se ona odnosi
na opseg lektinskih razblazenja koja ¢ine linearni segment standardne krive. To je zapravo
opseg u kojem ELLSA moze da se koristi da bi se kvantifikovala dobijena vrednost absorbance,
a odredena je upravo linernim segmentom krive vezivanja.

Linearnost je odredena vezivanjem BanLec-a za bunare mikrotitarske ploce sa C.
albicans i vezivanjem RCA120 za bunare mikrotitarske ploce sa L. casei, posto su ta dva lektina
pokazala izrazito jak signal vezivanja za ova dva mikroorganizma. Pripremljena su dvostruka
serijska razblaZenja Sto je rezultiralo linearnim delom krive pomocu koje su izracunati
parametri a i b iz jedna¢nine linearnosti y=a+b*x linearne krive.

Vezivanje oba lektina rezultiralo je visokim koeficijentom determinacije (R?) i to 0,98
za biotinilovani BanLec i 0,99 za RCA120, u istom zadatom opsegu (Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Odredivanje koeficijenta determinacije pri vezivanju biotisanilisanog
BanLec-a za C. albicans i pri vezivanju RCAz12o za L. casei DG.

Intercept (a) Slope (b)
Vrednost SE Vrednost SE R?
BanLec/C.albicans 0,125 0,050 21,181 1,260 0,982
RCA20/L.casei 0,041 0,011 2,292 0,067 0,995

Linearnost za RCA12o dobijena je u opsegu od 0,01 do 0,3 pg, dok je opseg za
bionitnisani BanLec od 0,003 do 0,079 pg. Ovi rezultati nam govore da testiranje vezivanja
navedenih lektina u ovim opsezima razblazenja moze objektivno da se meri, mada to u
napravljenoj postavci eksperimenta nije bilo od interesa. Pored navedenog, nizi koeficijent
determinacije dobijen je paralelnim testiranjem linearnosti u zadatom opsegu proto¢nom
citometrijom, za oba testirana lektina. Opseg linearnosti je uzi za ELLSA metodu, u odnosu na
proto¢nu citometriju, ali je R? visi u ELLSA (0,99) u odnosu na R? proto¢ne citometrije (0,95)
(Slika 4.18).
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Slika 4.18. Opseg linearnosti: A) vezivanja BanLec-eGFP za C. albicans u protocnoj citometriji; B)
vezivanja BanLec-eGFP za C. albicans u ELLSA; C) vezivanja RCAix za L. casei DG u protocnoj
citometriji; D) vezivanja RCAiz za L. casei DG u ELLSA.
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Slika 4.18. Nastavak

4.3.4 Preciznost ELLSA i protocne citometrije

Preciznost ELLSA 1 proto¢ne citometrije, odredena je uz pomo¢ dve vrste merenja: 1)
repetitivnosti i 2) reproducibilnosti; obe su definisane uz pomo¢ dve vrednosti: a) koeficijenta
varijacije (CV) i b) standardne devijacije (SD).

Repetitivnost, opisuje varijaciju rezultata uzorka u jednom eksperimentu pri koriséenju
jedne metode 1 u jednoj laboratorji, izracunata je na osnovu vrednosti kvadriplikata jednog istog
uzorka (Tabela 4.2, Tabela 4.3, Tabela 4.4 i Tabela 4.5), koriste¢i formulu:

CVrepeat = {[(X SD(d)) : n] : a} x 100,
SD - standardna devijacija kvadriplikata,
n - broj replikata,

a — srednja vrednost kvadriplikata.

Prema literarnim podacima?®, koeficijent varijacije manji od 10% se smatra zadovoljavajuéi.
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Tabela 4.2. Repetatibilnost proto¢ne citometrije pri detekciji vezivanja razli¢itih koli¢ina
BanLec-eGFP za C. albicans.

BanLec-eGFP g | V1 V2 V3 Va4 X so ¢V (Ezpeat
0,347 1947 1837 2916 1708 2102 551 7
0,695 1149 957 1138 1194 1110 105 2
1,390 4302 4337 3709 3521 3967 414 3
2,780 11075 11679 9287 10448 10622 1022 2
5,560 25333 31228 37586 22850 29249 6575 6
11,120 100816 68510 106674 71744 86936 19601 6
22,240 01395 93070 76309 72031 84451 12305 4

44,480 67557 77895 85605 38000 67264 20864 8

Tabela 4.3. Repetatibilnost ELLSA pri detekciji vezivanja razli¢itih koli¢ina
biotinilovanog BanlLec za C. albicans.

BanLec-B ug V1 V2 V3 Va4 X so v g/jpeat

5 2453 25592 2,402 2,487 2483 0,080 0,8

2,5 2,416 2506 2,626 2494 2510 0,087 0,9
1,25 2581 2673 2382 2578 2553 0,122 1,2
0,625 2,456 2549 2829 2773 2,652 0,178 1,7
0,312 2456 2549 2321 2549 2469 0,108 1,1
0,160 2021 2159 2321 2272 2193 0,133 1,5
0,080 1,733 1,736 1,729 1678 1,719 0,027 0,4
0,040 0964 1088 1133 1,100 1071 0,074 1,7
0,020 0536 0569 0619 0623 0587 0,042 1,8
0,010 0198 0267 0291 0264 0255 0,040 3,9
0,005 0224 0219 0238 0212 0223 0,011 1,2
0,002 0153 0152 0025 0031 0152 0,000 0,1
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Tabela 4.4. Repetatibilnost proto¢ne citometrije pri detekciji vezivanja razli¢itih

koli¢ina RCA120-FITC za L. casei DG.

RCAwFITCHg | VI V2 Ve V4 < sp OV ppeat
0,347 2800 440 3842 3229 2578 1488 14
0,695 3691 6839 4893 969 4098 2456 15
1,39 5299 6882 5860 5872 5978 659
2,78 8688 6755 6755 7214 7353 916 3
5,56 1634 12146 15203 13191 10544 6074 14
11,12 24703 29696 41065 23516 29745 8008 7
22,24 34466 39082 31874 25672 32774 5595 4
44,48 31617 35515 28719 25886 30434 4117
Tabela 4.5. Repetatibilnost ELLSA pri detekciji vezivanja razli¢itih koli¢ina
biotinilovanog RCA120-FITC za L. casei DG
RCA10-B g Vi V2 V3 V4 X so v g/jpeat
115 1663 1,621 1,451 1,499 1,558 0,010 16
5,75 1,793 1617 1,619 1,687 1,679 0,083 1.2
2,875 1712 1,654 1,702 1,756 1,706 0,042 06
1,437 1554 1,525 1,576 1,512 1,542 0,029 05
0,719 1,058 1,258 1,158 1,169 1,161 0,082 18
0,360 0821 0,848 0,888 0,864 0,855 0,028 08
0,180 0473 0,484 0,491 0,492 0,485 0,009 05
0,090 0253 0,201 0,217 0,22 0,223 0,022 2,4
0,045 0145 0,141 0,146 0,156 0,147 0,006 11
0,022 0076 0,069 0,072 0,073 0,072 0,003 1,0
0,011 0077 0,076 0,078 0,076 0,077 0,001 03
0,006 0,064 0,061 0,058 0,061 0,061 0,002 1,0

Najvece vrednosti koeficijenta varijacije (CVrepeat), u toku naseg ispitivanja vezivanja
BanLec-a za C. albicans u ELLSA iznosi 3,9%, dok je koeficijent varijacije vezivanja
RCA10 za L. casei DG u ELLSA 2,4%. VVrednosti koeficijenta varijacije dobijene metodom
proto¢ne citometrije su daleko vece, tj. do 8% pri vezivanju BanLec-eGFP za C. albicans i do

15% pri vezivanju RCA120 za L. casei DG.
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Reproducibilnost, se odnosi na merenje jednog istog uzorka istim testom u tri razlicite
laboratorije. Neophodno je odrediti i srednju vrednost SD srednjih vrednosti u razli¢itim
laboratorijama. Koeficijent varijacije za reproducibilnost se izra¢unava na osnovu vrednosti
triplikata istog uzorka obradenog u tri razliCite laboratorije na Institutu za virusologiju, vakcine
I serume “Torlak” (Tabela 4.6), na osnovu formule:

CVrepro= {[(SD(1) + SD(2) + SD(3)) : 3] : [(Al + A2 + A3) : 3]} x 100,
SD(X) — je srednja vrednost SD razli¢itih laboratorija,

A — je srednji rezultat iz razli¢itih laboratorija.

Tabela 4.6. Reproducibilnost vezivanja biotinilovanog BanlLec-a za razli¢ite
mikroorganizme. Eksperiment reproducibilnosti je uraden u tri razlicite laboratorije, svaki
put pripremajuci nove mikrotitar ploce.

mikroﬁ?gzz:\\rlllizama LABLX L?gl LAB2 X LQSZ LAB3 X LQ\SS Cvor/f i

L. reuteri DSM 17938 0295 0013 0232 0037 0206 0017 9,2
L. plantarum WCFS1 1273 0017 0925 0017 0987 0,046 25
L. rhamnosus LA68 0653 0025 0468 0001 0546 0,008 21
L. rhamnosus LB64 0804 0008 0611 0003 1350 0,081 34
L. rhamnosus LGG 0,502 0014 0458 000l 0540 0,022 24
L. helveticus LAFTI 0780 0045 0420 0004 0617 0012 34
L. casei DG 0,609 0030 0641 0017 0624 0035 4,4
iéggg'a"“a‘* ATCC 0729 0016 0534 0027 0,620 0,011 2,9
Sgﬁg‘goccus sp- €l 0,815 0,008 0,623 0,022 0,732 0,001 1,4
S:Li%‘foccus sp- Cl 1338 0001 1068 0011 0914 0018 0,9
E. faecalis CI 0588 0061 0564 0018 1351 0,017 3,8
. aureus Cl 0,695 0006 0528 0023 025 0014 2,9
P. mirabilis C 0594 0020 0399 002 0494 0,003 35
E. coli CI 0258 0007 0169 0010 0419 0046 74
S. enteritidis CI 12 4,021 0,021 4,075 0,091 3,830 0,104 18
K. pneumoniae ATCC

itas 0846 0058 0755 0037 0475 0,255 5,8
;ggg“ginosa ATCC 043 0001 0706 0054 038 0,027 5.4
P.houseri ATCC 13315 | 0464 0005 0280 0008 0203 0,007 21
S.flexneri ATCC 12022 | 0541 0030 0323 0028 0202 0023 76
E. coli ATCC 25922 0,566 0030 0753 0002 1102 0,056 3,6
C.albicans ATCC 10231 | 3.871 0022 4045 0023 3939 0023 0,6
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Koeficijent reproducibilnosti (CVrepro) za ELLSA, u toku naSeg ispitivanja se kretao u
opsegu od 0,6 — 9,2%, u zavisnosti od vrste mikroorganizama.

Koeficijenti varijacije dobijeni nasim testiranjem ELLSA metode za repetitivnost su
nizi od 5% i samim tim metoda se smatra visoko preciznom, a s obzirom da ako je koeficijent
reproducibilnosti niZi od 10% metoda se takode smatra i visoko reproducibilnom?®4 205,

Na osnovu rezultata dobijenih u ovim eksperimentima, gde su vrednosti SD i CVrepeat
dobijene u proto¢noj citometriji vise, dok je koeficijent determinancije nizi, govore u prilog da
je ELLSA pouzdanija metoda. Obe metode su rezultovale visokim koeficijentom korelacije $to
potvrduje rezultate dobijene ELLSA metodom. lako su obe metodologije dale jednake rezultate
po pitanju registrovanja signala vezivanja, primecene su odredene razlike u intenzitetu signala.
Ovo moze biti posledica tehnickih razlika u izvodenju metode. Glavna razlika je u pripremi
mikrotitarskih plo¢a i bojenju nezivih ¢elija u ELLSA, u odnosu na proto¢nu citometriju, gde
se obelezavaju zivi mikroorganizmi. Procedura zagrevanja i suSenja ¢elija mikroorganizama
moze, teoretski, dovesti do malih izmena dostupnosti polisaharida koji se nalaze na povrsini
mikroorganizama i to moze biti odgovorno za razliku u intenzitetu dobijenih signala. Medutim,
nasi rezultati pokazuju da ne postoji znacajna razlika izmedu dve metode, Sto ukazuje da
uglavnom ne postoje drasticne promene u povrSinskim saharidnim strukturama u zivim u
odnosu na mrtve c¢elije mikroorganizama i da generalno ne postoje skriveni epitopi, bar u
slu¢aju specifi¢nosti dva testirana lektina.

4.4 Medusobno poredenje vezivanja koriSéenih lektina za mikroorganizme

Poredenje vezivanja lektina za razli¢ite mikroorganizme vrSeno je pomocu Pearson-
ove korelacije, i rezultati su prikazani u Tabeli 4.7. Kako se moze videti iz tabele, najveéu
slicnost u vezivanju za mikroorganizme pokazuju MAA i LCA (r=0,91; p=0), MAA i SBA
(r=0,88; p=0) i SBA i LCA (r=0,86; p=0). Znacajnu sli¢nost pokazuju i LCA i ConA (r=0,69;
p=0,001), kao i MAA i SBA sa ConA (oba r= 0,61; p=0,003 i p=0,004). SNA | pokazuje
sli¢cnost u vezivanju sa ConA (r=0,68; p=0,001), LCA (r=0,53; p=0,014), dok je korelacija SNA
I sa SBA nesto niZa, ali opet znacajna (r=0,47; p=0,032). Znacajna sli¢nost pronadena je 1
izmedju WGA i SBA (r=0,54; p=0,012), kao i WGA i LCA (r=0,50; p=0,021). BanLec i
RCAu120 ne pokazuju znacajnu sli¢nost sa ostalim testiranim lektinima, §to odgovara prethodno
dobijenim rezultatima i1 tvrdnji da BanLec prepoznaje povrSinske manozne strukture
C.albicans ali i B-glukan koji generalno nije prisutan na bakterijama, dok RCA120 specifi¢no
vezuje galaktozu na povrsini L. casei DG.

Najverovatniji razlog najveéeg stepena sli¢nosti u vezivanju koji su pokazali MAA i
LCA je usled njihovog afiniteta za glukozu, dok je kod MAA i SBA to galaktoza, mada je
najupecatljivije ono Sto povezuje ove lektine, bas kao 1 SBA 1 LCA a to je njihovo vezivanje
za L.helveticus LAFTI i L. acidophilus ViVag, koje zapravo dosta utice na dobijene vrednosti.
ConA kao lektin sa Sirokim spektrom afiniteta pokazuje znacajnu sli¢nost sa ostalim lektinima,
sa LCA usled specifi¢nosti vezivanja manoze, dok sa MAA, SBA to opet moze biti posledica
prisustva specifi¢nih glikana na povrsini L.helveticus LAFTI i L. acidophilus ViVag.

SNA 11 SBA pokazuju znac¢ajnu sli¢nost usled obostranog afiniteta prema povrSinskim
galaktoznim i N-acetilgalaktozaminskim reziduama. Sli¢nost izmedu WGA i SBA moze
poticati od obostranog afiniteta prema reziduama N-acetilgalaktozamina. Znacajna sli¢nost
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izmedu WGA 1 LCA je posledica njihovog vezivanja za ve¢inu mikroorganizama u studiji, Sto
govori o tome da dosta njih na svojoj povrsini ekspirimira kombinaciju manoze, glukoze, N-
acetilglukoze, N-acetilgalaktoze.

Tabela 4.7. Medusobno poredenje vezivanja KkoriS¢enih lektina za razlicite
mikroorganizme, na istim razblazenjima kao $to je prikazano na slici 4.4.

r MAA RCA120 WGA SBA LCA ConA SNAI
BanLec 0 -0,11 -0,17 -0,09 0,02 -0,06 -0,05
MAA 0,20 0,28 0,88 0,91 0,61 0,53
RCA120 0,24 0,32 0,18 0,07 0,04
WGA 0,54 0,50 0,35 0,24
SBA 0,86 0,61 0,47
LCA 0,69 0,53
Con A 0,68
SNA |

p MAA RCA120 WGA SBA LCA ConA SNAI
BanLec 0,996 0,640 0,459 0,709 0,916 0,809 0,837
MAA 0,395 0,217 0,000 0,000 0,003 0,014
RCA1 0,304 0,159 0,430 0,768 0,877
WGA 0,012 0,021 0,120 0,296
SBA 0,000 0,004 0,032
LCA 0,001 0,014
Con A 0,001
SNA |

4.5 Ispitivanje interakcija lektina sa povrSinskim bakterijskim saharidima
pomocu QCM tehnologije

QCM tehnologija koriS¢ena u ovoj studiji zasniva se na kuplovanju QCM senzorske
plocice sa adekvatnim receptorom, u ovom slu¢aju to je bio biljni lektin ConA. Zatim je za
lektin vezana i imobilisana bakterija L. helveticus, za koju je prethodno pokazano da se vezuje
za Con A, ¢ime se formirao jedinstveni bakterijski sloj na povrSini. QCM bakterijski Cip
omogucio je procenu kinetike vezivanja lektina za imobilisane bakterije propuStanjem cetiri
razli¢ita lektina preko ¢ipa: MAA, LCA, SBA i1 ConA 1 analiziranjem promena frekvencije
kvarcnog kristala usled interakcija(Slika 4.19).

56




4. NASIRADOVI

a0

75-] LCA
Il ConA

70 - MAA
£5-
£0-
55~
50-

45—

40-

Frekvencija [Hz]

O 25 S0 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 5 W0 IS 400 425 450

Wreme [s]

Slika 4.19. Kinetika vezivanja lektina za L. helveticus LAFTI

Nakon propustanja svakog od lektina pojedina¢no kroz sistem izvrSena je regeneracija
rastvorom niske pH vrednosti kako bi se oslobodila mesta vezivanja na bakterijama za
testiranje narednog lektina. O¢itana je frekvencija maksimalnog vezivanja svakog od lektina
(Slika 4.20) i odredena je konstanta brzine disocijacije (koff). Upravo je Kofr koriséen kao
parametar pracenja kinetike ovih interakcija, s obzirom da daje precizne podatke i ne zavisi od
koncentracije. Kineti¢ki eksperimenti su izvrSeni za svaki uzorak u duplikatu (Tabela 4.8).
Rezultati vezivanja lektina za bakterijski ¢ip prikazani su na Slici 4.20.
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Slika 4.20. Vezivanje lektina za bakterijski ¢ip L. helveticus LAFTI

Promene intenziteta frekvencije u slu¢aju vezivanja ispitivanih lektina je sli¢no ili vece
od intenziteta prijavljenih u literaturi za vezivanje lektina za ¢ip za koji su direktno vezani
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v

saharidni ostatci?®, $to ukazuje na visoku uspesnost imobilizacije bakterija. Vezivanje istog
lektina za imobilizovane bakterije na Cipu je reproducibilno, sa istim odgovorom, u intervalu
greske od 4 do 15%. Detektovane promene intenziteta frekvencije su u dobroj korelaciji sa
rezultatima dobijenim u ELLSA eseju (Slika 4.4), osim blagog odstupanja u slu¢aju nesto
povecanog kapaciteta za vezivanje LCA. S obzirom da je LCA 2 do 4 puta manji protein nego
ostali koriS¢eni lektini, on potencijalno moze da se veze i za sterno donekle zasti¢ena vezivna
mesta na ¢ipu. Ocekivano je da sterni efekti viSe doprinose u slu€aju ispitivanja vezivanja na
QCM cipovima u odnosu na bunare mikrotitarskih plo¢a koji se koriste pri izvodenju ELLSA
eseja, buduci da je viSestruko veéi odnos aktivne povrsine na kojoj se vezivanje odvija u odnosu
na zapreminu same komore. Takode, u ovom eksperimentu bakterije su hemijski fiksirane, sto
dodatno doprinosi sternoj zastiti vezivnih mesta na njihovoj povrsini.

Tabela 4.8. Odredivanje konstante brzine disocijacije pri vezivanju ConA, LCA, MAA i
SBA za L. helveticus LAFTI

Lektini L. helveticus LAFTI

KLoft K2oft Koff SD
Con A 711x10* 5,10 x 10* 6,11x10*  142x10*
LCA 8,69x 10* 4,71 x10* 6,70x10* 281 x 10
MAA  19,10x 10* 10,80 x 10* 14,95x 10* 587 x 10
SBA 792x10%  8,80x10* 8,36 x10* 0,62 x 10

Svi testirani lektini su pokazali niske vrednosti afiniteta $to je bilo za ocekivati s
obzirom na prirodu interakcija izmedu lektina i saharida. Vrednost konstante brzine disocijacije
najniza je pri vezivanju ConA za L. helveticus LAFTI, $to ukazuje da je u tom paru najveci
afinitet, dok je afinitet vezivanja ostalih lektina nesto nizi, §to je u potpunosti u skladu sa
rezultatima dobijenim ELLSA.

4.6 Poredenje vezivanja serumskih imunoglobulina (IgG i IgA klasa) sa
vezivanjem lektina za mikroorganizme

Kako povrsinske glikanske strukture na mikroorganizmima, osim moguénosti
vezivanja lektina predstavljaju 1 antigenske determinante, za koje je moguce, kao 1 poZeljno
vezivanje antitela, drugi deo ove teze ima za cilj da se ustanove relacije izmedu vezivanja
lektina i vezivanja antitela za mikroorganizme.

U te svrhe koriS¢eni su isti mikroorganizmi 1 tehnika opisana u Mini¢ R. et al. 2018.
godine, koja je u osnovi ELISA koja je radena kao i ELLSA, sa ,,celim* mikroorganizmima
adsorbovanim za plastiku'”™. Zbog nemoguénosti izvodenja veoma velikog broja analiza u ove
svrhe, kao 1 zbog ocekivanja individualnnih razlika medu ispitanicima, kao uzorak seruma
koris¢en je zbirni serumski uzorak dobijen od 14, mladih zdravih osoba prose¢ne starosti 19—
26 god. Analizirana je reaktivnost ukupnog serumskog 1gG-a prema bakterijama, reaktivnost
pojedina¢nih IgG potklasa, zatim serumskog IgA i serumskih IgA potklasa. Ispitivana je i
inhibicija vezivanja serumskih antitela pomocdu meSavine tri prethodno koriS¢ena
monosaharida (glukoze, manoze i galaktoze).
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Kada se pomocu gore navedenog pristupa medusobno poredi vezivanje ukupnog IgG
za ostalim IgG potklasama dobija se najveca pozitivna korelacija ukupnog IgG sa IgG2 (1=0,76,
p=0,002), §to je u saglasnosti sa literaturnnim podacima.

Dobijeni rezultati su prikazani na Slici 4.21 i 4.22 . UopS$teno, moZze se primetiti slabiji
intenzitet vezivanja za Gram negativne bakterije, §to vazi skoro za sve potklase IgG i IgA, i §to
moze biti posledica tehnickih karakteristika ove metode, gde se primecuje veéa otpornost Gram
pozitivnih mikroorganizama kao i gljiva prema koracima pripreme ploca i kasnijeg izvodenja
testa. Na Slici 4.21 i 4.22 moze se videti i da je uticaj inhibicije monosaharidima na vezivanje
serumskih antitela za mikroorganizme vrlo diskretan, sem u odredenim slué¢ajevima, od kojih
je najupecatljivija inhibicija vezivanja serumskih antitela, gotovo svih podklasa I1gG (Slika
4.21A, C, E) i obe IgA potklase za C. albicans Slika 4.22. Takode primecuje se i inhibicija
vezivanja 1gG3 za L. helveticus LAFTI i L. acidophilus ViVag, sto predstavlja niskoafinitetnu
interakciju u ovom slucaju.

Na osnovu odsustva snaznije inhibicije vezivanja serumskih imunoglobulina u
prisustvu visokih koncentracija monosaharida se moze zakljuciti ili da je afinitet antitela prema
glikanima mikroorganizama vrlo visok, ili da je ve¢i od afiniteta vezivanja koriS¢enih
monosaharida, ili da se antitela vezuju za proteinske ili lipidne antigene.
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Slika 4.21. Vezivanje zbirnog uzorka serumskih imunoglobulina dobijenih iz mladih zdravih
osoba za razli¢ite mikroorganizme u ELISA-i. Za odredivanje IgG klase i IgG potklasa zbirni uzorak
seruma razblazivan je 400x. A) IgG; B) IgG1; C) IgG2; D) IgG3; E) IgG4. Uzorci su radeni u duplikatu:
1. L. reuteri DSM, 2. L. plantarum WCFS1, 3. L. rhamnosus LA68, 4. L. rhamnosus LB64, 5. L.
rhamnosus LGG, 6. L. helveticus LAFTI, 7. L. acidophilus ViVag, 8. L. reuteri DG, 9. S. pneumoniae,
10. S. pyogenes, 11. S. agalactiae, 12. Streptococcus type B,13. Streptococcus type A, 14. E. fecalis,
15. P. mirabilis, 16. S. Typhimurium,17. 18. K. pneumoniae, 19. P. aeruginosa, 20. P. houseri, 21. S.
flexneri, 22. E. coli, 23. C. albicans. Crni stubici bez dodatka monosaharida u razblaZenje seruma, sivi
stubiéi sa dodatkom monosaharida u razblazenje seruma (inhibicija). Prikazane su srednje vrednosti
sa standardnim devijacijama.
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Slika 4.22. Vezivanje zbirnog uzorka serumskih imunoglobulina dobijenih iz mladih zdravih
osoba za razlifite mikroorganizme u ELISA-i. Za odredivanje IgA klase i IgA potklasa zbirni uzorak
seruma razblazZivan je 100X A) IgA; B) IgA1; C) IgA2. Uzorci su radeni u duplikatu: 1. L. reuteri DSM,
2. L. plantarum WCFS1, 3. L. rhamnosus LA68, 4. L. rhamnosus LB64, 5. L. rhamnosus LGG, 6. L.
helveticus LAFTI, 7. L. acidophilus ViVag, 8. L. reuteri DG, 9. S. pneumoniae, 10. S. pyogenes, 11. S.
agalactiae, 12. Streptococcus type B,13. Streptococcus type A, 14. E. fecalis, 15. P. mirabilis, 16. S.
Typhimurium,17. 18. K. pneumoniae, 19. P. aeruginosa, 20. P. houseri, 21. S. flexneri, 22. E. coli, 23.
C. albicans. Crni stubici bez dodatka monosaharida u razblazenje seruma, sivi stubici sa dodatkom
monosaharida u razblazenje seruma (inhibicija). Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim
devijacijama.

Prikazani rezultati predstavljaju rezultat ukupnog vezivanja serumskih antitela pri
velikim razblazenjima, kao i sekundarnih antitela i streptavidin-alkalne fosfataze, jer u ovom
slu¢aju nije oduziman signala, za svaki pojedina¢ni mikroorganizam, ve¢ je oduziman signal
zajednicke slepe probe, te se prikazani rezlutati vezivanja antitela za mikrooganizme ne mogu
koristiti za medusobno poredenje reaktivnosti serumskih antitela prema razli¢itim
mikoorganizmima. Dobijeni rezlutati vezivanja antitela za mikrooganizme koris¢eni su, U
ovom slu¢aju za poredenje stepena interakcije razlicitih klasa i potklasa serumskih antitela sa
stepenom interakcije koris¢enih lektina, Sto je prikazano u Tabeli 4.9. Poredenje je vrSeno
Personovom korelacijom i prikazani su i Personov korelacioni koeficijent r i dobijena
verovatnoca p.

Tabela 4.9. Poredenje stepena interakcije razli¢itih klasa i potklasa antitela sa stepenom
interakcije koriSc¢enih lektina

r IgG IgG1 1gG2 1gG3 1gG4 IgA IgAl IgA2
BanLec 0,10 0,04 0,43 0,04 0,00 0,64 0,43 0,42
MAA -0,03 0,18 0,03 0,96 0,17 -0,01 0,11 0,20
RCA120 | 0,15 0,15 0,08 0,21 0,15 -0,01 -0,05 0,09
WGA 0,30 0,33 0,23 0,31 0,41 -0,07 0,08 0,14
SBA 0,27 0,23 0,21 0,86 0,35 -0,03 0,10 0,19
LCA 0,17 0,38 0,21 0,89 0,42 0,15 0,28 0,38
Con A 0,22 0,53 0,23 0,63 0,55 0,13 0,42 0,34
SNA | 0,04 0,14 -0,03 0,57 0,14 -0,01 0,03 0,16
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Tabela 4.9. Nastavak

p 19G IgG1  1gG2  1gG3  IgG4 IgA IgAL  IgA2
BanLec | 0660 0852 0055 0864 0991 0002 0049 0,057
MAA 0901 0442 0892 0000 0471 0968 0632 0,381
RCA120 | 0524 0528 0746 0362 0526 0959 0836 0,707
WGA 0183 0146 0325 0176 0062 0765 0742 0,560

SBA 0,235 0,327 0,365 0,000 0,123 0,903 0,668 0,407
LCA 0,450 0,091 0,36 0,000 0,057 0,518 0,212 0,092
Con A 0,347 0,014 0,31 0,002 0,010 0,582 0,058 0,135
SNA I 0,866 0,548 0,913 0,007 0,559 0,962 0,899 0,479

Kada se radi o sli¢nosti u vezivanju izmedu lektina i serumskih IgG i IgA potklasa za
mikroorganizme primecuje se nekoliko statisti¢ki znacajnih sli¢nosti, $to se moze videti iz
Tabele 4.9. 1z dobijenih rezultata se vidi da 1gG3 potklasa pokazuje sli¢nost sa vezivanjem
veceg broja lektina i to prvenstveno sa MAA (1=0,96), zatim LCA (r=0,89), SBA (1=0,86),
ConA (r=0,63) i SNA I (r=0,57). Interesantan podatak vezan za ovu potklasu antitela je da ona
gotovo nikad nisu samostalni nosilac imunskog odgovora®’, da se, zajedno sa IgG1 prva
pojavljuju tokom virusnih infekcija?® i da se, $to je najrelevantnije za ovde prikazane rezultate,
upravo ova potklasa antitela (pored IgM-a) javlja kao specifi¢na za gliko-sfingo-lipidne
antigene krvnih grupa®®,

Vezivanje IgG1 i1 IgG4 potklase pokazuje znacajnu sli¢nost sa vezivanjem ConA
(r=0,53 1 r=0,55, redom), s tim $to se za razliku od vezivanja IgG3 ove interakcije uglavnom
ne mogu inhibirati monosaharidima.

Iz dobijenih rezultata se vidi da od testiranih lektina jedino BanLec pokazuje sli¢nost
sa vezivanjem ukupnih antitela IgA klase, pre svega sa vezivanjem IgAl potklase. Kako je
BanLec najtemeljnije analizirani lektin u ovom radu, da bi se potvrdila sli¢nost u vezivanju, tj.
postojanje zajednicke specificnost BanLec-a sa vezivanjem serumskog IgA, ELISA/ELLSA je
ponovljena na uzorku mikoroorganizama za koje je pretpostavljeno da ¢e vezivati i BanLec 1
IgA, taénije na izabranim vrstama gljiva i Salmonella serotipovima.

Logi¢no je pretpostaviti da se poliklonski, serumski IgA sastoji od viSe razli¢itih
specifi¢nosti. Na Slici 4.23 A, B i C prikazani su rezultati vezivanja IgA za mikroorganizme,
iz kojih se vidi da je u ovoj populacijji najizraZenija specifi¢nost poliklonskog, serumskog IgA
prema C. albicans. Drugim re¢ima iz dobijenog rezultata proizilazi da bi vezivanje p-glukana
mogla biti dominantna specificnost serumskog IgA, dok afinitet za vezivanje manoznih
struktura, prisutanih na Salmonella serotipovima nije izrazen. Takode je interesantno da je
vezivanje serumskog IgA za mikroorganizme moguce u velikoj meri inhibirati kombinacijom
monosaharida, na sli¢an na¢in na koji se inhibira i vezivanje BanLec-a. Vezivanje, salivarnog
IgA za dekstrane opisano je u literaturi, gde se takode pominje da je vezivanje odredenih
struktura mikroorganizama odredeno ili antitelima potklase IgA1 ili IgA2, dok su nasi rezultati
u ovom sluéaju pokazali preklapanje izmedu ove dve potklase?'®. Medutim iako B-glukani
postoje i na drugim vrstama kvasaca, serumski IgA nije pokazao vezivanje za S. cerevisiae ni
S. boulardii, kao i da dekstrani poseduju a-1,6 glikozidnu vezu, $to ostaje da se objasni.
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Slika 4.23. Vezivanje poliklonskog serumskog IgA i BanLec-a za razli¢ite mikroorganizme u
ELISA-i. Za odredivanje IgA klase i IgA potklasa zbirni uzorak seruma razblazivan je 100X A) IgA;
B) IgAl; C) IgA2; D) BanLec. Uzorci su radeni u duplikatu. Tamni stubici bez dodatka monosaharida
U razblazenje seruma, svetli stubici sa dodatkom monosaharida u razblazenje seruma i lektina
(inhibicija). Prikazane su srednje vrednosti sa standardnim devijacijama.
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Tabela 4.10. Poredenje stepena interakcije ukupnog IgA i njegovih potklasa IgA1 i IgA2
sa BanlLec

r IgA IgAl IgA2  Banlec
IgA 0.98 0.97 0.78
IgAl 0.98 0.94 0.77
IgA2 0.97 0.94 0.76
BanLec 0.78 0.77 0.76

p IgA IgAl IgA2  Banlec
IgA 0.000 0.000  0.003
IgAl 0.000 0.000  0.003
IgA2 0.000  0.000 0.004

BanLec| 0.003 0.003 0.004

lako je ovakav pristup u odredivanju specifi¢nosti antitela moze biti interesantan,
pogotovu S§to je interakcija IgA sa C. albicans u velikoj meri inhibirana monosaharidima,
postavlja se pitanje zaSto se serumski IgA ne vezuje za ostale ispitivane kvasce, koji takode
sadrze B-glukan. Te dobijeni rezultat, bez obzira na statisticku znacajnost, ipak u ovom slucaju
moze biti posledica slucajnosti, 1 afinitet serumskog IgA moze biti odreden vezivanjem sa
specifi¢ne antigene determinante C. albicans.

4.7 Ispitivanje glikozilacije virusnih vakcina

U sklopu ispitivanja povrsinske glikozilacije mikroorganizama vrSeno je i ispitivanje
vezivanja lektina za razliCite viruse, prisutne u vakcinama za humanu upotrebu. Ispitivanje je
radeno ELLSA, pomoc¢u adsorpcije vakcina na mikrotitarsku plocu i vezivanja biotinilovanih
lektina. Ispitano je 5 virusnih vakcina i to: Varilix (GlaxoSmithKline), vakcina protiv varicele;
Twinrix Adult (GlaxoSmithKline), vakcina protiv hepatitisa A i hepatitisa B; BBIBP-CorV
(Sinopharm) vakcina protiv SARS-CoV-2 virusa; TorVaxFlu (Institut za virusologiju, vakcine
i serume ,,Torlak®) i Influvac Tetra (Abbott Biologicals) vakcine protiv virusa Influenze. Kao
doza vakcine neophodna za procenu virusne glikozilacije, koriS¢ena je jedna humana doza u
svakoj ELLSA. Paralelno je testirano i vezivanje lektina za VERO C¢elije, jer je to ¢elijska linija
koja je kori$¢ena za proizvodnju BBIBP-CorV vakcine.

Uticaj aluinijumskih adjuvanasa na ovaj test ispitan je tako Sto je Varilixu dodat
aluminijum fosfatni gel u odgovrajucoj koncentraciji i paralelno je postavljen test na Varilix sa
i bez aluminijuma sa dva razli¢ita lektina. Dodatak aluminijumskih adjuvansa smanjuje
intenzitet signala u ovom testu. Razlog moze biti da dodatak adjuvansa ili smanjuje vezivanje
virusa za plocu, ili vezivanje lektina za virus. U svakom slucaju, iako dolazi do smanjenja
intenziteta signala u prisustvu adjuvansa, zavisnost intenziteta signala od koli¢ine dodatog
lektina je registrovana, a uticaj aluminijuma je priblizno istog intenziteta na oba testirana
lektina Slika 4.24.
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Slika 4.24. Titracije lektina za Varilix: A) Titracija vezivanja biotinilovanog Con A za Varilix sa
ELLSA; B) Titracija vezivanja biotinilovanog PHA za Varilix sa ELLSA. Varilix — crvena linija; Varilix
prethodno inkubiran sa aluminijum fosfatom — crna linija.

Rezultati vezivanja razli¢itih lektina za virusne vakcine prikazani su na Slici 4.24.
Lektini ConA, SNAI i PHA najvise su se vezivali za Varilix, Twinrix Adult, BBIBP-CorV
kao i za VERO ¢elije. Izgled kriva vezivanja lektina za TorVaxFlu i Influvac Tetra protiv virusa
Influenze je bio drugaciji, najvise se vezivao BanLec, WGA i PHA Slika 4.25.
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Slika 4.25. Titracija vezivanja biotinilovanih lektina za razli¢ite vakcine i Vero éelije sa ELLSA;
A) TorvaxFlu; B) Influvac Tetra; C) BBIBP-CorV; D) Twinrix; E) Varilix; F) Vero celijska linija. Con
A crni kvadrat; MAA — crveni krug; BanLec — zeleni trougao; RCAix plavi trougao; PHA tirkizni
romboid; WGA ljubicasti trougao, SBA Zuti trougao; SNA I zeleni krug. Svaka analiza je izvedena sa

Jjednom ljudskom dozom po ploci.
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Da bi poredili slicnost u vezivanju lektina koriS¢ena je korelacija dobijenih vednosti i
dobijene vrednosti koeficijenta korelacije prikazane su u Tabela 4.11.

Koriste¢i ovu jednostavnu metodologiju, izveden je zakljucak da tip glikozilacije u
virusnim vakcinama u velikoj meri zavisi od tipa celije u kojoj se proizvode virusi, pa stoga
vakcine protiv gripa, koje se proizvode u kokosijim jajima, imaju znacajno razlicite obrasce
glikozilacije u poredenju sa drugim analiziranim vakcinama, koje medusobno pokazuju veliku
sli¢cnost u glikozilaciji Tabela 4.11.

Tabela 4.11 Medusobna korelacija vezivanja lektina za razlifite virusne vakcine. Broj
tacaka koji je koreliran iznosio je 8, prema broju koriséenih lektinskih molekula, a koris¢eno
Jje razblazenje od 40x.

BBIBP- Twinrix . VERO Influvac
Pearson r TorVaxFlu CorV Adult Varilix cell Tetra
TorVaxFlu 0,44 0,37 0,46 0,69 0,93
BBIBP-CorV 0,44 0,68 0,84 0,80 0,28
Twinrix Adult 0,37 0,68 0,49 0,80 0,15
Varilix 0,46 0,84 0,49 0,81 0,41
VERO cell 0,69 0,80 0,80 0,81 0,53
Influvac Tetra 0,93 0,28 0,15 0,41 0,53

BBIBP- Twinrix Varilix VERO Influvac
Probability rToVaxFlu CorV Adult cell Tetra
TorVaxFlu 0,27 0,36 0,25 0,06 0,00
BBIBP-CorV 0,27 0,06 0,01 0,02 0,51
Twinrix 0,36 0,06 0,22 0,02 0,72
Varilix 0,25 0,01 0,22 0,02 0,32
VERO 0,06 0,02 0,02 0,02 0,17
influvac tetra 0,00 0,51 0,72 0,32 0,17

Pa tako dve vakcine protiv Influenza virusa proizvedene od strane razlicitih
proizvodaca, na kokosijim jajima daju koeficijent korelacije 0,93, $to ukazije na veliku sli¢nost
u glikozilaciji. S obzirom na to da virusi uglavnom preuzimaju sintetsku masineriju celija
domacina ovakav rezultat nije neoc¢ekivan. Ovo je veoma vaZan nalaz, uglavnom zbog velike
slicnosti glikozilacije u proizvodnim c¢elijskim linijama sa glikozilacijom koja se nalazi kod
ljudi. Takode, ova ¢injenica bi, u teoriji, mogla imati veliki uticaj na efikasnost virusnih
vakcina, posebno inaktivisanih vakcina na bazi celih virionskih ¢estica proizvedenih za izrazito
glikozilovane viruse. Sto se ti¢e validnosti ovog rezultata, treba imati u vidu da je koriséeno 8
lektina za tipizaciju glikozilacije, te je korelacija vrSena sa 8 eksperimentalnih tacaka. Nacin
da se poveéa znacCaj ovog rezultata bila bi upotreba dodatnih lektina sa razliitim
specifi¢nostima.
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5. ZAKLJUCCI

Izrada ove doktorske disertacije dovela je do uspostavljanja i validiranja ELLSA metode, koja
sluzi za odredivanje interakcije izmedu saharidnih struktura i lektina u mikrotitarskim plocama,
a na osnovu dobijenih rezultata izvedeni su slede¢i zakljucci:

1. ELLSA se moze koristiti sa velikom pouzdanos$c¢u za odredivanje prisustva odredenih
saharida na povrSini mikroorganizama.

2. Mikroorganizmi predstavljaju lako dostupan i reproducibilan izvor saharidnih
struktura, drugim re¢ima, mikroorganzmi mogu sluziti kao samoobnavljaju¢i izvor

glikanskih proba.

3. Identifikovani su specificni mikroorganizmi koji se mogu koristiti kao stabilan izvor 3-
glukana, manoze i galaktoze, drugim re¢ima kao standardi.

4. ELLSA metoda sa ukupnim mikroorganizmima se moze Kkoristiti za medusobno
poredenje specifi¢nosti razli¢itih lektina. Sto se lektinskih vrsta kori§éenih u ovom radu
tice, odredeni lektini pokazali su veliku medusobnu sli¢nost u vezivanju za
mikroorganizme i dok je to za neke lektine bilo o¢ekivano, kao $to su na primer LCA i
ConA, sli¢nost u vezivanju SBA sa LCA nije o¢ekivana i moze biti posledica izabrane
grupe mikroorganizama. Naime, lektini SBA i LCA, iako potpuno drugadijeg afiniteta,
pokazali su visok nivo korelacije prilikom vezivanja za povrSinske glikane narocito
zbog intenzivnog vezivanja za L.helveticus LAFTI i L. acidophilus ViVag. Konkretno
izbor dve bakterijske vrste koje na svojoj povrsini, izgleda, imaju vise razli¢itih
saharida teoretski je mogao proizvesti ovakav rezultat. Sli¢nost je registrovana u
signalima dobijenim i prilikom vezivanja WGA i LCA za testirane mikroorganizme, a
razlog tome je najverovatnije sirok spektar specifi¢nosti ovih lektina, i/ili istovremeno
prisustvo istih saharidnih struktura na razli¢itim mikroorganizmima. N-
acetilglukozamin koji vezuje WGA nalazi se na ¢elijskom zidu Gram pozitivnih i Gram
negativnih bakterija.

5. Znacajna slicnost u reaktivnosti koju su pokazali razli¢iti lektini predstavlja
ogranicavajuci faktor za upotrebu lektina u analiticke 1 dijagnosticke svrhe.

6. Specifi¢nosti BanLec-a i RCA10 nisu znacajno korelirale sa ostalim ispitivanim
lektinima, pa se za njith moZe re¢i da imaju unikatnu specificnost, barem u okviru
metodologije prikazane u ovom radu.

7. Prilikom poredenja ELLSA sa proto¢nom citometrijom ustanovljeno je da se prednosti
ELLSA u odnosu na proto¢nu citometriju sastoje od vece preciznosti i upotrebe
znacajno manjih koli¢ina reagenasa.

8. Pored podataka o specificnosti vezivanja lektina za povrSinske glikane
mikroorganizama dobijenih ELLSA, detaljnije informacije o kinetici vezivanja lektina
za cele mikroorganizme moguce je dobiti bez koriS¢enja obelezivaca, koris¢enjem
QCM bakterijskih Cipova.
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9. QCM metoda nam je potvrdila rezultate dobijene ELLSA i potvrdila literaturne podatke
o niskom afinitetu lektinskih interakcija, te su se sve ispitivane interakcije kretale u
opsegu od 10 do 1073, ¢ak i sa repetitivnim strukturama koje se nalaze na bakterijskim
¢elijama.

10. Pored toga, QCM analiza nam je pruzila moguénost testiranja razli¢itih lektina prema
jednoj bakterijskoj kulturi koja se nalazi na QCM senzor Cipu, a samim tim i prema
identi¢nom broju bakterijskih ¢elija. Jedna od mogucénosti koje pruza QCM tehnologija
pored kinetike vezivanja je registrovanje broja vezujuc¢ih mesta koje je zavisno od
glikozilacije i upravo to moze biti od izuzetne vaznosti prilikom ispitivanja ,,wild type*
mikroorganizama i mutiranih sojeva.

11. Kada se uporedno koriste, obe metode omoguéavaju temeljno ispitivanje povrSinskih
glikana mikroorganizama, ali i receptora domacina koji vezuju te glikane. ELLSA
pruza moguénost analiziranja velikog broja lektina i mikroorganizama, dok QCM pruza
uvid u kinetiku interakcija izmedu lektina 1 mikroorganizama.

12. Uporeda analiza vezivanja lektina i serumskih antitela pokazala je da su serumska
antitela, koja se vezuju za mikroorganizme, mahom znatno veceg afiniteta od lektinskih
molekula, $to je u saglasnosti sa literaturnim podacima.

13. Prakticni smisao testiranja povrSinske glikozilacije mikroorganizama razli¢itim
lektinima potvrden je rezultatom koji je dobijen testiranjem i medusobnim poredenjem
glikozilacije virusnih vakcina. Ustanovljeno je da, kako virus preuzima sintetsku
masineriju domacina, tako je i njegova povrSinska glikozilacija direktno zavisna od te
sintetske masinerije domacina, pa se na osnovu glikanskih struktura ne moze razlikovati
od sopstvenih struktura, $to virusima pruza svojevrstan vid zastite, a moze predstavljati
i problem pri dizajniranju efikasnih virusnih vakcina.

Na kraju, moze se zakljuciti da iako su lektinske interakcije niskog afiniteta, i postoje
preklapanja u specifi¢nostima razli¢itih lektina, pazljivim odabirom kombinacija lektina i
analita moguce je uspostaviti razli¢ite sisteme merenja kako prisustva polisaharida na
mikroorganizmima tako i lektinskih specifi¢nosti 1 afiniteta.
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6.1 Odredivanje koncentracije proteina

6.1.1 Odredivanje koncentracije proteina Bradford-ovom metodom

Metoda po Bradford-u je verovatno najceS¢e koriS¢ena metoda za odredivanje
koncentracije proteina u nauc¢nim laboratorijama. Glavne osobine metode koje je Cine toliko
Siroko rasprostranjenom su brzina izvodenja, niska cena, visoka osetljivost i specifi¢no
vezivanje proteina (ne vezuje peptidne fragmente i slobodne aminokiseline). U pitanju je
kolorimetrijska metoda koja se zasniva na merenju pomeranja maksimuma apsorpcije boje
Comassie Brilliant Blue G-250 sa 470 nm na 595 nm u zavisnosti od toga da li je boja slobodna
u rastvoru ili vezana za protein. Mane metode su u tome Sto standarna prava nije linearna u
Sirem opsegu koncentracija, a odgovor na razli¢ite proteine varira®!,

Rastvori za rad:

1. Koncentrovana boja CBBG-250

CBB G - 250 100 mg
95% etanol 50 mL

H3PO4 100 mL
destilovana voda do 200 mL

2. Bradford-ov reagens
rastvor 1 100 mL

destilovana voda do 500 mL

Postupak rada:

Test je raden u mikrotitar plo¢ama sa ravnim dnom (flat bottom well). Kao standard je
koris¢en govedi serum albumin (Bovine serum albumin, BSA). BSA je razblazen izotoni¢nim
rasvorom NaCl puferizovanim 10 mM Na fosfatom (phosphate buffered saline; PBS) do
finalnih koncentracija 1,0 mg mL™; 0,75 mg mL™; 0,50 mg mL*; 0,25 mg mL2i 0,10 mg mL"
1 za potrebe konstruisanja kalibracione prave. Kao slepa proba sluzila je destilovana voda.
Uzorci nepoznate koncentracije su nanoseni na mikrotitarsku plocu (5 pL uzorka po bazenu),
u triplikatu. Nakon toga u bunare je dodat Bradford-ov reagens (200 pL rastvora/bazenu) i
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ploce su inkubirane 5 min na sobnoj temperaturi. OCitavanje vrednosti apsorbance svetlosti na
talasnoj duzini od 580 nm, na ELISA c¢itacu (Labsystems Multiskan Ascent 354 Microplate
reader), a vrednosti oc¢itane koriS¢enjem programa Ascent Software Version 2.4.2.

Vrednosti za koncentracije proteina u uzorcima su preracunate pomocu poznatih
koncentracija sa standardne prave dobijene razblazivanjem BSA.

6.1.2 Odredivanje koncentracije proteina Lowry-jevom metodom

Lowry-eva metoda je takode kolorimetrijska metoda se zasniva na reakciji peptidnih
veza i bakarnih jona u alkalnoj sredini pri ¢emu nastaje kompleks koji uz oksido-redukcionu
reakciju fosfomolibdensko-fosfovolframovog reagensa sa tirozinom daje postojanu boju, ¢ija
se apsorbanca meri na 500-600 nm (makrometoda) ili 750 nm (mikrometoda)?'2. Lowry-eva
metoda je senzitivha za niske koncentracije proteina, od 0.005 — 0.10 mg proteina po
mililitru?*t. Medutim, mana metode je izuzetno mali opseg pH, u okviru kog je precizna, zbog
Cega pH rastvora treba da se odrzava u opsegu 10-10,5. Na osnovu dobijenih vrednosti
apsorbancija za date koncentracije BSA konstruiSe se standardna kriva sa koje se odreduje
koncentracija proteina u rastvorima®2,

Rastvori za rad?':

1. Reagens 1: 2% Na,CO3 u 0,1M NaOH

Na>CO3 50
NaOH 19
destilovana voda do 250 mL

2. Reagens 2: 1% rastvor CuSQOs x 5H20
CuSO4 x 5H20 05¢9

destilovana voda do 50 mL

3. Reagens 3: 2% rastvor K-Na-tartarata
K — Na — tartarat 19

destilovane vode do 50 L
4. Folin-Ciocalteu reagens (Sigma Aldrich)
Na;WO4 10g

Na:MoO4 2,59
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destilovane vode do 70 mL
85% H3PO4 5SmL
Conc. HCL 10 mL
Li2SO4 15¢g
1. Reagens C

Reagens 1 98 mL
Reagens 2 1mL
Reagens 3 1mL

2. Folin-Ciocalteu reagens, razblazen po uputstvima proizvodaca (1+1).
Folin Ciocalteu reagens 1 deo

destilovana voda 1(2) deo

Postupak rada:

Test je raden u mikrotitar plocama sa ravnim dnom. Uzorci biotinilovanih lektina
nepoznate koncentracije, u triplikatu, su nanoSeni na mikrotitarsku plocu (10 pL
uzorka/bazenu). Kao standard je sipan BSA razli¢itih koncentracija, za potrebe konstruisanja
standardne prave u koli¢ini od 10 L. BSA je razblazen destilovanom vodom do finalnih
koncentracija 1,0 mg mlt; 0,50 mg mL*; 0,25 mg mL?; 0,125 mg mL?; 0,0625 mg mL™;
0,03125 mg mL™%; 0,0 mg mL%; za potrebe konstruisanja kalibracione prave.

Potom je u svaki bunar dodat Reagens C (150 uL rastvora po bazenu), plo¢e su snazno
promesane i inkubirane 15 minuta na sobnoj temperaturi. Zatim je u svaki bunar dodat Folin-
Ciocalteu reagens (30 uL rastvora po bazenu), plo¢e su snazno promesane i inkubirane 30
minuta na sobnoj temperaturi. Apsorbanca je merena na 580 nm na ELISA c¢itacu (Labsystems
Multiskan Ascent 354 Microplate reader), a vrednosti oCitane koriS¢enjem programa Ascent
Software Version 2.4.2.

Vrednosti za koncentracije proteina u uzorcima su preracunate sa standardne krive
BSA/PBS.
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6.2 Analiza Cistoée lektina obelezenih biotinom

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

SDS-PAGE je radena po proceduri Tricinske elektroforeze iz 1987. godine'“,
Elektroforetska razdvajanja proteina su radena na sistemu za vertikalnu elektroforezu (Mini
Protean Il System, Bio-Rad, USA) prema instrukcijama proizvodaca, u neredukuju¢im i
redukujuéim uslovima na 8% poliakrilamidnom gelu za razdvajanje i 5% gelu za
koncentrovanje.

Rastvori:

1. Monomerni rastvor akrilamida (AA)

akrilamid 299
bis-akrilamid 1lg
destilovana voda do 100 mL

2. Rastvor pufera A (3 M Tris HCI1/0,3% SDS, pH 8,45)

Tris 18,15¢

konc. HCI 4 ml (do pH 8,45)
SDS 0,15¢g
destilovana voda do 50 mL

3. Inicijator (amonujum persulfat) 10% m/V
APS 0,29

destilovana voda do 2 mL

4. Rastvor za nadslojavanje gela pri polimerizaciji (n — butanol zasi¢en vodom)

n — butanol zasi¢en vodom

U Tabeli 6.1 navedeni su rastvori potrebni za pripremu gelova.
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Tabela 6.1. Priprema gradijentnih gelova

Rastvori Gel za razdvajanje ~ Gel za koncentrovanje
(8%) (5%)

AA 0,8 mL 05mL

Pufer A 1mL 0,75 mL

10% APS 40 pL 40 pL

TEMED 3L 3L

Destilovana H20 1,2mL 1,75 Ml

5. 5x koncentrovan Pufer za elektroforezu (donji) (1M Tris HCI, pH 8,9)

Tris 1219
4 M HCl do pH 8,9
destilovana voda do 100 mL

6. Pufer za elektroforezu (gornji) (0,1 M Tris/0,1M Tricin/0,1% SDS, pH 6,8)

0,1 M Tris 2,42 g
0,1 M Tricin 3,60
0.1% SDS 0,2¢g
destilovana voda do 200 mL

U Tabeli 6.2 navedena je priprema pufera za pripremu uzoraka (PUZ)

Tabela 6.2. Priprema neredukujuéeg 5x koncentrovanog pufera za pripremu uzoraka

Rastvori 5X
0,5 M Tris HCI pH 6,8 45 mL
99% glicerol 5mL
SDS 1g
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brom fenol plavo (BFP) 0,5mg

voda do 10 mL

Napomena: *Rastvor za pufer za uzorke za redukujucu elektroforezu se pravi zako §to se pre
dodavanja vode do 10 mL u pufer doda 500 pL 2-merkaptoetanola.

Postupak rada:

Za proveru integriteta biotinilovanih lektina na osnovu molekulske mase, radena je
elektroforeza u poliakrilamidnom gelu, sa uzorcima u nativnim i redukuju¢im uslovima.

Donji gel za razdvajanje (engleski: running) je napravljen prema recepturi datoj u
Tabeli 5.1, naliven izmedu staklenih plo¢a i nadslojen rastvorom n-butanola. Nakon
polimerizacije, povrsina gela je isprana destilovanom vodom, nakon ¢ega je osuSen i na gel je
nanet rastvor gornjeg gela (engleski: stacking) za koncentrovanje proteina napravljen prema
recepturi datoj u tabeli Tabeli 5.1, i naliven izmedu ploca, iznad gela za razdvajanje. U gel je
potom uronjen ¢esalj. Polimerizacija gela za koncentrovanje je trajala 60 minuta nakon cega je
uklonjen CesSalj i drza¢ sa staklenim plo¢ama i gel je uronjen u kadu sa donjim puferom, a
izmedu staklenih ploca je naliven gornji pufer.

Rastvori uzoraka lektina i redukujuci pufer za pripremu uzoraka u odnosu 4:1 (40 uL
uzorka i 10 uL pufera), koriséeni su za elektroforezu u redukujuc¢im uslovima. Takvi rastvori
su inkubirani 2-5 min na 100°C, da bi se proteini kompletno denaturisali. Pri izvodenju
neredukujuce elektroforeze koriséen je pufer za uzorke za neredukujucu elektroforezu (bez B-
merkaptoetanola) i takvi uzorci nisu bili zagrevani.

Na gel je naliveno ~20 uL uzorka u odgovarajuce bunare, a potom su dodati proteinski
markeri (SDS8B2, Sigma-Aldrich) u zapremini 5 pL. Uzorci su koncentrovani tokom prolaska
kroz gel za koncentrovanje pri struji od 50 mA, nakon ¢ega su proteini u njima razdvajani na
osnovu molekulske mase tokom prolaska kroz gel za razdvajanje pri struji od 100 mA.

Proces elektroforeze je prekinut neposredno pre izlaska BFP iz gela.

6.2.2 Bojenje gelova

Rastvori:
1. Rastvor1l
(Rastvor za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje (20% metanol, 10% glacijalna siréetna
kiselina)
metanol 200 mL
sir¢etna kiselina 100 mL
destilovana voda do 1000 mL
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2. Rastvor boje
(0,1% CBB, 50% metanol, 10% sir¢etna kioselina)

CBB G - 250 059

Rastvor 1 500 mL

3. Rastvor za obezbojavanje
(10% sircetna kiselina)

sir¢etna kiselina 100 mL

destilovana voda 900 mL

Postupak rada:

Nakon elektroforeze gelovi su prebaceni u posebne posude i ispirani destilovanom
vodom u trajanju od 2 minuta, nakon ¢ega su na 20 minuta potopljeni u rastvor boje. Nakon
odlivanja boje gelovi su potopljeni u rastvor za fiksiranje, bojenje i obezbojavanje na 20
minuta. Gelovi su ¢uvani do snimanja u rastvoru za obezbojavanje.

6.3 Koris¢eni sojevi mikroorganizama, kvantifikacija i oblaganje
mikrotitarskih ploca

Za ispitivanje afiniteta vezivanja billjnih lektina i profilisanje povrsinske glikozilacije
mikroorganizama koriS¢eno je petnaest Gram pozitivnih bakterija od kojih su neki bili klini¢ki
izolati, obelezeni sa CI. Lactobacillus reuteri DSM 17938, Lactobacillus plantarum WCFS1,
Lactobacillus rhamnosus LA68, Lactobacillus rhamnosus LB64, Lactobacillus rhamnosus
LGG, Lactobacillus helveticus LAFTI L10, Lactobacillus acidophilus ViVag, Lactobacillus
casei DG, Streptococcus pyogenes ATCC 19615, Streptococcus agalactiae ATCC 13813,
Streptococcus sp. CI B-hemolytic group B, Streptococcus CI B-hemolytic group A,
Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis Cl, Staphylococcus aureus CI, cetrnaest
Gram negativnih bakterija - Proteus mirabilis CI, Klebsiella pneumonie ATCC 13883,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Proteus hauseri ATCC 13315, Shigella flexneri
ATCC 12022, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC 2865,
Salmonella Typhimurium ATCC 14028, Salmonella Typhimurium CI 2865, Salmonella
Typhimurium CI 1243, Salmonella Typhimurium CI 12, Salmonella Typhimurium CI B,
Salmonella enteritidis ATCC 13076, Salmonella enteritidis CI E, pet kvasaca - Candida
albicans ATCC 10259, Candida albicans ATCC 10231, Saccharomyces boulardii,
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763, Cryptococcus neoformans 79.

Mikroorganizimi koris¢eni u eksperimentalnom radu, gajeni su u sterilnim
polipropilenskim tubama od 50 mL, i njihovi uslovi kultivacije prikazani su u Tabeli 6.3.
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Red. Uslovi

br.  Vrsta mikroorganizama i soj Razdeo Rod kultivacije
Lactobacillus reuteri DSM

1 17938 Firmicutes G+  Lactobacillus MRS 37°C Ml
Lactobacillus plantarum

2 WCFS1 MRS 37°C Ml

3 Lactobacillus rhamnosus LA68 MRS 37°C Ml

4 Lactobacillus rhamnosus LB64 MRS 37°C Ml

5 Lactobacillus rhamnosus LGG MRS 37°C Ml

6 Lactobacillus helveticus LAFTI MRS 37°C Ml
Lactobacillus acidophilus

7 ViVag MRS 37°C Ml

8 Lactobacillus casei DG MRS 37°C Ml
Streptococcus pyogenes ATCC

9 19615 BHI 37°C
Streptococcus agalactiae ATCC

10 13813 BHI 37°C

11 Streptococcus sp. Cl group B Streptococcus BHI 37°C

12 Streptococcus sp. Cl group A BHI 37°C

13  Streptococcus pneumoniae HEMO-AE 37°C

14 Enterococcus faecalis ClI Enterococcus BHI 37°C AER

15  Staphylococcus aureus Cl Staphylococcus NB 37°C AER

Proteobacteria

16  Proteus mirabilis CI G- Proteus NB 37°C AER
Klebsiella pneumonie ATCC

17 13883 Klebsiella NB 37°C AER
Pseudomonas aeruginosa ATCC

18 27853 Pseudomonas NB 37°C AER

19  Proteus hauseri ATCC 13315 Proteus NB 37°C AER

20  Shigella flexneri ATCC 12022 Shigella NB 37°C AER

21  Escherichia coli ATCC 25922 Escherichia NB 37°C AER
Salmonella Typhimurium ATCC

22 2865 Salmonella NB 37°C AER
Salmonella Typhimurium ATCC

23 14028 NB 37°C AER
Salmonella Typhimurium CI

24 2865 NB 37°C AER
Salmonella typhimurium CI

25 1243 NB 37°C AER

26 Salmonella Typhimurium CI 12 NB 37°C AER

27  Salmonella Typhimurium CI B NB 37°C AER
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Tabela 6.3. Nastavak
Salmonella enteritidis ATCC

28 13076 NB 37°C AER

29  Salmonella enteritidis Cl E NB 37°C AER

30 Candida albicans ATCC 10259 Ascomycota Candida SDB 25°C

31  Candida albicans ATCC 10231 SDB 25°C

32 Saccharomyces boulardii Saccharomyces SDB 24°C
Saccharomyces cerevisiae

33 ATCC9763 SDB 24°C

34  Cryptococcus neoformans 79 Basidiomycota  Cryptococcus SDB 24°C

Napomena: MRS — MRS bujon; NB — hranljivi bujon, , SDB — Sabourad dekstrozni bujon, BHI — BHI bujon, Ml
— mikroaerofilni uslovi, AER — aerobni uslovi.

Odabrani mikroorganizmi zasejavani su u odgovarajuce podloge pri uslovima sterilnog
rada u laminarnoj komori (HLB 2448, LaminAir, Heraeus). Najpre je u sterilne tube od 50 mL
pipetirano po 40 mL odgovaraju¢eg medijuma, a potom zasejavano sa 50 pL guste suspenzije
mikroorganizama. Nakon toga zasejane bocice su prebacene u inkubator (CO2-AUTO-ZERO,
Heraeus) tokom 24 sata, kako bi doSlo do odgovarajuceg porasta broja mikroorganizama u
suspenziji.

Po zavrSetku perioda inkubacije, odredivana je koli¢ina mikroorganizama u medijumu.
6.3.1 Odredivanje broja Zivih mikroorganizama

Odredivanje broja colony forming units - CFU po jedinici zapremine, radeno je prema
standardnoj metodologiji, razblaZzivanjem do Zeljene gustine, te razmazivanjem na cvrstu
podlogu i nakon perioda inkubacije, tj. do pojave vidljivog rasta kolonija, brojanjem. Svako
merenje radeno je u triplikatu.

6.3.2 Procena odnosa Zivih prema mrtvim mikroorganizmima pomocu protocne
citometrije

Procena odnosa Zivih mikroorganizama u odnosu na mrtve u prekono¢nim kulturama
vr§ena je pomocu protocne citometrije. Prekono¢ne kulture, isprane u PBS-u su svedene na
pribliZno istu opticku gustinu na 620 nm 1 snimane na FACSVerse proto¢nom citometru sa i
bez dodatka propidijum jodida, prema modifikovanoj metodi Boulosa?*®. Propidijum jodid
ulazi u nevijabile ili oSteCene bakterije i vezivanjem za DNK dovodi do fluorescence.
Propidijum jodid, vezan za DNK se ekscitira se na 488 nm a maksimum emisije mu je na 617
nm. Na 500 pL isprane prekonocne bakterijske kulture razblazene 5-20x u PBS-u dodato je 10
ML propidijum jodida koncentracije 10 pg/mL u PBS-u. Na ovaj nacin se moze odrediti
procenat bakterija koje najverovatnije ne predstavljaju jedinicu formiranja kolonije.

6.3.3 Odredivanje ukupnog broja mikroorganizama brojanjem u
hemocitometarskoj komori

Nakon razblazivanja kultura mikroorganizama do finalne opti¢ke gustine 0,1 u 100 pL
te€nosti, na talasnoj duzini 620 nm, pristupili smo brojanju ukupnog broja mikroorganizama u
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hemocitometarskoj komori (0,100 mm Tiefe Depth, Neubauer Improved, Blaubrand,
Germany). Ova hemocitometarska komora sastoji se od 9 velikih kvadrata povrsine 1 mm?
svaki. Svaki kvadrat koji se nalazi u uglu je podeljen na 16 kvadratica sa stranicama od 0,25
mm, dok je visina komore kada se prekrije pokrovnim staklom 0,1 mm, tako da se dobije
komora dimenzija 1 mm x 1 mm x 0,1 mm, zapremine od 0,1 mm?3 do 10 mL.

Kako bi izbrojali ukupan broj mikroorganizama u hemocitnu komoru sipali smo 10 pL
kulture, da bi zatim izbrojali mikroorganizme koji se nalaze u jednom od spoljnih kvadrata.
Brojanje mikroorganizama se vr$i tako §to smo unutar jednog od spoljnih kvadrata odabrali 4
polja (u svakom uglu), u kojima smo izbrojali broj detektovanih mikroorganizama i taj broj
podelili sa ¢etri. Uzorci su potom vizuelizovani pod mikroskopom (Olympus BH-2, Olympus
Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan), uveli¢anjima 10 X i 40 x u zavisnosti od vrste i veli¢ine
mikroorganizama.

6.3.4 Odredivanje koli¢ine mikroorganizama spektrofotometrijski

Nakon inkubacije od 24 sata, tube sa bakterijama su centrifugirane 2000 x g, 20 min,
na 4 °C, a sa kvascima 1000 x g, 2 min (3K18, Laboratory Centrifuges, SIGMA). Kulture su
isprane, dekantovanjem supernatanta i dodavanjem 50 mL PBS. Zatim su vajle ponovo
centrifugirane pri istim uslovima, nakon ¢ega su dekantovane i dodato je 25 mL PBS.
Ocitavanje vrednosti apsorbance u uzorcima kultura mereno je upotrebom filtera talasne duzine
0d 620 nm na ELISA ¢itacu (Labsystems Multiskan Ascent 354 Microplate reader), a vrednosti
oCitane koriS¢enjem programa Ascent Software Version 2.4.2.

Na osnovu dobijenih vrednosti i poSto je opticka gustina aditivna veli¢ina, kulture
mikroorganizama razblazene su u PBS-u do finalne opticke gustine od 0,1 u 100 pL te¢nosti u
mikrotitarskim plo€ama sa ravnim dnom, na talasnoj duzini 620 nm.

6.4 Oblaganje mikrotitar plo¢a mikroorganizmima

Nakon prikupljanja rezultata razli¢itih metoda za odredivanje broja mikroorganizama
izveden je zakljucak da je svodenje mikroorganizama na istu opticku gustinu eksperimentalno
najjednostavnije i da ujedno da pruza dobru reproducibilnost.

Po razblazivanju mikroorganizama / antigena na Zeljenu opti¢ku gustinu, kulture su
nanete u MaxiSorp ELISA mikrotitar plocu sa 96 bunara sa ravnim dnom (Nunc, ThermoFisher
Scientific, Denmark), u zapremini od 100 pL po bunaru. Ploce su centrifugirane na 1000 x g,
20 min na 24°C (Megafuge 16R, Heraeus). Po zavrSetku centrifugiranja, supernatant je
uklonjen, a zatim ploce postavljene u suSnicu na 50°C, 2 sata (ST-05, Instrumentaria) i
skladistene ne duze od 10 dana pre upotrebe.

6.5 Korisceni lektini, obelezavanje lektina biotinom i fluoresceinom
6.5.1 Lektini koriS¢eni u ovoj studiji
Biljni lektini, koriS¢eni u ovoj studiji, za profilisanje glikana na povrSini razlicitih

mikroorganizama su: Maackia amurensis aglutinin (MAA), Soybean aglutinin (SBA), Lens
culinaris aglutinin (LCA), Wheat germ aglutinin (WGA), Ricinus communis aglutinin
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(RCA120), Canavalia ensiformis lektin (Con A) i Sambucus nigra aglutinin (SNA 1); nabavljeni
od Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Na osnovu procedure definisane od strane Gavrovic-

Jankulovi¢ dobijen je BanLec (Musa acuminata) rekombinantni lektin prec¢iséen iz Celija E.
Colit?.

U Tabeli 6.4 navedeni su poreklo i specifi¢nost vezivanja kori$¢enih lektina.

Tabela 6.4. Poreklo i afinitet vezivanja lektina

Red.
br. Naziv lektina Poreklo Afinitet Ref
1 Maackia amurensis | Maackia

aglutinin -MAA amurensis NeuSAca(2,3)GalB(1,4)GlcNAc/Gle [12]
? | soybean aglutinin-SBA | SV GaiNAca(1.3)Gal>GalNAc, Gal []
3 Lens culinaris aglutinin - | Lens

LCA culinaris methyl-a-Man, Man, Glc [7]
4 GIcNACR(1,4)GIcNACR(1,4)GIcNAc>

Wheat germ aglutinin -| Triticum

WGA vulgare GIcNACcR(1,4)GIcNAc>GIcNAc>> [6]

Neu5Ac>>GalNAc

5 Ricinus communis | Ricinus .

aglutinin — RCA20 communis  terminalna B-D-Gal 9]
6 . Canavalia  3,6-di-O-(a-Man)aMan > Mano.

Konkanavalin A - Con A ensiformis  (1,3)Man>methyl-a-Man>Man, Glc [14]
7 Sambucus nigra aglutinin | Sambucus

_SNA | nigra Neu5Aco(2,6)Gal, Neu5Aca(2,6)GalNAc [13]
8 Musa acuminata lektin - | Musa Man, Glc , internal 3-O-a-d-glc, reducing Glc [10],[11]

BanlLec acuminata of B-1,3-linked glucosyl oligosaccharides

Napomena: GIcNAc - N-acetil glukozamin, GalNAc - N-acetil galaktozamin, NeubAc — sijalinska kiselina, Glc -
glukoza, Gal — galaktoza, Man — manoza

6.5.2 ObeleZavanje lektina biotinom

Nakon rastvaranja komercijalnih lektina u PBS izmena pufera radena je dijalizom.
Membrana za mikrodijalizu ¢uvana je u frizideru na temperaturi od 2-8 °C u 20% etanolu sa
0,1% NaNs. Neposredno pre kori§¢enja izvadena je iz frizidera i nekoliko puta isprana vru¢om
destilovanom vodom. Rastvoreni lektini su preko no¢i dijalizovani, u aparatu za kontinuiranu
dijalizu, naspram 0,1 M NaHCO3z pH 9,5.

Za biotinilovanje lektina upotrebljen je (+)-Biotin N-sukcinimidil estar (SigmaAldrich,
Steinhaim, Nemacka) prethodno rastvoren u anhidrovanom dimetil-sulfoksidu (DMSO), do
koncentracije 22 mg mL™ i dodat u rastvor lektina u odnosu 10% V/V. Rastvor je zasti¢en od
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svetlosti i inkubiran na 37 °C uz konstantno mesanje u trajanju od 3 h. Nakon konjugovanja sa
biotinom lektini su dijalizovani preko no¢i naspram rastvora PBS.

Biotinilovani lektini su analizirani elektroforezom (8% gel za razdvajanje, 5% gel za
koncentrovanje). U rastvore lektin-B / PBS dodato je 50% glicerola, sa 0.2% NaNs3i skladisteni
su na -20 °C do upotrebe. Koncentracija lektina nakon biotinilovanja odredivana je
Lowrijevom metodom?!2: 213,

6.5.3 Dot blot

Kako bi procenili efikasnost biotinilovanja i odabrali adekvatna radna razblaZenja
lektina kori$cen je dot blot. Nakon pravljenja odgovarajucih razblazenja, 2 pL rastvora svakog
lektina naneto je na nitroceluloznu membranu (NC2, SERVA Electrophoresis GmbH
Heidelberg, Nemacka). Nakon sus$enja, membrana je hidratisana potapanjem u PBS, a zatim je
blokirana sa 2% BSA u PBS (2% BSA/PBS) i tako inkubirana 30 minuta. Membrana je isprana
3 puta u 0,05 % Tween 20 (SigmaAldrich, Steinhaim, Germany) rastvorenom u PBS
(PBS/Tween) i jednom u PBS. Nakon inkubacije, membrana je inkubirana sa ExtrAvidin-
alkalnom fosfatazom (087K4761, Sigma-Aldrich, Steinhaim, Germany) razblazenom 1:70000
i tako inkubirana jos 30 min. Membrana je isprana 3 puta u PBS/Tween i jednom u PBS.
Vizuelizacija je izvrSena supstratom, 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfatom/nitro blue tetrazolim
(BCIP/NBT; SigmaAldrich, Steinhaim, Germany) rastvorenom u puferu za alkalnu fosfatazu.

6.6 In vitro ispitivanje vezivnih karakteristika lektina primenom ELISA i
ELLSA

ELLSA predstavlja enzimski lektin test, koji se moze koristi za detekciju interakcija
koje se ostvaruju izmedu lektina i glikana koji se nalaze na povrSini mikroorganizama.
Ispitivanje vezivnih karakteristika lektina obuhvatalo je:

- detekciju vezivanja biotisanih biljnih lektina za mikroorganizme pomocéu
extrAvid-Alkalne fosfataze i 4-nitrofenil fosfata

- serijsku titracija biotinilovanih lektina i njihovo vezivanje za mikroorganizme

- inhibicija vezivanja lektina razli¢itim monosaharidima

- p-glukan ELLSA

- odredivanje nivoa serumskog 1gG i IgG potklasa specifi¢nih prema odabranim
mikroorganizmima

- odredivanje nivoa serumskog IgA i IgA potklasa specifi¢nih prema odabranim
mikroorganizmima

- odredivanje afiniteta vezivanja biljnih lektina za antigenske determinante u
virusnim vakcinama
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Rastvori:
1. 10 x PBS
NaCl 80¢g
KClI 24
NazHPO, 14,44
KH2PO4 2,49
destilovana voda dolL
2. 1 xPBS
10 x PBS 50 mL
destilovana voda do 500 mL
3. 0.05% tPBS
1xPBS 300 mL
Tween 20 150 pL
4. 1% Rastvor BSA
BSA 0,44
PBS do 40 mL
5. Pufer za alkalnu fosfatazu
Tris 3,152 ¢
NaCl 1,168¢
MgCl2x6H.0 0,2¢g
destilovana voda do 100 mL
4M HCI do pH 9,5
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destilovana voda do 200 mL

6. Rastvor ExtrAvidin — Alkalne Fosfataze (087K4761, Sigma-Aldrich) 1:30000
ExtrAvidin Alkalna Fosfataza 0,4 pL

1xPBS 12 mL

7. Rastvor supstrata (pNPP) (71768, Sigma-Aldrich)
p-Nitrofenil Fosfat 20,4 mg

Pufer za alkalnu fosfatazu 12 mL

Postupak rada:

Zajednicki koraci za sve ELLSA testove najpre podrazumevaju da su mikroorganizami
/ antigeni odredene koncentracije u zavisnosti od tipa ELLSA testa adsorpovani na mikrotitar
plocu, sa 96 bunara sa ravnim dnom (MaxiSorp, Nunc, ThermoFisher Scientific, Denmark).

Suve mikrotitar ploce sa adsorbovanim razli¢itim mikroorganizmima, odgovarajuce
opticke gustine su saturisane rastvorom 1% BSA/PBS (w/v) (200 pL po bunaru, 1 h na sobnoj
temperaturi) kako bi se sprecilo nespecifi¢no vezivanje. Razblazenja lektina su pravljena u
PBS-u ili u rastvoru 1% BSA/PBS, kao i komercijalno dostupna antitela i enzimi kori$éeni u
detekciji. Komercijalna antitela, kao i enzimi razblaZivani su prema uputstvu proizvodaca u
PBS i u rastvoru 1% BSA/PBS. Rastvor enzima extrAvidin-Alkane Fosfataze (087K4761,
Sigma-Aldrich, Steinhaim, Germany) razblazen je u PBS u razblazenju 1:30,000 i naliven u
plo¢u (50 pL po bunaru, 30 min na sobnoj temperaturi). Vizuelizacija je vrSena dodavanjem
rastvora supstrata pNPP (50 pL/bunaru).

Svakom od ovih inkubacionih koraka (zapremina reagensa 50 pL po bunaru,,
inkubacija 1 h ili 30 min na sobnoj temperaturi) prethodi trostruko ispiranje rastvorom 0,05 %
Tween 20/PBS (200 pL/bunaru) i jedno ispiranje PBS-om (200 uL/bunaru). Ploce su sa
supstratom alkalne fosfataze inkubirane sve do pojave intenzivno zutog bojenja, nakon ¢ega su
ocitavane vrednosti apsorbance uzoraka na talasnim duzinama od 405 nm i 620 nm na ELISA
¢itacu (Labsystems Multiskan Ascent 354 Microplate reader), a vrednosti o€itane koriS¢enjem
programa Ascent Software Version 2.4.2.

Specificnosti pojedina¢nih ELISA su navedene u daljem tekstu.
6.6.1 Detekcija vezivanja biotinilovanih biljnih lektina za mikroorganizme

Na mikrotitar ploce (MaxiSorp) sa adsorbovanim mikroorganizmima u odredenoj
koncentraciji (0,5-1,0x108 mL™ bakterija i 0,5-1,0x10° mL™* gljiva), dodati su u multilikatu,
biotinilovani lektini razblazeni u PBS-u, slede¢ih razblazenja: MAA 1:100, SBA 1:2000, LCA
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1:2000, WGA 1:2000, RCA120 1:1000, ConA 1:2000, SNA 1 1:1000 i BanLec 1:1000 (50 pL
po bunari¢u, 1 h na sobnoj temperaturi) kako bi se registrovalo prisustvo ili odsustvo vezivanja.

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAvidina;
detektovanje vezanih lektina pomocu supstrata; vizuelizacija i dobijanje Aasos/620.

6.6.2 Serijska titracija biotinilovanih lektina

Mikrotitar ploCe (MaxiSorp) sa adsorbovanim mikroorganizmima u odredenoj
koncentraciji (0.5-1,0x10® mL™ bakterija i 0.5-1,0x10” mL? gljiva), blokirane su sa 1%
BSA/PBS (w/v) (200 pL po bunaru, 1 h na sobnoj temperaturi) kako bi se sprecilo nespecificno
vezivanje. Ispiranje je vrSeno kao u opstoj proceduri. Napravljena su serijska razblazenja
biotinilovanih lektina razblazenih u PBS-u, koja su u mutiplikatu nalivena u bunare sa
odgovaraju¢im mikroorganizmima (50 pL/bunaru, 1 h na sobnoj temperaturi) kako bi se
odredila minimalna kolicina lektina koja je neophodna za detekciju interakcija izmedu lektina
I mikroorganizama.

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAvidina u
PBSu; detektovanje vezanih lektina pomocu supstrata; vizuelizacija 1 dobijanje Aa4os/620.

6.6.3 Inhibicija vezivanja lektina razli¢itim monosaharidima

Na mikrotitar ploce (MaxiSorp) sa adsorbovanim mikroorganizmima u odredenoj
koncentraciji (0.5-1,0x108 mL™* bakterija i 0.5-1,0x10” mL™ gljiva), nakon blokiranja dodati su
lektini preinkubirani sa 0,5 M rastvorom jednake koli¢ine glukoze, manoze i galaktoze, ili 0,5
M rastvorom pojedina¢nih monosaharida (50 pL po bunaru, 1 h na sobnoj temperaturi) kako
bi se registrovala inhibicija vezivanja, nakon ¢ega je izvrSeno trostruko ispiranje rastvorom
0,05% Tween 20 / PBS (200 uL po bunaru, pa odlivanje supernatanta) i jedno ispiranje PBS-
om (200pL po bunaru, pa odlivanje supernatanta).

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAvidina;
detektovanje vezanih lektina pomocu supstrata; vizuelizacija i dobijanje Aasos/e20.

6.6.4 p-glukan ELLSA

Nakon rastvaranja p-glukan-a iz je¢éma (08168, Sigma-Aldrich) / PBS u koncentraciji
od 2,5 mg mL™%, rastvor je naliven u MaxiSorp ELISA mikrotitar plo¢u sa 96 bunara i F dnom
(50 uL po bunaru), a zatim su ploce inkubirane preko noci na 4 °C. Blokiranje je izvrseno 1%
BSA/PBS, praceno ispiranjem kao u ops$toj proceduri. Dodata su serijska razblazenja BanLec,
u duplikatu (50 pL po bunaru, 1 h na sobnoj temperaturi).

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAvidina;
detektovanje vezanih lektina pomocu supstrata; vizuelizacija i dobijanje A4os/62o.

6.6.5. Odredivanje nivoa serumskog IgG i IgG potklasa specificnih prema
odabranim mikroorganizmima

Mikrotitar ploce (MaxiSorp) sa adsorbovanim mikroorganizmima u odredenoj
koncentraciji (0,5-1,0 x108 mL* bakterija i 0,5-1,0 x10” mL™! gljiva), saturisane su rastvorom
1% BSA/PBS (200 pL po bunaru, 1 h, sobna temperatura) kako bi se sprecilo nespecificno
vezivanje. Potom je usledilo trostruko ispiranjem rastvorom 0,05% Tween 20/PBS (200
pL/bunaru) i jedno ispiranje PBS-om (200 pL/bunaru, pa odlivanje supernatanta). Zatim je
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naliven pul humanih seruma u razblazenju 1:500 u 1% BSA/PBS za ukupni IgG, IgG1 i IgG2,
dok su IgG3 i IgG4 odredivani u razblazenju 1:250.

Inhibicija meSavinom monosaharida radena je tako Sto je u duplikate bunara sa istim
mikroorganizmima naliven pul humanih seruma u istom razblazenju u koje su dodati
monosaharidi u koncentraciji 0,5 M (jednake koli¢ine glukoze, manoze i galaktoze).

Pul seruma je dodat u koli¢ini od 50 pL po bunaru, inkubirano je 1 h na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije, izvrseno trostruko ispiranje rastvorom 0,05 % Tween 20/PBS
(200 pL/bunaru, pa izbacivanje supernatanta) i jedno ispiranje PBS-om (200 uL/bunaru, pa
odlivanje supernatanta). Po zavrSetku ispiranja, u duplikatu su nalivena antitela specificna za
humani IgG, i potklase IgG1, 1gG2, 1gG3 i [gG4 u razblazenjima: 5000x, 1000x, 1000x, 3000x
i 1000x, redom.

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAvidina;
detektovanje vezanih antitela pomocu supstrata merenjem A40s/620.

6.6.6 Odredivanje nivoa serumskog IgA i IgA potklasa specificnih prema
odabranim mikroorganizmima

Mikrotitar ploce (MaxiSorp) sa adsorbovanim mikroorganizmima u odredenoj
koncentraciji (0,5-1,0x108 mL™ bakterija i 0,5-1,0x10" mL™ gljiva), saturisane su rastvorom
1% BSA/PBS (200 pL po bunaru, 1 h, sobna temperatura, a po isteku inkubacije odlivanje
supernatanta) kako bi se spre€ilo nespecificno vezivanje. Potom je usledilo trostruko
ispiranjem rastvorom 0,05 % Tween 20/PBS (200 pL/bunaru, pa izbacivanje supernatanta) i
jedno ispiranje PBS-om (200 pL/bunaru, pa odlivanje supernatanta).

Zatim je naliven pul humanih seruma u razblazenju 1:100 u 1% BSA/PBS za ukupni
IgA, dok su IgAl i IgA2 odredivani u razblazenju 1:50.

Inhibicija meSavinom monosaharida radena je tako §to je u duplikate bunara sa istim
mikroorganizmima naliven pul humanih seruma u istom razblaZzenju u koje su dodati
monosaharidi u koncentraciji 0.5 M (jednake koli¢ine glukoze, manoze i galaktoze).

Serumi su dodvani u koli¢ini od 50 pL po bunaru, inkubirano je 1 h na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije, izvrSeno trostruko ispiranje rastvorom 0,05 % Tween 20 / PBS
(200 pL/bunaru, pa izbacivanje supernatanta) i jedno ispiranje PBS-om (200 uL/bunaru, pa
odlivanje supernatanta). Po zavrSetku ispiranja, u duplikatu su nalivena antitela specifi¢na za
humani IgA, IgAl i IgA2 u razblazenju 1000x.

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAviding;
detektovanje vezanih antitela pomocu supstrata merenjem Aasose20. Osim §to za anti-humani
IgA1 direktno obelezen alkalnom fosfatazom nije bilo potrebno dodavati ExtrAvidin-AP.

6.6.7 Odredivanje afiniteta vezivanja biljnih lektina za razli¢ite tipove virusnih
vakcina

Kao doza vakcine neophodna za procenu virusne glikozilacije, koris¢ena je jedna
humana doza u svakoj ELLSA, drugim re¢ima zapremina bocice sa vakcinom je razblazena sa
6 mL rastvora PBS. Nakon nanos$enja na MaxiSorp plo¢u inkubirano je preko noé¢i na 4°C.
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Blokiranje je izvrSeno 1% BSA/PBS, praceno ispiranjem kao u opstoj proceduri. Dodata su
serijska razblazenja lektina, u duplikatu (50 pL po bunaru, 1 h na sobnoj temperaturi).

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAvidina;
detektovanje vezanih lektina pomocu supstrata; vizuelizacija i dobijanje Aasoss2o.

U ovim eksperimantima koriS¢eni su sledece vakcine:

Varilix je vakcina od Zivog atenuiranog vari¢ela-zoster (soj Oka) virusa sa 10%3
jedinice koje formiraju plak (PFU); za intramuskularnu primenu. Virus je razmnozen u MRC5
ljudskim diploidnim ¢elijama. Vakcina sadrzi 6 mg sorbitola po dozi. Proizveo
GlaxoSmithKline (GSK). Uklju¢ena lista pomocénih supstanci su: aminokiseline, laktoza,
manitol, sorbitol.

Twinrix Adult je dvovalentna vakcina, koja sadrzi dve antigene komponente:
inaktivirani virus hepatitisa A (soj HM175) i povrSinski antigen virusa neinfektivnog hepatitisa
B (HBsAg). Virus hepatitisa A umnozava u MRC-5 ljudskim diploidnim celijama i inaktivira
se formalinom, dok se prec¢is¢eni HBsAg dobija kultivisanjem genetski modifikovanih celija
kvasca Saccharomices cerevisiae, koje u sebi nose gen povrsinskog antigena virusa hepatitisa
B. Preparati svakog antigena se adsorbuju odvojeno na soli aluminijuma i zatim spajaju tokom
formulacije vakcine. Proizveo GlaxoSmithKline (GSK).

BBIBP-CorV je inaktivisana vakcina, protiv SARS-Cov-2 virusa. Virus je umnozen u
VERO c¢elijama i inaktiviran B-propiolaktonom. Virusni preparati adsorbovan je na soli
aluminijuma. Proizveo Sinopharm, Pekinski institute za bioloske proizvode.

TorVaxFlu je trovalentna, sezonska, splitovana, inaktivisana vakcina protiv gripa.
Virusi je umnoZen u embrionisanim kokosjim jajima, splitovan Tritonom X-100 i inaktivisan
B-propiolaktonom. Sastav vakcine odreden je prema preporukama SZO, za severnu hemisferu
i Evropsku uniju, za sezonu 2020/ 2021: A/Guangdong-Maonan/SVL1536/2019 (H1N1)
pdmO09 — slican soj (A/Guangdong-Maonan/SVL1536/2019, CNIC-1909), 15 pg HA; A/Hong
Kong/2671/2019 (H3N2) — slican soj (A/Hong Kong/2671/2019, NIB-121) 15 ug HA; B/
Washington /02/2019 — sli¢an soj (B/Victoria lineage) 15 pg HA po dozi od 0,5 mL. Proizveo
Institut za virusologiju, vakcine i serume, Torlak, Srbija. MoZe da sadrZi tragove pileceg
ovalbumina, neomicina, Triton X-100 i b-propiolaktona.

Influvac Tetra je Cetvorovalentna, sezonska, splitovana, inaktivisana vakcina protiv
gripa. Virusi je umnoZen u embrionisanim koko§jim jajima, splitovan Tritonom X-100 i
inaktivisan formaldehidom. Sastav vakcine odreden je prema preporukama SZO, za severnu
hemisferu i Evropsku uniju, za sezonu 2020/ 2021: A/Guangdong-Maonan/SVL1536/2019
(H1IN1) pdmQ9 — sli¢an soj (A/Guangdong-Maonan/SVL1536/2019, CNIC-1909), 15 pg HA;
A/Hong Kong/2671/2019 (H3N2) — sli¢an soj (A/Hong Kong/2671/2019, NIB-121) 15 pg HA;
B/Washington/02/2019 — sli¢an soj (B/Victoria lineage) 15 pg HA po dozi od 0,5 mL;
B/Phuket/3073/2013 — sli¢an soj (B/Yamagata lineage) 15 pg HA po dozi od 0,5 mL. Proizveo
Abbott Biologicals, Holandija. Moze da sadrzi tragove pile¢eg ovalbumina, gentamicin,
polisorbat 80 i formaldehid.

Uticaj aluinijjumskih adjuvanasa na ovaj test ispitan je tako $to je Varilixu dodat
aluminijum fosfatni gel u odgovrajucoj koncentraciji i paralelno je postavljen test na Varilix sa
i bez aluminijuma sa dva razli¢ita lektina, ConA i PHA, uz variranje koncentracije
biotinilovanih lektina.
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Paralelno je testirano i vezivanje lektina za VERO ¢elije. VERO ¢elije su gajane u
flaskovima za kultivaciju ¢elija zapremine 50 mL, u kompletnom RPMI-1640 medijumu sa
dodatkom 10% seruma teleceg fetusa (engleksi: fetal calf serum; FCS) i 50 um -
merkaptoetanola. S obzirom na to da su VERO adherentne cCelije, da bi se dobile celije u
suspenziji, nakon formiranja monosloja uklonjen je supernatant, a monolejer je ispran svezim
RPMI-1640 medijumom bez FCS. Zatim je na c¢elije sipan rastvor tripsin/EDTA (Sigma
T4299) zagrejan na 37°C do pokrivanja povrsine flaska, inkubirano je 2 min, a zatim
,,odlepljivanje* praceno pod mikroskopom, i potpomognuto blagim lupkanjem dna flaska.
Celijska suspenzija je zatim nekoliko puta propustena kroz pipetu, prebacena u flask od 50 mL
i na nju je dodata jednaka zapremina kompletnog RPMI-1640 medijuma sa dodatkom 10%
FCS. Nakon talozenja, centrifugiranja na 400 x g u trajanju od 10 min, celije isprane
centrifugiranjem, jednom u istom medijumu, a zatim dva puta PBS.

Celije su prebrojane u hemocitometarskoj komori, uz dodatak Turk-ovog rastvora pod
svetlosnim mikroskopom. Celijska suspenzija od 1x10° mL™* u PBS je nane3ena u koli¢ini od
100 pL po bunaru. Nakon centrifugiranja na 400xg u trajanju od 10 min supernatant je uklonjen
izvrtanjem na papirnu vatu i ¢elije su ostavljene na sobnoj temperaturi do potpunog susenja.

Blokiranje je izvrSeno 1% BSA/PBS, praceno ispiranjem kao u opStoj proceduri.
Dodata su serijska razblazenja lektina, u duplikatu (50 pL po bunaru, 1 h na sobnoj
temperaturi).

Svi naredni koraci su identi¢ni prethodno opisanim: dodavanje rastvora extrAviding;
detektovanje vezanih lektina pomocu supstrata; vizuelizacija i dobijanje A405/620.

6.7 Protocna citometrija

6.7.1 Obelezavanje lektina fluorescein-om

Fluorescein 5(6)-izotiocijanat (FITC, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), rastvoren
je u di-metil sulfooksidu (DMSO) do koncentracije 1 mg mL™?, a zatim je dodat u zapremini
od 50 uL u rastvor lektina. Rastvor je inkubiran na 25 °C, u mraku, uz konstantno meSanje u
trajanju od 2 h. Potom je dodat NH4ClI do finalne koncentracije 50 mM, a rastvor je inkubiran
na 4 °C u trajanju od 2 h. Nakon konjugovanja lektina FITC-om, konjugat je dijalizom
preveden/rastvoren u PBS. Membrana za mikrodijalizu ¢uvana je u frizideru na temperaturi od
2-8 °Cu 0,05%-om NaNs. Neposredno pre kori$éenja je izvadena iz frizidera i nekoliko puta
isprana sa destilovanom vodom. FITC-ovani lektini su preko no¢i dijalizovani, aparatom za
kontinuiranu dijalizu, naspram rastvora PBS-a.

6.7.2 Analiza vezivanja lektina za mikroorganizme proto¢nom citometrijom

Nakon preciS¢avanja kultura mikroorganizama kultivisanih preko no¢i, odredena je
koncentracija mikroorganizama 1 kulture su razblaZzene u PBS-u do finalne optic¢ke gustine od
0,5 na talasnoj duzini 620 nm.

U sterilne, nepirogene, polistirenske tube od 5 mL sa zakrivljenim dnom (352052,
Falcon, Mexico) naliveni su uzorci/mikroorganizmi (100 pL po tubi), zatim je dodata razlicita
koli¢ina FITC-om obelezenih lektina, uzorci su promesani i inkubirani 15 min na 4 °C. Uzorci
su isprani PBS-om (400 uL po tubi), centrifugirani na 2000 x g, 15 min na 24 °C (3K18,
Laboratory Centrifuges, SIGMA), a zatim je odliven supernatant. Nakon jos jednog ispiranje
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PBS-om (600 pL/tubi) i centrifugiranja na 2000 x g, 15 min na 24 °C (3K18, Laboratory
Centrifuges, SIGMA), odliven je supernatant a zatim je dodat fiksativ, 1% paraformaldehid u
PBS (200 pL po tubi).

Signali iz uzoraka su analizirani na BD FACSVerse (Becton Dickinson, Mountain
View, CA, USA).

6.8 Fluorescentna mikroskopija

Nakon precis¢avanja gljiva kultivisanih preko no¢i , odredena je koncentracija i kulture
su razblazene u 0,01% NaNs/PBS, do finalne opticke gustine od 0,5 na talasnoj duzini 620 nm.
U uzorke od 100 pL dodato je 2 pg biotinom obelezenog BanLec, uz mesSanje i inkubaciju 15
min na 4 °C. U kontrolne uzorke nije dodavan biotinilovan BanLec. Uzorci su zatim u 3 mL
PBS, i centrifugirani na 1000 x g, 2 min na 24 °C (3K18, Laboratory Centrifuges, SIGMA),
nakon Cega je odliven supernatant. Nakon jo$ jednog ispiranja i centrifugiranja pod istim
uslovima, dodat je 1 pg Streptavidin-FITC-a (Biolegend, San Diego, CA), za kojim je sledila
inkubacija od 15 min na 4 °C. Nakon ponovnog ispiranja i centrifugiranja pod navedenim
uslovima, nakon ¢ega su uzorci analizirani pod fluorescentnim mikroskopom (Olympus BH-2,
Olympus Optical Co. Ltd., Tokyo, Japan), koris¢enjem filtera BG 12, barijer filtera Y495 i
digitalne kamere (Color View IlI digital camera, Olympust Soft Imaging Solutions GmbH,
Munster, Germany). Slike su analizirane u programu AnalySIS FIVE.

6.9 Analiza kinetike vezivanja lektina za mikroorganizme

Kinetika vezivanja lektina za mikroorganizme je ispitivana QCM tehnologijom,
kori§¢enjem uredaja Attana 200 System i LNB (engleski: low nonspecific binding)-
karboksilnih ¢ipova. S obzirom da smo Zeleli da imamo dostupnu kompletnu povrSinu bakterija
kako bi ispitali kinetiku vezivanja lektina, primenili smo pristup koji su razvili Kalograiaki et
al. 2018, Ovaj metod podrazumeva ex situ nanosenje bakterija na &ip prekriven lektinom i
njihovu fiksaciju. Nakon vezivanja i fiksiranja bakterija injektuju se neobelezeni lektini i prati
se interakcija lektina i mikroorganizama u realnom vremenu.

6.9.1 Aktivacija LNB-karboksilnog ¢ipa
QCM senzor ¢ip koriscen u ispitivanju, bio je LNB-karboksil koji predstavlja matriks

za kuplovanje proteina na povrsini, preko slobodnih amino grupa proteina, u ovom slucaju

.....

inkubacija 30 min. Potom je ConA imobilisan na povrSinu LNB ¢ipova A 1 B upotrebom kita
za kuplovanje amina.

Priprema rastvora za kuplovanje:

1) EDC(1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodimid hidrohlorid) i Sulfo-NHS )N-
hidroksisulfosukcinimid) rastvoreni su u 3,3 mL destilovane vode. Zatim je
epruveta sa EDC centrifugirana.

2) EDC (0,4 M) i Sulfo-NHS (0,1 M) su pomesani u odnosu 1:1
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Rastvori za rad:

1. 0,005% tPBS (radni pufer)

1xPBS 300 mL
Tween 20 15 uL
2. 10 mM siréetna kiselina pH4 (imobilizacioni pufer)
Natrijum acetat 6,80
destilovana voda do 500 mL

*podesavanje do pH4 glacijalnom siré¢etnom kiselinom

Postupak rada:

LNB-karboksilni senzor ¢ipovi su ubaceni i fiksirani u aparat Attana 200 QCM biosenzor, a
zatim je pokrenut program Attester Software. Temperatura je podeSena na 22° C, protok tPBS
preko povrsine Cipova podesen je na 100 pL/min sve dok se nije stabilizovala bazna linija
(promena frekvence < 0,2 Hz, preko 10 min). Potom je protok smanjen na 10 pL/min i svez
aktivacioni miks EDC-a i Sulfo-NHS-a je injektovan u trajanju od 300 s. Po isteku ovog
vremena, injektovano je 50 pg/mL rastvora ConA u 10 mM sircetnoj kiselini, pH 4, ¢iji je
protok trajao 300 s. Nakon isteka vremena, injektovanje rastvora ConA je ponovljeno pri istim
uslovima. Na kraju je injektovan rastvor za deaktivaciju, 1 M etanolamin, pH 8,5, uz protok od

20 pL/min koji je injektovan 300 s, do formiranja bazne linije.
6.9.2 Fiksiranje bakterija na LNB-karboksilni ¢ip

Nakon aktivacije ¢ipa i fiksiranja lektina ConA, ¢ipovi su izvadeni iz aparata, i kvarcna plocica
¢ipa A je izvadena iz plasticnog drzac¢a. Kvarcna plocica ¢ipa A inkubirana je sa 50 uL
bakterijske suspenzije L. helveticus LAFTI, opticke gustine 1, tokom 30 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije kvarcna povrsina je isprana tri puta sa tPBS, i zatim inkubirana
sa 50 pL 4% formaldehida, 10 min na 4° C. Po zavrsetku fiksacije bakterija formaldehidom
kvarcna plocica je dobro isprana tPBS-om i ¢ipovi su pazljivo sastavljeni, ubaceni u aparat i
ostavljeni preko no¢i uz konstantan protok tPBS-a od 20 pL/min, kako bi se povrSina Cipa
dobro isprala i bazna linija stabilizovala.

6.9.3 Analiza kinetike vezivanja QCM metodom

Nakon formiranja bazne linije injektovano je 180 pL tPBS-a, tokom 84 s, koji je sluzio kao
blank merenju, nakon cega je jo§ 600 s iSao tPBS kroz sistem do ponovne stabilizacije bazne
linije. Nakon toga injektovani su u duplikatu rastvori lektina: ConA, LCA, MAA i SBA. Svi
lektini su rastvoreni iz suve supstance u koli¢ini 1 mg/mL, medutim nakon odredivanja
koncentracije proteina Bredford-ovom metodom koncentracije su iznosile: ConA 0,4 mg/mL,
LCA 0,84 mg/mL, MAA 0,05 mg/mL, SBA 0,38 mg/mL. Svi lektini su injektovani
pojedinacno 84 s, nakon cega je jo§ 600 s iSao radni pufer, po isteku tih 600 s povrSine su
regenerisane injektovanjem 10 mM glicina pH 1,2, 0,5 M NaCl pulsom od 30 s, nakon ¢ega su
re-ekvilibrisane radnim puferom. Dobijeni podaci su sakupljeni koris¢enjem Attester software-
a, a analiza je uradena koriS¢enjem Evaluation software-a.
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7.0 Statisticka analiza

Korelacija izmedu promenljivih je odredena Pearson-ovom bivarijantnom
korelacionom analizom, u OriginLab-u 8.0, gde je odredivan Pearson-ov koeficijent korelacije
(Pcc).

Za kalkulacije IC50 vrednosti korisé¢en je GraphPad Prism 5 program.

Graficke prezentacije su uradene u GraphPad Prism 5., OriginLab 8.0 i BD FACSuit
software.
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BUOTPAPUIA AYTOPA

Nyka (BnapaH) Aparayesuh poheH je 8. centembpa 1986. roauHe y Beorpaay,
Peny6auka Cpbuja.

OcHoBHe akageMmcke cTyauje, cmep ,,MonekynapHa 6uonoruja n dusmnonornja” Ha
YHuBep3uTeTy y beorpaay — buonowku ¢akyater ynucao je 2005. roamHe, a AMNJI0OMUPaAO0
2012. rogmHe ca oueHom 10 Ha gMNAOMCKOM pagy ,[eHeTUYKN aMBep3nTET MaxoBUHE
Atrichum undulatum y Esponun” (meHTopu: aop Mapko Cabossbesuh, peaosHu npodecop 1 Ap

Cy3aHa }uBkoBuh, BULLM Hay4YHU CapaaHMK).

[lOKTOpCKe CTyaunje, CTyanjckm nporpam ,,bruoxemnja“ Ha YHusepautety y beorpagy —
Xemmjckun pakynTeT ynmcao je wroncke 2014. rogmHe. KaHANAAT je NONOXKMO CBE NAAHOM U

nporpamom npegsuheHe ncnute ca npoceyHom oueHom 10,00 (aecet 1 100/100).

CrneunjanncTMuKke akagemcke ctyamje, CTyanjckm nporpam ,,bruosiowKkmn nekosn” Ha
dapmaueyTckom dakyntety, YHuBep3uTeTa y beorpagy ynucao je 2017. rogmHe, a
avnaomupao 2018., ca oueHom 10 u cneumjanncTtmuknum pagom ,Banmpauymja npoueca
CN/IUTOBAHba CE30HCKE MHAKTUBMCAHE BaKUWHe NPoTuB rpuna” (MeHTop: ap HeseHa

ApceHoBuh PaHWH, pegoBHM npodecop).

Op asrycta 2012. rognHe 3anocneH je y IHCTUTYTY 3a BUPYCONOTNjy, BaKLUMHE U
cepyme , Topnak®, rae pagu Kao capagHuk y Oaceky 3a NnponsBoary BaKLMHe NpoTMB
TeTaHyca U rge yyectsyje y cBum ¢pasama Npom3BogHe U Npon3BogHe KoHTpose. Og 2013.
paav Kao capagHuK y OfceKy 3a Npon3BoAtbY BakUMHe NpoTus rpuna. Na pagHo mecTo weda
Opceka 3a NpoM3BoAHY BaKUMHe NpoTUB rpmna ctyna 2017. roamHe, rae pagu o 2019.
roAvHe, Ha BaAUAALMjU NpoLieca NPOn3BOAHE Ce30HCKE BaKLMHE NPOTUB rPMNa, Kao 1 Ha

AeduHUcakby Npoueca NPoM3BOAHE NAaHAEMUjCKe BaKLMHE NPOTUB rpuna.

Y mapty 2019. roamHe nountbe ga paau Ha MecTy capagHuka y OAceKky 3a HayyHo-

NCTPaXKMBaYKM pag MHCTuTyTa ,, Topnak”, rae ce 6aBu UMYHOXEMMCKUM UCMIMTUBAHMMA,



NCMNUTUBabEM MHTEPAKLMjE MUKPOOPraHM3ama ca MMYHCKMM CUCTEMOM ca GOKYCOM Ha

NcnnTnuBakbe NOBPLUNHCKOI IMNUKO3UN10Batba MUKPOOPraHn3ama ys3 nomoh BU/bHUX NeKTUHA.

[o cag je 06jaBMO ceam HayyHUX pagoBa y mehyHapoaHUM Yaconucuma. Mmao je net

caonuwTera Ha MEF}YHapOAHMM 1 ABa Ha HALUMOHA/THUM HAay4YHUM CKYNOBUMa.



M3JABA O AYTOPCTBY

MNotnucaH Jlyka fparauesuh

Bpoj MHaeKca [B12/2014
MsjaBmyjem

[a je JOKTOpCKa AucepTaumja nog, Ha3sMBoOM:

Mpodunucatbe NOBPLIMHCKOT MMKO3UNOBakba MUKPOOPraH1M3ama 6M/bHUM NeKTUHUMA

- pesynTaT COICTBEHOr HCTPAKHBAYKOr pPaja,

- JIaTpe/IoKeHa TUCEePTallija HH y IeJIMHH HH Y IeI0BUMa HHje OriIa npeaioxkesa
3a gobujame OmMno Koje OUIUIOME IpeMa CTYAMjCKMM MpOrpaMHMa JpYrHX
BHCOKOIIKOJICKHX YCTAHOBA,

- Jla cy pe3yJNTaTH KOPEKTHO HaBeIeHH

- Jia HHCaM KpIIMO ayTOPCKa IIPaBa M KOPHCTHO MHTEJIEKTYAJIHY CBOJHHY APYIHX
1A,

Y Beorpagay, Nl Jo)2. Nornuc goKTopaHaa
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M3JABA O UCTOBETHOCTU LUTAMMNAHE U ENEKTPOHCKE
BEP3UIJE AOKTOPCKOI PAOA

Mme v npesume aytopa  Jlyka Oparauesuh

Bpoj nHpekca NB12/2014
Ctyanjcku nporpam Buoxemuja
Hacnos paga Mpodunucarse NOBPLIMHCKOT FMKO3WAOBakba MUKPOOpPraHmsama

6U/BHMM NEeKTUHUMa
MeHTtop npod. ap Hatanuja Nonosuh, gp Pajna Muxuh

MornucaHu/a Nyka fAparauesuh

U3jae/byjem fa je WTamnaHa Bep3unja Mor JOKTOPCKOT paja UCTOBETHA E/IEKTPOHCKO] BEP3Uju
Kojy cam npeaao/na 3a objaB/bmBatbe Ha nopTtany JUruTanHor penosuTopujyma

YHusepsutetay Beorpapgy.

[lozsosbaBam Aa ce o6jaBe MOjM IMUHKM NOAALM Be3aHUM 3a A0BMjarbe aKaeMCKOr 3Batba

[LOKTOpa Hayka, Kao LWTO Cy MMe 1 Npesnme, roguHa U MecTo pohersa 1 aaTym oabpaHe paja.

Oeu indHKM noaaum mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHULama gurutanHe 6ubnunoteke, y

e/IeKTPOHCKOM KaTanory v y nybavkauujama YHusepaurera y Georpagy.

Y Beorpaay, {4.44. 1.7 Mornuc AoKkTOpaHaa
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M3JABA O KOPULLIREHY

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubanoteky "Ceetosap Mapkosuh" ga y aurutanHum

peno3uTopujym YHUBep3uTeTa y beorpafy yHece Mojy JOKTOPCKY AMCepTaLujy nog HacioBOM:

npodmnucal-be MOBPLUMHCKOT FIUMKO3W/10Batba MUKPOOpPraHusama 6UBHUM NEeKTUHUMA

KOja je Mmoje ayTopCKo Aeno.

LucepTaumjy ca CBUM NpUNo3Mma Npeaao/na cam y eNeKTPOHCKOM GopmaTy NorogHom 3a

TpajHO apXMBUpaksE.

Mojy [OKTOPCKY AucepTaumjy noxparbeHy y AurtanHu penosutopujym YHuBepsuteTa y
Beorpaay mory Aa KopucTe CBM Koju nowTyjy ogpeabe cagpiaHe y ogabpaHom TUny auueHue

KpeaTtusHe 3ajeaHuue (Creative commons) 3a Kojy cam ce ogny4no/na.
1. AytopcTBO

2. AyTopcTBO - HEKOMEpPLUjaHO

3. AyTopcTBO - HeEKoMepUujasHo - 6e3 npepage

4. AYTOpCTBO - HEKoMepLUMjanHo - AeNUTU NoA MCTUM YCI0BMMA

5. Aytopcteo - 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO - A@UTU NOA UCTUM YCN0BUMA

(Monumo ga 3a0KpyKUTE camo jefHy Of wecT NnoHyheHux MMUEHLM, KpaTak onuc IMLEHLM

[Aart je Ha nonehHuHu aucra).
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1. AyTtopcTtBO - [103BO/baBaTe YMHOXaBake, ANCTPUOYLMjY M jaBHO caonLuTaBambe Aena, u
npepaze, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HaunH oapeheH og cTpaHe ayTopa MAM gaBaoua

JNINLUEHLE, YaK N y KomepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuMja o4 CBUX IMLEHUMN.

2. AyTOpCcTBO - HEKOMepLuMjaaHo. [Jo3Bo/baBaTe YMHOKaBakbe, AUCTPUBYLIMjY M jaBHO
caoniwuTaBarbe AeNna, v Npepase, ako Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og cTpaHe

ayTopa uau gasaoua nuueHue. OBa MUeHLa He 103B0/baBa KomMepLujanHy ynotpeby agena.

3. AyTOpcTBO - HEKOMepLMjaaHo - 6e3 npepaae. [lo3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, ANCTPUBYLUjY U
jaBHO caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, NpeobanKoBarba MAK ynoTpebe aenay cBom geny,
aKo Ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH of, cTpaHe ayTopa uan gasaoua nmueHue. Oa
JIMLLEHLA He [03BOJ/baBa KomepuujanHy ynotpeby aena. Y o4HOCY Ha CBe ocTane nNLEHLE,

OBOM /INLEHLIOM Ce OorpaHu4yaBa Hajsehn obmm npasa Kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjaNHO - ANUTH N4 UCTUM ycoBUMa. [lo3Bos/baBaTe
YMHOXaBarbe, ANCTPMBYLIMjY M jaBHO CaonLiTaBarbe Aena, M Npepaje, ako ce HaBeae ume
ayTopa Ha HauuH oapeheH oA cTpaHe ayTopa WAV AaBaola IMLEHLE U aKo ce npepasa
AncTpnbympa noa UCTOM UM CAMYHOM inueHuom. OBa MLEHLa He 103B0/baBa

KomepumjanHy ynotpeby aena.

5. AytopcTBo - 6e3 npepage. [o03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe, ANCTPMBYLM]Y U jaBHO
caonwTaBatbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobanKoBarba UM ynoTpebe aenay CBom Aeny, ako ce
HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og, cTpaHe ayTopa MM gasaoua nvueHue. Oa

NMLeHLa A03B0/baBa KOMepUMjanHy ynoTpeby aena.

6. AYyTOPCTBO - Ae/IUTU NOA UCTUM YCNOBUMA. [J03BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, ANCTPUBYLMjY 1
jaBHO caonwTaBarbe Aena, U Npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH og,
CTpaHe ayTopa Wiu AaBaola JNLEHLE M aKo ce npepasa AncTpmbymnpa noa McTom man
CNMYHOM AnLeHuom. OBa NnLLEeHLA 403BO/baBa KOMepLMjaaHy ynotpeby gena v npepage.

CnnydHa je copTBEPCKUM IMLEHLLaMa, OAHOCHO JINLIEHLL@Ma OTBOPEHOr KoAa.
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