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DNA — deoksiribonukleinska kislina

ddH,0 — dvakrat destilirana/demineralizirana destilirana voda
EDTA — etilendiamintetraocetna kislina

ELISA — encimskoimunski test

Ig — imunoglobulin

IgA — imunoglobilin A

IgD — imunoglobulin D

IgE —imunoglobulin E

IgG — imunoglobulin G

IPTG — izopropil-3-D-1-tiogalaktopiranozid

mAb — monoklonska protitelesa

MRNA — informacijska RNA (angl. messenger RNA)

NE — nepomnoZeni eluat

ODeoo — opti€na gostota vzorca, izmerjena pri valovni dolzini 600 nm (angl. optical density)
pAb — poliklonska protitelesa

PBS — fosfatni pufer (angl. phopshate buffered saline)
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POVZETEK

Bakteriofagne predstavitvene knjiznice so zbir velikega Stevila bakteriofagov (bakterijskih
virusov), pri ¢emer vsak bakteriofag na svoji povrsini izraza nakljuen peptid. Iz taksnih
knjiznic lahko izoliramo peptide z afiniteto do razliénih organskih molekul. Izolacija ligandov
iz bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic naklju¢nih peptidov predstavlja naceloma
preprosto, a vendar ucinkovito tehniko odkrivanja strukturno preprostih peptidov, ki so
usmerjeni na bioloSko pomembna vezis¢a na povrsini tar¢nega proteina. Posledi¢no lahko
taksni peptidi vplivajo na delovanje tarcnih proteinov in in vitro/in vivo. Uporabni so tudi v

raziskavah na podrocju razvoja in odkrivanja zdravil ter diagnostiki razlicnih obolen].

V okviru raziskovalne naloge smo z afinitetno selekcijo ligandov iz bakteriofagnih
predstavitvenih knjiznic naklju¢nih peptidov kartirali epitope modelnih poliklonskih
protiteles, usmerjenih proti grelinul. Kot modelni antigen smo izbrali grelin, ker gre za
relativno kratek peptid brez visjih nivojev proteinske strukture. Pri¢akovali smo, da bodo
poliklonska protitelesa prepoznala razli¢ne linearne epitope grelina, a smo uspeli dolociti le
enega (domnevno dominantnega), tj. fragment sedmih aminokislinskih ostankov, ki se

razteza med argininom na mestu 15 in lizinom na poloZaju 24 zrelega grelina.

Na osnovi podobne metodologije, kot smo jo uporabili sami, poteka tudi kartiranje epitopov
avtoantigenov in alergenov, kar ima predvsem diagnosticno vrednost, in imunogenov za
namene razvoja t.i. epitopnih cepiv. Tovrstna cepiva med drugim premorejo Stevilne
prednosti, kot je npr. usmerjanje imunskega odziva ter njegovo izboljSevanje/optimiziranje,
izbor epitopov, ki maksimalno spodbudijo tvorbo protiteles in izogibanje nezelenim (npr.

navzkrizno reaktivnim) epitopom, bistveno nizji stroski proizvodnje cepiva, itd.

1 Je hormon, ki povecuje obéutek lakote ter nastaja v P/D1 celicah v svodu Zelodca ter v celicah epsilon v
Langerhansovih otockih. Koncentracija grelina naraste pred obrokom, po njem pa se spros¢anje zavre (Inui s
sodel., 2004)



1UVOD

1.1 CIL) RAZISKOVALNE NALOGE

V okviru raziskovalne naloge bomo poskusili kartirati epitope modelnega antigena grelina z
afinitetnimi selekcijami peptidnih ligandov protiteles iz knjiznic naklju¢nih peptidov,

predstavljenih na bakteriofagnem vektorju M13, proti modelnim poliklonskim protitelesom.

Za to metodo smo se odlocili, ker je relativho nezahtevna, predvsem pa neprimerno hitrejsa
in cenejSa v primerjavi s klasi¢nimi pristopi. Uporabna je zlasti za identifikacijo linearnih
epitopov, medtem ko je kartiranje konformacijskih epitopov kljub racunalniski podpori manj

zanesljivo.

Ker je grelin relativno kratek peptid, smo postavili hipotezo, da bodo selekcionirani peptidi
posnemali linearne epitope. Kot modelna protitelesa bomo uporabili kozje poliklonske
imunoglobuline G proti c¢loveskemu grelinu; tako bomo zajeli Sirino poliklonskega
humoralnega odziva proti antigenu - pri¢akujemo, da bomo identificirali nabor razlicnih
epitopov. Sposobnost vezave peptidov, izrazenih na bakteriofagih, s tar¢nimi protitelesi
bomo preverili z encimskoimunskim testom, specifi¢cnost vezave pa bomo skusali dokazati s
kompeticijo bakteriofagov s predstavljenimi peptidi in sinteznim grelinom za vezavo na
tar¢na protitelesa. Selekcionirane peptide bomo poravnali z aminokislinskim zaporedjem

grelina in tako dolocili poglavitne antigenske determinante.

Za namen raziskovalne naloge bomo uporabili dva tipa knjiznic - Ph.D.-12 in Ph.D.-C7C. V
osnovi se razlikujeta v obliki nakljucnih izrazenih peptidov na povrsini bakteriofagov -
bakteriofagi knjiznice Ph.D.-12 imajo izrazene linearne dodekapeptide, bakteriofagi knjiznice

Ph.D.-C7C pa cikli¢cne nonapeptide.

I. hipoteza: Predvidevamo, da bomo z afinitetno selekcijo iz knjiznice nakljucnih peptidov

proti poliklonskim protitelesom identificirali nabor razlicnih epitopov ¢loveskega grelina.



Il. hipoteza: Predvidevamo, da bodo izolirani peptidni ligandi poliklonskih protiteles
posnemali enostavne linearne epitope. Pricakujemo, da bomo mimetike epitopov grelina
uspeli izolirati zlasti iz knjiZznice nakljucnih linearnih peptidov (Ph.D.-12), ne pa tudi iz knjiZnice

nakljucnih ciklicnih peptidov (Ph.D.-C7C).

2 Pregled literature

2.1 Imunoglobulini

Imunski sistem vretencarjev lahko v grobem razdelimo na prirojenega (nespecificnega) ter
pridobljenega (specificnega). Slednji se oblikuje in aktivira Sele ob prvem stiku s tujkom (npr.
patogenim mikroorganizmom ali cepivom). Zanj je znacilen t.i. imunski spomin, kar pomeni,
da tujek ob efektorskih limfocitih B in T (ki poskrbijo za odstranitev tujka, a so kratkoZivi),
izzove tudi nastanek dolgozZivih spominskih celic. Te se pri ponovnem stiku s tujkom nanj

odzovejo izjemno hitro in tako preprecijo okuzbo.

Specifi¢ni imunski sistem razdelimo na celicnega in humoralnega. Nosilci celiche imunosti so
citotoksi¢ni limfociti T, ki prepoznajo in uniijo z virusi okuZene in rakave celice s
spros¢anjem citotoksi¢nih snovi (grancimov in perforina). Humoralno imunost izvajajo
aktivirani limfociti B (t.i. plazmatke), ki izlo¢ajo imunoglobuline ali protitelesa. Protitelesa z
vezavo na tujek tega nevtralizirajo ali pa ga oznalijo za sledece unifenje, pri cemer
sodelujejo fagocitne celice. Limfociti nastajajo v kostem mozgu, zorijo pa v prizeljcu (celice T)
ali v kostnem mozgu (celice B). V procesu zorenja so limfociti podvrzeni selekcijskim
procesom, zato jih veliko odmre (predvsem tisti, ki bi Skodovali telesu lastnim strukturam).
Le del populacije doseze zrelost in se kasneje v sekundarnih limfati¢nih organih srecuje s
tujki oz. njihovimi antigenilt. Antigen lahko definiramo kot vsako snov, ki v organizmu

povzrodi imunski odzivi?, saj se nanjo specifiéno veZejo protitelesa ali T-celi¢ni receptoriji.

Vezava B-celi¢nih receptorjev na naivnih zrelih limfocitih B z antigeni predstavlja zacetno
stopnjo v aktivaciji celic B. Rezultat tega je tvorba hcerinskih celic, sposobnih proizvajanja

topne oblike tega receptorja. Ta protein imenujemo protitelo oziroma imunoglobulin (lg).



Limfociti B na koncni stopnji diferenciacije (plazmatke) lahko tvorijo pet razlicnih oblik

imunoglobulinov!!:

1.1gD - membranski receptoriji celic B, edini netopni;

2.1gM - intenzivno tvorjeni in prevladujoéi v &asu embrionalnega razvojal®);

3.1gG - prevladujoci pri odraslih;

4.1gE - zagotavljajo imunost pred paraziti;

5. IgA - protitelesa prisotna v materinem mleku in se prenesejo na dojencka; zagotavljajo
zascito v prebavnem traktu, kasneje so v aktivhem imunskem odzivu prisotni v

solzah, slini in sluzil%).

Specificnost vseh razredov Ig je dolocena z enakimi strukturnimi elementi. Za protitelesa
razreda G je znacilna strukturna organizacija v obliki ¢rke Y, enako kakor pri membranskih
antigenskih receptorjih celic B. Imunoglobulin (IgG) sestavljajo Stiri polipeptidne verige; po

dve identiéni tezki in lahki verigi, ki so med seboj povezane z disulfidnimi vezmi (slika 1),
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Vezavno Vezavno
mesto za antigen mesto za antigen

Disulfidni most

Lahka veriga

<\‘—\\—‘—ﬁ

Teika veriga

Slika 1. Zgradba imunoglobulina GI*

Z V so oznacene variabilne regije, s C pa konstantne regije 1gG (prirejeno po ).

Vezavno mesto protitelesa (t.i. paratop) poseduje unikatno obliko, ki omogoca specificne
vezave vezavnih mest antigenov (antigenskih determinant ali epitopov) po principu kljuc -
klju¢avnica. Za tovrstne visoko specificne interakcije je pogoj stericna (prostorska) in
elektrostatska komplementarnost med epitopom in vezavnim mestom protitelesa. Razlike v
aminokislinskem zaporedju t.i. hipervariabilnih regij omogocajo variacije vezavnih povrsin in
hkrati zagotavljajo visoko specificnost vezav. Protitelesa, kakor tudi receptorji celic B, se
vezejo z antigeni v krvnem obtoku ali limfnem sistemu, lahko se veZejo z epitopi antigenov,

ki se nahajajo na povrsini patogenov, ali so topni (prosto gibajo¢i v telesnih tekoginah)!,

11



Antigenski receptor

Antigen Epitop ’ i

LimfocitB
II: (

Slika 2. Membranski receptoriji celic B!

Antigenski receptor limfocita B vzpostavi vez z epitopom. Po vezavi sledi aktivacija in
pomnoZitev posameznih klonov celic B. Po diferenciaciji v plazmatke te izloCajo protitelesa
(topno obliko antigenskega receptorja). Slednja so specificna za enak epitop, kot izvorni

membranski receptoriji limfocita B (prirejeno po 1),

Mehanizme delovanja protiteles ob prisotnosti antigenov lahko razdelimo v tri podrocja:

1. Nevtralizacija; protitelesa se vezejo na povrsino virusa, bakterijskih toksinov, itd. in ga s
tem nevtralizirajo, saj onemogocijo njegovo vezavo na gostiteljske celice.

2. Oznacevanje tujkov - opsonizacija; protitelesa se veZejo na povrsino tujka in s tem
pospesijo fagocitozo makrofagov in nevtrofilcev.

3. Formacija por v membrani bakterijske celice; na povrSino bakterije vezano protitelo
pritegne in aktivira proteine komplementa. Koncni rezultat je unicenje celice zaradi

naluknjanja membrane.!!

12



Posameznik tvori veC kot 1 milijon razli¢nih antigenskih receptorjev B celic. To omogocajo
Stevilne kombinacije zaporedij genov, ki kodirajo segmente imunoglobulinskih proteinskih
verig. Proces premescanja in zdruZevanja genskih segmentov na nivoju genomske DNA v
zgodnjih fazah zorenja limfocitov omogoca encimski kompleks imenovan rekombinaza.
Proces je znan pod imenom somatska rekombinacija. Na primer, odsek namenjen kodiranju
receptorjeve lahke verige tako membranskih imunoglobulinov, kot protiteles, je sestavljen iz
treh genskih segmentov; za konstantno ''c¢", variabilno "v" in zdruzujoco "j" regijo, pri cemer
regiji ''v"' in j" skupaj kodirata variabilno obmocje verige receptorja, "c"" pa konstantno. Gen

za lahko verigo sestavlja en segment 'c¢", en od 40 razlicnih segmentov "v" in en od 5

razlicnih segmentov "j", kar skupaj pomeni 200 razli¢cnih moznih kombinacij. Zgolj en alel
lahke verige je preurejen v vsaki celici, te nastale spremembe so dolgoroc¢ne in se prenasajo
na héerinske celice, ko se limfociti B delijo (t.i. klonalna ekspanzija po aktivaciji limfocitov).
Med pospeseno celi¢no delitvijo se kopicijo dodatne spremembe genskega materiala (t.i.
hipermutacija), kar omogoc¢i nadaljnjo raznolikost vezavnih mest protiteles in omogoci

nastanek visokoafinitetnih paratopov!t.

2.1.1 Poliklonska protitelesa

Poliklonska protitelesa so produkti mnoZice razliénih klonov plazmatk?, vsa specifi¢na za svoj

epitop?. Poliklonska protitelesa organizem tvori po stiku z antigenom!®.,
2.1.2 Monoklonska protitelesa

Monoklonska protitelesa izvirajo iz samo enega klona celic B. TakSna protitelesa so identi¢na
in specificna za isti epitop na antigenu. V klinicni medicini jih uporabljajo pri zdravljenju

Stevilnih rakavih in vnetnih bolezni. Pri tej vrsti terapije so sprva uporabljali misja protitelesa,

2 Plazmatka je bela krvnicka, ki nastane iz limfocita B in proizvaja velike koli¢ine protiteles. Ima ekscentri¢no
jedro in je mo€no bazofilna. Plazmatke se prenasajo po krvi in limfi. Kot vse krvne celice tudi plazmatke izvirajo
iz kostnega mozga; limfociti B zapustijo kostni mozeg in se Sele kasneje, predvsem v bezgavkah, pretvorijo v
plazmatke (Neuberger s sodel., 2004)

3 Epitop (tudi antigenska determinanta) je podroéje v makromolekuli antigena, ki ga prepozna imunski sistem.
Limfociti B namrec izdelujejo protitelesa proti antigenom, vendar se protitelo ne more vezati na celoten
antigen. VeZe se na epitop. Predel protitelesa, ki se veZe na epitop, se imenuje paratop. (Neuberger s sodel.,
2004)
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a so ta mo¢no imunogena (¢lovekov imunski sistem se nanje odzove s tvorbo protiteles, ki
ucinkovino nevtralizirajo ali pospeseno odstranjujejo iz organizma). Kasneje so razvili tudi t.i.
himerna in humanizirana protitelesa, ki so v osnovi humana, a so variabilne oz.
hipervariabilne regije zamenjane z misjimi. TakSne ucinkovine izkazujejo znatno nizjo
imunogenost. Danes poznamo tudi metode za razvoj in pridobivanje popolnoma humanih

protiteles(t.
2.1.3 Avtoprotitelesa

Avtoprotitelesa so imunoglobulini, ki jih imunski sistem tvori proti telesu lastnim strukturam
(t.i. avtoantigenom). V zdravem organizmu praviloma niso prisotna, pojavljajo se v primeru
avtoimunskih bolezni in imajo v okvirih klinicne medicine vlogo biomarkerjev na podrocju
diagnostike avtoimunskih stanj. Specificna avtoprotitelesa so pogosto karakteristicna za
posamezne bolezni, usmerjena so proti eni ali ve¢ strukturam!?. Eden izmed pristopov
zdravljenja posameznika s patogenimi avtoprotitelesi je uporaba ociS¢enih peptidov, ki

predstavljajo dominantne taréne epitope in so zmozni induciranja tolerance celic B in T3,
2.2 Antigeni

Antigen je vsaka snov, ki ga po vdoru v organizem imunski sistem prepozna kot tujek in
sprozi odziv limfocitov B ali T. Na B- ali T-celicne receptorje ter protitelesa se antigeni
specificno veZejo le s posameznimi povrSinskimi odseki, ki jih imenujemo antigenske
determinante ali epitopi. Posamezen antigen ima velikokrat ve¢ epitopov, vsakega prepozna

specifiCen receptor ali protitelo. Antigeni se pojavljajo v razli¢nih oblikah:

a) kot makromolekule polipeptidnih verig ali nukleinskih kislin,
b) kot lipidi ali fosfolipidi in
c) kot ogljikovi hidrati.

Obicajno se v naravi ne srecujemo s polipeptidno verigo, ki bi zavzemala linearno obliko,
ampak se zvije in tvori zapleteno prostorsko strukturo. Epitopi se med seboj razlikujejo po

kompleksnosti.l?!
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Epitope delimo na naslednje vrste:

Linearne; v to skupino so uvrS¢ene antigenske determinante z neprekinjenim
aminokislinskim zaporedjem (zaporedni aminokislinski ostanki v polipeptidni verigi).
Konformacijske; skupka aminokislinskih ostankov, ki se veZe s paratopom, ne tvorijo
nujno zaporedni aminokislinski ostanki polipeptidne verige, temvec¢ je lahko
sestavljen tudi iz ostankov, ki so v primarni strukturi lo¢eni, a se zaradi zvitja proteina
pribliZajo drug drugemu; torej Sele prostorska (tridimenzionalna) oblika proteina
privede do formacije epitopa.

Neoepitope; antigenska determinanta, ki postane dostopna po denaturaciji,
modifikaciji ali razcepitvi prvotnega antigena. TakSen epitop se lahko oblikuje po
razlicnih procesih, npr. proteolizi, fosforilaciji, oksidaciji, acetilaciji, ipd.

"Kriptotope" (kripticni epitopi); antigenski odseki, ki so v osnovi nedostopni ali skriti v
notranjosti, oziroma se ne nahajajo na izpostavljenih obmocjih polipeptidne verige.
Podobno kakor neoepitopi postanejo dostopni po dolo¢eni modifikaciji proteina, npr.
razpadu antigenskega kompleksa na posamezne podenote (po izgubi kvartarne
strukture).

Kompleksne makromolekularne antigenske determinante; sem spadajo pripadniki
strukturno kompleksnejsih epitopov. Predstavnik te skupine je kromatin (oblika tesno
zapakirane DNA in proteinov), ki tvori epitope, sestavljene iz histonskih dimerov in

dvoverizne DNA.

Antigeni in epitopi patogenov se razlikujejo v sposobnosti aktivacije imunskega odziva in

proizvodnje protiteles. Doloceni epitopi nastopajo dominantno in mocan odziv na njih je

lahko posledica nezmoZnosti odziva na ostale nedominantne epitope. Dominantnejsi pa niso

nujno najucinkovitejsi pri induciranju protiteles, ki nevtralizirajo viruse. Z vpeljavo epitopnih

cepiv bi se ta problem lahko odpravil. V osnovi bi izbirali peptide na podlagi njihovih

sposobnosti sproZanja nevtralizacije virusnih delcev, ne pa na podlagi njihove povrsinske

dostopnosti (ucinkovitejsi epitopi so lahko manj dostopni v polipeptidni verigi).
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2.2.1 Mimotop

Pod tem izrazom poznamo peptidno makromolekulo, sposobno posnemanja strukture ali
biokemijskih lastnosti antigenske determinante antigena. Prisotnosti mimotopa sprozi zelo

podoben ali celo enak odziv, kakor bi ga sproZil epitop, ki ga mimotop oponasal?..
2.3 Kartiranje epitopov

Kartiranje epitopov je proces, katerega cilj je dolocitev antigenskih vezis¢ na povrsini
proteinskih antigenov, ki jih prepoznajo in se nanje veZejo protitelesa. Poznavanje interakcij
med antigenom in njegovim protitelesom na molekularnem nivoju je pomembno in ima
uporabno vrednost predvsem na podrocju identifikacije alergenov, pri razvoju t.i. epitopnih
cepiv proti patogenim mikrooorganizmom in pri imunizaciji posameznika z izoliranimi

antigenill.
2.3.1 Metode kartiranja

Omejena protoliza ocis¢enih proteinov (makromolekularnih antigenov) je vcasih
predstavljala metodo izbora za dolocevanja strukture antigenskih determinant. Na primer
epitope histonov so kartirali z analizo interakcij produktov omejene proteolize histonov in
nukleosomov s protitelesi. Antigene peptide (takSne, ki so jih vezala protitelesa proti
prvotnemu makromolekularnemu antigenu) so identificirali s kromatografijo, skopljeno z
masnim detektorjem in poliakrilamidno gelsko elektroforezo. Slabost tega pristopa je, da
smo praviloma omejeni na identifikacijo linearnih epitopov, konformacijskih pa ne

prepoznamol,
2.3.1.1 Uporaba rekombinantnih proteinov

Rekombinantne proteine uporabljamo za doloCanje veziS¢ protiteles s pomocjo metod
prenosa imenovanega western ali encimskoimunskega testa (ELISA). Ta strategija je
primerna za ugotavljanje lokacije epitopa in dovoljuje dokonéno doloditev specificnosti
vezis¢a z usmerjeno mutagenezo proteinskega antigena. Po principu usmerjene mutageneze
je mogoce nadomestiti poljuben aminokislinski ostanek z drugim na Zeleni lokaciji antigena.

Zatem sledi testiranje sposobnosti vezave modificiranega antigena. Povezava zamenjave
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nativnega aminokislinskega ostanka z izgubo zmogljivosti vezave sluzi kot pokazatelj
morebitne prisotnosti tega ostanka v samem epitopu. Tradicionalni postopki kloniranja,
izrazanja, izolacije in CiS€enja rekombinantnih proteinov so ¢asovno zahtevni. Z izboljSavami
sinteze genov se je tudi pridobivanje genskih konstruktov za izrazanje rekombinantnih

proteinov, ki jih Zelijo proutiti, bistveno izboljalo (2.
2.3.1.2 Predstavitev na bakteriofagu

Predstavitev na bakteriofagu je tehnika, ki temelji na izrazanju eksogenih antigenskih
fragmentov (peptidov) na povrsini proteinske ovojnice (kapside) bakteriofagov s tehnologijo
rekombinantne DNA). Pri tej tehniki obi¢ajno kot gostiteljski organizem uporabljamo
bakterijo Escherichia coli. Tehnika je uporabna za determinacijo vezavnih epitopov v

serumih ali ob prisotnosti poliklonskih/monoklonskih protiteles®™7,
2.3.1.2.1 Bakteriofagne predstavitvene knjiZnice

Bakteriofagne predstavitvene knjizice naklju¢nih peptidov so ustvarjene s pomocjo fagnih
vektorjev, kjer so kratki, (delno) degenerirani oligonukleotidi vstavljeni pred 5 - ali za
3 — konec gena, ki kodira strukturni (kapsidni) protein (v primeru nitastih bakteriofagov zlasti
pred gena glll ali gVIll, ki kodirata proteina p3 in p8 (slika 4)). Naklju¢no aminokislinsko
zaporedje peptidov, izraZzenih na posameznem bakteriofagnem klonu, je posledica dejstva,
da v procesu sinteze oligonukleotidnega inserta omogocimo, da katerikoli izmed Stirih
dusikovih baz (gvanin, adenin, timin, citozin) zasede poljubno mesto na oligonukleotidu.
Rezultat tega je izredna raznolikost izrazenih peptidov; pri krajsih peptidih so mogoce vse

ceve

enoverizni genom[. KnjiZnica vsebuje heterogeno meSanico Stevilnih razli¢nih

ceve

nitastega bakteriofaga M13 izraZzeni linearni dodekapeptidi, pri Ph.D.-C7C pa cikli¢ni
nonapeptidi (tj. naklju¢ni heptapeptidi, obdani z dvema cisteinoma, ki tvorita

intramolekularno disulfidno vez)?!.

Ko bakterijsko celico okuzi dolo¢en bakteriofag, se v njej namnozZi in tvori mnoZico

bakteriofagnih klonov, ki na kapsidnih proteinih izrazajo enak peptid(€.
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Neposredna povezava aminokislinskega zaporedja peptida z genskim materialom ustvari
moznost izolacije bakteriofagov z afinitetno selekcijo (npr. vezave s specifinimi protitelesi)
in natanéno dolocitev aminokislinskega zaporedja vezavnega peptida s standardnim

sekvenciranjem DNAEI,

Filamentni ali nitasti bakteriofagi, katerih predstavnik je bakteriofag M13, napadajo
bakterijske celice tako, da se z N-konéno domeno* proteina Ill poveZejo z bakterijskim F-
pilusom>. S tem je omogocen vdor bakteriofagnega genoma v gostiteljsko celico. Kapsidni
proteini se »raztopijo« v celi¢ni ovojnici, gola enoverizna DNA pa vstopi v citoplazmo, kjer je
sintetizirana njena komplementarna veriga s pomocjo gostiteljskih encimskih mehanizmov.
Rezultat je dvoverizna replikativna oblika, ki sluZi kot matrica za transkripcijo ter tvorjenje
novih enoveriznih verig DNA. Te se s pomocjo posebnih bakteriofagnih proteinov
transportirajo skozi celicno ovojnico, kjer se obdajo z ovojnimi kapsidnimi proteini in

zapustijo celico kot dovrieni virusni delcit®!.

s, gﬂ(@'@f@/@@{/& i
o=~ ‘:
*z \\w\m\\x\w&%&\\ !

1um

* Domena je odsek proteina (del polipeptidne verige) z neodvisnim globularnim zvitjem.
> Pilus je cevasta struktura, ki omogoca prenos genskega zapisa med bakterijami v procesu konjugacije
(izmenjavo plazmidov).
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p VI p Vil p X gVl gl Bakteriofagna enoverizna genomska DNA

. s

Slika 3. Zgradba filamentnega bakteriofaga.

Sistem predstavitve tipa 3: vseh 5 kopij rekombinantnih peptidov, spojenih s kapsidnimi

proteini lll, je enakih (prirejeno po 19).

Afinitetna selekcija heterogene populacije bakteriofagov je umetni proces loevanja na
osnovi razlik v dovzetnosti za vezavo z dolocenim receptorjem. Cilj je specifi¢na izolacija
tistih klonov, ki kazejo moc¢no sposobnost vezave. V zacetnih selekcijskih fazah je prisotna
visoka raznolikost bakteriofagov, kasneje diverziteta upada na racun obogatitvne specificnih
vezalcev®, Po vsaki stopnji selekcije izolirano subpopulacijo bakteriofagov pomnozimo in

selekcijski postopek ponovimo. Potek taksne selekcije je prikazan na sliki 4.
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K, SR W

I. Vezavabakteriofagov z
imaobiliziranimi tarénimi
protitelesi

1. Nevezani bakteriofagi so odstranjeni,
vezavni bakteriofagi pa eluirani

I11. Eluirani bakteriofagi so naneseni

. . o na bakterijske gostiteljske celice
IV. Bakteriofagi se pomnoZujejo

v tekoCem rastnem gojiscu

Slika 4. Shematska predstavitev afinitetne selekcije klonov iz bakteriofagne predstavitvene

knjiZnice (prirejeno pol'?).

2.3.1.3 Kokristalizacija in rentgenska kristalografska difrakcija

Ena izmed naprednejSih modernih tehnologij za dolo¢anje epitopov je uporaba rentgenske
kristalografske difrakcije. Ocis¢en antigen s protitelesom v procesu kokristalizacije tvori
komplekse antigen-protitelo. Kristal izpostavimo rentgenskim Zarkom. Pridobljene
difrakcijske vzorce (zaradi ponavljajo¢e se kristalne strukture in specifiCne organizacije
osnovnih gradnikov) uporabimo za konstrukcijo karte elektronske gostote, v katero
umestimo atome kompleksa antigena in protitelesa. Tako oblikujemo prostorski model
imunskega kompleksa visoke resolucije. Med mnogimi poskusi ustvarjanja tovrstnih
kristalnih struktur in prepoznavanja epitopov je bilo razmeroma malo res uspesnih. Po drugi
strani pa so s to tehniko uspesno pridobljeni rezultati zelo zanesljivi in omogocajo tudi

identifikacijo konformacijskih epitopov!?.
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2.4 GRELIN

Grelin je linearni peptidni Zelod¢ni hormon, ki povzro¢a sprosS¢anje rastnega hormona iz
hipofize in uravna apetit. Omenjena ucinka izzove z aktivacijo z G-proteinom sklopljenega
receptorja, t.i. receptorja sekretarnega rastnega hormona v centralnem Zivénem sistemu.

Leta 1999 ga je v ekstraktu iz podganjega Zelodca odkril japonski znanstvenik Kojima.*!

Sestavljen je iz 28 aminoksilinskih ostankov in nosi nenavadno posttranslacijsko modifikacijo:
hidroksilna skupina aminokislinskega ostanka na mestu 3 (serin 3) je zaestrena z oktanojsko
kislino. Cloveski gen za grelin se nahaja na krajsi roki kromosoma 3, na lokosu 3p25-26. Tako
kot tudi misjega, Cloveski gen za grelin sestavlja 5 eksonov. 28 aminokislin funkcionalnega
peptida grelina je zapisanih v eksonih 1 in 2. Grelin ima vec znanih fizioloskih funkcij, kot je
na primer mocan vpliv na izloCanje rastnega hormona. Najvisji stimulacijski vpliv
somatoliberina (GHRH, angl. growth hormone releasing hormone) je v primerjavi z
grelinovim dvakrat do trikrat manjsi. Druga znana fizioloska funkcija grelina je povzrocanje
obcutka lakote. Intravensko in podkozno injiciranje grelina povisa koli¢ino zauzite hrane.
Grelin nastaja tudi v mozZganih; nevroni, ki spros¢ajo grelin, se nahajajo v arkuatnem jedru
hipotalamusa, ki skrbi za regulacijo apetita. Intravenska aplikacija grelina prav tako vpliva na
povisano izlo¢anje Zelod¢ne kisline, stimulira kréenje Zelodca ter znizuje krvni tlak, ne da bi
pri tem povzrocali spremembe v srcnem utripu. Grelin je posredno vpleten tudi v nadzor
koncentracije plazemske glukoze. Ugotovili so, da v pogojih in vitro grelin ob povisani
prisotnosti glukoze spodbuja izlo¢anje inzulina, nasprotno pa ob normalnih vrednostih
glukoze grelin ne vpliva na izlo¢anje inzulina. Grelin zavira izloCanje inzulina, kar privede do
hiperglikemije. Zaradi nasprotij med rezultati raziskav so znanstveniki mnenja, da so na

podrocju odnosa grelina do inzulina potrebne Se dodatne raziskave. Enako velja za, do sedaj

$e nepopolnoma pojasnjeno, sintezno pot grelinal*?l.
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3 PRAKTICNI DEL

izolacija protiteles,
usmerjenih proti grelinu ——> adsorpcija tarénih protiteles (3.2.3)
(3.2.1) J

blokiranje vdolbinic na mikrotitrskih ploscicah (3.2.4)

N2
spiranje mikrotitrskih ploscic (3.2.5)
N2

inkubacija imobiliziranih protiteles z bakteriofagno predstavitveno knjiznico (3.2.6)
N2
spiranje mikrotitrskih ploscic (3.2.5)
N2
elucija bakteriofagov (3.2.7)

pomnofZitev in izolacija eluiranih dolocitev st. eluiranih
bakteriofagov (3.2.8) bakteriofagov (3.2.9)
dolocitev titra poliklonska pomnozitev ocena odstotka
pomnozenih razliica testa posameznih elucije
bakteriofagov ELISA bakteriofagnih (3.2.9.2)
(3.2.9) (3.2.11.1) klonov (3.2.10)
N

monoklonska

razli¢ica testa ———>
ELISA (3.2.11.2)

kompetitivni test
ELISA (3.2.11.3)

N2
dolocitev nl.JkI‘eotidnega : izolacija bakteriofagne
zaporedja inserta genomske DNA (3.2.12)

Organigram 1: Shema eksperimentalnega dela. (Bratkovic¢ T., 2013)

n



3.1 MATERIALI IN OPREMA

3.1.1 Kemikalije

Tabela I: Seznam uporabljenih kemikalij. Vse kemikalije so CistoCe p.a.

KEMIKALIJA PROIZVAJALEC
Agar — agar Carl Roth, Karlsruhe, Nemcija
Agaroza Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA

Tripton ""Bacto™ Tryptone"
Etanol, absolutni

Dynabeads® MyOne™ Streptavidin T1 (10 mg/mL)

Glicin

IPTG (izopropil- B-D-1-tiogalaktopiranozid)

KCI
KH2PO4
K2HPO4

Kvasni ekstrakt '"Bacto™ Yeast Extract"

MgCl,
NaCl
NazHPOz' 2H20

Polietilen glikol 8000 (PEG-8000)

Posneto mleko v prahu
Tetraciklin

TMB (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin)

Tris - HCI
Tween 20 (Polisorbat 20)

Becton Dickinson and Co., Sparks, ZDA
Riedel-de Haén AG, Seelze, Nemcija

Sigma- Aldrich St. Luis, Missouri, ZDA
Promega, Madison, Wisconsin, ZDA
Carlo Erba Reagenti, Rodano, Italija

Kemika, Zagreb, Hrvaska
Merck, Darmstadt, Nemcija
Becton Dickinson and Co., Sparks, ZDA
Fluka Chemie, Buchs, Svica

Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA

Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA

Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA

Pomurske mlekarne, Slovenija
Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA
Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA
SERVA Electrophoresis GmbH, Nemcija
Sigma- Aldrich, St. Luis, Missouri, ZDA

3.1.2 Laboratorijska oprema

Tabela II: Seznam laboratorijske opreme, uporabljene v eksperimentalnem delu

OPREMA

PROIZVAJALEC

Analitska tehtnica (+ 0,0005 g)
Avtoklav 2540 EL
Namizni centrifugi
Inkubator (37 °C)

Magnetni mesalnik
Mikrotitrski ¢italec Safire
Mikrotitrske ploscice
Mikrovalovna pecica
pH meter
Mikropipete
Spektrofotometer ND-1000
Rotacijski Stresalnik
Vibracijski mesalnik

Mettler Toledo, Kiisnacht, Svica
Systec, Wettenberg, Nemcija
Eppendorf, Hamburg, Nemcija

Binder GmbH, Tuttlingen, Nemcija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Tecan, Mannedorf, Svica
Nunc, Roskilde, Danska
LG, Seul, Juzna Koreja
Metrohm, Herisan, Svica
Eppendorf, Hamburg, Nemcija
NanoDrop Technologies, Delaware, ZDA
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
Tehtnica, Zelezniki, Slovenija
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3.1.3 Bioloski material

Tabela lll: Gostiteljski sev bakterij za pomnoZevanje knjizni¢nih bakteriofagov.

BAKTERIJSKI SEV PROIZVAJALEC

Escherichia coli ER2738 New England Biolabs, Ipswitch,
Massachusetts, ZDA

Tabela IV: Bakteriofagni predstavitveni knjiznici naklju¢nih peptidov.

PREDSTAVITVENI BAKTERIOFAGNI PROIZVAJALEC
KNJIZNICI
Ph.D.-12 New England BiolLabs,
Ph.D. - C7C Ipswich,Massachusetts, ZDA

Tabela V: Modelno poliklonsko protitelo kot tarca afinitetne selekcije.

POLIKLONSKO PROTITELQ, PROIZVAJALEC
USMERJENO PROTI GRELINU
sc-10368 Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
Texas, ZDA

Tabela VI: Antigen tarCnih protiteles.

SINTEZNI GRELIN PROIZVAIJALEC

Biotiniran grelin | Phoenix Pharmaceuticals Inc.

3.1.4 Priprava pufrov in gojis¢

PBS - fosfatni pufer (50 mM fosfat, 150 mM NaCl, pH 7,4)

Tabela VII: Priprava fosfatnega pufra.

SESTAVA

NacCl 32¢g

KCI 0,8¢g
NazHPO4 0,57 g
KH2PO4 0,096 g
ddH;0 do 400 mL

Pufru smo postopoma dodajali HCl, da je pH padel na 7,4. Avtoklavirani pufer smo shranili

pri sobni temperaturi.

24



PBST — PBS s Tween 20 (0,05 %, 0,1 %, 0,5 % in 0,075 %)

Pufru PBS smo dodali Tween 20 reagent do predpisane koncentracije. Pufer smo hranili pri

sobni temperaturi.

Pufer za blokiranje

V pufru PBS smo raztopili posneto mleko v prahu do koncentracije 5 %. Blokirni pufer smo

vselej pripravili tik pred uporabo.
Elucijski pufer (0,2 M glicin - HCI, 1 g/L BSA, pH 2,2)

Tabela VIII: Priprava elucijskega pufra.

SESTAVA
HCl (0,2 M) 330 ulL
ddH.0 20 mL

Pufru smo postopoma dodajali nasi¢eno raztopino glicina, da je pH zrasel na 2,2, ga

sterilizirali z membransko filtracijo in ga hranili pri sobni temperaturi (25,0 °C).

Nevtralizacijski pufer (1 M Tris-HCI, pH 9,1)

Tabela IX: Priprava nevtralizacijskega pufra.

SESTAVA
Tris 2,423 g
ddH20 do 20 mL

Pufru smo postopoma dodajali HCI, da je pH padel na 9,1 in ga po avtoklaviranju shranjevali

pri sobni temperaturi.

PEG (polietilenglikol) in NaCl

Tabela X: Priprava raztopine PEG in NaCl.

SESTAVA

PEG-8000 8¢g

NacCl 585¢g
ddH;0 do 40 mL

Raztopino smo avtoklavirali in jo hranili pri sobni temperaturi.
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Tris-pufer z jodidnimi ioni (10 mM Tris-HCl, pH 8,0, 1 mM EDTA, 4 M Nal)

Tabela XI: Priprava tris-pufra z jodidnimi ioni.

SESTAVA

Tris 48,5 mg
0,5 M EDTA 80 pL
Nal 23,98¢g
ddH.0 do 40 mL

Pufru smo uravnali pH na 8,0 s HCL, ga sterilizirali z membransko filtracijo in ga hranili pri

sobni temperaturi zascitenega pred svetlobo.

LB — tekoce gojisce

Tabela XII: Priprava LB — tekocega gojisca.

SESTAVA

Tripton 4g
kvasni ekstrakt 2g
NacCl 2g
ddH0 do 400 mL

Gojis¢e smo avtoklavirali in ga hranili pri sobni temperaturi.

LB — agar — agar gojisce

Tabela XIlI: Priprava agarnega gojisca.

SESTAVA

gojisce LB

400 mL

agar

6g

Gojis€e smo avtoklavirali in ga shranjevali pri sobni temperaturi.

LB — agaroza

Tabela XIV: Priprava LB — agaroze.

SESTAVA

gojisce LB 40 mL
agaroza 280 mg
1 M MgCl, 197 pL

Gojis¢e smo avtoklavirali in ga hranili pri sobni temperaturi.
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3.2 METODE DELA

3.2.1 Izolacija protiteles, usmerjenih proti grelinu

V mikrocentrifugirko smo odpipetirali 50 pL (500 pg) suspenzije Dynabeads® MyOne™
Streptavidin T1. Kroglice smo dvakat spirali s po 1 mL 0,05 % pufra PBST s pomocjo stojala z
vstavljenim magnetom, ki je na steno mikrocentrifugirke privlacil mikro-kroglice. Kroglice
smo suspendirali v 100 pl pufra PBS z 2,5 pg biotiniranega grelina (slika 5.2) in jih stresali 30
minut. Pri tem se je grelin prek biotinske skupine vezal na streptavidin na povrsini kroglic
(slika 5.3). Sledilo je trikratno spiranje s po 1 mL 0,05 % pufra PBST. Nato smo v
mikrocentrifugirko dodali 30 pL raztopine kozjih poliklonskih protiteles sc-10368 (200
ug/mL), usmerjenih proti grelinu (slika 5.4). Sledilo je enourno stresanje med katerim so se
protitelesa vezala na imobiliziran grelin (slika 5.5), potem pa Sestkratno spiranje s po 0.5 mL
0,05 % PBST (slika 5.6). Protitelesa smo eluirali v 50 pL elucijskega pufra, ki je povzrodil
sprostitev specificnih vezav (slika 5.7), mocno stresali 3 minute in eluat nevtralizirali s 15 uL
nevtralizacijskega pufra (slika 5.8). Koncentracijo protiteles v eluatu smo ocenili

spektrofotometri¢no.

1 2 .
(1) Protein streptavidin (2) . '
w
Agaroza @ v . "

Superparamagnetna
mikro-kroglica

(3) Dodatek grelina, na
katerega je vezan
biotin

® o

Vzpostavitev vezi med
biotinom in
streptavidinom

by

P

V raztopino dodana poliklonska protitelesa
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Slika 5: Shematska predstavitev poteka izolacije poliklonskih protiteles usmerjenih proti
grelinu, iz raztopine vseh kozjih protiteles, predhodno izoliranih iz seruma z afinitetno
kromatografijo na osnovi proteina G. (Bratkovic¢ T., 2013)
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Slika 5 (nadaljevanje s prejsnje strani).
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3.2.2 Priprava kultur gostiteljskega seva bakterije E. coli ER2738

3.2.2.1 Precep trajne kulture na agarno gojisce

Na povrsino agarnega gojis¢a LB smo najprej s sterilno spatulo po Drigalskem razmazali
antibiotik tetraciklin, zatem pa Se s sterilno mikrobiolosko zanko nacepili bakterije iz trajne
zmrznjene (hranjene v zamrzovalniku pri -80 °C) gostiteljske bakterijske kulture E. coli.
Petrijevke smo inkubirali preko noci pri temperaturi 37 °C, kasneje pa smo jih hranili v

hladilniku pri 4°C.

3.2.2.2 Priprava kulture za mikrobiolosko titracijo bakteriofagov

Posamezno bakterijsko kolonijo iz petrijevke smo prenesli v gojis¢e LB in kulturo na
stresalniku pustili namnozevati priblizno Stiri ure in pol, do dosezene opti¢ne gostote
ODsoo = 0,5 - 1,0. To kulturo smo nato uporabili v postopku mikrobioloske titracije

bakteriofagov (3.2.9). Kulturo smo vedno vnaprej pripravili nekaj ur pred titracijo.
3.2.2.3 Priprava kulture za pomnoZevanje bakteriofagov

Priprava kulture za pomnoZevanje bakteriofagov se v principu ne razlikuje od priprave
kulture za mikrobiolosko titracijo (3.2.2.2), le da smo bakterije pomnozevali krajsi ¢as, da je

kultura dosegla opti¢no gostoto, ODsoo = 0,01 - 0,05.
3.2.3 Imobilizacija tar¢nih protiteles na povrsino vdolbinice mikrotitrske ploscice

V vdolbinice polistirenske mikrotitrske plos¢ice smo odpipetirali po 50 uL raztopine tarénih
protiteles v pufru PBS, vdolbinice zatesnili z lepilnim trakom in jih postavili v hladilnik preko
noci. Za afinitetno selekcijo smo adsorbirali precis¢ena protitelesa (3.2.1) iz raztopine
koncentracije 14 (ug/mL), za test ELISA pa smo uporabili osnovno raztopino protiteles v

koncentraciji 5 pg/mL.

29



3.2.4 Blokiranje vdolbinic mikrotitrskih plos¢ic

V vdolbinice z adsorbiranimi protitelesi smo dodali po 200 puL blokirnega pufra in

mikrotitrsko ploScico nezno stresali 60 minut pri sobni temperaturi.
3.2.5 Spiranje vdolbinic mikrotitrskih ploscic

Vsebino mikrotitrskih plosc¢ic smo odlili v posodo za odpad in ploscice Se dodatno osusili na
papirnatih brisackah. Vdolbinice smo spirali s po 250 puL PBST med neznim stresanjem 3-5
min. Med prvo stopnjo afinitetne selekcije smo vdolbinici spirali desetkrat z 0,1 % PBST, med

drugo stopnjo pa petnajstkrat z 0,5 % PBST.

3.2.6 Inkubacija knjiZni¢nih bakteriofagov s tar¢nim protitelesom

Po imobilizaciji tarénega protitelesa na mikrotitrsko plos¢ico smo tarco inkubirali s
knjizniénimi bakteriofagi 1 uro, pri sobni temperaturi. Pri tem je potekla vezava med
protitelesi in tistimi bakteriofagi, ki so imeli na svoji povrsini izrazene doloCene peptide, ki so

posnemali epitope grelina.

3.2.7 Elucija bakteriofagov

Med postopkom spiranja smo odstranili bakteriofage, ki se niso specificno vezali na tar¢ne
proteine, vezane bakteriofage pa smo eluirali v 100 pL elucijskega pufra; elucija je potekala
pri sobni temperaturi 10 min. Eluat smo previdno prenesli v sterilno centrifugirko in mu

dodali 30 pL nevtralizacijskega pufra.
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3.2.8 Pomnozitev in izolacija eluiranih bakteriofagov

Eluirane bakteriofage smo pomnozili z okuzbo gostiteljskega bakterijskega seva. Celotni eluat
(z izjemo manjSega volumna za titracijo (3.2.9)) smo prenesli v 20-mL kulturo (3.2.2.3) in
bakterije inkubirali med mocnim stresanjem 4,5 h pri 37 °C. Kulturo smo nato centrifugirali,
da smo odstranili bakterije, bakteriofage v supernatantu pa oborili z dodatkom 3,5 mL
PEG/NaCl. Centrifugirko smo preko noci shranili pri 4 °C. Naslednje jutro smo suspenzijo
centrifugirali, virusi so tvorili usedlino na dnu centrifugirke, gojis¢e smo odlili. Bakteriofage
smo suspendirali v 1 mL pufra PBS, suspenzijo prenesli v mikrocentrifugirko in jo
centrifugirali. Netopne tvorbe (npr.: celiche stene bakterij) so se posedle. Supernatant z
bakteriofagi smo prenesli v novo mikrocentrifugirko s 170 uL PEG/NaCl, dobro premesali jo
inkubirali 60 min na ledu. Po centrifugiranju smo odlili pufer in bakteriofage suspendirali v

200 uL PBS, ponovno centrifugirali in t.i. pomnoZeni eluat shranili pri 4 °C.
3.2.9 Mikrobioloska titracija

Z mikrobiolosko titracijo lahko dolo¢imo bakteriofagno koncentracijo v nepomnozenih in
pomnozenih eluatih. Bakteriofagne suspenzije smo reddili s teko¢im gojiS¢em LB. Agarna
gojis¢a LB smo ogreli do temperature 37 °C. V mikrovalovni pecici smo raztalili agarozno
gojisce LB ter odmerili okoli 3,5 mL za posamezno redcenje suspenzije bakteriofagov. Nato
smo Se v vsako mikrocentrifugirko s segretim agarnim gojis¢em LB dodali 2 % X-gal in IPTG, ki
sta poskrbela za modro/belo obarvanje, torej identifikacijo bakterijskih kolonij, okuzenih z
rekombinantnimi virusi. Z mikropipeto smo po 10 pL redclenega eluata prenesli v
mikrocentrifugirke s po 200 pL bakterijske kulture za mikrobiolosko titracijo (3.2.2.2). Z virusi
okuzeno bakterijsko kulturo smo prenesli v raztaljeno agarozno gojis¢e LB, termostatirano
pri 52 °C, premesali z vibracijskim mesalnikom in nanesli na ogrete petrijevke z agarnim
gojisS¢em LB. Pocakali smo, da so se gojiSc¢a v petrijevkah strdila, potem smo petrijevke obrnili
za 180°, jih opremili z ustreznimi oznakami (z oznako reddcitev in bakteriofagne knjizZice),
zatesnili s parafiimom in preko nodi inkubirali pri temperaturi 37 °C. Naslednji dan smo
presteli modre plake na petrijevkah in dolocili titer bakteriofagov v nepomnozenem oz.

pomnozenem eluatu (3.2.9.1) ali ocenili odstotek elucije (nepomnozeni eluati; 3.2.9.2).
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3.2.9.1 Dolocitev stevila eluiranih bakteriofagov in dolocitev titra bakteriofagov v
pomnoZenem eluatu

Stevilo eluiranih bakteriofagov smo dolo€ili po enacbi 1, pri kateri n predstavlja stevilo
plakov na plos¢i (pfu, plakotvorna enota (angl. plaque forming unit)), R je faktor redcitve, V
pa doloc¢a volumen posamezne redcitve bakteriofagov, s katerim smo okuzili bakterije, v

nasem primeru 10 L. 130 L je volumen eluata po dodatku nevtralizacijskega pufra.
Stevilo eluiranih bakteriofagov = ((n x R) : V) x 130 pL (enacba 1)

Titer (koncentracijo (v pfu/mL) bakteriofagov v pomnoZenem eluatu smo ocenili po enacbi 2,
pri cemer je n Stevilo plakov na plos¢i (pfu), R predstavlja faktor redcitve, 0,2 mL pa je

volumen pufra PBS, v katerem smo suspendirali bakteriofage (3.2.8).

titer bakteriofagov =(nxR) : 0,2 mL (enacba 2)

3.2.9.2 Ocena deleza eluiranih bakterifagov

Delez eluiranih bakteriofagov (E) smo ocenili po enacbi 3, v kateri delitelj predstavlja Stevilo

bakteriofagov (pfu), ki so vstopili v afinitetno selekcijo.
E = ((3tevilo eluiranih fagov) : (2,0x10* pfu)) x 100 % (enacgba 3)
3.2.10 Pomnozitev posameznih bakteriofagnih klonov

Stokrat redceno prekonocno kulturo gostiteljskega bakterijskega seva v gojis¢u LB smo
razdelili po 2 mL v 10 mL centrifugirke in vanje prenesli posamezne plake iz druge selekcijske
stopnje. OkuZene bakterijske kulture smo inkubirali 4,5 h pri 37 °C med moc¢nim stresanjem.
Sledilo je pet minutno centrifugiranje, med katerim so se bakterije posedle na dno epruvete,

gojisca z bakteriofagi pa smo prelili v nove epruvete.
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3.2.11 Encimskoimunski test (ELISA)

3.2.11.1 Poliklonska razlic¢ic¢a testa ELISA

Z metodo kvalitativnega encimsko imunskega testa in intenzitete spremembe barve v vlogi
indikatorja stopnje afinitete bakteriofagov do tarcnih protiteles smo po zakljuceni afinitetni
selekciji testirali dovzetnost bakteriofagov obeh opravljenih selekcijskih stopenj za vezavo na
tarCna protitelesa, usmerjena proti grelinu. Sofasno smo izvajali tudi kontrolni test z

odsotnostjo protiteles.

Pripravili smo mikrotitrsko plos€ico in na povrsino vdolbinic vezali protitelesa (3.2.3). Potem
smo dodali 200 pL blokirnega pufra PBS 5 % posnetim mlekom v prahu (3.2.4) in stresali eno
uro. Sledilo je trikratno spiranje s po 250 uL 0,075 % pufra PBS z vmesnim pet minutnim
stresanjem. Po koncanem spiranju in odlitju pufra smo v posamezne vdolbinice dodali enak
titer (5x10° pfu) bakteriofagov knjizic Ph.D.-12 ter Ph.D.-C7C iz prvega in drugega
pomnozZenega eluata ter mikrotitrsko ploscico inkubirali pri sobni temperaturi 1,5 h pri sobni
temperaturi. Bakteriofage, ki so ostali nevezani, smo odstranili s spiranjem, dodali s hrenovo
peroksidazo oznacena sekundarna protitelesa proti bakteriofagu M13 in ploscico ponovno
inkubirali 1 h pri sobni temperaturi. Vdolbinice smo Stirikrat sprali in nazadnje v vdolbinice
dodali po 200 pL kromogenega substrata TMB. Po nekaj minutah smo encimsko reakcijo
ustavili z dodatkom 50 pL 2 M Zveplove(VI) kisline. Vsebini vdolbinic smo z mikrotitrskim

Citalcem izmerilili absorbanco pri 450 nm.
3.2.11.2 Monoklonska razlicica testa ELISA

Izvedba monoklonske verzije encimskoimunskega testa je sledila poliklonski z namenom
identifikacije bakteriofagnih klonov po drugi selekcijski stopniji, ki so izkazovali afiniteto do
tarcnih protiteles. Tudi v tem primeru smo socasno izvedli kontrolni test. Vsem klonom
(3.2.10), ki so izkazovali visoko tendenco vezave na taréna protitelesa (izmerjena vrednost

absorbancnih signalov pri 450 nm nad 0,2), smo izolirali njihovo enoverizno DNA (3.2.12).
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3.2.11.3 Kompetitivni test ELISA

Izvedba kompetitivne razliCice testa ELISA se od prejsnjih dveh v osnovi razlikuje v tem, da
bakteriofagi za vezavo na protitelesa, adsorbirana na povrsino mikrotitrske vdolbinice,
tekmujejo z molekulami humanega grelina (1,4 pg/mL). lzvedli smo tudi kontrolni poskus

brez prisotnosti grelina.

3.2.12 Izolacija bakteriofagne genomske DNA

Bakteriofagnim klonom, ki smo jim s pomocjo monoklonskega testa ELISA (3.2.11.2) potrdili
sposobnost vezave na taréna protitelesa, smo izolirali njihovo genomsko enoverizno DNA.
Posameznim klonom v gojis¢u LB (750 uL, 3.2.10) smo dodali 300 pL raztopine PEG/NaCl.
Suspenzijo smo premesali in jo inkubirali 30 min pri 4 °C. Potem smo precipitirane
bakteriofage posedli s centrifugiranjem (10 minut, 16100 vrt./min pri 4 °C). Oborini smo
odstranili supernatant in jo suspendirali v Tris-pufru z jodidnimi ioni, ki so odgovorni za
denaturacijo proteinske ovojnice filamentnih fagov. Vloga Na*(aq) protiionov je nevtralizirati
v raztopini negativno nabite fosfatne skupine in s tem zmanjsati odbojne sile med ogrodiji
enoveriznih DNA. Zatem smo dodali suspenziji etanol, ki je s svojim polarnim delom
vzpostavil vodikove vezi z molekulami vode ter jih tako odtegnil z DNA. Sledila je polurna
inkubacija pri -20 °C, potem smo ponovili centrifugiranje in odstranili iz mikrocentrifugirk
supernatant, ostalo oborino pa sprali s 70 % etanolom. Za tem smo Se centrifugirali,
odstranili supernatant in DNA posusili pri 37 °C. Suho DNA smo raztopili v 20 pL ultra Ciste
H,0. 5 plL vodne raztopine enoverizne DNA smo dodali 5 pL 5 uM zaletnega oligonukleotida
M13 -96 za reakcijo dolocitve nukleotidnega zaporedja, kar je opravilo podjetje GATC

Biotech, Konstanz, Nemcija.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Izolacija pAB

Kozji serum poleg poliklonskih protiteles, usmerjenih proti grelinu, vsebuje Se vrsto drugih
imunoglobulinov, ki bi predstavljali potencialne neZelene tare pri afinitetni selekciji
peptidov iz bakteriofagnih predstavitvenih knjiznic. Ker smo Zeleli vzpostaviti specificne
interakcije z na bakteriofagih izrazenimi peptidi le z dolo¢enimi tarénimi protitelesi, je bilo
potrebno protitelesa proti grelinu izolirati od ostalih imunoglobulinov (komercialna
protitelesa sc-10368 so iz kozjega seruma namrec izolirali z afinitetno kromatografijo s
proteinom G, ki zadrZi vse 1gG). To smo storili s pomo¢jo suspenzije Dynabeads® MyOne™
Streptavidin T1. Suspenzija vsebuje paramagnetne mikro-kroglice s povpre¢nim premerom
1.0 um, obdane z monoslojem streptavidina. Streptavidin je ocis¢en protein z visoko
afiniteto do biotina in je kovalentno vezan na hidrofilno agarozno krogli€no povrsino.
Paramagnetne mikro-kroglice uporabljamo pri magnetno pogojenemu locevanju snovi v
raztopinah. Vezava biotina s streptavidinom velja za eno izmed mocnejsih nekovalentnih
interakcij, kar omogoca izredno uspesno izolacijo biotinirane molekule. Na streptavidinske
mikro-kroglice smo vezali z biotinom oznacen grelin in nanje izmed imunoglobulinov kozjega
seruma selektivno »polovili« poliklonska protitelesa proti grelinu. Interakcijo med antigenom
(grelinom) in imunoglobulini smo prekinili s pomocjo pufra z nizko vrednostjo pH. Postopek
shematsko povzema slika 5. Spektrofotometricno smo ocenili koncentracijo izoliranih

protiteles na 55 pg/mL.
4.2 Afinitetna selekcija peptidov iz bakteriofagne predstavitvene knjiZnice

Potek afinitetne selekcije smo spremljali z doloCanjem Stevila eluiranih bakteriofagov v
posamezni selekcijski stopnji in rezultate predstavili kot odstotek elucije (delez eluiranih
fagov glede na titer, ki je vstopil v selekcijsko stopnjo (2x10*! pfu)). Po opravljeni eluciji in
pomnozZevanju eluiranih klonov v gostiteljskih bakterijah smo del eluiranih bakteriofagov
uporabili za poliklonsko razli¢ico testa ELISA. 1z nepomnoZenih eluatov po drugi selekcijski
stopnji smo izolirali posamezne bakteriofagne klone in z monoklonsko razli¢ico testa ELISA

identificirali tiste, ki na svoji povrsini predstavljajo peptidne mimetike epitopov grelina.
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Selektivno interakcijo predstavljenih peptidov s paratopi protiteles smo potrdili Se s
kompetitivno razliCico testa ELISA (tj. izpodrivanjem bakteriofagnih klonov s tarcnih

protiteles z nativnim antigenom grelinom).
4.2.1 Odstotek elucije

Tabeli XV in XVI prikazujeta doloc¢eno Stevilo eluiranih bakteriofagov po prvi in drugi
selekcijski stopnji ter ocenjena odstotka elucije. Slednja nam povesta, koliksen delez
bakteriofagov smo ohranili po afinitetnih selekcijah (Stevilo bakteriofagnih delcev, ki so se
vezali na tar¢na protitelesa in smo jih uspesno zbrali z elucijo, glede na celotno Stevilo
bakteriofagnih delcev, ki so vstopili v selekcijo). Po pri¢akovanjih je odstotek elucije narastel

v drugi selekcijski stopnji (slika 6), kar nakazuje uspesen potek selekcije.

Tabela XV. Prikaz Stevila eluiranih bakteriofagov in odstotek elucije po prvi selekcijski stopnji

za obe uporabljeni peptidni predstavitveni knjiZnici.

Stevilo plakov [pfu]
redcitev eluata Ph.D.-12 Ph.D.-C7C
10! 1016 95
10? 139 32
103 15 0
10* 0 0
$tevilo eluiranih fagov 1,7x10° 2,8x10%
% elucije 8,5x107 1,4x107

Tabela XVI. Stevilo eluiranih bakteriofagov in odstotek elucije po drugi selekcijski stopniji za
obe uporabljeni peptidni predstavitveni knjiznici. Pus€ice oznacujejo preveliko Stevilo plakov,

da bi jim bilo mogoce dolociti Stevilo. NP — ni podatka.

Stevilo plakov [pfu]
redCitev eluata Ph.D.-12 ‘ Ph.D.-C7C
101 M1 ™~
10? 1 T
103 ™~ 157
10* ™ NP
10° 732 1
Stevilo eluiranih fagov 9,5x108 2,0x10°
% elucije 0,48 1,0x103




log %
w

PhD-12 PhD-C7C
B 1. stopnja 8,5x107° % 1,4x107° %
2. stopnja 4,8x101 % 1,0x10°° %

Slika 6. DeleZ eluiranih bakteriofagov po prvi in drugi stopnji afinitetne selekcije.

4.2.2 Poliklonska ELISA

S poliklonsko razli¢ico testa ELISA smo semikvantitativho ovrednotili povprecno afiniteto
bakteriofagov v pomnoZenih eluatih do tarénih protiteles. Ce afinitetna selekcija poteka
uspesno (tj. pride do obogatitve vezalcev tarCnih protiteles), signali naras¢ajo z vsako
opravljeno selekcijsko stopnjo. V nasem primeru to velja le za selekcijo, opravljeno s
knjiznico Ph.D.-12 (slika 7). Pri knjiznici Ph.D.-C7C smo Ze po pomnoZevanju prvega eluata
opazili kontaminacijo z bakteriofagi divjega tipa, kar je verjetno vzrok visokim vrednostim
slepih kontrol in relativno nizkim vrednostim signalov interakcij bakteriofagov s tarénimi
protitelesi (titer rekombinantnih fagov je bil precej nizji zaradi prisotnosti fagov divjega tipa;
ni prikazano). Kljub temu smo izolirali posamezne rekombinantne bakteriofage tudi iz
drugega nepomnoZenega eluata selekcije s knjiznico Ph.D.-C7C, saj je porast deleza eluiranih

fagov v tej stopnji nakazoval uspesen potek selekcije (slika 6).
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Slika 7. Rezultati poliklonske razliice testa ELISA, opravljenega s prvima in drugima
pomnoZenima eluatoma (vselej s po 5x10'° pfu). Z rdedo so oznaéene absorbancne
vrednosti pri testnih vdolbinicah, ki so bile prekrite s tar¢nimi protitelesi, z zeleno pa pri
vdolbinicah, ki niso bile prekrite s tarénimi protitelesi, temvec le blokirane s posnetim
mlekom (slepe kontrole).

4.3 Identifikacija in karakterizacija vezalcev

4.3.1 Monoklonska ELISA

Pri izvedbi monoklonske razli¢ice encimskoimunskega testa smo uporabili bakteriofagne
klone iz zadnje (v nasem primeru druge) stopnje afinitetne selekcije. V samem konceptu se
proces izvedbe ni razlikoval od izvedbe poliklonskega testa ELISA. Titra bakteriofagnih klonov
tokrat nismo dolocili. Razlike v vrednostih absorbancnih signalov lahko razloZzimo tudi z
morebitnimi razlikami titrov. S testom smo preverili, ali se posamezen klon veZe na tar¢no
protitelo. Bakteriofagne klone, katerih absorbancni signali so presegli vrednost 0,2 (slika 8),
smo nato izbrali za sekvenciranje oz. doloditev nukleotidnega zaporedja inserta. Ta kodira
izrazen vezavni peptid. DolocCili smo nukleotidno zaporedje inserta 11 bakteriofagnih klonov;
8 iz predstavitvene knjizice Ph.D.-12 in 3 iz knjizice Ph.D.- C7C. S temi smo opravili tudi

kompetitivni test ELISA.
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Slika 8. Rezultati monoklonske razlicice testa ELISA. S temno rdeco so oznaceni kloni, katerih
absorbancni signali so presegli vrednost 0,2 in katerih nukleotidno zaporedje inserta, ki
kodira predstavljen peptid, smo kasneje dolocili.

4.3.2 Kompetitivni test ELISA

To verzijo testa ELISA od ostalih loCuje prisotnost proucevanega antigena v mikrotitrskih
vdolbinicah; v nasem primeru sinteznega grelina. Ta tekmuje z bakteriofagi za vezavo s
tar¢nim protitelesom. Kompetitivni test sluzi preizkusu sposobnosti specificne vezave
razlicnih bakteriofagnih klonov na paratop protitelesa (ne na druga mesta povrSine

imunoglobulina).

Iz slike 9 je razvidno, da nativni antigen (grelin) uspesSno izpodriva vse testirane
bakteriofagne klone, kar potrjuje specificnost vezave paratopa protiteles s peptidi na
povrsini bakteriofagov, ki oponasajo grelinov epitop. Opazno je tudi, da bakteriofagne klone
iz predstavitvene knjiZice Ph.D.-C7C grelin izpodriva nekoliko manj izrazito, kakor klone iz

Ph.D.-12 z linearnimi izraZzenimi peptidi, kar prica o visji afiniteti ciklicnih peptidov.
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S spreminjanjem koncentracij grelina, ki tekmuje z bakteriofagnimi kloni za vezavo na

protitelesa, in veC¢ ponovitvami kompetitivhega testa bi lahko afiniteto vezave izbranih

bakteriofagov dolocili natan¢neje.

1,2
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A450 nm

z grelinom
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1 6 7 10 11 12 14 16 3 5
PhD-C7C

PhD-12

oznaka klona

Slika 9. Kompeticija posameznih bakteriofagnih klonov z grelinom za vezavo na pAb C-18.



4.3.3 Poravnava aminokislinskih zaporedij bakteriofagnih klonov s primarno strukturo

grelina

DNA sekvenciranje je postopek, s katerim dolo¢imo nukleotidno zaporedje dolocenega
fragmenta DNA, v naSem primeru oligonukleotidnih insertov v bakteriofagnem vektorju
M13KE, ki kodirajo na virusni ovojnici izrazene peptide. Dolocili smo nukleotidna zaporedja
vseh 11 bakteriofagnih klonov, ki smo jim z encimskoimunskim testom potrdili afiniteto do
tarénih protiteles. Nukleotidna zaporedja smo prevedli v aminokislinska in tako dolocili
primarno strukturo peptidnih mimetikov epitopov grelina. Peptide smo poravnali z

aminokislinskim zaporedjem grelina (slika 10).

grelin  GSSFLSPEHQRVQQRKESKKPPAKLQPR

knjiznica | klon
Ph.D.-12 |1 GAGHKEDFKPET
6 NLENRKPPYVPI
7,11 WD INERPKPKQH
10 ASHPHNEWKKPP
12 FAENTKPPITYR
14 YSLENLKPPTSR
16 QAPYRDESHKPP
Ph.D.-C7C |3 CKPGYTHSC
5 CKPGYQDSC
10 CKSETQQKC

Slika 10. Poravnava aminokislinskih zaporedij grelina in peptidnih mimetikov grelinskih
epitopov. Z rumeno barvo so oznaceni deli aminokislinskega zaporedja peptidov, ki se
strukturno ujemajo z epitopom na grelinu (oznacen z rdeco).

41



Pri poravnavi aminokislinskega zaporedja peptidov in grelina lahko opazimo, da modelna
poliklonska protitelesa v nasprotju s pricakovanji prepoznavajo en sam epitop. Peptidi, ki
izvirajo iz bakteriofagne knjiznice linearnih peptidov (Ph.D.-12), se strukturno bolje ujemajo
z aminokislinskim zaporedjem grelina kot cikli¢ni, kar je razumljivo, saj je epitop, ki ga
posnemajo, najverjetneje linearen. Domnevamo, da cikli¢ni peptidi predstavljajo t.i.
mimotop, tj. mimetik epitopa, ki se po aminokislinskem zaporedju sicer slabse ujema z
epitopom, a posnema njegove fizikalno-kemijske lastnosti, kot sta npr. prostorska
porazdelitev naboja in steri¢ne karakteristike. Zlasti aminokislinsko zaporedje peptida Ph.D.-
C7C_10 je na prvi pogled precej drugacno od grelina, a je v marsi¢em podobno peptidoma
Ph.D.-C7C_3 in 5 (slika 10). Za slednja smo s kompetitivnim testom potrdili, da z grelinom
tekmujeta za vezavo na tarcna protitelesa (slika 9) in tako dokazali, da posnemata antigensko
determinanto grelina. Majhno znizanje signala pri bakteriofagnem klonu Ph.D.-C7C_10 ob
prisotnosti grelina v primerjavi z ostalimi bakteriofagi pojasnjujemo z visjo jakostjo vezave
predstavljenega peptida na tarcna protitelesa. Znano je namreé, da cikli¢ni peptidi lahko
izkazujejo visoko afiniteto do ustreznih receptorjev na racun entropijske prednosti: ker so
konformacijsko omejeni v primerjavi z linearnimi peptidi ob vezavi na receptor pride do
manjSega zniZanja entropije (zaradi izgube prostostnih stopenj in fleksibilnosti), kar je

termodinamsko bolj ugodno.
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5 ZAKLJUCKI

V eksperimentalnem delu smo skupno izvedli dve afinitetni selekciji peptidov proti
protitelesom, usmerjenih proti sinteznemu humanemu grelinu. Kot modelna protitelesa smo
izbrali imunoglobuline proti neaciliranemu imunogenu (grelinu), saj smo Zeleli kartirati zgolj
(linearne) peptidne epitope. Identifikacija peptidnih mimetikov epitopov alkilne verige
mascobne kisline ali mesanih peptidno-acilnih epitopov bi bila namrec¢ verjetno tezavna
(vodila bi do zapletenih mimotopov, katerih ujemanje s prostorsko strukturo antigena bi
lahko potrdili le z uporabo naprednejsih strukturnih tehnik) ali pa bi zaradi izrazite
nepolarnosti alkilne verige mascobne kisline izolirali peptidne mimetike, ki bi izkazovali nizko
specificnost interakcije s protitelesi, saj bi v njihovi strukturi najbrz prevladovali nepolarni

aminokislinski ostanki.

Uporabili smo dve razlicni bakteriofagni predstavitveni knjiznici: Ph.D.-12 (z izrazenimi
nakljuénimi linearnimi dodekapeptidi) in knjiznico Ph.D-C7C (z izrazenimi naklju¢nimi
ciklicnimi nonapeptidi CX;C, kjer je X poljubna aminokislina). Pri obeh selekcijah smo opazili
porast deleza eluiranih bakteriofagov s prve v drugo selekcijsko stopnjo, kar je nakazovalo
uspesno obogatitev populacije vezalcev. Dodatno smo uspesen potek selekcije v primeru
uporabe knjiznice linearnih peptidov potrdili s poliklonsko razli¢ico testa ELISA, saj smo
pokazali, da ima pomnoZen eluat po drugi selekcijski stopnji viSjo povprec¢no afiniteto do
tarénih protiteles kot prvi. Zal podobnega sklepa ne moremo postaviti v primeru knjiznice
ciklicnih peptidov, saj je Ze med pomnoZevanjem prvega eluata priSlo do kontaminacije s fagi
divjega tipa. Kljub temu smo z monoklonsko razli¢ico testa ELISA med kloni iz obeh knjiznic
po drugi selekcijski stopnji uspeli identificirati bakteriofage, ki na povrsini nosijo peptidne
mimetike epitopov grelina. Interakcijo s paratopi protiteles smo posredno dokazali s tem, da
vsi bakteriofagni kloni tekmujejo za vezavo na protitelesa z nativnim antigenom, sinteznim

grelinom.

Po dolocitvi nukleotidnih zaporedij insertom, ki kodirajo na bakteriofagni ovojnici izrazene
peptide, smo lahko s prevodom v zaporedje aminokislin doloCili primarno strukturo
mimetikov grelinskih epitopov. Peptide smo poravnali z aminokislinskim zaporedjem grelina

in tako odkrili epitop, ki ga prepoznajo in veZejo tarcna poliklonska protitelesa.
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V nasprotju s pri¢akovanji opazamo, da uporabljena poliklonska protitelesa prepoznajo en
sam epitop, ki je domnevno dominanten; s tem je prva hipoteza ovrzena. Smo pa skladno s
pri¢akovanji (zaradi razmeroma kratke peptidne verige grelina smo predvidevali, da njegovo
vezavno mesto ne prevzame kompleksne prostorske strukture) potrdili drugo hipotezo, da se
aminokislinska zaporedja linearnih peptidov ob poravnavi v vecji meri ujemajo z grelinovim
vezavnim mestom kakor aminokislinska zaporedja cikli¢nih peptidov. Sklepamo, da cikli¢ni

peptidi predstavljajo mimotope istega epitopa grelina.

Ta raziskava je samo uvod v nase razumevanje, zanimivo bi bilo preuciti delovanje krajSega
sinteznega peptida v vlogi potencialnega antagonista grelina, tj. uCinkovine, ki bi sicer
zasedla poloZaj na receptorju, ki ga sicer zasede endogeni hormon grelin, a ne bi izzvala
njegove aktivacije. Znano je, da je grelin udelezen v mehanizmih regulacije apetita, saj se
izlo¢a v krvni obtok kot odziv na pomanjkanje hrane. Spojine, ki bi blokirale grelinove
receptorje, bi med drugim bile domnevno uporabne tudi kot zaviralci lakote®3. S tem bi
posredno do neke mere lahko preprecile pridobivanje odvecne telesne teZe. Tezava pri
vpeljevanju takSnih sinteznih grelinovih antagonistov za preprecevanje ali zdravljenje
debelosti je nezmoZnost prehajanja peptidnih ucinkovin v centralni Zivéni sistem (kjer je
njihovo prijemalisce; za sprejemljivo biolosko uporabnost bi na podlagi struktur peptidnih
antagonistov morali razviti metaboli¢no stabilne ucinkovine, ki bi hkrati lahko prehajale v
mozgane). Ce bi bila tovrstna biolosko aktivna u¢inkovina dostopna $iri mnofzici v lekarnah
brez predpisanega zdravniSkega recepta, bi lahko bilo oglasevanje nekoliko sporno. Pojavil bi
se dvom, ali je dobicek poglaviten faktor pri motivaciji razvoja taksnih spojin, ne pa dobrobit
ljudi. V sodobni druzbi se sreCujemo s porastom debelosti predvsem zaradi lepotnih norm,
oziroma Zeljd posameznikov in podrejanja danasnjim stereotipom druzbe, da bi izgubili
odvecno telesno maso. Mediji prikazujejo ideale popolne postave, ki mejijo na
podhranjenost, oglasevanje sinteznih grelinovih antagonistov, ki bi zavirali apetit, bi lahko
zaradi prekomerne uporabe vodilo do ogrozanja zdravja. Kljub vsemu pa je pri vzdrZzevanju
vitkosti Se vedno poglavitna zmerna, zdrava in uravnotezena prehrana v kombinaciji z

zadostno telesno aktivnostjo.
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