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1ZvOD
Struktura i funkcija proteina mleka modifikovanih u Majarovoj reakciji

Majarova reakcija (MR) je spontana reakcija izmedu karbonilne i amino grupe i
od velikog je znac¢aja u hemiji hrane. Proteini modifikovani u MR imaju poboljsane
tehno-funkcionalne osobine i nalaze primenu u prehrambenoj industriji. Takode,
strukture Majarovih proizvoda modifikovanih proteina imaju brojne efekte na

alergenost proteina hrane.

Predmet rada ove disertacije bilo je ispitivanje efekata MR indukovane
ultrazvukom ili susenjem rasprSivanjem na fizicko-hemijske i tehno-funkcionalne
osobine kravlje surutke i kamiljeg mleka, kao i efekata intenzivnog glikovanja u MR na

imunoloske osobine glavnog alergena kravljeg mleka, B-laktoglobulina (BLG).

Kombinovana primena ultrazvuka i makromolekulskog nagomilavanja je
znacajnije ubrzala MR i glikovanje proteina nego sam ultrazvuéni tretman.
Makromolekulsko nagomilavanje, preko ubrzavanja MR, povecava oksidativne
promene na proteinima i formiranje struktura sli¢énih amiloidima. Visoko glikovani
proteini surutke su pokazali poboljsanu rastvorljivost u Sirokom pH i temperaturnom

opsegu, kao i povecanu antioksidativnu moc¢.

U kamiljem mleku u prahu susenom rasprsivanjem vise temperature (230 °C —
250 °C) su rezultirale ve¢im stepenom MR u odnosu na nize temperature suSenja (190
°C — 210 °C). Poboljsanje tehno-funkcionalnih osobina proteina kamiljeg mleka u
prahu, kao Sto su antioksidativna mo¢ i rastvorljivost, je pozitivho koreliralo sa

stepenom MR.

Glikovanje BLG u MR, dovelo je do njegovog smanjenog transporta kroz model
sistem intestinalne barijere, poveéanog preuzimanja od strane dendritskih ¢elija,
smanjenog luéenja citokina u mesovitoj kulturi dendritskih ¢elija sa CD4" T-¢elijama, i
do smanjene aktivacije bazofila, ukazuju¢i da modifikovanje BLG u MR znacajno

menja njegovu sudbinu u procesima koji odreduju alergenost proteina mleka.



Kljuéne reci: Proteini mleka, alergeni mleka, kravlje mleko, kamilje mleko, Majarova
reakcija, ultrazvuéni tretman, uslovi makromolekulskog nagomilavanja, tretman susenja

rasprSivanjem

Naucna oblast: Hemija

UZa naucna oblast: Biohemija



ABSTRACT
Structure and function of milk proteins modified in Maillard reaction

Maillard reaction (MR) is a spontaneous reaction between carbonil and amino
group, and it is of high importance in food chemistry. Proteins modified in MR possess
improved techno-functional properties and they have application in food industry. MR
products of food proteins exert numerous effects on food proteins allergenicity.

The subject of this doctoral dissertation was to examine the effects of MR
induced by ultrasound or spray-drying on phisyco-chemical and techno-functional
properties of cow whey proteins and camel milk proteins, as well as the effects of MR

on immunologic properties of major cow milk allergen, B-lactoglobulin (BLG).

Combined application of ultrasound and macromolecular crowding enhanced
MR to a greater extent than ultrasound treatment alone. Macromolecular crowding
indirectly, by enhancing MR, intensified oxidative modifications of whey proteins and
formation of amyloid-like structures. Highly glycated proteins exhibited improved

solubility in wide pH range, thermal stability and antioxidative power.

Upon spray-drying treatment of camel milk, higher temperatures (230 °C — 250
°C) induced higher degree of MR compared to lower drying temperatures (190 °C — 210
°C). Improvement of techno-functional properties of camel milk proteins, such as
antioxidative power and solubility, strongly correlated with the degree of MR.

Intensive glycation of BLG in MR reduced its transport through the model
system of intestinal barrier, increased uptake by dendritic cells and decreased cytokine
production in dendritic cells/CD4" T-cells coculture, as well as reduced basophil
activation, indicating that modification of BLG in MR alters its fate in processes

crucially involved in allergenicity of milk proteins.

Key words: Milk proteins, milk allergens, cow milk, camel milk, Maillard reaction,

sonification, macromolecular crowding, spray-drying
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1. Uvod

Majarova reakcija je neenzimska reakcija izmedu redukujucih Secera i jedinjenja
sa slobodnom amino grupom, kao §to su proteini, i realizuje se tokom termicke obrade i
skladistenja hrane. Hemija ove reakcije je veoma kompleksna. Kao proizvodi se
dobijaju modifikovani proteini (mogu biti glikovani, oksidovani, umrezeni) i Sirok
spektar malih molekula. Proizvodi Majarove reakcije odgovorni su za miris, ukus i boju

termiCki obradene hrane.

Proteini kravlje surutke nalaze S$iroku primenu kao sastojci u brojnim
prehrambenim proizvodima, gde se dodaju radi pobolj$anja nutritivne vrednosti i zbog
svojih funkcionalnih osobina kao $to su zgu$njavanje, geliranje, emulgovanje i penjenje.
Funkcionalne osobine proteina surutke mogu biti dodatno poboljSane kovalentnim
vezivanjem SeCera U Majarovoj reakciji. Ovakve modifikacije proteina se smatraju
prirodnim, jer za realizaciju reakcije nije potrebno uvodenje dodatnih hemijskih
reagenasa. Da bi se ovakvi konjugati proizvodili kao funkcionalni sastojci hrane,
potrebno je razvijanje i optimizacija tehnoloskih procesa za njihovu pripremu. Primena
ultrazvuka visokog intenziteta (sonifikacija) je nova, netermicka, metoda za obradu
hrane koja pod blagim reakcionim uslovima ubrzava Majarovu reakciju.
Makromolekulsko nagomilavanje podrazumeva prisustvo visokih koncentracija
rastvorenih makromolekula. U saglasnosti sa teorijom ekskludovane zapremine, uslovi
makromolekulskog nagomilavanja nespecificno ubrzavaju hemijske reakcije.
Kombinovana primena ultrazvuka i makromolekulskog nagomilavanja radi ubrzavanja
Majarove reakcije 1 poboljSanja funkcionalnih osobina proteina surutke je ispitana u

ovoj tezi.

Ishrana ¢oveka u razvijenim delovima sveta podrazumeva konzumaciju velike
koli¢ine termicki visoko procesovane hrane u kojoj dolazi do nekontrolisane Majarove
reakcije. Procenjuje se da je dnevni unos kasnih Majarovih proizvoda putem ishrane
oko 25 — 75 mg. Strukture kasnih Majarovih proizvoda glikovanih proteina, a posebno
alergena hrane, interaguju sa c¢elijama imunskog sistema i utiCu na imunogenost i
alergenost proteina, koje mogu biti bilo povecane, bilo smanjene, u zavisnosti od

alergena 1 tretmana kojim je izazvano glikovanje. Efekti Majarove reakcije na

1



alergenost proteina hrane nisu potpuno razjaSnjeni do danas. Deo ove disertacije je
posvecen interakcijama visoko glikovanog glavnog alergena kravljeg mleka, B-

laktoglobulina (BLG), sa ¢elijama imunskog sistema.

Alergije na kravlje mleko spadaju medu najcesce alergije na hranu kod beba i
dece i pogadaju 2-6% decije populacije. Kamilje mleko predstavlja jedinstvenu zamenu
za kravlje mleko. Iako je kazeinska frakcija kravljeg i kamiljeg mleka sli¢na, frakcija
surutke se znacajno razlikuje po tome $to ne sadrzi potentni alergen mleka, BLG.
Odsustvo BLG-a karakteristi¢no je i za humano mleko. Jedan od nacina pogodnih za
procesovanje kamiljeg mleka, jeste primena konvencionalne metode, susenja
raspr§ivanjem (engl. spray-drying), kojom se moze dobiti kamilje mleko u prahu, ali i
formule za odojc¢ad na bazi kamiljeg mleka. U ovoj disertaciji su ispitani efekti suSenja
rasprSivanjem, naroCito u zavisnosti od ulazne temperature, kao jednog od vaznih
parametara susenja, na Majarovu reakciju, kvalitet proizvoda i fizicko-hemijske osobine

proteina kamiljeg mleka.



2. Opsti deo

2.1. Majarova reakcija

Majarova reakcija je reakcija koja se spontano odvija u prirodi, a zapoCinje
kondenzacijom izmedu amino i karbonilne grupe nakon c¢ega sledi kompleksna
reakciona kaskada (Shema 1). Nazvana je po francuskom nau¢niku Lui Kamiju Majaru
(Louis Camille Maillard) koji je opisao reakciju 1912. godine [1]. U bioloskim
sistemima, amino grupa najc¢esce potice iz proteina ili peptida (bo¢ni aminoiselinski
ostaci lizina i arginina ili N-terminalna amino grupa). Karbonilna grupa najcesce potice
od redukujucih Secera. Nakon inicijalne reakcije kondenzacije nastaju imini (stariji
naziv: Sifove baze) koji se premestanjem prevode u Amadorijeve (Amadori) (u slu¢aju
aldoza) ili Hejnsove (Heyns) (u slucaju ketoza) proizvode [2]. Amadorijevi i Hejnsovi
proizvodi podlezu keto-enolnoj tautomeriji i reakcijama dehidratacije, deaminacije i
fragmentacije, nakon ¢ega se prevode u reaktivne a-dikarbonile, vrste koje lako stupaju
u reakciju sa drugim nukleofilima kao §to su amini, guanidini i tioli. Ovi intermedijeri
mogu podleéi Strekerovoj (Strecker) degradaciji kondenzacijom sa slobodnim amino
grupama, formirajuéi imine, koji se dalje fragmentisu u Strekerove aldehide. Dalje
nishodne reakcije uklju¢uju formiranje kasnih proizvoda glikovanja (engl. Advanced
Glycation Endproducts — AGE), kao $§to su N-g-(karboksimetil)lizin (CML), N-e-
(karboksietil)lizin (CEL), piralin, metilglioksal-lizin dimer (MOLD), glioksal-lizin
dimer (GOLD) i pentozidin, koji su svi modifikacije lizina. MOLD, GOLD i pentozidin
su umrezena jedinjenja preko dva lizilska ostatka (MOLD i GOLD), ili jednog lizil i
jednog arginil ostatka (pentozidin). Arginin takode moze biti modifikovan do izomera
hidroimidazolinona. Drugi reaktivni intermedijarni proizvodi Majarove reakcije
ukljucéuju furfural, 5-(hidroksimetil)furfural (HMF), reduktone i akril-amid. Na kraju se
formiraju velika polimerna jedinjenja, melanoidini, koja apsorbuju u vidljivom (engl.
Visible — VIS) delu elektromagnetnog spektra i uzrokuju tamnjenje [2, 3]. Majarova
reakcija se desava tokom procesovanja i skladiStenja hrane i u naukama o hrani poznata
je kao neenzimsko tamnjenje. Takode, ova reakcija se desava i in vivo, posebno u
slucaju dijabetesa i tokom starenja organizma, i U medicini je poznata kao glikovanje

proteina ili glikooksidacija [4].
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Shema 1. Pojednostavljena shema Majarove reakcije. Redukujuéi $ecer (glukoza) i amino grupa
proteina formiraju Sifovu bazu koja se premestanjem prevodi u Amadorijev proizvod. Amadorijev
proizvod moZe podleéi enolizaciji do 1,2-enaminola ili 2,3-enaminola koji formiraju deoksiozone (a-
dikarbonilna jedinjenja), koji brzo reaguju sa dodatnim nukleofilima i daju Strekerove aldehide.
Brojni intermedijeri Majarove reakcije mogu nagraditi AGE proizvode, kao $to je naznaceno na

shemi. Preuzeto i prilagodeno iz [4].

Majarova reakcija predstavlja glavni izvor jedinjenja koja formiraju ukus, miris i
boju termicki obradene hrane. U kasnim fazama reakcije, kada intermedijerni proizvodi
reaguju sa drugim reaktivnim jedinjenjima, kao $to su amini, aldehidi ili sulfhidrili,
nastaju vazne klase jedinjenja koje daju karakteristican ukus ili aromu (furani, pirazini,
piroli, oksazoli, tiofeni, tiazoli i druga heterociklicna jedinjenja) [5]. Veoma Sirok
spektar isparljivih jedinjenja koja nastaju u ovoj reakciji uslovljen je velikim brojem

razli¢itih intermedijarnih proizvoda.

2.1.1. Faktori koji uticu na Majarovu reakciju

Brojni faktori uticu na Majarovu reakciju od kojih su najbitniji: tip Secera, tip
aminokiselinskog ostatka, temperatura, pH vrednost, aktivitet vode, prisustvo puferskih

supstanci, prisustvo kiseonika i prisustvo jona metala [6]. Kako su u Majarovoj reakciji



moguci brojni paralelni reakcioni putevi, svi oni mogu biti favorizovani u odnosu na

ostale, pod odredenim reakcionim uslovima.

Aldoze i1 ketoze reaguju razli¢ito u Majarovoj reakciji. Aldoze, kao Sto su
glukoza, manoza, galaktoza i riboza, daju Amadorijeve intermedijere, dok ketoze, kao
Sto su fruktoza, ribuloza, tagatoza, daju Hejnsove intermedijere [7]. Takode, kinetika
reakcije je specificna za svaki individualani Secer, pri ¢emu monosaharidi generalno

reaguju brze od disaharida [8], a pentoze reaguju brze od heksoza [9].

Amini koji u€estvuju u Majarovoj reakciji u bioloskim sistemima su nukleotidi,
aminofosfolipidi i proteini [10]. Bo¢ni ostaci lizina i arginina iz polipeptidnih nizova se
najces¢e modifikuju. Histidin, prolin i triptofan takode ucestvuju u reakciji ali sporijom

kinetikom.

U zavisnosti od tipa jedinjenja iz kojeg poti¢e amino grupa mogu nastati razliciti
proizvodi. Razli¢ite amino kiseline zagrevane sa glukozom daju proizvode Kkoji
doprinose c¢itavom spektru razli¢itih ukusa. Tako na primer, proizvodi alanina ¢e dati
vocno-slatki, glicina karamel-slatki, a histidina kiseli ukus [11]. U reakcijama proteina
sa Secerima, jedinjenja koja daju ukus uglavnom nastaju degradacijom Amadorijevih

proizvoda [8].

pH vrednost rastvora je veoma vazan faktor na pocetku reakcije. Sa povecanjem
pH vrednosti, pomera se ravnoteza saharida od cikli¢ne, zatvorene, prema otvorenoj
formi koja stupa u reakciju kondenzacije. Takode, sa povecanjem pH vrednosti se
povecava 1 reaktivnost amino grupe, koja u deprotonovanoj formi lakSe podleze
kondenzaciji [7]. Nakon formiranja Amadorijevih proizvoda, pH vrednost ima vazan
uticaj na reakcioni tok; u kiselim uslovima favorizovan je put prema 1,2-enolizaciji, a u
baznim uslovima prema 2,3-enolizaciji (Shema 2). Razli¢iti putevi vode do formiranja
razli¢itih proizvoda. Tako 2,3-enolizacijom nastaje furanon, a 1,2-enolizacijom nastaju
furfural i HMF [6].

Tokom same Majarove reakcije nastaju organske kiseline, koje snizavaju pH
vrednost. Ova promena u pH vrednosti moZe biti puferisana slobodnim amino grupama

proteina prisutnin u hrani. U odsustvu puferskih supstanci, u slu¢aju kasnih faza



reakcije, kada su amino grupe ve¢ glikovane, pad pH vrednosti moze biti znacajan i tada

se povecava brzina alternativnih reakcija ¢iji je mehanizam katalizovan kiselinama.
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Shema 2. Mogucdi putevi enolizacije u zavisnost od pH vrednosti. Legenda: Gal — galaktoza, R —
proteinski polipeptidni niz. Preuzeto i prilagodeno iz [6].

Temperatura je kljuéan faktor koji ubrzava reakciju nakon inicijalne
kondenzacije, posebno iznad 100 °C i znacajno uti¢e na stepen realizacije Majarove
reakcije. Relativne brzine razlicitih reakcionih puteva takode zavise od temperature [7].
Poznato je da termicki obradena hrana, tretirana na viSim temperaturama, sadrzi vise

isparljivih jedinjenja koja odreduju njen miris [12, 13].

Aktivitet vode (ay) u reakcionom sistemu je parametar koji opisuje koliko vode

je dostupno za ucestvovanje u reakcijama. DefiniSe se jednacinom:

gde je P parcijalni pritisak vode u sistemu, a Py parcijalni pritisak Ciste vode [14].
Optimalni a, za Majarovu reakciju je izmedu 0.5 i 0.8. Aktivitet vode se u
prehrambenim proizvodima kre¢e u veoma Sirokom opsegu. Primera radi, u mleku je
ova vrednost visoka (a, > 0.95), a u mleku u prahu niska (ay < 0.2). Tokom Majarove
reakcije dolazi do brojnih reakcija dehidratacije koje stvaraju dodatne molekule vode i u
razblazenom rastvoru sa visokim aktivitetom vode i niskim koncentracijama reaktanata,
Majarova reakcija ¢e biti usporena. U sistemu sa niskim aktivitetom vode, koncentracije

reaktanata su visoke, ali su koeficijenti difuzije smanjeni, §to takode dovodi do



usporavanja Majarove reakcije [15]. Kod mleka u prahu je niska vrednost a,, vazna za

o¢uvanje ukusa i kvaliteta tokom produzenog skladistenja [16].

Joni metala takode mogu uticati na tok Majarove reakcije formiranjem
kompleksa sa aminokiselinama. Reakcija moze biti katalizovana jonima bakra i gvozda,
ili inhibirana jonima mangana i cinka. Joni kalcijuma takode mogu usporiti reakciju
formiranjem kompleksa sa odredenim Secerima, Sto je od znaCaja za realizaciju

Majarove reakcije u mle¢nim proizvodima koji su bogati jonima kalcijuma [17].

2.2. Primena Majarove reakcije za poboljSanje tehnolosko-

funkcionalnih osobina proteina hrane

Funkcionalne osobine nativnih proteina se mogu znacajno poboljsati
konjugovanjem sa Secerima u Majarovoj reakciji. Kako je Majarova reakcija spontana,
ona, za razliku od drugih strategija za unapredenje funkcionalnih osobina proteina, ne
zahteva dodavanje eksternih hemijskih jedinjenja, $to je od naroCitog znaaja u
prehrambenoj industriji. Brojne studije su pokazale da proteini modifikovani u
Majarovoj reakciji poseduju poboljSane sposobnosti za emulgovanje i penjenje,
povecanu rastvorljivost i temperaturnu stabilnost, kao i povec¢anu antioksidativnu mo¢
[18-20].

Proizvodi Majarove reakcije izmedu proteina 1 saharida poseduju funkcionalne
osobine i proteina i saharida. Tako glikokonjugati imaju emulziona svojstva proteina i
stabilizujuci efekat saharida. Hidrofobni ostaci denaturisanih proteina se mogu ukotviti
u lipidnu fazu dok se hidrofilni saharidni ostaci orijentiSu prema okolnoj vodi. Na ovaj
nacin se smanjuje interakcija medu kapima emulzije i sprecava se sjedinjavanje kapi.
Tako Majarovi proizvodi proteina, u poredenju sa nativnim proteinima, poseduju
izuzetne emulzione sposobnosti. Oni daju emulzije povecane stabilnosti, ¢ak i pri
poviSenim temperaturama, i karakteriSu se kapima manjeg dijametra u poredenju sa

emulzijama sa nativnim proteinima [20-22].

Kada se globularni proteini (npr. lizozim, govedi serum albumin (engl. Bovine
Serum Albumin — BSA), proteini soje ili BLG) zagrevaju u prisustvu Seera malih

molekulskih masa, dolazi do formiranja gelova koji su otporniji na pucanje u poredenju



sa gelovima dobijenim u odsustvu Secera. Takode, Sto je SeCer reaktivniji u Majarovoj
reakciji (i Sto je stepen realizacije Majarove reakcije visi), dobijeni gel je snazZniji i
tamnije boje [18, 23]. Povecana otpornost i ¢vrstina gela se objasnjavaju formiranjem

kovalentnih veza i umrezavanjem proteina tokom Majarove reakcije [18].

Pokazana je antioksidativna aktivnost mnogih jedinjnja koja se formiraju tokom
Majarove reakcije, od Amadorijevih proizvoda do melanoidina [24]. Mehanizmi
antioksidativne aktivnosti Majarovih proizvoda obuhvataju sposobnost heliranja jona
metala, prekidanje lancanih slobodno-radikalskih reakcija, razgradnju vodonik
peroksida, uklanjanje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive Oxygen Species —
ROS) [25]. Antioksidativna aktivnost je najvise proucavana u model sistemima
aminokiselina - secer ili protein - Secer, pri ¢emu je zapaZena jaca antioksidativna mo¢
Majarovih proizvoda nastalih u model sistemu aminokiselina - Secer nego u sistemu
protein - Secer [26, 27]. Takode, Majarovi proizvodi sa antioksidativnom aktivnoscéu su

izolovani i iz termicki tretirane hrane, kao $to su razli¢ita peciva, hleb ili testenine [28-

30].
2.3. Alergije na hranu

Alergije na hranu predstavljaju znacajan zdravstveni problem u razvijenim
zemljama sveta gde pogadaju 5-8% decije populacije i 2-4% odrasle populacije, uz
konstantan porast u poslednjim decenijama [31-33]. U ovim zemljama dolazi i do
znaCajnih promena u obrascima senzitizacije, sve veceg broja alergene hrane i sve
ozbiljnijih alergijskih reakcija [34]. Interesantno je da je nedavno naden znacajan porast
ucestalosti alergija na hranu u regionima sa brzim ekonomskim rastom i urbanizacijom,
kao $to je Kina [35].

Mehanizam alergija na hranu posredovanih imunoglobulinom (lg) E (tip |
alergija) se sastoji iz dve faze: faze senzitizacije i faze reakcije preosetljivosti. Do faze
senzitizacije dolazi kada se imunski sistem izlozi alergenu hrane, inae bezopasnom
antigenu i umesto indukcije oralne tolerancije, aktiviraju se naivne B-¢elije koje postanu
plazma celije koje sekretuju IgE. Alergen-specificna IgE antitela se zatim vezu za
FceRI, receptor visokog afiniteta za IgE, na povrSini tkivnih mastocita ili bazofila iz

cirkulacije. Prilikom sledeceg izlaganja alergenu dolazi do umrezavanja IgE antitela
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vezanih za FceRI, §to vodi do degranulacije bazofila ili mastocita i oslobadanja
medijatora alergijske reakcije [36, 37]. Simptomi Kkoji se javljaju mogu biti umereni ili
ozbiljni, a zahvataju kozu, gastrointestinalni trakt, kardiovaskularni i/ili respiratorni
sistem. Najozbiljniji simptom je anafilakticka reakcija, koja zahvata celo telo, otezava

disanje, uzrokuje dramati¢an pad krvnog pritiska i moze imati fatalni ishod [38].

2.3.1. Alergeni hrane

Uprkos velikom broju identifikovanih alergena i poznavanju njihove strukture i
aminokiselinske sekvence, naden je samo mali broj biohemijskih karakteristika koje
mogu biti pripisane alergenima hrane, a to su otpornost na ekstremne uslove tokom
obrade hrane, otpornost na enzime humanog gastrointestinalnog trakta i mogucnost

interagovanja sa ¢elijama imunskog sistema [39, 40].

Alergeni hrane poticu iz priblizno 90 razli€itih izvora, od kojih je oko 70%
biljnog, a oko 30% Zivotinjskog porekla. Najvec¢i broj biljnih 1 Zivotinjskih alergena
hrane moze se svrstati u samo nekoliko proteinskih familija i to su familije prolamina,
tropomiozina, kupina, profilina, kazeina, oleozina i lipokalina [41]. Medutim,
pripadanje proteina jednoj od ovih proteinskih familija ne moze biti dovoljno da se
protein svrsta u alergene. Razli¢iti faktori mogu olaksSati prikazivanje proteina hrane
imunskom sistemu, primarno preko gastrointestinalnog trakta, kao $to su: povecana
stabilnost vezivanjem razli€itih liganada, veliki broj disulfidnih veza, oligomerizacija ili
agregacija, glikozilacija, glikovanje i potencijalne interakcije sa ¢elijskim membranama
ili lipidnim strukturama. Neke biohemijske karakteristike, kao S§to su prisustvo brojnih
linearnih IgE epitopa i otpornost proteina na digestiju i obradu, se veoma cesto javljaju

kao zajedniCke osobine alergena hrane, ¢eS¢e nego neke strukturne sli¢nosti [42].

lako je humana ishrana veoma raznovrsna, samo o0sam vrsta namernica
predstavlja izvor gotovo polovine identifikovanih alergena i to su: mleko, jaja, Kikiriki,

oraSasto voce, Skoljke, riba, pSenica i soja — takozvanih velikih 8 (engl. Big 8) [43].
2.3.2. Alergeni kravljeg mleka

Alergija na kravlje mleko je jedna od najcescih alergija na hranu. Tipi¢no se

razvija u ranom detinjstvu i Cesto se prevazilazi nakon trece godine starosti [44]. Moze



se javiti 1 u odraslom dobu, ali su tada simptomi ozbiljniji i najcesce je trajnog karaktera
[45, 46]. Kao jedini efikasan tretman preporucuje se potpuna eliminacija proteina mleka
iz ishrane. Alergeni mleka su prisutni u velikom broju proizvoda kao §to su sir, jogurt,
peciva, konditorski proizvodi, ali i u brojnim drugim proizvodima jer se proteini mleka
koriste kao aditivi hrani, $to ¢ini njihovo izbegavanje zahtevnim u svakodnevnom

zivotu [47].

Kravlje mleko sadrzi oko 3 g proteina u 100 ml. Proteinsku frakciju mleka ¢ini
najmanje 25 razli¢itih proteina, od kojih svi mogu biti alergeni [48]. Proteini kravljeg
mleka dele se u dve frakcije koje se mogu razdvojiti na osnovu njihove rastvorljivosti na
pH=4.6 na 20 °C [49]. U frakciji koja pod navedenim uslovima precipitira, tzv.
kazeinska frakcija, nalaze se: as1-kazein, asp-kazein, B-kazein, i k-kazein. Frakcija koja
ostaje rastvorna, poznata kao proteini surutke, sadrzi BLG, a-laktalbumin (ALA),
laktoferin (LF), BSA, i 1g. Kazeini ¢ine oko 80%, a proteini surutke oko 20% proteina
mleka. Kazeini, BLG i ALA predstavljaju glavne alergene mleka, dok su LF, BSA i Ig
prisutni u nizim koncentracijama u mleku, ali takode imaju vaznu ulogu u indukovanju

alergijske reakcije [50]. Pregled alergena kravljeg mleka je dat u tabeli 1.

Kazeini imaju fleksibilnu i nekompaktnu tercijarnu strukturu, sa visokom
povrsinskom hidrofobnos¢u i veoma su podlozni degradaciji proteolitickim enzimima.
Kao takvi predstavljaju slabe imunogene. Gastrointenstinalnu barijeru ne prelaze
transcitozom kroz enterocite, ve¢ bivaju preuzeti kroz Pejerove ploce i zbog toga ne
izazivaju anafilakti¢ku reakciju prilikom oralne administracije [51]. Ipak, kazeini ¢ine
znacajnu frakciju (80%) proteina kravljeg mleka 1 veliki procenat pacijenata ima IgE
antitela na kazeine. Priblizno 55% pacijenata prepoznaje osi-kazein, 90% asp-kazein,
15% B-kazein i 50% «-kazein [52].

Glavni alergeni surutke su globularni BLG (Bos d 5) i ALA (Bos d 4), koji ¢ine
50% 1 25% proteina surutke, redom, dok su manje zastupljeni, ali takode vazni alergeni,
BSA (Bosd 6) i Ig (Bos d 7) [53]. Za razliku od kazeina, proteini surutke imaju uredene
sekundarne, tercijarne, 1, u slucaju BLG-a, kvaternarne strukture 1 sadrze
intramolekulske disulfidne mostove koji stabilizuju njihove strukture [49]. Njihova
trodimenzionalna struktura ima vaznu ulogu u odrZavanju konformacionih epitopa ¢ime

doprinosi alergenom potencijalu ovih proteina [53].
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Tabela 1. Pregled alergena kravljeg mleka. Legenda: ak — aminokiselinski ostatak. Preuzeto i

prilagodeno iz [47].

. Proteinska Biohemijska
Frakcija superfamilija Klasifikacija Alergen Mm (kDa)
Kazeini Kazeini Kazeini svi Bosd 8 20-30
as1-kazein Bosd 9 23.6 (199 ak)
aso-kazein Bosd 10 25.2 (207 ak)
B-kazein Bosd 11 24 (209 ak)
K-kazein Bosd 12 19 (169 ak)
Proteini
Lizozim a-laktaloumin Bosd 4 14.2 (123 ak)
surutke
Lipokalin B-laktoglobulin Bosd5 18.3 (162 ak)
) Govedi serum
Serum albumin ) Bosd 6 66.3 (582 ak)
albumin
Imunoglobulin Imunoglobulini Bosd7 160

ALA je monomerni globularni Ca-vezuju¢i metaloprotein koji pripada familiji
glikozil-hidrolaza. Ima 4 disulfidna mosta, stabilan je na tretman visokim
temperaturama i poseduje sposobnost ponovnog uvijanja [54]. Ucestalost ALA-
specifi¢nog IgE u populaciji pacijenata alergi¢nih na kravlje mleko je izmedu 27.6% -
62.8% [55].

BLG je retinol-vezujuéi protein koji pripada lipokalinskoj superfamiliji. Vezuje
razli¢ite molekule kao $to su holesterol, vitamin D2, zasi¢ene i nezasi¢ene masne
kiseline, Cu®* i Fe®* jone, hidrofobne ligande poput retinola i poseduje antioksidativnu
aktivnost. Nalazi se u formi dimera od 36 kDa sa dve glavne izoforme, A i B, koje se
razlikuju u dve taCkaste mutacije. Pored dva disulfidna mosta ima i jednu slobodnu
sulfhidrilnu grupu koja je odgovorna za sulfhidril-disulfid interakcije sa k-kazeinom
tokom termic¢kog tretmana preko 75 °C. BLG je relativno otporan na Kiselu hidrolizu i
dejstvo proteaza. Ove Kkarakteristike mu omogucéavaju delimi¢no o¢uvanu strukturu
nakon digestije, apsorpciju kroz intenstinalnu mukozu i prezentovanje celijama
imunskog sistema, §to ovom proteinu daje visok alergeni potencijal [50, 56-58].
Poseduje veliki broj konformacionih i linearnih epitopa i1 ¢ak do 76% alergicnih

pacijenata prepoznaje BLG [59].
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2.3.3. Zamene za kravlje mleko u humanoj ishrani

U humanoj ishrani se pored kravljeg mleka koriste i mleka mnogih drugih
domacih zivotinja (ovc¢ije, kozje, kamilje, kobilje i magarece). Kod pacijenata alergi¢nih
na kravlje mleko, usled konzumiranja mleka drugih vrsta, moze do¢i do ukrstene
reaktivonsti usled visoke homologije medu njihovim proteinima. Neke studije su
pokazale da je kozje mleko slabije alergeno od kravljeg. Iako sadrzi iste proteine kao i
kravlje, genetski polimorfizmi u nekoliko proteina odgovorni su za slabiji alergeni
potencijal [60]. Medutim, kozje mleko nosi visoki rizik od ukrstene reaktivnosti izmedu
kazeinskih frakcija. S toga su internacionalne preporuke da se ne koristi kozje mleko u
slu¢aju alergijskih reakcija na kravlje [61]. Sli¢ne preporuke postoje i za ov¢ije mleko
usled rizika od ukrStene reaktivnosti [62]. Takode, mnogi od ovih alternativnih izvora

mleka ne zadovoljavaju nutritivne potrebe dece mlade od tri godine.

2.3.4. Kamilje mleko

Kamilje mleko ima vaznu nutritivnu ulogu u suSnim i polusu$nim oblastima.
Sliénog je sastava kao kravlje mleko, sa slicnom koli¢inom laktoze, nesto viSim
sadrzajem lipida (1-2 g a-linoleinske i linoleinske kiseline u 100 g totalnih lipida) i
nizim sadrzajem zasi¢enih masnih kiselina. Najznacajnija karakteristika kamiljeg mleka
razliku od kravljeg mleka, a slicno humanom mleku, u kamiljem mleku se ne zapaza
prisustvo BLG-a, glavni protein surutke je ALA, najzastupljeniji kazein je pf-kazein, a
nivo a-kazeina je nizak. Ove karakteristike omogucéavaju lakse varenje kamiljeg mleka i
nizu incidencu alergija u poredenju sa kravljim mlekom. Takode, kamilje mleko je
bogato u sadrzaju bioaktivnih i antimikrobnih supstanci (lizozim, LF, Ig) i vitamina C
(¢ak do 18.4 mg/100 g) [63, 64].

Danas, kamilje mleko predstavlja najbolju aleternativu kravljem mleku jer
pokazuje najnizi stepen sli¢nosti sa proteinima kravljeg mleka koji iznosi oko 60%.

Brojne studije su pokazale hipoalergeni potencijal kamiljeg mleka [65, 66].
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2.4. Efekti Majarove reakcije na imunoloSke osobine alergena hrane

Majarova reakcija, pored poboljsanja tehnolosko-funkcionalnih osobina,
ostvaruje efekte na bioloSke i imunoloSske osobine proteina hrane. Pokazano je da
glikovanje alergena hrane dovodi do promena u prepoznavanju alergena od strane IgE
antitela. Maskiranje linearnih i konformacionih epitopa dovodi do smanjenja alergenosti
[67, 68], dok formiranje novih antigena ili otkrivanje epitopa, povecava preoznavanje
IgE antitelima [69-71] (Shema 3).

Novija istrazivanja pokazuju da su efekti glikovanja na imunogenost i alergenost
proteina hrane znacajniji od jednostavnog IgE prepoznavanja. Antigen-prezentujuce
¢elije imunskog sistema, dendritske c¢elije 1 makrofagi, preko receptora za
prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern Recognition Receptors — PRR), koje eksprimiraju
na svojoj povrsini, prepoznaju proizvode Majarove reakcije, posebno AGE strukture.
PRR imaju ulogu senzora koji detektuju molekule tipicne za patogene, ali mogu
prepoznati i komponente hrane. PRR koji prepoznaju AGE strukture su receptori Cistaci
(Scavenger Receptors — SR) klase A, B, E i H, galektin-3, Tol proteinu sli¢ni receptori
(engl. Toll-like Receptors - TLRs) i receptori za kasne proizvode glikovanja (engl.
Receptors for Advanced Glycation Endproducts — RAGE) [72-74]. SR posreduju u
endocitozi i efikasno transportuju ligande do ¢elijskih odeljaka gde se oni obraduju i
vezuju za molekule glavnog kompleksa tkivne podudarnosti (engl. Major
Histocompatibility Complex — MHC) klase II, nakon ¢ega se antigeni peptidi prikazuju
CD4" T-éelijama. Glikovanje ovalbumina, glavnog alergena jaja, u Majarovoj reakciji
poboljSava preuzimanje alergena od strane dendritskih ¢elija vezivanjem za SR klase A,
$to dalje vodi do povecane aktivacije ovalbumin-specifiénih CD4" T-¢elija i povecane
produkcije ovalbumin-specifi¢nih IgE antitela [75, 76]. Glikovani alergeni hrane mogu
biti obradeni od strane celija imunskog sistema tako da povecavaju T-Celijsku
imunogenost i smanjuju dozu alergena koja izaziva senzitizaciju u poredenju sa

nativnim alergenima.
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Shema 3. Promene alergenosti proteina hrane modifikovanih u Majarovoj reakciji. Tokom obrade
hrane redukujuéi Seceri reaguju sa primarnim amino grupama proteina i/ili alergena i grade
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proizvode Majarove reakcije. Na ovaj nadin se mogu maskirati postojeci IgE epitopi i spre¢iti
vezivanje alergena za IgE antitela i njihovo umreZavanje, ¢ime se smanjuje alergenost
modifikovanih alergena. Alternativno, proizvodi Majarove reakcije mogu uzrokovati formiranje
novih epitopa, Sto poveéava preuzimanje alergena od strane antigen-prezentujudih éelija i pove¢ano
prezentovanje T-Celijama. Na taj nain se povetava moguénost umrezavanja IgE antitela na
povrsini bazofila i povecava alergenost. Na kraju, proizvodi Majarove reakcije mogu formirati
aglomerate molekula alergena, podsti¢ué¢i umreZavanje IgE antitela, a time i alergenost. Relativan
odnos medu nabrojanim moguénostima odreduje krajnji efekat na alergenost. Preuzeto i
modifikovano iz [77].

Vazno pitanje u alergologiji jeste 1 da li AGE strukture imaju kapacitet da
izazovu T-c¢elijsku diferencijaciju u Th2 fenotip koji bi dalje vodio razvoju alergijske
preosetljivosti tipa I. U meSanoj kulturi sa zrelim humanim dendritskim ¢elijama
pokazano je da AGE strukture P2-glikoproteina I pokre¢u sazrevanje humanih
dendritskih éelija i polarizuju alogene naivne CD4" T-¢elije u Th2 éelije [78]. RAGE
receptori su intenzivno izucavani u kontekstu interakcija sa endogenim AGE

strukturama (in vivo proizvodima Majarove reakcije) i poznati su kao inflamatorni
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receptori ukljueni u zapocCinjanje inflamatornih signalnih puteva preko nuklearnog
faktora kB. Na misjem modelu alergijske astme je pokazano da je ekspresija RAGE
receptora na T-¢eijama klju¢na za razvoj Thl odgovora i da deficijencija u RAGE
receptoru vodi nastanku Th2 odgovora [79]. Ipak, do danas je malo poznato o
interakcijama AGE struktura poreklom iz hrane sa RAGE receptorima i efektima na

aktivaciju i funkciju antigen-prezentujucih ¢elija i alergen-specifi¢nih T-¢elija [80].

2.5. Industrijska prerada mleka

Mleko i proteini mleka stizu do krajnjih potrosaca u velikom broju razlicitih
finalnih proizvoda pri ¢emu prolaze kroz razlicite vrste prerade. Mleko i mlecni
proizvodi se najcesée preraduju pasterizacijom, sterilizacijom ili tretmanom ultra-
visokim temperaturama kako bi se eliminisali patogeni iz te¢nog mleka, fermentacija se
koristi za proizvodnju jogurta, a evaporacija ili suSenje rasprSivanjem za dobijanje
kondenzata ili mleka u prahu [81]. Svaka prerada koja podrazumeva primenu visokih
temperatura moze dovesti do razli¢itih promena u strukturi proteina kao S§to su
parcijalno razvijanje, denaturacija, agregacija, ali i do hemijskih modifikacija kao $to je
glikovanje u Majarovoj reakciji. Kazeini su generalno temperaturno stabilni, ali duzina
tretmana kao i prisustvo druge hrane tokom procesovanja mogu uticati na njihove
fizicko-hemijske osobine [47]. Sa druge strane, proteini surutke su termolabilni. Visoke
temperature uzrokuju sulfhidril-disulfid izmene glavnog proteina kravlje surutke, BLG-
a, §to dovodi do znacajnih strukturnih promena i promena u njegovom alergenom

potencijalu [47].
2.5.2. SuSenje rasprsivanjem

Dehidratacija mleka 1 mle¢nih proizvoda se uobicajeno koristi kako bi se
stabilizovali sastojci mleka tokom skladistenja 1 olakSalo transportovanje. Kravlje mleko
u prahu nalazi Siroku primenu u prehrambenoj industriji kao sastojak brojnih mle¢nih i
drugih proizvoda koji poboljsava boju, ukus, teksturu i nutritivnu vrednost, ali i
emulgujuca svojstva, geliranje i penjenje prenhrambenih proizvoda. Najc¢es¢e primenjena
tehnika za proizvodnju mleka u prahu je susenje rasprsivanjem. Ono podrazumeva da se
prethodno upareno mleko rasprsi u fine kapi koje ulaze u komoru sa strujom vrelog

vazduha gde dolazi do brzog isparavanja vode [82]. Parametri suSenja rasprSivanjem
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koji su od znaCaja za fizi¢ko-hemijske karakteristike mleka u prahu su: stepen
uparenosti pred suSenje, ulazna i izlazna temperatura u komori i pritisak vazduha u
mlaznicama. Primeéeno je da se na viS§im ulaznim temperaturama formiraju cestice
veceg dijametra sa manje slobodnih masti na povrsini Cestica, smanjujuci lipidnu
peroksidaciju u mleku u prahu tokom skladistenja i ima pozitivne efekte na kvalitet
ukusa [83-85]. Visoka ulazna temperatura (178 °C) je takode pokazana da poboljsava

rastvorljivost koncentrata proteina mleka dobijenog susenjem rasprsivanjem [86].

Tokom suSenja, temperatura Cestica mleka dostize vrednosti koje su znacajno
nize od ulaznih temperatura jer se toplotna energija trosi na isparavanje vode [87]. Ipak,
proces susenja rasprSivanjem formira uslove pod kojima Majarova reakcija moze biti
ubrzana: nizak aktivitet vode usled uparavanja, visoke temperature i Vvisoka
koncentracija laktoze i proteina bogatih lizinskim ostacima. Laktozilacija proteina
kravljeg mleka tokom suSenja je poznata u literaturi [88]. Visok stepen laktozilacije je
naden na proteinima obranog mleka u prahu koji su suSeni izmedu 185 °C 1 90 °C
(ulazna i izlazna temperatura) [89]. Izlazna temperatura susenja ima znacajan efekat na
stepen tamnjenja sira u prahu usled Majarove reakcije [90]. Pri ispitivanju efekata
susenja raspr$ivanjem na fizicke osobine kamiljeg mleka u prahu nadeno je da je ono

svetlije boje i nizeg aktiviteta vode u odnosu na kravlje mleko u prahu [91].
2.5.3. Ultrazvucéni tretman visokog intenziteta (Sonifikacija)

Ultrazvuk niske frekvencije (20 — 100 kHz) i visokog intenziteta je nova
tehnologija velikog potencijala za primenu u procesovanju hrane [92, 93]. Danas se
ultrazvuéni tretman razvija ili kao zamena za tradicionalne metode ili kao udruzeni

(pred)tretman uz tradicionalne metode [94].

Ultrazvuk obuhvata zvucne talase ¢ija je frekvenca iznad opsega radio talasa
(>20 kHz). Prilikom prolaska ultrazvuka kroz te¢nu sredinu dolazi do interakcija
izmedu ultrazvuénih talasa, tenosti 1 rastvorenih gasova koje vode fenomenu poznatom
kao akusti¢na kavitacija. Pod uticajem akusticnog polja osciluju nukleusi rastvorenih
gasova zbog fluktuirajuceg pritiska oko njih. Tokom oscilacija, rastvoreni gasovi i pare
rastvaraca difunduju u i van osciluju¢eg mehura. Koli¢ina gasa ili pare koja difunduje u

mehur tokom ekspanzione faze je veca od koli¢ine koja difunduje iz njega tokom
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kompresione faze oscilacije mehura. To dovodi do rasta mehura do veli¢ine
rezonancionog opsega. Kada mehur dostigne veli¢inu rezonancionog opsega dolazi do
njegovog naglog kolapsa, sto generise lokalna mesta veoma visoke temperature sa
pritiskom od nekoliko hiljada bara [95]. Eksperimentalno odredene temperature kre¢u
se u opsegu 2 000 — 10 000 K, dok su teorijska predvidanja do 100 000 K [92].
Ultrazvuk u tecnoj sredini generiSe brojne fizicke sile. U odsustvu akusticne kavitacije
javljaju se vibracije, zagrevanje i dinami¢no mesanje, dok akusti¢na kavitacija dodatno
generiSe mikromlaznice, sile smicanja, turbulenciju, ali vodi i formiranju visoko

reaktivnih radikala [92].

Fizicke sile koje generiSe akusti¢na kavitacija, kao Sto su mehani¢ko meSanje,
sile smicanja i mikromlaznice, nasle su primenu U prehrambenoj industriji za pravljenje
stabilnih emulzija i za efikasno ekstrahovanje [96]. Slobodno-radikalske reakcije
indukovane akusti¢nom kavitacijom su nasle primenu u sintezi nanomaterijala i u
degradaciji organskih polutanata iz vodenih rastvora [97, 98]. Kombinovani fizi¢ki i
hemijski efekti sonifikacije nasli su specifi¢nu primenu za polimerizaciju emulzije [99],
gde fizicke sile generiSu kapi monomera u vodenoj fazi, a zatim slobodni radikali
indukuju polimerizaciju monomera. Primena sonifikacije za procesovanje mleka i
mle¢nih proizvoda je veoma Siroka i koristi se za filtraciju, degaziranje, smanjenje
viskoznosti, ekstrakciju proteina, inaktivaciju enzima i mikroorganizama i
homogenizaciju [100-104]. Takode je pokazano da poboljsava fizicke i funkcionalne
osobine proteina surutke [105]. Sonifikacija visokog intenziteta moze modifikovati
sekundarne strukture proteina i dovesti do povecanja povrSinske hidrofobnosti, $to

povecava sklonosti proteina surutke ka agregiranju [93].

Nekoliko studija je takode pokazalo da sonifikacija moze pospesiti Majarovu
reakciju ubrzavanjem ranih [106], kao i intermedijernih i kasnih faza reakcije [9, 107].
Efekti sonifikacije na Majarovu reakciju su uglavnom izucavani na jednostavnim model
sistemima aminokiselina i Secera ili proteina i Secera [9, 108, 109]. Glikovanje BLG-a u
Majarovoj reakciji ubrzano sonifikacijom dovelo je do formiranja glikokonjugata sa
povecanim antioksidativnim sposobnostima uz minorne efekte na sekundarnu i
tercijarnu strukturu [9]. Proteini surutke, modifikovani polisaharidima ultrazvu¢nim

tretmanom, pokazali su poboljSane tehnolosko-funkcionalne osobine u poredenju sa
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proteinima modifikovanim klasiénim zagrevanjem [110]. Prednost ultrazvu¢nog
tretmana u cilju glikovanja proteina je Sto jake sile smicanja obezbeduju efikasno
mesanje rastvora i efikasan prenos toplote, ¢ime doprinose poveéanju brzine Majarove
reakcije, posebno ranih faza [106]. Glikovanje se odvija pod blagim uslovima, na
niskim temperaturama, a vreme procesovanja je znacajno smanjeno u odnosu na
klasi¢no zagrevanje [9]. Zbog blagih reakcionih uslova ne nastaju drasti¢ne promene u
sekundarnoj 1 tercijarnoj strukturi. Za razliku od tretmana ultrazvukom, tokom
konvencionalne termicke prerade nema uniformnog zagrevanja uzorka zbog ograni¢enja
u prenosu toplote, pa se javljaju mesta pregrevanja. Zbog toga je efikasno glikovanje
proteina konvencionalnim termickim metodama pra¢eno razvojem kasnih Majarovih

produkata, kao i denaturacijom i agregacijom proteina [111-114].
2.5.4. Makromolekulsko nagomilavanje

Makromolekulsko nagomilavanje nespecificno ubrzava hemijske reakcije tako
§to smanjuje totalnu ekskludovanu zapreminu i time povecava koeficijent aktiviteta
reaktanata [115, 116]. Generalno se ocekuje da makromolekulsko nagomilavanje
poveca brzinu sporih (brzina determinisana prelaznim stanjem) i asocijacionih reakcija,
a da uspori brze (brzina determinisana difuzijom) i disocijacione reakcije. U uslovima
nagomilavanja je visoka viskoznost, a transfer mase i koeficijenti difuzije su smanjeni.
To je posebno izrazeno pri nagomilavanju agenasa visokih molekulskih masa [117].
Sonifikacija u uslovima makromolekulskog nagomilavanja se o¢ekuje da poveca brzine
hemijskih reakcija. Ultrazvuéni tretman usled implozivnih kolapsa kavitacionih mehura
stvara dovoljno kineticke energije da ubrza reakcije i1 oslobada kratko-zive¢e hemijske
vrste visokog sadrzaja slobodne energije. Takode, ocekuje se da jake sile smicanja,
mikromlazevi, i brzo zagrevanje i hladenje (~10° K s™) koje stvara kavitacija prevazidu
smanjenu difuziju i efekat kaveza u uslovima nagomilavanja i obezbede efikasno
mesanje, poboljSaju transfer mase i smanje viskoznost. Pored toga, temperaturna
stabilnost proteina u uslovima makromolekulskog nagomilavanja je povecana usled
smanjene entropije razvijanja proteina i denaturacije [118]. Stoga, o¢ekivano je da su
stepen denaturacije proteina, agregacije i polimerizacije minimalni ¢ak i kada se
primene intenzivniji uslovi prerade. Medutim, u slu¢aju proteina slabe strukturne

stabilnosti, kao Sto su proteini odgovorni za nastanak neurodegenerativnih bolesti,
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makromolekulsko nagomilavanje, umesto stabilizacije nativne forme potpomaze
njihovu agregaciju u amiloidne fibrile, [119]. Zuo sa saradnicima [120] i Zang sa
saradnicima [121] su modifikovali proteine izolata soje i f-konglicinina sa dekstranom
u Majarovoj reakciji ubrzanoj zagrevanjem u rastvoru u uslovima makromolekulskog
nagomilavanja. Obe studije su pokazale da makromolekulsko nagomilavanje znacajno

skracuje vreme reakcije 1 spreCava denaturaciju 1 agregaciju proteina.
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3. Ciljevi

Glikovanje proteina u Majarovoj reakciji je spontan process koji se, u zavisnosti

od uslova sredine, odvija manjom ili ve¢om brzinom. U prehrambenoj industriji

glikovanje se ciljano primenjuje radi poboljsanja tehnolosko-funkcionalnih osobina

proteina i dobijanja unapredenih aditiva hrani. Takode, termicki obradena hrana, koja je

sve zastupljenija u novije vreme, sadrzi velike koli¢ine kasnih Majarovih proizvoda,

koji mogu imati brojne efekte na zdravlje ¢oveka. Imajuc¢i u vidu znacaj Majarove

reakcije za savremenog ¢oveka, postavljen je osnovni cilj, a to je da se ispitaju efekti

ultrazvucnog tretmana (jedne nove industrijske metode za preradu hrane) i

suSenja rasprSivanjem (jedne konvencionalne industrijske metode za preradu

hrane) na ubrzanje Majarove reakcije, kao i efekti visokog stepena glikovanja na

imunoloske osobine potentnog alergena hrane, p-laktoglobulina.

Na osnovu glavnog cilja, postavljeni su specifi¢ni podciljevi:

a)

b)

9)

glikovanje proteina surutke kravljeg mleka ultrazvuénim tretmanom i

uvodenjem makoromolekulskog nagomilavanja

odredivanje stepena realizacije Majarove reakcije surutke kravljeg mleka

dejstvom ultrazvuka u prisustvu nagomilavaju¢eg agensa

ispitivanje fizicko-hemijskih osobina nastalih proizvoda Majarove reakcije

surutke kravljeg mleka dejstvom ultrazvuka u prisustvu nagomilavajuceg agensa

odredivanje stepena realizacije Majarove reakcije kamiljeg mleka tokom

tretmana suSenja rasprSivanjem 1 liofilizacije

ispitivanje strukturnih osobina proteina kamiljeg mleka u prahu modifikovanih u

Majarovoj reakciji tokom tretmana susenja rasprsivanjem i liofilizacije

ispitivanje  funkcionalnih  osobina proteina kamiljeg mleka u prahu
modifikovanih u Majarovoj reakciji tokom tretmana susenja rasprSivanjem i
liofilizacije

dobijanje i1 Kkarakterizacija BLG-a modifikovanog u Majarovoj reakciji

zagrevanjem u rastvoru

20



h) ispitivanje intestinalnog transporta BLG-a, modifikovanog u Majarovoj reakciji

)

zagrevanjem u rastvoru, u in vitro model sistemu

ispitivanje preuzimanja i obrade BLG-a, modifikovanog u Majarovoj reakciji
zagrevanjem u rastvoru, od strane dendritskih ¢elija

ispitivanje  sposobnosti BLG-a, modifikovanog u Majarovoj reakciji
zagrevanjem u rastvoru, da izazove degranulaciju bazofila uz upotrebu

oligoklonskih humanizovanih IgE antitela
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4. Materijal | metode

4.1. Reagensi i rastvori

1-anilinonaftalen-8-sulfonat (ANS), 2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kiselina (ABTS), amilorid, arabinoza (Ara), B-merkaptoetanol, bicinhoninska
kiselina (BCA), dekstran-sulfat, dibutilhidroksitoluen (BHT) 2,4-dinitrofenilhidrazin
(DNPH), 5,5’-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina) (DTNB), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH), fenilarsin-oksid (PAO), fluorescein-izotiocijanat (FITC), FPS-ZM1, BSA,
jasplakinolid, kongo crveno, ksilenol narandzasto, latrunkulin B, natrijum-dodecilsulfat
(engl. sodium dodecyl sulfate - SDS), o-ftalaldehid (OPA), polietilenglikol molekulske
mase 6000 Da (PEG-6000), poliinozin, tiobarbiturna kiselina (TBA), tioflavin T,
trihlorsiréetna kicelina (TCA) su nabavljeni od proizvodaca Sigma—Aldrich
(Traufunken, Nemacka). U radu sa celijskim kulturama koris¢eni su Dullbeco
modifikovan Eagle-ov medijum (DMEM), fetalni govedi serum inaktiviran toplotom,
natrijum-piruvat, neesencijalne aminokiseline, penicillin, RPMI 1640 GlutaMAX
medijum, streptomicin svi nabavljeni od Gibco, Invitrogen (Karlsbad, Sjedinjene
Americke Drzave) i faktor stimulacije kolonija granulocita i makrofaga (engl.
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor — GM-CSF) (R&D, Okson,
Ujedinjeno Kraljevstvo). Ostale kori$¢ene hemikalije bile su analitickog stepena Cistoce.
U svim eksperimentima je koris¢ena ultracista voda dobijena iz Smart2Pure sistema

(Millipore, Francuska).

4.2. Modifikacija proteina kravlje surutke u Majarovoj reakciji tokom

ultrazvucnog tretmana u uslovima makromolekulskog nagomilavanja

4.2.1. Priprema surutke kravljeg mleka

Proteini surutke su izolovani iz sirovog, termicki netretiranog kravljeg mleka.
Kravlje mleko je odmasceno centrifugiranjem 10 min na 4000 g na +4 °C, a zatim su
kazeini potalozeni ukapavanjem 1 M HCI do pH=4,6 i odvojeni cetrifugiranjem (10 min
na 12000 g). Dobijena surutka je dodatno odmascéena ekstrakcijom sa tetrahloretilenom

(3 puta sa po 0,4 zapremine tetrahloretilena) i dijalizovana naspram 10 mM natrijum-
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fosfatnog pufera, pH=8,0. Surutka je na kraju koncentrovana ultrafiltracijom do

priblizne koncentracije proteina od 100 mg/ml.

Koncentracija proteina je odredena merenjem apsorbance na 280 nm, uz
primenu teorijski izraCunatog, prosecnog ekstinkcionog koeficijenta za proteine surutke,

£=1,274mlmg*cm™.
4.2.2. Ultrazvuéni tretman visokog intenziteta

Za ubrzanje Majarove reakcije ultrazvu¢nim tretmanom, pripremljen je rastvor
surutke (finalna koncentracija proteina 50 mg/ml) sa arabinozom (finalna koncentracija
arabinoze 150 mg/ml) (uzorak SWP/Ara), a za ubrzanje Majarove reakcije ultrazvuénim
tretmanom u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, pripremljen je rastvor
surutke (finalna koncentracija proteina 50 mg/ml) sa arabinozom (finalna koncentracija
arabinoze 150 mg/ml) i PEG-6000 (finalne koncentracije 120 mg/ml) (uzorak
SWP/Ara/PEG). Netretirana surutka (uzorak WP), netretirana surutka sa arabinozom
(uzorak WP/Ara) i ultrazvukom tretirana surutka (uzorak sWP) su sluzili kao kontrole.
Svi uzorci su pripremljeni u 10 mM natrijum-fosfatnom puferu pH=8 i nakon

rastvaranja pH vrednost je dodatno podeSena 1 M rastvorom NaOH.

Ultrazvuéni tretman frekvencije 20 kHz je izveden u trajanju od 60 minuta sa
ultrazvuénom sondom Branson Sonifier 150 (Branson Ultrasonic, Danberi, Sjedinjene
Americke Drzave). Tokom tretmana sonda je bila uronjena u tubu sa 2,5 ml uzorka, na
dubini od 2 cm, a tuba je bila u ledenom kupatilu ¢ija je temperatura drzana na 5 — 10
°C. Izlazna shaga sonde je bila 9,5 W (135 W/cm?).

Alikvot svakog uzorka je dijalizovan tokom 36 h naspram 10 mM natrijum-

fosfatnog pufera pH=6,5. Svi uzorci su ¢uvani na -20 °C do dalje analize.

4.2.3. Praéenje formiranja Majarovih proizvoda - spektrofotometrijska i

spektrofluorimetrijska merenja

Neposredno nakon ultrazvucnog tretmana merena je pH vrednost u
nerazblazenim uzorcima. Fluorescentni spektri proteina surutke su snimljeni na Horiba
Scientific Fluoromax-4 spektrofluorimetru (Horiba, Kyoto, Japan) u kvarcnoj Kkiveti sa

duzinom puta od 10 x 10 mm. Uzorci su razblazeni do koncentracije 0,5 mg/ml u 10
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mM natrijum-fosfatnom puferu i ekscitovani svetlos¢u talasne duzine od 350 nm, pri
C¢emu su emisioni spektri snimani u opsegu 360-600 nm. Apsorbanca na 294 nm
(pokazatelj formiranja intermedijerninh Majarovih proizvoda) je merena u 50 X
razblaZzenim uzorcima, a apsorbanca na 420 nm (pokazatelj formiranja kasnih proizvoda
Majarove reakcije) je merena u nerazblazenim uzorcima na NanoDrop 2000c
spektrofotometru (Thermo Scientific, Valtam, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) u Kiveti sa

duzinom puta 10 mm.
4.2.4. Odredivanje sadrzaja slobodnih amino grupa

Sadrzaj slobodnih amino grupa je odreden OPA metodom prema protokolu koji
su objavili Nielsen i saradnici [122] uz manje modifikacije. OPA reagens je pripremljen
na slede¢i nac¢in: 8 mg OPA je rastvoreno u 200 pl metanola i zatim je dodato 5 ml 0.1
M natrijum-tetraborata, 0,5 ml 20% SDS-a i 20 ul B-merkaptoetanola, i na kraju je
smesa dopunjena destilovanom vodom do 10 ml. Dijalizovani uzorci kravlje surutke (50
pl, 1,00 mg/ml) su inkubirani sa 200 pl OPA reagensa tokom 5 minuta i zatim je o¢itana
apsorbanca na 340 nm. Sadrzaj slobodnih amino grupa izrazen je procentualno u odnosu

na netretirane proteine surutke.

4.2.5. Odredivanje sulfhidrilnih grupa

Sadrzaj ukupnih slobodnih sulfhidrinih grupa je odreden derivatizacijom sa
Elmanovim reagensom prema protokolu koji su objavili Morgan i saradnici (1999)
[113]. Uzorci surutke su razblazeni do koncentracije 1,00 mg/ml u 10 mM natrijum-
fosfatnom puferu pH=7,0 sa 8 M ureom i u mikrotitar plocici je mesano 200 pl uzorka
sa 20 pl Elmanovog reagensa (2,5 mM DTNB u vodi). Nakon 15 minuta reakcije na
sobnoj temperaturi ocitana je apsorbancija na 412 nm. Rezultat je predstavljen kao

procenat slobodnih sulfhidrilnih grupa u odnosu na netretirane proteine surutke.

4.2.6. Elektroforetske analize
4.2.6.1. Natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Elektroforeza je radena na Hoefer SE600 elektroforetskoj jedinici (Amersham
Biosciences). Proteini kravlje surutke (po 20 pg svakog uzorka) su razdvojeni na 4%

koncentruju¢em i 14% razdvajaju¢em poliakrilamidnom gelu. Uzorci su pripremljeni u
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redukuju¢im (u prisustvu B-merkaptoetanola) i neredukuju¢im uslovima. Proteini su
elektroforetski razdvojeni pri konstantnom naponu od 80 V kroz koncentrujuéi gel i 220
V kroz razdvajajuci gel. Proteinske trake su bojene komasi brilijant plavim R-250 (engl.
Commassie Brilliant Blue - CBB) bojom.

4.2.6.2. Nativna elektroforeza

Nativna elektroforeza je uradena pod nedenaturiSu¢im uslovima na 4%
koncentrujuc¢em i 14% razdvajaju¢em poliakrilamidnom gelu. Koli¢ina proteina i uslovi

elektroforeze i bojenje gela su bili kao $to je opisano kod SDS-PAGE.

4.2.7. Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD)

CD spektri su snimani na JASCO J-815 spektropolarimetru (JASCO, Tokyo,
Japan) koji je prethodno Kkalibrisan rastvorom amonijum-D-10-kamforsulfonata
koncentracije 0,6 g/l, poznatog elipticiteta od +190,4 mdeg na 290,5 nm. Snimanja su
radena u dve spektralne oblasti, u dalekoj UV oblasti od 180-260 nm, u kvarcnoj kiveti
sa putem od 0,1 mm, i u bliskoj UV oblasti od 260-320 nm, u kvarcnoj kiveti sa
duzinom puta od 1 cm, u oba sluaja na konstantnoj temperaturi od 25 °C i u
dijalizovanim uzorcima proteina surutke koncentracije 3,00 mg/ml u 10 mM fosfatnom
puferu pH=6,5. Interval snimanja je bio 0,1 nm, pri brzini 50 nm/min, sa detiri
akumulacije. Referentni spektar pufera je oduzet od dobijenih spektara. Rezultati su
prikazani kao molarni elipticitet po aminokiselinskom ostatku. Molekulska masa
proteina surutke je izraunata kao proseéna molekulska masa glavnih proteina surutke

koji ulaze u njen sastav, uzimajuci u obzir njihovu zastupljenost:

MWoroteina surutke = MWeLa(0,536 X 0,941) + Mwaa(0,25 X 14,2) + Mwgsa(0,063 x 66,0)
Mw4(0,125 x 150) = 36,76 kDa.

Kao prose¢na molekulska masa aminokiselinskog ostatka uzeta je vrednost od
114 Da.

Spektri daleke UV oblasti su analizirani u CONTIN programu da bi se procenio
udeo  sekundarnih  struktura uz  primenu CDPro softverskog paketa
(http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html) i referentne proteinske baze
SP29 (29 solubilnih proteina).
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4.2.8. Odredivanje povrsinske hidrofobnosti

Povrsinska hidrofobnost odredivana je u fluorimetrijskom eseju, na osnovu
vezivanja hidrofobne probe, ANS, za protein. Dijalizovanim uzorcima surutke
koncentracije 0,4 mg/ml (10 uM) u 10 mM fosfatnom puferu pH=7,4 dodat je rastvor
ANS-a u zasi¢ujucoj koncentraciji (80 pM) 1 smesa je inkubirana 30 minuta u mraku.
Fluorescentni spektri su snimani u opsegu od 400 — 600 nm pri ekscitaciji na 350 nm.

Od dobijenih spektara je oduzet spektar ANS-a u istom puferu.
4.2.9. Vezivanje kongo crvenog i tioflavina T za proteine kravlje surutke

Stok rastvor kongo crvenog je pripremljen 100 x koncentrovan u 10 mM
fosfatnom puferu pH=7,4 koji sadrzi 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI i 10% etanol.
Dijalizovani proteini kravlje surutke razblazeni do koncetracije 0,6 mg/ml su inkubirani
30 minuta na sobnoj temperaturi sa reagensom kongo crvenog finalne koncentracije 10
MM i zatim su snimani apsorpcioni spektri u vidljivoj oblasti, od 400 — 700 nm.
Rezultati su prikazani kao spektri kongo crvenog u prisustvu proteina surutke ili kao
diferencijalni spektri koji su dobijeni oduzimanjem spektra netretiranog uzorka od

spektara sonifikovanih uzoraka.

Tioflavin T (20 uM) je inkubiran sa dijalizovanim proteinima kravlje surutke
(0,5 mg/ml) u 50 mM fosfathom puferu pH=7,4 tokom jednog minuta. Meren je
intenzitet fluorescencije na 485 nm pri ekscitaciji na 435 nm. Intenzitet fluorescencije

tioflavina T oduzet je od svih uzoraka.
4.2.10. Odredivanje proteinskih karbonila

Proteinski karbonili su odredeni u testu sa DNPH reagensom. Dijalizovani
proteini kravlje surutke (1,00 mg) su precipitirani sa 10% TCA i tretirani sa 1,5 ml
DNPH reagensa (10 mM DNPH u 2 M HCI) u toku 1 h uz mesanje. Sledila je
deproteinizacija sa 1,5 ml 20% TCA. Proteinski talog je ispran sa smeSom metanol/etil-
acetat (1:1), nakon Cega je rastvoren u 7 M urei uz tretman na ultrazvu¢nom kupatilu.
Merena je apsorbancija na 370 nm i koncetracija karbonila je izraCunata na osnovu

ekstinkcionog koeficijenta es70 = 22000 M™*cm™.
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4.2.11. Odredivanje proteinskih hidroperoksida i ukupnih hidroperoksida

Proteinski hidroperoksidi i ukupni hidroperoksidi su odredeni u testu oksidacija
gvozda-ksilenol narandzasto (engl. ferrous oxidation-xylenol orange — FOX). Za
odredivanje proteinskih hidroperoksida, 5 mg proteina dijalizovanih uzoraka kravlje
surutke je precipitirano pomo¢u 10% TCA i dobijeni talog je ispran acetonom pa
rastvoren u 8 M guanidin hidrohloridu. Proteinima kravlje surutke je zatim dodato 50 pl
FOX reagensa (2,5 mM ksilenol narandzasto, 2,5 mM amonium-gvozde(II) sulfati 1 M
sorbitol u 1,1 M HCIO,) i smesa je inkubirana 60 minuta na sobnoj temperaturi. Merena

je apsorbancija supernatanta nakon centrifugiranja (12000 x g, 20 min) na 560 nm.

Za odredivanje ukupnih peroksida 50 pul FOX reagensa je direktno dodato u 450
pl uzoraka kravlje surutke (5,5 mg/ml). Koncentracija peroksida je odredena na osnovu

kalibracione krive vodonik peroksida.
4.2.12. Temperaturna i pH stabilnost proteina kravlje surutke

Temperaturna stabilnost proteina surutke je ispitivana u dijalizovanim uzorcima
koncentracije proteina 1,00 mg/ml u 50 mM Tris puferu pH=7,0. Uzorci su inkubirani
na termoSejkeru u trajanju od 15 min na poviSenim temperaturama u opsegu od 60 - 100
°C. Nakon hladenja do sobne temperature, uzorci su centrifugirani tokom 15 min na
10000 g kako bi se potalozili i odvojili nerastvorni agregati. Koncentracija preostalih
rastvornih proteina na svakoj temperaturi je odredena merenjem apsorbancije na 280
nm, kao $to je prethodno opisano i poredena je sa koncentracijom odgovarajuceg

nezagrevanog uzorka.

pH stabilnost proteina kravlje surutke odredivana je razblazivanjem
dijalizovanih uzoraka do koncentracije proteina 1,00 mg/ml u 200 mM puferima pH
vrednosti 2,0, 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 8,0, 9,0 i 10,0. Nakon konstantnog meSanja na
sobnoj temperaturi u toku 30 minuta, uzorci su centrifugirani 15 minuta na 10000 g.
Rastvorljivost je odredena merenjem apsorbancije na 280 nm u supernatantu i izraZzena

relativno u odnosu na koncentraciju proteina na polaznoj pH vrednosti (pH=8,0).
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4.2.13. Antioksidativni testovi
4.2.13.1. Mo¢ uklanjanja DPPH radikala

Sposobnost uklanjanja DPPH radikala je odredivana kao Sto je opisao Jiang sa
saradnicima (2012) [123]. Na 200 ul uzoraka proteina surutke koncentracije 0,3 mg/ml
dodato je 200 ul DPPH reagensa (200 uM DPPH u etanolu) i inkubirano 20 min na
sobnoj temperaturi u mraku. Nakon centrifugiranja 10 min na 10000 g merena je
apsorbancija na 517 nm. U testu je kao standard koris¢en BHT koncentracije 50 pg/ml.

Mo¢ uklanjanja DPPH radikala je izraGunata prema sledecoj formuli:
[1 - (A517 uzorka / As17 kOﬂtrOlE)] x 100.

4.2.13.2. Ukupna redukujuc¢a mo¢

Ukupna redukuju¢a mo¢ je odredena prema protokolu koji je objavio Cavla sa
saradnicima [124], uz male izmene. Na 200 pl uzorka surutke koncentracije 2 mg/ml je
dodato 200 pl 0,2 M fosfatnog pufera pH=6,6 i 200 pl 1% kalijum-fericijanida. Smesa
je inkubirana 20 min na 50 °C. Proteini su potalozeni sa 200 ul 10% TCA. Nakon
centrifugiranja na 10000 g tokom 10 min, odvojeno je 700 ul supernatanta u koji je
dodato 150 pl 0,1% gvozde(I1l)-hlorida. Merena je apsorbancija na 700 nm, ¢iji porast

ukazuje na povecanu ukupnu redukuju¢u moc.

4.2.13.3. Test inhibicije lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija je pracena u testu sa TBA reagensom i homogenizatom
Zumanceta jajeta kao izvorom lipida [125]. Sveze Zumance (150 pl, 20% dH,0, v/v) je
pomesano sa FeSO, (60 pl, 10 mM) i surutkom (390 ul, 7,5 mg/ml). Smesa je
inkubirana na 37 °C tokom 1 h, a zatim je dodato 300 pl zasi¢cene TCA i 200 ul TBA
reagensa (14,4 mg/ml TBA u 100 mM NaOH). Reakciona sme$a je inkubirana 20
minuta na 80 °C, a zatim centrifugirana 10 minuta na 10000 g. Merena je apsorbancija

na 532 nm. Inhibicija lipidne peroksidacije je izracunata na osnovu slede¢e formule:

[(As3, kontrole —Ass, uzorka) / Ass, kontrole] x 100.
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4.2.14. Statisticka obrada podataka

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greska za tri
nezavisna eksperimenta ultrazvu¢nog tretmana alergena surutke od kojih je svaki uraden
najmanje u duplikatu. Za analizu statisticke znacajnosti razlika srednjih vrednosti je
koris¢ena jednosmerna analiza varijanse (engl. Analysis of Variance — ANOVA)
pracena sa Takijevim testom. Testovi su uradeni pomocu softverskog paketa Origin Pro
8.5.1. (OriginLab, Masacusets, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Vrednost parametara p

manja od 0,05 je smatrana statisticki znacajnom.

4.3. Modifikacije alergena kamiljeg mleka u Majarovoj reakciji tokom

tretmana suSenja rasprsivanjem

4.3.1. SuSenje rasprsivanjem kamiljeg mleka

Sirovo, termicki netretirano kamilje (Camelus dromedarius) mleko je
nabavljeno sa lokalne farme u Al-Ainu (Ujedinjeni Arapski Emirati) i transportovano je
I ¢uvano na +4 °C. Sveze mleko je koncentrovano na pilot modelu vakum uparivaca
(Model FT22, Armfield Ltd, UK) do koncentracije od 28%. Koncentrovano kamilje
mleko je suSeno na pilot modelu komore za susenje (Model FT80, Armfield Ltd, UK).
Maksimalna brzina isparavanja je bila 3 I/h. Ulazna temperatura vazduha u komori za
susenje je podesena na Sest nivoa 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, dok
su odgovarajuce izlazne temperature bile 71 °C, 74 °C, 78 °C, 84 °C, 88 °C i 92 °C,
redom. Za dobijanje liofilizovanog kamiljeg mleka, koncentrovano mleko je zamrznuto
na —15 °C tokom 24 h pre liofilizacije. U komori liofilizatora temperatura je odrzavana
na —80 °C, a pritisak na 0,05 mbar. Liofilizacija je trajala 4 nedelje. Svi dobijeni uzorci

mleka u prahu su ¢uvani u frizideru na + 4 °C do dalje analize.

4.3.2. Rekonstituisanje kamiljeg mleka u prahu

Kamilje mleko u prahu je rekonstituisano u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu
pH=6,8 pri koncentraciji 50 mg/ml uz blago mesanje na sobnoj temperaturi u toku 1 h.
Nerastvorna frakcija je uklonjena iz uzoraka centrifugiranjem na 10000 g tokom 10
min. Supernatanti su oznaceni kao rastvorna frakcija kamiljeg mleka u prahu i koris¢eni
su u daljim analizama. Rastvorne frakcije su odmascene ekstrakcijom tetrahloretilenom
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(2:1 viv). Alikvoti su dodatno dijalizovani naspram 20 mM natrijum-fosfatnog pufera
pH=6,8 u crevu za dijalizu sa veli¢inom pora do 3 kDa. Koncentracija proteina je
odredena upotrebom komercijalno dostupnog seta za test sa BCA reagensom (Pierce,
Amsterdam, Holandija), prema uputstvima proizvodaca za rad sa malim zapreminama u

mikrotitar ploCicama. Za konstruisanje standardne krive koris¢en je BSA.

Opciono, kako bi se elektroforetski okarakterisali ukupni proteini kamiljeg
mleka u prahu (zajedno sa frakcijom nerastvornom u fosfathom puferu na pH=6,8),
mleko u prahu je rastvoreno u denaturiSu¢em puferu (8 M urea, 2 M tiourea, 2% SDS,
20 mM natrijum-fosfatni pufer pH=6,8) pri koncentraciji 20 mg/ml. Nakon rastvaranja,
uzorci su razblazeni do 5 mg/ml u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH=6,8 i zatim

pripremljeni za elektroforetsko razdvajanje.

4.3.3. Elektroforetske analize

Ukupni proteini kamiljeg mleka u prahu rastvoreni u denaturiSsu¢em puferu su
razdvojeni na 14% SDS-PAGE gelu pod redukuju¢im uslovima uz konstantno hladenje
na Hoefer SE6000 elektroforetskom sistemu (Amersham Biosciences) na konstantnoj
voltazi od 200 mV. Nanoseno je 100 pg praha svakog uzorka po bunaru. Proteini
rastvorni u 20 mM fosfathom puferu pH=6,8 (20 pg proteina) su elektroforetski
razdvojeni u redukuju¢oj 1 neredukujucoj sredini pod istim uslovima. Nativna
elektroforeza je radena sa solubilnom frakcijom kamiljeg mleka u prahu pod nativnim
uslovima (odsustvo SDS-a i B-merkaptoetanola u gelu i puferima za elektroforezu). Svi

gelovi su bojeni CBB bojom.

4.3.4. Gel-filtraciona analiza solubilne frakcije kamiljeg mleka u prahu

Gel-filtraciona hromatografija je radena na sistemu za te¢nu hromatografiju
ultra-visokih performansi (engl. Ultra-High Performance Liquid Chromatography —
UHPLC) Nexera XR (Shimadzu, Kjoto, Japan) na koloni ACQUITY UPLC Protein
BEH SEC 125A (Waters, Milford, Sjedinjene Americke Drzave). Na kolonu je
nano$eno 3 Ml uzoraka rastvornih frakcija rastvornih u fosfathom puferu koncentracije
proteina 0,35 mg/ml. Elucija je pracena na talasnoj duzini od 220 nm. Za vodenje
hromatografija i analizu dobijenih podataka koriS¢en je LabSolutions CS program
(Shimadzu, Kjoto, Japan). Za kalibraciju kolone koris¢ena je BEH125 SEC standardna
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proteinska smesSa (Waters, Milford, Sjedinjene Americke Drzave), koja se sastoji od
slede¢ih proteina: BSA (66,4 kDa), ovalbumina (44,2 kDa), mioglobina (16,7 kDa) i
ribonukleaze A (13,7 kDa). Na osnovu retencionih vremena proteina poznatih
molekulskih masa konstruisana je kalibraciona kriva (Grafik 2.1) za odredivanje

molekulskih masa proteina kamiljeg mleka.
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Grafik 2.1. Kalibraciona kriva za odredivanje molekulske mase proteina na osnovu retencionih
vremena standarda.

4.3.5. Pracenje ranih, intermedijernih i kasnih faza Majarove reakcije

Fluorescentni spektri solubilnih proteina kamiljeg mleka u prahu (dijalizovani
uzorci koncentracije 0,5 mg/ml) su snimani na Horiba Scientific Fluoromax-4
spektrofluorimetru (Horiba, Kjoto, Japan) u kvarcnoj kiveti sa duzinom puta od 10 x 10
mm. Temperatura je odrZzavana na 25 °C upotrebom Peltijeovog elementa. Proizvodi
rane Majarove reakcije su ekscitovani svetlos¢u talasne duzine od 340 nm, a emisioni
spektri su snimani u opsegu od 350 — 600 nm sa slitom Sirine 5 nm. Apsorbancije
intermedijernin (Azges NM) i kasnih Majarovih proizvoda (Aszo nm) su merene na
NanoDrop 2000c spektrofotometru (Thermo Scientific, Sjedinjene Americke Drzave) u
uzorcima frakcija kamiljeg mleka u prahu rastvornih u fosfatnom puferu, koncentracije

proteina 3 mg/ml.
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Za procenu napredovanja Majarove reakcije u razli¢itim uzorcima odreden je
odnos ranih/intermedijarnih proizvoda na slede¢i nacin: relativna razlika ranih
proizvoda (intenzitet fluorescencije na 425 nm uzoraka susenih rasprSivanjem /
intenzitet fluorescencije na 425 nm liofilizovanog uzorka) / relativna razlika
apsorbancije na 294 nm (apsorbancija na 294 nm uzoraka suSenih rasprSivanjem /

apsorbancija na 294 nm liofilizovanog uzorka).

4.3.6. Odredivanje sadrzaja slobodnih amino grupa

Slobodne amino grupe su odredene kao S$to je prethodno opisano u poglavlju
4.2.4. Dijalizovane solubilne frakcije kamiljeg mleka u prahu (50 pl, koncentracije
proteina 0,5 mg/ml) su inkubirane sa 200 pl OPA reagensa i nakon 5 min je ocitana
apsorbancija na 340 nm. SadrZaj slobodnih amino grupa je izrazen procentualno u

odnosu na liofilizovani uzorak.
4.3.7. Spektroskopija cirkularnog dihroizma

Sekundarne strukture proteina solubilne frakcije su pracene snimanjem CD
spektara u dalekoj UV oblasti, u dijalizovanim uzorcima koncentracije proteina 1
mg/ml. Uslovi snimanja su bili kao §to je opisano u odeljku 4.2.7. Spektri su prikazani
kao zavisnost molarnog elipticiteta (mdeg) od talasne duzine. Zbog nepoznate srednje
molekulske mase smese proteina, a koja je neophodna za izraCunavanje sadrzaja
sekundarnih struktura programom CDPro, udeo sekundarnih struktura je procenjen na
osnovu matematickog modela koji je predstavio Rausens sa saradnicima [126]. Ovaj
model podrazumeva dva koraka. U prvom koraku se spektri normalizuju na osnovu
talasne duzine na 207 nm (elipticiteti na svim talasnim duzinama se pomnoze sa brojem
koji ¢e na talasnoj duzini 207 dati vrednost 1), za koju je pokazano da daje najmanju
standardnu devijaciju pri odredivanju sekundarnih struktura model proteina. U drugom
koraku se za svaku sekundarnu strukturu primenjuje kvadratni model na osnovu
intenziteta normalizovanog elipticiteta na jednoj ili dve talasne duzine kao Sto je dato u
tabeli 2.1.
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Tabela 2.1. Kvadratni modeli za predvidanje sadrZaja sekundarnih struktura.

Kvadratni model? SD
a-heliks 27.58 — 14.46*E 193 — 5.66*E1932 + 1.86*E>11 — 14.72*E2112 11.9
B-plocice 8.66 + 11.97*E 96 + 7.36*E1962 —0.80*E511 + 15.38*E2112 11.1
B-zavoji 12.49 + 0.28*Eg34 — 0.49*Ey34° 4.15
Neuredene 5

38.9 + 3.14*E 93 — 0.56*E 93 10.3
strukture

#Svi spektri su normalizovani na 207 nm pre primene kvadratnog modela. E predstavlja

elipticitet na datim talasnim duzinama.

4.3.8. Odredivanje povrsinske hidrofobnosti

Povrsinska hidrofobnost proteina solubilne frakcije kamiljeg mleka u prahu je
pracena na osnovu vezivanja fluorescentne probe, osetljive na polarnost sredine, na

nacin koji je opisan u odeljku 4.2.8.

4.3.9. Rastvorljivost proteina kamiljeg mleka u prahu

Za poredenje rastvorljivosti proteina kamiljeg mleka u prahu dobijenog
suSenjem rasprsivanjem na razli¢itim ulaznim temperaturama, merena je apsorbancija

na 280 nm u 5 puta razblazenim rastvornim frakcijama.

4.3.10. Antioksidativna mo¢ kamiljeg mleka u prahu
4.3.10.1 Ukupna redukujuéa mo¢

Ukupna redukuju¢a mo¢ kamiljeg mleka suSenog rasprSivanjem odredena je u
suspenziji celog mleka u prahu, ili u njegovoj frakciji rastvornoj u 20 mM fosfatnom
puferu pH=6,8, prema protokolu koji je objavio Cavla sa saradnicima [124], uz male
modifikacije, kao $to je prethodno opisano u odeljku 4.2.13.2. Suspenzija celog mleka u
prahu je bila pripremljena pri koncentraciji 5 mg/ml (oko 1,25 mg/ml proteina), a

rastvorna frakcija pri koncentraciji proteina 2 mg/ml.
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4.3.10.2. Sposobnost uklanjanja ABTS radikala

Katjon radikal ABTS™" je generisan u reakciji 14 mM ABTS-a sa 5 mM kalijum-
persulfatom u toku 24 h, na sobnoj temperaturi, u mraku. Radni reagens ABTS™
radikala je pripremljen razblazivanjem tako da apsorbancija na 670 nm bude priblizno
0.9. Uzorci rastvorne frakcije kamiljeg mleka (30 pl, koncentracije proteina 2 mg/ml) su
pomesani sa 120 pl ABTS™ reagensa u mikrotitar plo¢ici malih zapremina i ostavljeni
da reaguju tokom 6 minuta. Ocitana je apsorbancija uzoraka na ELISA citacu sa

filterom na 670 nm.

4.3.11. Statisticka obrada podataka

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (S.D.) i
analizirani u programu Origin Pro 8.5.1. (OriginLab, Masacusets, Sjedinjene Americke
Drzave). Za analizu statisticke znacajnosti razlika srednjih vrednosti je kori$¢ena
jednosmerna ANOVA sa Takijevim testom. Vrednost parametara p manja od 0,05 je

smatrana statisticki zna¢ajnom.

4.4. Modifikacije glavnog alegena kravljeg mleka, BLG-a, u Majarovoj

reakciji tokom tretmana zagrevanja u rastvoru (engl. wet-heating)
4.4.1. PreciScavanje i priprema kravljeg BLG-a

BLG je izolovan iz sveZeg, termiCki netretiranog kravljeg mleka prema
protokolu koji je objavila Stojadinovi¢ sa saradnicima (2012) [127]. Sirovo kravlje
mleko je centrifugirano na 4000 g tokom 30 min na +4 °C kako bi se dobilo obrano
mleko. Kazeini su potalozeni podesavanjem pH vrednosti na 4,6 pomoc¢u 1 M HCI i
odvojeni centrifugiranjem na 4000 g tokom 30 minuta. Dobijena surutka je odmasc¢ena
ekstrakcijom sa tetrahloretilenom (2:1 v/v) i dijalizovana naspram 20 mM Tris pufera
pH=7,5. Kolona za sobnu jonoizmenjivacku hromatografiju, dimenzija 2,5 cm x 20 cm,
je napakovana slabim anjonskim izmenjivacem, DEAE Sephadex A-50 (GE Healthcare,
Upsala, Svedska) i ekvilibrisana 20 mM Tris puferom pH=7,5. Proteini surutke su
nanoSeni pri protoku od 1 ml/min. Nevezani proteini surutke su isprani sa kolone
ekvilibracionim puferom. Vezani proteini su eluirani step-gradijentom NaCl-a u
ekvilibracionom puferu, u opsegu od 40 — 280 mM NaCl. U svakom koraku step-elucije
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je po 100 ml eluenta proslo kroz kolonu, a koncentracija soli je bila pove¢avana za po
40 mM. Sakupljane su frakcije od po 15 ml i analizirane elektroforetski na prisustvo
Cistog BLG-a. Frakcije sa prcis¢enim BLG-om su sakupljene, dijalizovane naspram 50
mM natrijum-fosfatnog pufera pH=8,0 i skoncentrovane ultrafiltracijom. Cistoéa BLG-a
je SDS-PAGE analizom procenjena na > 95%. Koncentracija proteina je odredena BCA

metodom, kao Sto je opisano u odeljku 4.3.2.

Preparat BLG-a je precCis¢en od endotoksina prekono¢nom inkubacijom sa
smolom visokog kapaciteta za uklanjanje endoksina (celulozna zrnca za koja je vezan ¢-
poli-L-lizin) na +4 °C uz blago mesanje (Thermo Scientific, Rokford, Sjedinjene
Americke Drzave). Preostala koli¢ina endotoksina je odredena na osnovu komercijalnog
hromogenog paketa za kvantifikaciju endotoksina (LAL Chromogenic Endotoxin
Quantitation Kit (Thermo Scientific, Rokford, Sjedinjene Americke Drzave)).
Koncentracija endotoksina u finalnom preparatu BLG-a je 0,4 EU/mg proteina (EU —

jedinica endotoksina, engl. endotoxin units).

4.4.2. Modifikacija kravljeg BLG-a u Majarovoj reakciji tretmanom zagrevanja u

rastvoru

BLG je glikovan u Majarovoj reakciji inkubacijom rastvora BLG-a
koncentracije 10 mg/ml u 50 mM fosfatnom puferu, pH=8,0 u prisustvu glukoze
koncentracije 180 mg/ml na +60 °C tokom 10 dana u zatvorenim mini tubama dodatno
zasti¢enim od isparavanja parafilmom. Termicki tretirani uzorak BLG-a, kao kontrola
termi¢kog tretmana, je pripremljen pod istim uslovima ali u odsustvu glukoze.
Netretirani, nativni BLG je takode sluzio kao kontrola 1 za vreme tretmana je ¢uvan na -
20 °C. Nakon tretmana svi uzorci su dijalizovani naspram 50 mM natrijum-fosfatnog

pufera pH=8,0.
4.4.3. Karakterizacija BLG-a glikovanog u Majarovoj reakciji

Stepen glikovanja BLG-a nakon tretmana zagrevanja u rastvoru u prisustvu
glukoze je odreden na osnovu smanjenja sadrzaja slobodnih amino grupa, kao §to je
opisano u odeljku 4.2.4. U reakciji sa OPA reagensom su ucestvovali dijalizovani uzorci
BLG-a koncentracije 1 mg/ml. Sadrzaj slobodnih amino grupa je izraZzen procentualno u

odnosu na nativni BLG.
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SDS-PAGE analiza je izvedena na 14% gelu u redukuju¢im i neredukuju¢im

uslovima, kao §to je opisano u odeljku 4.2.6.1. Nanoseno je po 5 ug proteina po bunaru.

Strukturne promene BLG-a su pracene snimanjem CD spektara u dalekoj UV
oblasti, kao §to je opisano u odeljku 4.2.7. ove disertacije. Uzorci nativnog, zagrevanog
i glikovanog BLG-a su pripremljeni za snimanje u 50 mM natrijum-fosfatnom puferu
pH=8,0 pri koncentraciji 0,85 mg/ml. Da bi se izraGunao procentualni udeo sekundarnih
struktura, dobijeni spektri su analizirani u CONTIN programu uz primenu CDPro
softverskog paketa (http://lamar.colostate.edu/~sreeram/CDPro/main.html) i referentne
proteinske baze SP29.

4.4.4. Transport alergena kroz Caco-2 ¢elijski monosloj

Kao model sistem enterocita je koriS¢ena Caco-2 celijska linija (¢elijska linija
humanog kancera kolona) kupljena od American Type Culture Collection (Rokuvil,
Sjedinjene Americke Drzave). Celije su gajene u kompletnom DMEM medijumu koji je
sadrzao 1% neesencijalnih aminokiselina, 20% fetalnog govedeg seruma inaktiviranog
toplotom i 1% smese penicilina i streptomicina (10000 jedinica i 10 mg/ml, redom) na
37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Celije su pasazirane jednom nedeljno, nakon $to
dostignu priblizno 80% konfluentnosti u T-75 flasku. Medijum je u Celijskoj kulturi

menjan tri puta nedeljno.

Za eksperiment transepitelijalnog transporta alergena kroz Caco-2 monosloj,
Caco-2 ¢elije su posejane na membranske polikarbonatne inserte veli¢ine pora 0.1 um u
plo¢icama sa 24 bunara (Transwell, Corning Costar, Kembridz, Masacusets, Sjedinjene
Americke Drzave). Celije su sejane pri gustini od 1,6x10* éelija po insertu. Koriséene su
¢elije od 17. do 25. pasaza. Tri puta nedeljno je menjan medijum u insertima.
Transepitelijalni elektri¢ni otpor (engl. transepithelial electrical resistance — TEER) je
meren uredajem Millicell-ERS VoltOhmmeter (Millipore, Amsterdam, Holandija). U
eksperimentu su koriS¢eni samo Celijski monoslojevi sa TEER > 500 Q. Uzorci
nativnog i glikovanog BLG-a su razblazeni u komplethnom DMEM medijumu do
koncentracije 1,5 mg/ml i po 100 ul pripremljenih uzoraka je naneto na apikalnu stranu
Caco-2 c¢elijskog monosloja, dok je na bazolateralnu stranu naneto po 600 pl

kompletnog DMEM medijuma. Alikvoti od 30 pl su uzimani iz bazolateralnog odeljka
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nakon 15, 30, 60, 120, 240 i 300 minuta, i bazolateralni odeljak je bio dopunjen sa po 30
pl medijuma svaki put. Nativni i glikovani BLG, transportovani na bazolateralnu stranu
su bili kvantifikovani komercijalno dostupnim paketom za ELISA-u za kvantifikaciju
BLG-a (Bethyl Laboratories, Inc., Montgomeri, Sjedinjene Americke Drzave) prema

uputstvima proizvodaca.

4.4.5. Dobijanje dendritskih ¢elija iz kostne srzi

U ovoj doktorskoj disertaciji su koriS¢ene zenke miSeva geneticki visoko
srodnog soja C3H/HeOulJ (Charles River, Francuska), starosti pet nedelja. MiSevi su
¢uvani u vivarijumu Univerziteta u Utrehtu, u Holandiji, pod specifi¢nim ulovima bez
prisustva patogena. Eksperimenti su odobreni od strane Komiteta za eksperimentalni rad

sa Zivotinjama Univerziteta u Utrethu (licenca broj 2013.111.01.004).

Za izolovanje dendritskih ¢elija iz kostne srzi dugih kostiju miSeva, pracen je
protokol koji je objavio Lutz sa saradnicima (1999) [128]. MisSevi su zrtvovani
cervikalnom dislokacijom, a zatim su izolovane kosti zadnjih nogu (femuri i tibije).
Kosti su stavljene u sterilan, hladan fizioloski rastvor puferisan fosfatom (engl.
phosphate buffer saline — PBS), o¢is¢ene od miSi¢nog tkiva, i preseéene sa krajeva.
Kostna srz je istisnuta u Petri $olju ispiranjem PBS-om kroz centrani kanal kosti uz
koriS¢enje Sprica sa tankom iglom (25G). Kost je ispirana dok se ne izgubi crvena boja,
a zatim je kostna srZz resuspendovana u Petri Solji upotrebom Sprica bez igle i
profiltrirana kroz filter sa veli¢inom pora 40 um. Celije kostne srzi su preba¢ene u tubu i
centrifugirane na 400 g tokom 6 minuta. Supernatant je odbacen a eritrociti su lizirani
dodatkom 1 ml hladnog puferu za liziranje (154 mM NH4CI, 10 mM KHCOg, 100 pM
EDTA). Liziranje je zaustavljeno dodatkom 10 ml RPMI 1640 glutaMAX medijuma i
suspenzija je ponovo centrifugirana (400 g, 6 min). Celije su resuspendovane i brojane u
Birker-Tirkovoj komori obojene tripan plavim, a zatim su razblazene u kompletnom
medijumu za dendritske celije (RPMI 1640 glutaMAX medijum, sa 10% fetalnog
govedeg seruma seruma inaktiviranog toplotom, 1 mM natrijum-piruvatom, penicilinom
(200 U/ml), streptomicinom (100 pg/ml), 1% neesencijalnim aminokiselinama i 0,1 mM
B-merkaptoetanolom) do koncentracije 3x10° éelija/ml. Po 10 ml suspenzije je razliveno
u Petri Solje. Na kraju je dodat GM-CSF u finalnoj koncentraciji 10 ng/ml. Celije su

inkubirane na 37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Medijum je osvezen treCeg dana
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dodatkom 10 ml kompletnog medijuma sa 20 ng/ml GM-CSF-a. Dendritske celije
dobijene iz kostne srzi miSa su spremne za eksperimente nakon Sest dana kultivacije.
Sestog dana su pokupljene éelije u suspenziji i éelije koje slabo adheriraju (blagim

lupanjem $akom o Petri Solju).
4.4.6. Preuzimanje alergena od strane dendritskih ¢elija

Nativni i glikovani BLG su obelezeni fluorescentnom bojom, FITC-om prema
uputstvima proizvodaca. FITC-nativni BLG i FITC-glikovani BLG su odvojeni od
nevezane FITC boje rasoljavanjem kroz PD-10 kolonu (GE Healthcare, Upsala,
Svedska). Efikasnost obeleZavanja nativnog i glikovanog BLG je odredena merenjem
apsorbancija na 480 nm i 280 nm. Odnos Asgo/Azg0 za ova dva preparata bio je bez
statisticki znacajnih razlika. Koncentracija proteina u uzorku je odredena BCA
metodom (kao S$to je opisano u odeljku 4.3.2.) i uzorci su do upotrebe ¢uvani na -20 °C,

zaSticeni od svetlosti.

FITC-nativni i FITC-glikovani BLG koncentracije 10 pg/ml su inkubirani sa
dendritskim ¢elijama koncentracije 1x10° éelija/ml u kompletnom RPMI medijumu u
toku 0, 5, 10, 20, 30, 45, 60, 90 i 120 minuta na 37 °C u vodenom kupatilu. Nakon
naznacenih vremena uzimani su alikvoti od 100 pl i dodavani u mini tube koje su
sadrzale 500 ul hladnog PBS-a kako bi se zaustavio proces internalizacije alergena od
strane dendritskih éelija. Celije su isprane PBS-om i na kraju prebacene u mikrotitar
plo¢icu u finalnoj zapremini od 200 pl. Internalizacija je pracena proto¢nom
citometrijom na uredaju BD Accuri C6 Cytometer (BD Biosciences, San Hoze,
Sjedinjene Americke Drzave). Pracen je intenzitet fluorescencije u populaciji
dendritskih celija i rezultati su prikazani kao srednji intenzitet fluorescencije (engl.
mean fluorescence intensity — MFI) ili kao procenat FITC-pozitivnih dendritskih ¢elija.

Za obradu podataka koriS¢en je BD Accuri C6 softverski program.

4.4.7. Inhibicija endocitoze

U cilju ispitivanja mehanizma kojim su BLG alergeni preuzeti od strane
dendritskih ¢elija, dendritske celije su tretirane inhibitorima razli¢itih puteva
endocitoze. Kao inhibitori su koris¢eni latrunkulin B (10 pg/ml) ili jasplakinolid (1
MM), za inhibiciju fagocitoze, amilorid (2 mM), za inhibiciju makropinocitoze, i PAO
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(2 uM), za inhibiciju receptorom-posredovane endocitoze. Za inhibiciju specifi¢nih
receptora, dendritske celije su bile tretirane dekstran-sulfatom (100 pg/ml) ili
poliinozinom (200 pg/ml) za inhibiciju SR, i FPS-ZM 1 (0.3 puM), za inhibiciju RAGE
receptora. Nakon inkubacije dendritskih ¢elija sa navedenim inhibitorima tokom 30
minuta na 37 °C, ¢elije su stimulisane sa 10 pg/ml FITC-nativnog ili FITC-glikovanog
BLG-a. Intenzitet FITC fluorescencije je sniman u dendritskim ¢elijama nakon 30

minuta internalizacije, na nacin koji je opisan u odeljku 4.4.6.

4.4.8. Konfokalna mikroskopija

Dendritske ¢éelije (1x10° éelija) u odsustvu ili prisustvu gore navedenih
inhibitora, pod istovetnim uslovima, nakon 30 minuta inkubacije sa FITC-obeleZenim
uzorcima BLG-a su isprane u PBS-u i citospinom (Shandon Cytospin 2 centrifuga,
Thermo Fisher Scientific Inc, Valtham, Sjedinjene Americke Drzave) transferovane na
predmetna mikroskopska stakla. Celije su snimane na Leica TCS SPE-2 konfokalnom
mikroskopu (Leica Microsystems GmbH, Manhaim, Nemacka) i analizirane u Leica
Application Suite-Advanced Fluorescence programu (LAS AF, Leica Microsystems
GmbH, Manhaim, Nemacka).

4.4.9. Pracenje endolizozomalne degradacije

U cilju praéenja alergena tokom endolizozomalne degradacije, nativni i
glikovani BLG su kovalentno vezani za polistirenska zrnca (Polysciences, Inc.,
Varington, Sjedinjene Americke Drzave), prema uputstvima proizvodaca. Priblizno
1.7x108 polistirenskih zrnaca je aktivirano sa 8% (v/v) glutaraldehidom u PBS-u, tokom
4 sata uz konstantno meSanje na sobnoj temperaturi, a zatim je glutaraldehid ispran
PBS-om. Na aktivirana zrnca su dodati nativni ili glikovani BLG (0,5 mg/ml, 0,5 ml) i
smeSe su ostavljene preko noc¢i na +4 °C uz konstantno mesanje. Neizreagovala mesta
su blokirana inkubacijom sa 0,5 M glicinom tokom 30 minuta na sobnoj temperaturi,

nakon ¢ega su zrnca bila spremna za ispitivanje endolizozomalne degradacije.

Endolizozomalna degradacija je pracena na osnovu protokola koji je publikovao
Hofman sa saradnicima [129], uz male modifikacije. Ukupno 12,5x10° dendritskih
¢elija, izolovanih iz naivnog C3H/HeOulJ misa, kao $to je opisano u poglavlju 4.4.5, je
inkubirano sa 50x10° zrnaca prekrivenih nativnim ili glikovanim BLG-om na 37 °C

39



kako bi se omogucila fagocitoza. Fagocitoza je zaustavljena nakon 15 minuta dodatkom
PBS ¢ija je temperatura iznosila +4 °C. Neinternalizovana zrnca su tri puta isprana
flotacijom pomocu fetalnog govedeg seruma na +4 °C. Dendritske Ccelije su
resuspendovane u 2,5 ml kompletnog RPMI medijuma i inkubirane na 37 °C kako bi
otpocelo sazrevanje fagozoma. Uzimani su alikvoti od 480 ul nakon 0, 30, 120, 240 i
720 minuta, u kojima je zaustavljano sazrevanje fagozoma dodatkom 1 ml hladnog
PBS-a. Alikvoti su zatim centrifugirani na 400 g tokom 5 minuta na +4 °C. Potalozene
dendritske celije su lizirane u puferu za liziranje (50 mM tris, 150 mM NacCl, 0,5%
Triton X, 1 mM DTT, 10 pg/ml Dnaza |, pH=7,4, uz dodatak kompletnog koktela
inhibitora proteaza (Roche, Ujedinjeno Kraljevstvo)), preko no¢i na +4 °C.
Nedegradovani nativni ili glikovani BLG na povrsini polistirenskih zrnaca su obelezeni
zecijim poliklonskim anti-BLG antitelom 1:1000 (Fitzgerald, 70R-LR011) i zatim anti-
zeCijim Alexa-488 antitelom (Invitrogen A11034). Intenzitet Alexa-488 signala,
direktno proporcionalan koli¢ini nerazgradenog BLG-a, je odredivan proto¢nom

citometrijom.
4.4.10. MeSovita kultura dendritskih éelija i BLG-specifi¢nih CD4" T-¢elija

Eksperiment mesovite Kulture dendritskih i CD4" T-éelija je uraden prema ranije
objavljenom protokolu [130]. Shema imunizacije i postavljanja meSovite kulture su
prikazane na shemi 3.1. Za dobijanje BLG-specifi¢cnih CD4" T-¢elija koriéeni su
miSevi C3H/HeOulJ soja, imunizovani nativnim BLG-om. Tri miSa su nultog i sedmog
dana intraperitonealno (i.p.) injektovana sa 200 pl smeSe koja je sadrzala 100 pg
nativnog BLG-a i 1 mg aluminijum-hidroksida (Imject Alum, Pierce, Holandija).
Cetrnaestog dana su misevi Zrtvovani i izolovane su slezine. Slezine su
homogenizovane u hladnom RPMI medijumu i profiltrirane kroz filter sa porama
veli¢ine 70 um. Suspenzija je zatim centrifugirana na 400 g tokom 6 minuta na +4 °C.
Supernatant je odbacen, a Celije (talog) su preciS¢ene od eritrocita na naéin koji je
opisan u odeljku 4.4.5.). Od dobijenih ¢elija slezine, CD4" T-¢elije su izolovane na
osnovu komercijalno dostupnog seta Dynal Mouse CD4 Negative Isolation Kit (Life
Technologies, Karlsbad, Sjedinjene Americke Drzave), prema uputstvim proizvodaca.

Ovaj set se zasniva na osnovu negativne izolacije, $to znaci da antitelima, koja su
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vezana za magnetne kuglice, bivaju prepoznate sve ¢elije misje slezine osim CD4" T-

¢elija, i samo ove Celije bivaju nevezane za magnetne kuglice.
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Shema 3.1. Postavka eksperimenta meSovite kulture dendritskih ¢elija sa CD4" T ¢elijama.
Legenda: Alum - aluminijum-hidroksid (Imject Alum, Pierce); I.P. — intraperitonealno.

Sedmog dana su izolovane celije kostne srZi iz neimunizovanog, naivnog
C3H/HeOuJ misa (kako je opisano u odeljku 4.4.5.), koje su do 14. dana bile
izdiferencirane u dendritske c¢elije. Cetrnaestog dana dendritske éelije su bile
stimulisane sa 50 pg/ml nativnog ili glikovanog BLG-a tokom 2 sata, nakon cCega su
isprane od neinternalizovanih alergena i bile spremne za meSovitu kulturu. MeSovita
kultura je postavljena u plocici sa 48 bunara i sastojala se od 125 pl dendritskih ¢éelija
(8x10° ¢elija/ml) i 125 pl CD4" T-éelija (8x10° ¢elija/ml). Nakon 72 sata inkubacije na
37 °C u vlaznoj atmosferi sa 5% COg, sakupljeni su supernatanti u kojima je odreden
nivo citokina (IFN-y, IL-5, IL-10 i IL-13) na osnovu komercijalno dostupnih setova koji

se zasnivaju na metodi ELISA (e-Bioscience, Austrija).
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4.4.11. Umrezavanje FceRI receptora nativnim i glikovanim BLG-om u prisustvu
himernih anti-BLG IgE antitela

Humanizovana ¢elijska linija leukemije bazofila pacova RS-ATL8 je dobijena
ljubaznoscu profesora Nakamure sa Nacionalnog instituta za nauke o zdravlju iz Tokija,
iz Japana. Ova celijska linija je uspostavljena uvodenjem gena za luciferazu u RBL-
SX38 ¢celije (¢elije leukemije bazofila pacova koje eksprimiraju a, B, y lanac humanog
FceRI receptora), koji se eksprimira kada se pokrene signalni put nuklearnog faktora
aktiviranih T-¢elija (NFAT) [131]. RS-ATLS linija je u ovoj disertaciji upotrebljena za
poredenje sposobnosti nativnog i glikovanog BLG-a da umreze FceRI receptore na
osnovu merenja ekspresije luciferaze. Eksperiment je izveden kao Sto je prethodno
opisano [132], uz male modifikacije. RS-ATLS ¢elije su posejane (5x10* éelija u 50 pl
po bunaru) u plo€icu sa 96 bunara sa ravnim dnom 1 senzitisane preko noc¢i sa smeSom
Sest himernih anti-BLG IgE monoklonskih antitela (1 pg/ml svakog humanizovanog IgE
antitela) [133]. Celije su isprane sa sterilnim PBS-om i zatim stimulisane u toku 1 sata
na 37 °C u atmosferi sa 5% CO, sa 50 pl/bunaru nativnog ili glikovanog BLG-a
razblazenog u MEM medijumu sa 10% fetalnog govedeg seruma u cetiri razlicite
koncentracije (1, 10, 100 and 1000 ng/ml) ili sa 1 pg/ml kozjeg anti-humanog IgE
antitela (DakoCytomation, Glostrup, Danska). Nakon stimulacije, ¢elijama je dodato 50
pl rastvora supstrata za luciferazu, koji sadrzi i reagens za liziranje Celija (ONE-Glo,
promega Corp., Tokio, Japan). Zatim je u bunarima merena hemiluminiscencija na
EnVision ¢itaéu (PerkinElmer, Inc, Masacusets, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Nivoi
ekspresije luciferaze su predstavljeni kao poveéanje u intenzitetu svetlosti u poredenju

sa nivoom pozadinske ekspresije.

4.4.12. Statisticka obrada podataka

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna devijacija (S.D.) ili
standardna greska srednje vrednosti (S.E.M.) 1 analizirani u GraphPad Prism programu
(La Jolla, San Diego, Sjedinjene Americke Drzave). Za analizu statisticke znacajnosti
razlika srednjih vrednosti je koris¢en Studentov t-test. VVrednost parametara p manja od

0,05 je smatrana statisticki zna¢ajnom.
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5. Rezultati 1 diskusija

5.1. Modifikacije proteina kravljeg mleka u Majarovoj reakciji tokom
tretmana ultrazvukom u uslovima makromolekulskog nagomilavanja:

karakterizacija i funkcionalne osobine

Kravlja surutka se dobija iz kravljeg mleka kao sporedni proizvod u proizvdnji
sira. Nalazi $iroku primenu u prehrambenoj industriji gde se koristi kao aditiv u brojnim
prehrambenim proizvodima. Proteini surutke su jako cenjeni, kako zbog visoke
nutritivne vrednosti, tako i zbog odli¢nih tehnolosko-funkcionalnih osobina. U ovom
delu doktorske distertacije, proteini surutke su u cilju dodatnog poboljsanja tehnolosko-
funkcionalnih osobina modifikovani u Majarovoj reakciji ubrzanoj ultrazvuénim
tretmanom visokog intenziteta (sonifikacijom), kao novom tehnologijom za
procesovanje hrane. Sonifikacija omogucava realizaciju Majarove reakcije u vodenoj
sredini, u kratkom vremenskom periodu i na niskim temperaturama ¢ime se reakcija
limitira uglavnom na pocetne faze. Takode, sonifikacija je izvedena i u uslovima
makromolekulskog nagomilavanja, koje dodatno ubrzava Majarovu reakciju i doprinosi
oCuvanju strukture i stabilnosti proteina. Modifikovani proteini surutke su detaljno
okarakterisani. Ispitane su njihove fizicko-hemijske osobine, strukturne i oksidativne

promene, stabilnost u ekstremnim uslovima i antioksidativna mo¢.

5.1.1. Praéenje formiranja Majarovih proizvoda tokom ultrazvu¢nog tretmana

Rane faze Majarove reakcije se karakterisu formiranjem fluorofora sa emisionim
maksimumom na priblizno 425 nm kada se ekscituju na 350 nm [26]. Sonifikacija
proteina kravlje surutke u prisustvu Seéera, u SWP/Ara uzorku, znacajno je povecala
intenzitet fluorescencije, ukazujué¢i na formiranje ranih Majarovih proizvoda (Grafik
1.1.A). Uslovi makromolekulskog nagomilavanja, u sSWP/Ara/PEG uzorku doveli su do
daljeg povecanja fluorescencije (Grafik 1.1.A). Nesonifikovani uzorak sa arabinozom,
WP/Ara, i sonifikovan uzorak u odsustvu Secera, sSWP, nisu pokazali znacajan porast u

intenzitetu fluorescencije u poredenju sa nativnom surutkom, WP (Grafik 1.1.A).
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Grafik 1.1. Efekti ultrazvuénog tretmana visokog intenziteta na A) fluorescenciju, B) apsorbanciju
na 294 nm i 420 nm, C) promene u pH vrednosti i D) preostali sadrZaj slobodnih amino grupa
proteina surutke sa ili bez prisustva arabinoze i nagomilavajuéeg agensa (PEG-6000). Legenda: WP
— proteini surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini
surutke, sWP/Ara — sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG -
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Za analizu statisticke znacajnosti
koriSéena je jednosmerna ANOVA pracena Takijevim testom. a, b, ¢ i d predstavljaju statisticki
znacajnu razliku sa parametrom p < 0.05.

Kasnije faze Majarove reakcije se karakteriSu formiranjem UV-apsorbujucih
intermedijernih produkata i nastankom kasnih tamnih (braon) pigmenata [26]. Statisti¢ki
znacajno povecanje (p < 0.05) UV apsorbancije na 294 nm pokazalo je formiranje
intermedijernih proizvoda Majarove reakcije u sWP/Ara i sWP/Ara/PEG uzorcima
(Grafik 1.1.B). Takode, doslo je do statisticki znacajnog povecanja (p < 0.05)
apsorbancije na 420 nm koja svedoc¢i o formiranju tamnih, braon pigmenta u sWP/Ara
uzorku u poredenju sa netretiranim WP/Ara uzorkom. Prisustvo nagomilavajuceg
agensa dramati¢no povecava tamnjenje SWP/Ara/PEG uzorka, usled intenzivnijeg

formiranja hromofora (Grafik 1.1.B). lako su se braon pigmenti (Asy) formirali
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paralelno sa intermedijernim proizvodima (Agzs), U uslovima makromolekulskog
nagomilavanja je odnos Agg/Asp nizi (Tabela 1.1), $to ukazuje da uslovi
makromolekulskog nagomilavanja ubrzavaju napredovanje Majarove reakcije prema
kasnijim fazama. Formiranje UV apsorbujucih jedinjenja i braon pigmenata tokom
ultrazvucénog tretmana u sistemima Secer/BLG ili Secer/aminokiselina u rastvoru je

takode nedavno opisano [9, 107, 134].

Promene u pH vrednosti se mogu Koristi kao indikacija stepena realizacije
Majarove reakcije, jer se u toku reakcije formiraju organske kiseline, §to rezultira
padom pH vrednosti sistema [135]. Prisustvo nagomilavajuéeg agensa je uzrokovalo
statisticki znacajnije smanjenje pH vrednosti (p < 0.05) u poredenju sa sistemom bez

PEG-6000 (Grafik 1.1.C), zbog intenzivnije realizacije Majarove reakcije.

Majarova reakcija je takode pracena odredivanjem sadrzaja slobodnih amino
grupa nakon sonifikacije (Grafik 1.1.D). Sonifikacija u prisustvu arabinoze je dovela do
znacajnog (p < 0.05) smanjenja u sadrzaju slobodnih amino grupa proteina surutke, dok
je u uslovima makromolekulskog nagomilavanja ovo smanjenje bilo jo$ izrazenije (p <
0.05), ukazujuéi na povecan stepen realizacije Majarove reakcije. Svi ovi rezultati
pokazuju da makromolekulsko nagomilavanje, tj. prisustvo PEG-6000, dovodi do

ubrzanja Majarove reakcije indukovane sonifikacijom.

Tabela 1.1. Odnos intermedijernih i kasnih proizvoda Majarove reakcije izrazen kao odnos
apsorbancija na 294 i 420 nm. Legenda: WP — proteini surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi
sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara — sonifikovani proteini surutke u
prisustvu arabinoze, sSWP/Ara/PEG - sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-
6000.

WA WA/Ara SWA sWA/Ara SWA/Ara/PEG

Azgal Ao 1.067 1.256 1.202 0.985 0.539

Tokom tamnjenja uzrokovanog Majarovom reakcijom paralelno moze doé¢i i do
karamelizacije, naroCito u prisustvu visokih koncentracija Secera. Reakcije
karamelizacije doprinose ukupnom neenzimskom tamnjenju, naroc¢ito u alkalnim pH
opsezima, i pri visokim temperaturama i pritiscima, daju¢i obojene polimere [136].
Kada je arabinoza sa ili bez PEG-a sonifikovana pod istim ulsovima kao i smesa

proteina surutke i arabinoze, doSlo je do neenzimskog tamnjenja reakcijama
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karamelizacije (Grafik 1.2). Medutim, u uzorcima sa ili bez nagomilavajueg agensa,
ukupan doprinos karamelizacije apsorbanciji na 294 nm bio je manji od 1%, a
apsorbanciji na 420 nm manji od 5%. Ultrazvuéni tretman je rezultovao u karamelizaciji

niskog stepena, verovatno zbog brzog zagrevanja i hladenja sistema.
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Grafik 1.2. Efekti ultrazvuénog tretmana visokog intenziteta na apsorbanciju na 294 i 420 nm
rastvora arabinoze u prisustvu ili odsustvu PEG-6000. Ara — arabinoza, sAra — sonifikovana
arabinoza, sAra/PEG - sonofikovana arabinoza u prisustvu PEG-6000. Statisticka znacajnost
razlika srednjih vrednosti je poredena jednosmernom ANOVA-om pra¢enom Takijevim testom. a,

b i ¢ oznacavaju statisticki znacajne razlike (p < 0.05).

Za razliku od klasi¢nog zagrevanja, u sonifikovanim sistemima nastaju lokalna
mesta sa visokim temperaturama i visokim pritiscima (oko 5000 K i 1000 atm unutar
vazdu$nih mehurova) [95], koja dovode do povecane reaktivnosti hemijskih vrsta na
dodirnoj povrsini gas-te¢nost i u blizini kolabiraju¢ih vazdusnih mehurova. Uslovi
makromolekulskog nagomilavanja dodatno povecavanju brzine reakcija, povecanjem
hemijskog potencijala, odnosno efektivne koncentracije molekula proteina, zbog efekta
ekskluzije zapremine. lako uslovi ekskludovane zapremine smanjuju koeficijent difuzije
reaktanata, vodeni mlazovi velikih brzina (400 km/h), uzrokovanih sonifikacijom,
stvaraju visoko turbulentan protok i jake sile smicanja, koje znadajno povecavaju
transfer mase i ucestalost efikasnih sudara, ¢ak i u uslovima makromolekulskog

nagomilavanja.
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5.1.2. Karakterizacija glikokonjugata proteina kravlje surutke elektroforetskim

analizama

Rezultati SDS-PAGE analize pod redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima su
prikazani na Slikama 1.1.A i 1.1.B. Proteinske trake koje odgovaraju ALA, i posebno
BLG-u, nakon sonifikacije u prisustvu arabinoze pokazuju razmaz prema veéim
molekulskim masama, do kojeg dolazi zbog vezivanja razli¢itog broja molekula Secera
za proteine surutke. U uslovima makromolekulskog nagomilavanja razmaz je izrazeniji,
ukazujuci na efikasnije glikovanje. SDS-PAGE pod redukuju¢im uslovima (Slika 1.1.A)
pokazuje formiranje dimera BLG-a, ukaziju¢i na to da su povezani nedisulfidnim
kovalentnim vezama, a koji nastaju kao posledica Majarove reakcije. Udeo dimera
BLG-a je poveéan u prisustvu PEG-a, usled intenzivnije reakcije neenzimskog
glikovanja. SDS-PAGE pod neredukuju¢im uslovima (Slika 1.1.B) pokazuje da
ultrazvu¢ni tretman proteina surutke ili smese proteina surutke sa arabinozom i PEG-
6000 dovodi do formiranja proteinskih polimera visokih molekulskih masa, koji se
uocavaju na gelu za koncentrovanje i blizu granice sa razdvajaju¢im gelom. Medutim,
ovi polimeri nisu prisutni pod redukujuc¢im uslovima (Slika 1.1.A), §to jasno pokazuje
da su proteinske vrste visokih molekulskih masa formirane disulfidnim vezama. Ovi
rezultati ukazuju da sonifikacija samih proteina surutke dovodi do formiranja
disulfidnih polimera, a da prisustvo arabinoze smanjuje ovaj efekat, verovatno zbog
stabilizujuceg efekta saharida. Medutim, sa napredovanjem Majarove reakcije u
uslovima makromolekulskog nagomilavanja, ovaj stabilizuju¢i efekat saharida je
delimi¢no prevaziden i disulfidni polimeri se formiraju kao posledica intenzivne

Majarove reakcije.

U nativnoj elektroforezi se jo$ jasnije uocava da su tri glavna proteina surutke,
ALA, BLG i BSA, glikovana sonifikacijom u prisustvu arabinoze i da je glikovanje
intenzivnije u uslovima makromolekulskog nagomilavanja. Glikovanje je najizrazenije
u slucaju BLG-a, i to njegove obe izoforme, A i B. Duzi predjeni put glikovanih
proteina u nativnoj elektroforezi, uprkos pove¢anju masa, ukazuje na smanjenje njihove

pl vrednosti usled modifikacije baznih aminokiselinskih ostataka u Majarovoj reakciji.
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Slika 1.1. Procena molekulskih masa proteina surutke tretiranih ultrazvukom visokog intenziteta,
sa ili bez arabinoze i sa ili bez PEG-6000. SDS-PAGE pod A) redukuju¢im uslovima, B)
neredukujuéim uslovima, i C) nativna elektroforeza. Legenda: ALA - a-laktalbumin; BLG - B-
laktoglobulin; BSA — govedi serum albumin; 1gG L - laki lanac imunoglobulina; 1gG H — teSki
lanac imunoglobulina; LF — laktoferin; LP — laktoperoksidaza, WP — proteini surutke, WP/Ara —
proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP - sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara —
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, SWP/Ara/PEG - sonifikovani proteini surutke
u prisustvu arabinoze i PEG-6000; MM - proteinski markeri molekulske mase.
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5.1.3. Promene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi proteina kravlje surutke

CD spektri u dalekoj UV oblasti sonifikovanih i glikovanih uzoraka, se neznatno
razlikuju od spektra netretiranih proteina kravlje surutke (Grafik 1.3.A). Razlike u
procentima sekundarnih struktura nisu statisticki znacajne (Tabela 1.2), izuzev blago
povecéanih neuredenih struktura u SWP uzorku i blago pove¢anom sadrzaju a-heliksa u
SWP/Ara uzorku. Ovi rezultati pokazuju da sonifikacija, kao i glikovanje arabinozom ne
narusavaju sekundarne strukture proteina surutke pod primenjenim uslovima, ¢ak ni u
slu¢aju intenzivnog glikovanja u prisustvu nagomilavajueg agensa. Ovo je u
saglasnosti sa prethodnom studijom koja je pokazala da ultrazvukom indukovano

glikovanje BLG-a rezultuje u neznatnim promenama u sekundarnim strukturama [9].
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Grafik 1.3. CD spektri proteina kravlje surutke sonifikovanih u prisustvu ili odsustvu arabinoze i
PEG-6000. CD spektri su snimljeni u dalekoj UV oblasti (A) i u bliskoj UV oblasti (B). WP —
proteini surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini
surutke, sWP/Ara - sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG -
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000.

CD spektri u bliskoj UV oblasti netretiranih proteina surutke sa ili bez
arabinoze, pokazuju pik na 295 nm, karakteristican za BLG (Grafik 1.3.B). Nakon
sonifikacije ovaj pik se smanjuje, ukazuju¢i da je tercijarna struktura delimic¢no
naruSena tretmanom. Prisustvo arabinoze tokom tretmana ostvarilo je stabilizujuci
efekat na tercijarnu strukturu, medutim, u uslovima makromolekulskog nagomilavanja,
gde je stepen realizacije Majarove reakcije znacajno povecan, tercijarna struktura je
takode delimi¢no naruSena, zbog intenzivnog glikovanja proteina. Uprkos ¢injenici da

uslovi makromolekulskog nagomilavanja povecavaju stepen realizacije Majarove
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reakcije, kao i stepen glikovanja, tercijarna struktura nije dramati¢no promenjena zbog
stabilizujucih efekata arabinoze i PEG-6000, koji spre¢avaju denaturaciju i posledi¢nu

agregaciju proteina.

Tabela 1.2. Sadrzaj sekundarnih struktura proteina surutke izra¢unat je primenom CONTIN
algoritma, dostupnog u okviru CDPro paketa, na osnovu referentnog seta proteina SP29.
Procentualni sadrzaj sekundarnih struktura poreden je jednosmernom ANOVA-om praéenom
Takijevim testom. a i b oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (p < 0.05). Legenda: WP — proteini
surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini surutke,
sWP/Ara - sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, SWP/Ara/PEG - sonifikovani
proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000.

) o Neuredene
a-heliks B-plocica B-zavojnica
strukture
WP 24.97 + 2.19% 25.25 + 2.49% 22 +0.41° 27.82 +0.13%
WP/Ara 24.7 +0.14% 25.4 +0.14% 21.9 + 0% 28.0 + 0%
SWP 24.0 +0.57% 25.2 +0.42° 22.0+0.28% 28.85 + 0.07*"
sWP/Ara 27.53+1.95*° 2267 +1.80 22.6 +£0.61° 27.2+£0.62%

SWP/Ara/lPEG  22.47 +2.22° 2722 +2.13° 22.1+0.14° 28.2 +0.24°

Promene u povrSinskoj hidrofobnosti proteina surutke su praene na osnovu
vezivanja hidrofobne fluorescentne probe, ANS-a, ¢iji intenzitet fluorescencije zavisi od
polarnosti sredine u kojoj se nalazi. Kada se nekovalentno veze za hidrofobne delove na
povrsini proteina, njen fluorescentni intenzitet se povecava, a talasna duZina emisionog
maksimuma se smanjuje. Sonifikovani proteini surutke u prisustvu ili odsustvu saharida
su povecali kvantni prinos ANS-a u poredenju sa netretiranim, nativnim proteinima
(Grafik 1.4). Sonifikacija u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, dovela je kako
do povecanja intenziteta fluorescencije, tako i do pomeranja emisionog maksimuma
prema nizim talasnim duzinama, sa 468 na 461 nm, ukazujuéi da intenzivno glikovani
proteini surutke poseduju novo-izloZzene hidrofobne regione na povrsini proteina. Ranija
studija je pokazala da ultrazvukom indukovano glikovanje glavnog alergena kravlje
surutke, BLG-a, dovodi do povecane povrSinske hidrofobnosti zbog izlaganja

hidrofobnih regiona na povrsSinu proteina [9].
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Za razliku od klasi¢nog tretmana zagrevanjem, kod sonifikacije su brzine
zagrevanja 1 hladenja ekstremno velike, i tako omogucavaju proteinima da ostanu u
sv0joj nativnoj konformaciji, ¢ak i kada su tretirani snagom od > 100 W/cm?
Lokalizovana vrela mesta nastala brzim kolapsom akusti¢nih Supljina su kratkoziveca (<
1 us) [95]. To kratko vreme je verovatno dovoljno dugacko da izlozi reaktivne grupe
proteina, kroz reverzibilno delimi¢no razvijanje proteina i omoguci odigravanje
reakcija, ali je previSe kratko da bi indukovalo znacajne promene u konformaciji
proteina. Uslovi makromolekulskog nagomilavanja dodatno stabilizuju strukturu

proteina i tako zajedno sa sonifikacijom obezbeduju blage reakcione uslove.
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Grafik 1.4. Vezivanje fluorescentne hidrofobne probe, ANS-a, za sonifikovane alergene surutke u
prisustvu ili odsustvu arabinoze i nagomilavajuceg agensa. Legenda: WP — proteini surutke,
WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini surutke, SWP/Ara —
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sSWP/Ara/PEG - sonifikovani proteini surutke
u prisustvu arabinoze i PEG-6000.

5.1.4. Oksidativne modifikacije proteina kravlje surutke

Sonifikacija dovodi do sonolize vode i generisanja slobodno-radikalskih vrsta,
ukljucujuéi i hidroksil radikal [137]. Nekoliko studija je pokazalo da neenzimsko
glikovanje model proteina takode dovodi do formiranja slobodnih radikala [138]. S toga
je u ovoj studiji ispitano da li Majarova reakcija indukovana sonifikacijom rezultuje u
oksidativnim modifikacijama proteina kravlje surutke i da li makromolekulsko

nagomilavanje uti¢e na ove oksidativne procese.
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Sonifikacija proteina surutke dramaticno je smanjila sadrzaj slobodnih
sulfhidrilnih grupa (Grafik 1.5.A). Medutim, stepen oksidacije sulfhidrilnih grupa pri
sonifikaciji u prisustvu arabinoze je statisticki znacajno manji (p < 0.05), verovatno
zbog zastitnog efekta saharida. U uslovima makromolekulskog nagomilavanja, visok
stepen realizacije Majarove reakcije je doveo do oksidacije —SH grupa i formiranja
disulfidnih polimera. Sadrzaj sulfhidrilnih grupa je u saglasnosti sa SDS-PAGE
analizom (Slika 1.1.B) gde se uocava da je najveca koli¢ina disulfidnih polimera
prisutna u SWP uzorku, manje ih je formirano u sWP/Ara/PEG uzorku, a neznatna
koli¢ina se zapaza U SWP/Ara uzorku. Ovi rezultati ukazuju na zasStitni efekat saharida i

PEG-6000.
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Grafik 1.5. Sadrzaj preostalih sulfhidrilnih grupa (A) i proteinskih karbonila (B) proteina surutke
nakon tretmana sonifikacije u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-6000. Legenda: WP -
proteini surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini
surutke, sWP/Ara - sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sWP/Ara/PEG -
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih vrednosti su
analizirane jednosmernom ANOVA-om praéenom Takijevim testom. a, b i ¢ oznacavaju statisticki
znacajne razlike (p < 0.05).

Poznato je da hidroksil radikali mogu doprineti formiranju proteinskih karbonila.
Pored toga, poznato je i da tokom Majarove reakcije nastaju reaktivni a-dikarbonili, koji
uzrokuju oksidativnu deaminaciju baznih aminokiselinskih ostataka [139]. U sistemu
gde je Majarova reakcija pospesena sonifikacijom, proteinski karbonili mogu nastati
dejstvom hidroksil radikala poreklom iz sonolize vode i/ili dejstvom a-dikarbonila

nastalih u Majarovoj reakciji. Grafik 1.5.B pokazuje da je sadrzaj proteinskih karbonila
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u SWP/Ara uzorku znacajno povecan (p < 0.05) u poredenju sa kontrolnim uzorcima.
Znatno veci sadrzaj proteinskih karbonila je detektovan u uzorku tretiranom u prisustvu
PEG-6000, ukazujuéi da je formiranje kabonila u direktoj vezi sa stepenom realizacije
Majarove reakcije. Odsustvo statisticki znacajnog sadrzaja karbonila u SWP uzorku
ukazuje da su proteinski karbonili nastali kao posledica efekata a-dikarbonila
formiranih tokom Majarove reakcije. Meltreter je sa saradnicima pokazao da dolazi do
oksidativnin modifikacija proteina surutke kada se zagrevaju u prisustvu laktoze,
posebno oksidacije lizina do aminoadipat-semialdehida [140].
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Grafik 1.6. Sadrzaj ukupnih i proteinskih hidroperoksida proteina surutke nakon tretmana
sonifikacije u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-6000. Legenda: WP — proteini surutke,
WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini surutke, SWP/Ara —
sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, SWP/Ara/PEG - sonifikovani proteini surutke
u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih vrednosti su analizirane jednosmernom
ANOVA-om prac¢enom Takijevim testom. a, b i ¢ oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike (p < 0.05).

VVeoma reaktivni OH' radikali, indukovani kavitacijom, mogu podle¢i razli¢itim
reakcijama formiranju¢i druge ROS, koji dalje mogu reagovati sa razli¢itim hemijskim
strukturama na proteinima, stvarajuci proteinske radikale. Proteinski radikali reaguju sa
O, pri ¢emu nastaje peroksil radikal koji moze apstrahovati vodonikov atom, nakon
Cega se dobija proteinski hidroperoksid [141]. Tokom Majarove reakcije takode moze
nastati H,O,. On nastaje ili razgradnjom Amadorijevih produkata putem 1,2- ili 1,3-
enolizacije i1 oksidacijom enolatnog anjona, ili auotooksidacijom saharida [142].
Formirani H,O, lako reaguje sa metalnim jonima, prisutnim u tragovima i daje hidroksil
radikal. S toga, u sistemu gde je Majarova reakcija pospesena sonifikacijom, proteinski
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hidroperoksidi mogu nastati kako kao posledica same sonifikacije, tako i kao posledica
Majarove reakcije. U sonifikovanim uzorcima surutke sa arabinozom detektovana je
mala koli¢ina proteinskih hidroperoksida u poredenju sa kontrolnim uzorcima (Grafik
1.6). Sadrzaj proteinskih hidroperoksida u uzorku sonifikovanih proteina surutke u
odsustvu saharida je bio ispod limita detekcije, $to ukazuje da su proteinski
hidroperoksidi nastali kao poslediaca realizacije Majarove reakcije, a ne kao posledica
sonokatalize. U prisustvu PEG-6000 nastala je znacajno veca (p < 0.05) koli¢ina
proteinskih hidroperoksida, ukazujuéi da je veéi stepen realizacije Majarove reakcije u

direktnoj vezi sa povec¢anim oksidativnim promenama na proteinima.

Odredivanje ukupnih hidroperoksida pokazalo je da su hidroperoksidi prisutni u
svim uzorcima koji sadrze arabinozu, ali da je njihov sadrzaj znacajno veci nakon
tretmana sonifikacije (Grafik 1.6). U prisustvu nagomilavajuceg agensa nije primecen
statisticki znacajan porast u sadrzaju ukupnih hidroperoksida, ukazuju¢i da uslovi
makromolekulskog nagomilavanja pojacavaju oksidaciju proteina ali ne i autooksidaciju

arabinoze.

Oksidativne promene na proteinima detektovane u vidu oksidacije sulfhidrilnih
grupa, formiranja proteinskih karbonila i proteinskih hidroperoksida su od znacaja za
kvalitet hrane koja sadrZi visoke koli¢ine proteina i saharida, a posebno u slucaju hrane

obogacene gvozdem, gde se ocekuje da oksidacija proteina bude jo$ izraZenija.
5.1.5. Formiranje struktura sli¢énih amiloidu

Statopulos je sa saradnicima (2004), pokazao da sonifikacija mnogih proteina,
¢ak strukturno veoma razlicitih, dovodi do formiranja struktura sli¢nih amiloidu (engl.
Amyloid-like Structures - ALS) [143]. Formiranje ALS-a u sistemu sonifikovanih
proteina surutke u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-6000 je ispitivano vezivanjem
kongo crveno boje [144] i tioflavina T [145], dve boje koje se uobi¢ajeno koriste za
detekciju ALS-a. Kada se kongo crveno veze za fibrilarne strukture dolazi do promena u
njegovom VIS-spektru, kao $to su porast apsorbancije i pomeraj maksimuma apsorpcije
prema vecim talasnim duzinama. Vezivanjem kongo crvenog za sonifikovane proteine
surutke doslo je porasta u njegovoj apsorbanciji i do spektralnog pomeranja maksimuma

na 530 nm (Grafik 1.7.A i insert grafika 1.7.A), ukazuju¢i na formiranje ALS-a.
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Prisustvo saharida tokom tretmana sonifikacije je smanjilo koli¢inu formiranih ALS-a,
zbog zastitnog efekta koji arabinoza ostvaruje na promene u strukturi proteina surutke.
Medutim, u prisustvu PEG-6000, zastitni efekat arabinoze je prevaziden i koli¢ina ALS-
a je povecana. Sli¢no rezultatima vezivanja kongo crvenog, fluorescencija tioflavina T
je znacajno povecana u interakciji sa sonifikovanim proteinima surutke (Grafik 1.7.B),
ukazuju¢i na prisustvo ALS-a u tom uzorku. lako tokom sonifikacije arabinoza
smanjuje formiranje ALS-a (Smanjen intenzitet fluorescencije), visok stepen realizacije
Majarove reakcije u uslovima makromolekulskog nagomilavanja dovodi do jednakog

nivoa formiranja ALS-a kao u uzorku sonifikovanih proteina.
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Grafik 1.7. Spektralni pomeraji u spektru kongo crvenog (A) i promene u intenzitetu fluorescencije
tioflavina T (B) u prisustvu proteina surutke sonifikovanih u prisustvu ili odsustvu arbinoze i PEG-
6000. Insert grafika A prikazuje diferencijalni spektar dobijen oduzimanjem spektra netretiranih
proteina u prisustvu kongo crvenog od spektara sonifikovanih uzoraka, takode u prisustvu kongo
crvenog. Legenda: WP — proteini surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP
— sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara — sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze,
sWP/Ara/PEG - sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih
vrednosti su analizirane jednosmernom ANOVA-om praéenom Takijevim testom. a, b i ¢
oznacavaju statistiki znacajne razlike (p < 0.05).

Formiranje ALS-a je u saglasnosti sa promenama u tercijarnim strukturama
(Grafik 1.3.B), kao i sa prinosom disulfidnih polimera primec¢anih u SDS-PAGE analizi
(Slika 1.1.B). U literaturi je takode pokazano da wuslovi makromolekulskog
nagomilavanja povecavaju brzinu formiranja amiloidnih fibrila, i da oni povecavaju

koli¢inu polimera [146]. Zanimljivo je i da glikovanje BSA D-ribozom dovodi do
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pogresno uvijene forme BSA od koje nastaju globularni agregati sli¢ni amiloidu [147].
Prisustvo arabinoze tokom sonifikacije sprecava formiranje disulfidnih polimera i1
nenativnih disulfidnih veza koje su od posebnog znac¢aja za formiranje ALS-a [19], dok
sa druge strane, intenzivno neenzimsko glikovanje i uslovi makromolekulskog
nagomilavanja pogoduju njihovom formiranju. Ovi rezultati pokazuju da je glikovanje
proteina u Majarovoj reakciji u uslovima makromolekulskog nagomilavanja vazan

faktor koji pogoduje nastanku ALS-a.
5.1.6. Temperaturna stabilnost i stabilnost na razli¢itim pH vrednostima

Temperaturna stabilnost netretiranih i sonifikovanh proteina surutke pri
koncentraciji od 1 mg/ml je prikazana na grafiku 1.8.A. Temperaturna stabilnost
nesonifikovanih uzoraka, WP i WP/Ara, je priblizno jednaka. Sonifikovani proteini
surutke pokazuju znacajno smanjenje rastvorljivosti na temperaturama preko 75 °C do
¢ega najverovatnije dolazi zbog promena u tercijarnim strukturama i poveéanoj
povrsinskoj hidrofobnosti koje je izazvao tretman sonifikacije. Medutim, glikovani
proteini pokazuju povecanje temperaturna stabilnosti, koje je izrazenije u uzorku u kom
je stepen realizacije Majarove reakcije veci. Ovakvo ponasanje se moZze objasniti
vezanim saharidnim jedinicama koje spre¢avaju agregaciju zbog sternih smetnji [148].
Nekoliko studija je pokazalo smanjenu temperaturnu stabilnost zagrevanih proteina
surutke i povecéanu temperaturnu stabilnost proteina surutke glikovanih u Majarovoj
reakciji indukovanoj zagrevanjem [148-150]. Povecan stepen glikovanja u uzorku
tretiranom pod uslovima makromolekulskog nagomilavanja, znaajno je poboljsao

temperaturnu stabilnost, posebno na vi§im temperaturama.

Korzo-Martinez je sa saradnicima pokazala povecanu rastvorljivost proteina
surutke na pH=5 koji su glikovani u Majarovoj reakciji indukovanoj tretmanom
zagrevanja, dok su zagrevani proteini surutke u odsustvu Secera pokazali smanjenu
rastvorljivost [151]. Sevalije je sa saradnicima na$ao da se rastvorljivost BLG-a
smanjuje nakon tretmana zagrevanjem u pH opsegu 4,5 — 5,5, dok modifikovani BLG sa
razli¢itim saharidima pokazuje povecanu temperaturnu stabilnost u kiselom pH opsegu
[149].
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Grafik 1.8. Temperaturna stabilnost na pH 7 (A) i rastvorljivost na sobnoj temperaturi u funkciji
od pH (B) netretiranih i sonifikovanih proteina surutke u prisustvu ili odsustvu arabinoze i PEG-
6000. Legenda: WP — proteini surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP —
sonifikovani proteini surutke, sWP/Ara — sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze,
sSWP/Ara/PEG - sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000.

Rastvorljivost netretiranih i sonifikovani proteina surutke je takode ispitivana u
zavisnosti od pH vrednosti (Grafik 1.8.B). Netretirani proteini surutke su pokazali dobru
rastvorljivost u Sirokom pH opsegu (2 — 10). Sonifikacija je smanjila rastvorljivost
proteina u pH opsegu koji je blizak njihovoj pl vrednosti (3 — 5), dok je sonifikacija u
prisustvu arabinoze (sa ili bez PEG-a) rezultovala u o¢uvanoj dobroj rastvorljivosti u
Sirokom pH opsegu, ukazujuéi na zaStitni efekat glikovanja prema smanjenoj

rastvorljivosti uzrokovanoj sonifikacijom.

5.1.7. Antioksidativne osobine

Nekoliko studija je naslo da proizvodi Majarove reakcije pospeSene tretmanom
sonifikacije pokazuju antioksidativhu mo¢ [9, 152]. Stoga su ispitane antioksidativne

osobine netretiranih i sonifikovanh proteina surutke.

Nativni, netretirani alergeni surutke imaju sposobnost inhibicije lipidne
peroksidacije (Grafik 1.9.A). Medutim, nakon sonifikacije u prisustvu arabinoze, gde su
se formirali Majarovi proizvodi, primecuje se povecanje sposobnosti inhibicije lipidne
peroksidacije, koje je jo§ znacajnije nakon tretmana u uslovima makromolekulskog

nagomilavanja. Sposobnost uklanjanja slobodnih radikala (Grafik 1.9.B), kao i ukupna
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redukuju¢a mo¢, pokazale su sliGan obrazac (Grafik 1.9.C). Porast antioksidativne
aktivnosti u sWP/Ara uzorku, a posebno u sWP/Ara/PEG uzorku, prati trend stepena
realizacije Majarove reakcije i formiranja Majarovih proizvoda. Vang je sa saradnicima
povecao antioksidativnu mo¢ izolata proteina surutke glikovanjem u Majarovoj reakciji

indukovanoj tretmanom zagrevanja u rastvoru [153].
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Grafik 1.9. Antioksidativna aktivnost proteina surutke sonifikovanih u prisustvu ili odsustvu
arabinoze i nagomilavajuceg agensa, merena kao A) sposobnost inhibicije lipidne peroksidacije, B)
sposobnost uklanjanja DPPH radikala i C) ukupna redukujué¢a mo¢. Legenda: WP — proteini
surutke, WP/Ara — proteini surutke u smesi sa arabinozom, sWP — sonifikovani proteini surutke,
sWP/Ara — sonifikovani proteini surutke u prisustvu arabinoze, sSWP/Ara/PEG - sonifikovani
proteini surutke u prisustvu arabinoze i PEG-6000. Razlike srednjih vrednosti su analizirane
jednosmernom ANOVA-om pra¢enom Takijevim testom. a, b, ¢ i d oznacavaju statisti¢ki znacajne
razlike (p < 0.05).

Tokom Majarove reakcije nastaju slobodno-radikalski intermedijeri. lako su
proteinski hidroperoksidi dugozive¢i, oni mogu biti kataliticki degradovani (jonima

gvozda ili bakra) i dati visoko reaktivne i Stetne slobodne radikale. Takode, saharidi
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mogu biti autooksidovani tokom Majarove reakcije jonima metala prisutnim u
tragovima i dati H,O, [154]. S toga, antioksidativna aktivnost proizvoda Majarove
reakcije moze neutralisati efekte slobodnih radikala nastalih od oksidativno

modifikovanih proteina i saharida

5.2. Modifikacije alergena kamiljeg mleka u Majarovoj reakciji tokom
tretmana suSenja rasprSivanjem: Kkarakterizacija i1 funkcionalne

osobine

Popularnost kamiljeg mleka je zbog njegovih nutritivnih vrednosti, terapeutskih
efekata i hipoalergenih svojstava znacajno porasla u novije vreme. Proizvodnja kamiljeg
mleka u prahu produzava rok trajanja mleka i omoguéava njegovu distribuciju Sirom
sveta. Uobicajena tehnologija kojom se proizvodi mleko u prahu u industriji je suSenje
raspr§ivanjem. Cilj ove studije bio je poredenje efekata dve razliCite metode za
dobijanje mleka u prahu na proteine kamiljeg mleka i Majarovu reakciju: metode
suSenja rasprSivanjem, pri kojoj dolazi do izlaganja visokim temperaturama, i
liofolizacije, kao metode bez ucesca visokih temperatura koje bi favorizovale Majarovu
reakciju. U ovom delu doktorske disertacije, punomasno kamilje mleko u prahu je
dobijeno tretmanom suSenja rasprSivanjem na pilot skali na Sest razli¢itih ulaznih
temperatura (u opsegu 190 °C — 250 °C) i susenjem smrzavanjem (liofilizacijom, engl.
freeze drying). Uzorci dobijeni susenjem rasprsivanjem pri ulaznim temperaturama 190
°C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, su oznaceni kao SD190, SD200, SD210,
SD230, SD240 and SD250, redom, dok je uzorak dobijen liofilizacijom oznaéen kao
FD. Proteinski profili, struktura proteina i realizacija Majarove reakcije uzoraka
kamiljeg mleka u prahu dobijenog suSenjem rasprSivanjem su uporedeni sa uzorcima
kamiljeg mleka dobijenim liofilizacijom. Pored toga ispitane su i funkcionalne osobine

proteina kamiljeg mleka u prahu, kao $to su rastvorljivost i antioksidativna aktivnost.

Punomasno kamilje mileko u prahu, dobijeno suSenjem raspr$ivanjem i
liofilizacijom, je rekonstituisano mesanjem 50 mg praha sa 1 ml 20 mM natrijum-
fosfatnog pufera pH=6,8, tokom 1 h na sobnoj temperaturi uz blago mesanje. Nakon
centrifugiranja zaostao je talog koji, slicno ponasanju kravljeg mleka, nastaje usled

gubitka sposobnosti kazeinskih micela da disosuju prilikom rehidratacije [155].
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Solubilna frakcija je odmasSc¢ena i koriS¢ena u svim eksperimentima. Koncentracija
proteina u ovoj frakciji bila je oko 3 mg/ml. Imaju¢i u vidu da punomasno kamilje
mleko u prahu ima oko 25-26% proteina [156], moze Se izracunati da Se u ovoj frakciji
nalazi oko 25% ukupnih proteina mleka u prahu. Pored toga, u cilju dobijanja ukupnog
proteinskog profila kamiljeg mleka, uzorci mleka u prahu su potpuno rastvoreni u
denaturiSu¢em puferu da (8 M urea, 2 M tiourea, 2% SDS, 20 mM natrijum fosfatni
pufer pH=6,8) za SDS-PAGE.

5.2.1. Elektroforetska karakterizacija proteina kamiljeg mleka u prahu dobijenog

tretmanom suSenja rasprSivanjem

Uzorci kamiljeg mleka u prahu, rastvoreni u denaturiSu¢em puferu, analizirani
su SDS-PAGE elektroforezom u redukuju¢im uslovima (Slika 2.1.A), dok je proteinska
frakcija ratvorna u fosfathom puferu analizirana SDS-PAGE elektroforezom pod
redukuju¢im (Slika 2.1.C) i neredukuju¢im (Slika 2.1.D) uslovima, kao i nativnom
elektroforezom (slika 2.1.B).

Glavne proteinske trake ukupnog proteinskog profila kamiljeg mleka su
pripisane ksantin oksidazi (engl. xanthine oxidase - X0O), LF, kamiljem serum albuminu
(engl. camel serum albumin - CSA), Ig, as1-kazeinu, B-kazeinu, ¢elijskom adhezionom
molekulu zavisnom od glikozilacije 1 (engl. glycosylation-dependent cell adhesion
molecule 1 - GLYCAM 1) i ALA na osnovu prethodno objavljenih rezultata masene
spektrometrije [157-159].

U svim uzorcima ukupnog kamiljeg mleka u prahu najzastupljeniji proteini bili
su og1-Kazein i B-kazein (Slika 2.1.A). U elektroforetskim profilima proteinskih frakcija
rastvornin u fosfatnom puferu zastupljenost os-kazeina i p-kazeina je dramati¢no
smanjena (Slike 2.1.C i 2.1.D), ukazujué¢i na to da se u pomenutoj frakciji nalaze
mahom proteini kamilje surutke. Kako je koli¢ina kazeina smanjena i u liofilizovanom i
u uzorcima sus$enim rasprSivanjem, izgleda da je sam proces isparavanja, pre nego
temperatura su$enja, odgovoran za smanjenu rastvorljivost kazeina. Stavise, moZe se
zapaziti da nakon liofilizacije kazeini jace agregiraju nego nakon susenja raspr§ivanjem,
Sto se reflektuje u manjoj solubilnosti kazeina u fosfatnom puferu i njegovom manjem

udelu u rastvornoj proteinskoj frakciji.
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as1-cas
B-cas

GLYCAM1

Slika 2.1. Elektroforetska analiza kamiljeg mleka u prahu dobijenog suSenjem rasprsivanjem i
liofilizacijom. Ukupni proteini kamiljeg mleka u prahu rastvoreni u denaturiSué¢em puferu i
razdvojeni redukuju¢om SDS-PAGE analizom (A). Proteini frakcije kamiljeg mleka u prahu
rastvorne u 20 mM natrijum-fosfatnom puferu pH=6,8 razdvojeni u nativnoj PAGE analizi (B), u
redukujuéoj SDS-PAGE (C) i neredukujuéoj SDS-PAGE (D). Legenda: XO — ksantin oksidaza; LF
- laktoferin; CSA — kamilji serum albumin; 1gG H — teski lanac imunoglobulina G; 0-cas — og-
kazein; p-cas — p-kazein; GLYCAM 1 — ¢éelijski adhezioni molekul zavisan od glikozilacije 1; ALA —
a-laktalbumin; FD — uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; SD190, SD200, SD210,
SD230, SD240, SD250 - uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni suSenjem rasprSivanjem na
ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, redom; M — proteinski
molekulski markeri u kDa.

Poznato je da dehidratacija kravljeg mleka, ukljuujuéi tretman susenja
rasprsivanjem, dovodi do formiranja guste Cesti¢ne strukture koja se sastoji od ¢vrsto
asosovanih kazeinskih micela. Kazeini nemaju dobro definisanu sekundarnu i tercijarnu
strukturu i tokom isparavanja vode molekuli kazeina iz susednih micela dolaze u blizak
kontakt. Oni medusobno interaguju nekovalentnim, mahom hidrofobnim, interakcijama
i tako formiraju Kklastere kazeinskih micela (agregate). U sveze dehidriranom stanju

mleko u prahu se lako rastvara pod standardnim rehidratacionim uslovima, dok tokom
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starenja mleka u prahu (tokom skladistenja) interakcije izmedu kazeinskih micela

postaju sve jace smanjujuéi rastvorljivost [86, 155, 160].

Proteinski profil uzoraka susenih raspr§ivanjem u opsegu temperatura 190 °C —
250 °C odgovara profilu liofilizovanog uzorka u redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima
(Slika 2.1.A, 2.1.C i 2.1.D). Medutim, susenje rasprSivanjem na ulaznoj temperaturi 200
°C i viSim dovodi do razmazivanja glavnih proteinskih traka, ALA, GLYCAM 1i CSA,
ka ve¢im molekulskim masama (Slike 2.1.A, 2.1.C i 2.1.D). U nativnoj elektroforezi
(Slika 2.1.B) u svim uzorcima dobijenim suSenjem rasprSivanjem, razmazivanje
proteinskih traka ka kiselijim pozicijama je jo$ uocljivije, usled smanjenih pl vrednosti
pored povecanih molekulskih masa. Nativna elektroforeza (Slika 2.1.B) takode
pokazuje prisustvo proteinskih agregata velikih molekulskih masa koje formiraju
razmaz u gelu za koncentrovanje i koji su formirani u veéem stepenu na visim ulaznim
temperaturama susenja. Ti agregati su rastvorni u fosfatnom puferu i nekovalentne su
prirode, jer u denaturiSu¢im uslovima (prisustvo SDS-a) oni nisu zapaZeni.
Elektroforetske analize svedoce o neujednacenom povecanju molekulske mase proteina
I 0 neujedna¢enom smanjenju pl vrednosti proteina, Sto zajedno ukazuje na kovalentne
modifikacije proteina kamiljeg mleka u neenzimskoj, spontanoj Majarovoj reakciji, koja

je pospesena ha visokim temperaturama.

5.2.2. Karakterizacija proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu

5.2.2.1. Analiza proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu razdvojenih

gel-filtracijom

Proteini rastvorne frakcije su analizirani gel-filtracijom i njihovi preklopljeni
spektri su prikazani na grafiku 2.2.A. U svim uzorcima se uocavaju tri glavna pika, koja
po svojim retencionim vremenima odgovaraju ALA, CSA i IgG/XO. Pikovi koji
odgovaraju ALA i CSA jasno pokazuju trend da sa porastom ulazne temperature
tretmana dolazi do pomeranja maksimuma pika prema veéim molekulskim masama
(prema kra¢im retencionim vremenima). Procene prose¢nih molekulskih masa CSA i
ALA izracunatih na osnovu hromatograma za svaku tempraturu tretmana su date na
graficima 2.2.B i 2.2.C. Pored pomeranja maksimuma pika, takode dolazi i do Sirenja

pika, $to ukazuje da su ALA i CSA prisutni u viSe formi razli¢itih molekulsih masa, a
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Sto bi mogla biti posledica vezivanja razli¢itog broja molekula laktoze za amino grupe
ovih proteina. Rezultati gel-filtracije su u saglasnosti sa elektroforetskim analizama
(Slike 2.1.A,2.1.Ci 2.1.D).
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Grafik 2.2. Preklopljeni hromatogrami gel-filtracije rastvornih frakcija kamiljeg mleka u prahu
dobijenog suSenjem rasprsivanjem na Sest razli¢itih ulaznih temperatura (190 °C — 250 °C) ili
liofilizacijom (A). Proseéna molekulska masa odradena za ALA (B) ili CSA (C) nakon tretmana
suSenja rasprSivanjem. Legenda: FD — uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom;
SD190, SD200, SD210, SD230, SD240, SD250 - uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni suSenjem
raspriivanjem na ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C,
redom.

Interesantno je da je prosecna molekulska masa modifikovanog ALA (pa i CSA)

najveca u uzorku SD230, §to se moZe zapaziti i na SDS-PAGE u vidu najjaceg razmaza
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ka ve¢im molekulskim masama, u odnosu na ostale tretmane (Slike 2.1.C i 2.1.D). Ovo
je verovatno posledica neSto smanjene dostupnosti slobodnih amino grupa na
temperaturama 240 °C i 250 °C usled njihovog sternog zaklanjanja zbog veceg stepena

agregacije i polimerizacije proteina, ukljuc¢ujuci i molekule kazeina.

5.2.2.2. Pracdenje stepena Majarove reakcije u rastvornoj frakciji kamiljeg mleka u
prahu

Da bi se ispitao i uporedio stepen realizacije Majarove reakcije medu uzorcima
praceno je prisustvo ranih, intermedijernih i kasnih proizvoda Majarove reakcije. Za
detekciju ranih proizvoda snimani su fluorescentni spektri proteina rastvorne frakcije
kamiljeg mleka u prahu (Grafik 2.3.A). Formiranje fluorofora sa emisionim
maksimumom na oko 425 nm kada su ekscitovane na 350 nm deSava se u ranim fazama
Majarove reakcije [26]. Zapaza se statisticki znacajno (p < 0.05) veci intenzitet
fluorescencije na 425 nm u uzorcima mleka koje je dobijeno susenjem rasprSivanjem na
temperaturama od 200 °C — 250 °C u odnosu na mleko dobijeno liofilizacijom (Grafik
2.3.A). Takode se uocava i trend porasta u intenzitetu fluorescencije sa povisenjem
temperature tretmana (Grafik 2.3.B). Intenzitet fluorescencije uzorka SD190 ne
razlikuje se statisti¢ki znacajno (p < 0.05) od intenziteta fluorescencije liofilizovanog
uzorka, za razliku od uzoraka dobijenim pri vi$im tepmeraturama (200 °C - 250 °C),
kod kojih je intenzitet fluorescencije statisticki znacajno (p < 0.05) visi od onog u
liofilizovanom uzorku. Pored toga intenzitet fluorescencije na 425 nm uzorka SD190
statisticki znacajno (p < 0.05) je nizi od intenziteta uzoraka dobijenim pri visokim
temperaturama (230°C - 250 °C). Radi prac¢enja napredovanja Majarove reakcije kroz
intermedijerne faze merena je UV-apsorbancija na 294 nm [136]. Koncentracija UV-
apsorbujucih intermedijernih proizvoda Majarove reakcije pokazuje trend postepenog
porasta sa povisenjem ulazne temperature tretmana, medutim tek temperature od 210 °C
ili viSe pokazuju statisticki znacajnu (p < 0.05) razliku u poredenju sa liofilizovanim
uzorkom (Grafik 2.3.C). Takode, pri visokim temperaturama (SD240 i SD250) Ajgy je
statisticki znacajno (p < 0.05) veca nego nakon tretmana na niZzim temperaturama
(SD190 i SD200). Kasni proizvodi Majarove reakcije su mereni kao intenzitet
tamnjenja, odnosno kao povecanje koncentracije VIS-apsorbujuéih jedinjenja (Asz0)

[161]. Formiranje tamnih pigmenata nije detektovano ni u jednom uzorku kamiljeg
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mleka u prahu, u odnosu na liofilizovan uzorak, bez obzira na visoke ulazne
temperature suSenja rasprSivanjem (Grafik 2.3.C). Sli¢no, kasne faze Majarove reakcije

nisu detektovane ni kod susenja rasprSivanjem belanceta na ulaznoj temperaturi od 180

°C [162].
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Grafik 2.3. Efekti tretmana suSenja rasprSivanjem sa ulazmin temperaturama u opsegu 190 °C —
250 °C na (A) fluorescentne spektre, (B) intenzitet fluorescencije na 425 nm, (C) apsorbanciju na
294 nm i 420 nm i (D) sadrzaj slobodnih amino grupa proteina solubilne frakcije kamiljeg mleka u
prahu. Legenda: FD - uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; SD190, SD200,
SD210, SD230, SD240, SD250 — uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni suSenjem rasprsivanjem na
ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C, redom. Podaci su
prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (n=3) i analizirani jednosmernom ANOVA-
om uz Takijev test. a, b, ¢ i d oznadavaju statisticki znacajne razlike (p < 0.05).

Stepen realizacije Majarove reakcije je takode pracen odredivanjem sadrzaja
slobodnih amino grupa (Grafik 2.3.D). Kako amino grupe proteina direktno ucestvuju u
reakciji sa karbonilnom grupom saharida, stepen njihovog blokiranja glikovanjem ili/i
ostalim modifikacijama direktno je proporcionalan stepenu Majarove reakcije. Tretman
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suSenja rasprSivanjem sa povecanjem ulazne temperature pokazuje trend postepenog
smanjenja sadrzaja slobodnih amino grupa. Ulazne temperature od 200 °C ili viSe, su
rezultovale u statisticki znacajno (p < 0.05) manjem sadrzaju slobodnih amino grupa u
odnosu na tretman liofilizacije. Nakon tretmana na 250 °C nadeno je oko 25% manje
slobodnih amino grupa u odnosu na liofilizovani uzorak. Uzorak SD190 nije pokazao
statisti¢ki znacajnu (p < 0.05) razliku u odnosu na liofilizovani uzorak, ali je u njemu je
nadeno statisticki znacajno (p < 0.05) visi sadrzaj amino grupa nego u uzorcima

dobijenim pri visokim temperaturama (230 °C - 250 °C).

Spektrofluorimetrijska i spektrofotometrijska analiza 1 odredivanje sadrzaja
slobodnih amino grupa su medusobno u saglasnosti i pokazuju intenzivniju realizaciju
Majarove reakcije na visim ulaznim temperaturama tretmana (230 °C — 250 °C) u
odnosu na nize ulazne temperature (190 °C - 210 °C). lako je reakcija u ovim uzorcima
ubrzana u poredenju sa liofilizovanim uzorkom, ona se dominantno realizuje u ranim
fazama. Tamni pigmenti nisu detektovani ni u jednom uzorku, a poredenje formiranja
ranih i intermedijernih proizvoda pokazuje da sa povisenjem ulazne temperature ovaj
odnos ide u korist ranih proizvoda (Tabela 2.2). Razlog za to je veoma kratko vreme
koje kapi mleka provedu u komori za suSenje rasprSivanjem i koje se meri u sekundama
[163]. Interesantno, ove analize takode pokazuju da se u uzorku SD190 proizvodi
Majarove reakcije ne razlikuju statisti¢ki znacajno od onih u liofilizovanom uzorku, $to
ukazuje da ova temperatura u kratkom vremenu nije dovoljna da znacajnije ubrza

Majarovu reakciju na proteinima kamiljeg mleka u odnosu na tretman liofilizacijom.

Tabela 2.2. Relativni odnos ranih i intermedijernih proizvoda Majarove reakcije u zavisnosti od
ulaznih temperatura susenja rasprsivanjem. Odnos ranih i intermedijarnih proizvoda izra¢unat je
na slede¢i nacin: relativna razlika ranih proizvoda (intenzitet fluorescencije na 425 nm uzoraka
suSenih rasprSivanjem / intenzitet fluorescencije na 425 nm liofilizovanog uzorka) / relativna
razlika apsorbancije na 294 nm (apsorbancija na 294 nm uzoraka suSenih rasprSivanjem /
apsorbancija na 294 nm liofilizovanog uzorka).

FD SD190 SD200 SD210 SD230 SD240 SD250

Rani/intermedijern
L _ 1.32 1.59 1.70 1.76 1.86 1.91
i proizvodi
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5.2.2.3. Analiza sekundarnih struktura i povrSinske hidrofobnosti proteina

rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu

Za ispitivanje sekundarnih struktura proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka u
prahu snimljeni su CD spektri u dalekoj UV oblasti (Grafik 2.4.A). Svi uzorci suseni
rasprSivanjem i liofilizovani uzorak pokazuju veoma sli¢ne spektre sa minimumom na
oko 205 nm, koji je karakteristican u spektru kamiljeg ALA [164]. lzra¢unavanje
sekundarnih struktura primenom matematickog modela koji je predlozio Rausen sa
saradnicima (2003) [126], pokazuje da nema statisticki znacajnih razlika u sadrzaju
sekundarnih struktura medu proteinima koji su pretrpeli tretman suSenja rasprSivanjem
ili liofilizaciju (Tabela 2.3). Ovi rezultati ukazuju da ulazne temperature u opsegu 190
°C — 250 °C sa izlaznim temperaturama koje ih prate, u opsegu 71 °C - 92 °C, ne uti¢u
na sekundarne strukture proteina kamiljeg mleka. Ovo je u skladu sa prethodno
objavljenom literaturom u kojoj je pokazano da je malo verovatano da je ulazna
temperatura uzrok denaturacije proteina kravljeg mleka ili drugih proteina [163, 165].
Sa druge strane, prisustvo saharida (laktoze) tokom tretmana, takode ostvaruje

termoprotektivne efekte na strukturu proteina [166].
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Grafik 2.4. (A) CD spektri proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka nakon tretmana suSenja
raspriivanjem ili liofilizacije, u dalekoj UV oblasti. (B) Vezivanje ANS-a, fluorescentne probe
osetljive na polarnost sredine, za proteine rastvorne frakcije kamiljeg mleka nakon tretmana
suSenja rasprsivanjem ili liofilizacije. Legenda: FD — uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen
liofilizacijom; SD190, SD200, SD210, SD230, SD240, SD250 — uzorci kamiljeg mleka u prahu
dobijeni suSenjem rasprSivanjem na ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C,
240 °C i 250 °C, redom.
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Tabela 2.3. Procentni udeo sekundarnih struktura proteina rastvorne frakcije kamiljeg mleka
nakon tretmana suSenja rasprSivanjem pri ulaznim temperaturama od 190 °C — 250 °C je odreden
na osnovu matemati¢kog modela predloZenog od strane Rausena sa saradnicima (2003) [126].
Razlike u sadrzaju sekundarnih struktura su analizirane jednosmerom ANOVA-om sa viSestrukim

poredenjem. a prikazuje odsustvo statisticki znacajnih razlika.

o ' N Neuredene
a-heliksi B-plocice B-zavoji
strukture
FD 22.46+0.41* 18.48+0.64* 1253 +0.00° 37.70 £ 0.06%
SD190 2259+0.42% 18.94+0.55* 1253 +0.00° 37.89 + 0.09°
SD200 22.04+1.39* 19.16 £0.76*  12.53 +£0.00° 38.01 £ 0.43°
SD210 21.28+0.39%  20.34+0.09° 1253 +0.00? 38.31+£0.1°
SD230 21.13+0.8% 20.00 £0.83*  12.53 +0.00° 38.38 £0.13°
SD240 21.68+1.07* 19.77+0.78* 1253 +0.00° 38.15+0.28%
SD250 2250+1.01* 19.17+1.13* 1253 +0.00° 37.91 £ 0.36°

Povrsinska hidrofobnost proteina kamiljeg mleka dobijenog liofilizacijom i
susenjem rasprSivanjem uporedjena je ispitivanjem vezivanja fluorescentne probe,
ANS-a. Nekovalentno vezivanje ANS-a za hidrofobne regione na povrSini proteina
dovodi do povecanja njegove fluorescencije. ANS u interakciji sa proteinima rastvorne
frakcije kamiljeg mleka iz uzoraka susenih rasprsivanjem pokazuje veci kvantni prinos,
u odnosu na kvantni prinos u interakcijama sa proteinima koji su pretrpeli tretman
liofilizacije (Grafik 2.4.B), ukazuju¢i da suSenje rasprSivanjem rezultira u vecoj
povrsinskoj hidrofobnosti proteina nego tretman liofilizacije. Dejstvo temperaturom
susenja od 190 °C uzrokuje najvecu hidrofobnost usled parcijalnog odvijanja proteina i
izlaganja hidrofobnih regiona. Na temperaturama 200 °C i 210 °C hidrofobnost polako
opada usled veceg kovalentnog vezivanja hidrofilnih molekula Secera za proteine u
Majarovoj reakciji. Medjutim, pri visokim temperaturama (230 °C -250 °C ) odvijanje
proteina i izlaganje hidrofobnih regiona je zastupljenije u odnosu na hidrofilnost
vezanog saharida, §to rezultira u ve¢oj hidrofobnosti u odnosu na uzorak SD210. Stoga

je povrsinska hidrofobnost proteina tokom Majarove reakcije rezultanta nivoa izlaganja
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hidrofobnih regiona, koji zavisi od stepena odvijanja proteina, i nivoa modifikacije
proteina hidrofilnim vrstama, koji pak zavisi od stepena napredovanja Majarove
reakcije. Pored toga, treba imati na umu da se u testiranim proteinskim frakcijama
nalazi mala koli¢ina kazeina, ¢ija se povrSinska hidrofobnost zapravo najvise povecava

usled visoke temperature, dovodeci do agregacije.

Kratko vreme koje proteini provedu u komori za suSenje pri visokim ulaznim
temeraturama je dovoljno dugo da dovede do parcijalnog odvijanja i povecane
povrSinske hidrofobnosti, ali nedovljno da dovede do znacajnijih promena u

sekundarnim strukturama proteina kamiljeg mleka.

5.2.2.4. Ispitivanje rastvorljivosti proteina kamiljeg mleka u prahu dobijenog

tretmanom suSenja rasprsivanjem i liofilizacijom

Rastvorljivost kamiljeg mleka u prahu dobijenog suSenjem na razlicitim
temperaturama 1ili liofilizacijom je uporedena merenjem apsorbancije na 280 nm
neposredno nakon opisanog procesa rekonstitucije. Apsorbancija na 280 nm je direktno
proporcionalna koncentraciji proteina u rastvornoj frakciji. Katehong je sa saradnicima
(2017) pokazao da susenje rasprSivanjem belanceta na ulaznim temperaturama od 180
°C ili nizim, ne dovodi do statisticki znacajnih razlika u rastvorljivosti proteina [162].
Uzorci kamiljeg mleka suSeni pri visokim temperaturama (230 °C - 250 °C), pokazuju
statisticki znacajno (p < 0.05) bolju rastvorljivost u odnosu na uzorke dobijene susenjem
na nizim temperaturama (190 °C - 210 °C) ili liofilizacijom (Grafik 2.5.A). Uzorci
suseni na nizim temperaturama (SD190 i SD200) ne pokazuju statisti¢ki znacajnu (p <
0.05) razliku u rastvorljivosti u odnosu na liofilizovani uzorak. Ovi rezultati se mogu
objasniti kovalentnim vezivanjem laktoze za proteine kamiljeg mleka u Majarovoj
reakciji, Sto ¢ini ove proteine hidrofilnijim i rastvornijim u vodenom rastvoru. Vezana
laktoza takode stvara sterne smetnje koje sprecavaju agregaciju. Tako je pozitivan
efekat koje glikovanje ima na rastvorljivost proteina kompenzovalo negativan efekat
Majarove reakcije na formiranje nerastvornih nekovalentnih agregata i kao krajnji
rezultat doveo do neto povecane rastvorljivosti kako monomernih formi proteina, tako i
agregata (koji su pokazani u nativnoj elektroforezi, slika 2.1.B). Pojava da glikovanje

proteina kravljeg mleka u Majarovoj reakciji dovodi do poboljsane rastvorljivosti i
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temperaturne stabilnosti, pokazano je kako u poglavlju 5.1.6. ove doktorske disertacije,
tako i u literaturi [148].
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Grafik 2.5. (A) A280 nm u 5 puta razblazenoj rastvornoj frakciji rekonstituisanog kamiljeg mleka
u prahu koncentracije 50 mg/ml u 20 mM fosfatnom puferu pH=6.8. (B) Sposobnost uklanjanja
ABTS slobodnog radikala rastvorne frakcije kamiljeg mleka u prahu. (C) Redukujué¢a moé
suspenzije ukupnog kamiljeg mleka u prahu. (D) Redukujuéa mo¢ solubilne frakcije kamiljeg
mleka u prahu. Legenda: FD - uzorak kamiljeg mleka u prahu dobijen liofilizacijom; SD190,
SD200, SD210, SD230, SD240, SD250 — uzorci kamiljeg mleka u prahu dobijeni suSenjem
raspriivanjem na ulaznim temperaturama od 190 °C, 200 °C, 210 °C, 230 °C, 240 °C i 250 °C,
redom. Podaci su analizirani jednosmernom ANOVA-om uz Takijev test. a, b, ¢ i d oznacavaju
statisti¢ki znacajne razlike (p < 0.05).
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5.2.3 Antioksidativna aktivnost kamiljeg mleka u prahu i njegovih rastvornih

frakcija

Kamilje mleko je poznato po svojim izuzetnim antioksidativnim osobinama
zbog visoke koncentracije vitamina C, ¢ak do 6 puta vise u poredenju sa kravljim
mlekom [167, 168]. Takode, proteini kamiljeg mleka kao $to su B-kazein, ALA, LF
imaju znac¢ajan doprinos antioksidativnoj aktivnosti kamiljeg mleka [169]. Efekti ulazne
temperature tokom tretmana susenja rasprsivanjem na antioksidativnu aktivnost frakcije
kamiljeg mleka u prahu rastvorne u fosfatnom puferu su ispitivani odredivanjem ukupne
redukujuée mo¢i i sposobnosti uklanjanja ABTS™ slobodnog radikala (Grafici 2.5.B,
2.5.C i 25.D). Rastvorne frakcije kamiljeg mleka pokazuju generalni trend kako
postepenog porasta sposobnosti uklanjanja ABTS™ radikala (Grafik 2.5.B), tako i
redukujuce moc¢i (Grafik 2.5.C), od liofilizovanog uzorka prema uzorku SD250. Uzorci
suseni na nizim temperaturama (SD190 i SD200) ne pokazuju statisticki znacajnu (p <
0.05) razliku u kapacitetu uklanjanja ABTS™ radikala u odnosu na liofilizovani uzorak.
Uzorci suSeni na temperaturama od 210 °C do 250 °C posedovali su statisti¢ki znac¢ajno
(p < 0.05) veéu mo¢ uklanjanja ABTS™ radikala, kako u odnosu na liofilizovani uzorak,
tako i u odnosu na uzorak SD190. Uzorci suseni rasprSivanjem, U rasponu temperatura
od 200 °C do 250 °C, pokazali su statisticki znacajno (p < 0.05) vecu redukujuéu moé u
odnosu na uzorak SD190 i liofilizovani uzorak. U uzorcima tretiranim visokim
temperaturama (230 °C - 250 °C) detektovana je statisticki znacajno (p < 0.05) veca
redukuju¢a moc¢ od one u uzorcima susenim pri nizim temperaturama (SD200 i SD210),
pri ¢emu je uzorak SD250 imao statisticki znac¢ajno (p < 0.05) vecu redukujucu mo¢ od
svih testiranih uzoraka. Ovi rezultati ispitivanja antioksidativne moé¢i u potpunosti
koreliraju sa stepenom realizacije Majarove reakcije, i takode su u saglasnosti sa
rezultatima iz odeljka 5.1.7. ove disertacije, gde je zapazeno povecanje antioksidativne
aktivnosti proteina kravljeg mleka modifikovanih u visokom stepenu u Majarovoj
reakciji. Kortes Janjes sa saradnicima je takode pokazala da rani proizvodi Majarove

reakcije proteina kravljeg mleka imaju izrazena antioksidativna svojstva [170].

Rezultati ovog dela disertacije jasno pokazuju da tokom dobijanja kamiljeg
mleka u prahu tretmanom suSenja rasprSivanjem na visokim temperaturama, tj.

temperaturama ve¢im od 200 °C dolazi do intenzivnije Majarove reakcije u odnosu na
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nize temperature susenja, rezultujuéi u rastvorljivijem mleku u prahu, koje pritom ima i

bolje antioksidativne osobine.

Antioksidativna aktivnost koja potice od prisustva Majarovih proizvoda
znacajno doprinosi poboljSanoj stabilnosti prilikom skladiStenja mle¢nih proizvoda u
prahu, jer kako je pokazano, usporava lipidnu peroksidaciju i formiranje isparljivih
jedinjenja neprijatnog mirisa [171, 172]. Tako, povecenje antioksidativne aktivnosti
tokom samog procesa susenja na visokim temperaturama moze doprineti stabilnosti i
produzenom roku trajanja kamiljeg mleka u prahu. Na kravljem mleku u prahu su Park i
saradnici [173] pokazali da sa povisenjem ulaznih temperatura dolazi do smanjenja
lipidne peroksidacije, $to je objasnjeno formiranjem vecih Cestica koje enkapsuliraju
viSe masti, ostavljajuc¢i tako manje slobodnih masti na povrsini Cestica tj. izloZenih
kiseoniku. Rezultati ove disertacije ukazuju na to da bi vecéa antioksidativna aktivnost
mleka u prahu dobijena na vi$im ulaznim temperaturama, usled intenzivnije Majarove

reakcije, mogla takodje da doprinosi smanjenju lipidne peroksidacije.

Sa druge strane lipidna peroksidacija je glavni mehanizam razvoja nepozeljnih
aroma u mleku u prahu. Pomenuta grupa autora je takodje pokazala na kravljem mleku
da povecanje ulazne temperature (do 260 C) pojacava slatko-aromatiéne, a smanjuje
kartonske arome (engl. cardboard flavour) zajedno sa prateé¢im isparljivim proizvodima
lipidne peroksidacije, kao i da dolazi do opSteg poboljsanja kvaliteta aroma na
povisenim ulaznim temperaturama [85]. Stoga, se moze ocekivati da ja¢i intenzitet
Majarove reakcije, kao rezultat dejstva visokih ulaznih temperatura pri suSenju kamiljeg
mleka rasprSivanjem, pored pokazane bolje rastvorljivosti i antioksidativne aktivnosti,
moze imati i pozitivne efekte na aromu mleka u prahu, a samim tim i bolju

prihvatljivost od stane konzumenata.

5.3. Modifikacije glavnog alergena kravljeg mleka, -laktoglobulina, u
Majarovoj reakciji tokom tretmana zagrevanja u rastvoru:

karakterizacija i imunoloSke osobine

U ishrani savremenog ¢oveka je jako zastupljena termicki procesovana hrana
koja je bogata u sadrzaju AGE (10 do 100 puta vise nego u termicki netretiranoj hrani).

U zapadnim zemljama je prose¢an dnevni unos AGE proizvoda procenjen na 25 — 75
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mg [174]. Poznato je da alergeni hrane modifikovani u Majarovoj reakciji pokazuju
izmenjene imunoloske osobine u odnosu na nativne alergene [77, 175-178]. U ovom
delu disertacije su ispitani efekti intenzivne Majarove reakcije na neke imunoloSke

osobine glavnog alergena kravljeg mleka, BLG-a.

5.3.1. Karakterizacija glikovanog BLG-a SDS-PAGE analizom i cirkularnim

dihroizmom

BLG glikovan glukozom tretmanom zagrevanja u rastvoru (10 mg/ml BLG, 50
mM natrijum-fosfatni pufer, pH=8,0, 60 °C tokom 10 dana) je analiziran elektroforetski
i cirkularnim dihroizmom i poreden sa netretiranim, nativnim BLG-om i BLG-om
zagrevanim u rastvoru u odsustvu glukoze (Slika 3.1). Nativni BLG u redukuju¢im
uslovima pokazuje traku na 18 kDa, §to odgovara njegovoj molekulskoj masi, dok u
neredukuju¢im uslovima dodatno pokazuje i bledu traku disulfidnog dimera, koji se u
prisustvu -merkaptoetanola redukuje do monomerne forme. BLG zagrevan u rastvoru,
pod neredukujué¢im uslovima prisutan je iskljué¢ivo u formi polimera, monomerna forma
se ne zapaza. Nakon redukcije disulfidnih mostova, on se javlja u formi monomera,
dimera i trimera, dok se forma polimera znacajno smanjuje, ukazujuci da je najveci broj
kovalentnih veza u zagrevanom uzorku disulfidne prirode. Glikovani BLG i u
redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima pokazuje traku na 18 kDa koja se §iri prema
ve¢im molekulskim masama, §to je karakteristicno za proteine modifikovane u
Majarovoj reakciji. U glikovanom uzorku formirani su i dimeri i polimeri BLG-a,
kovalentnim vezama koje nisu disulfidne, jer redukuju¢i uslovi nemaju efekte na

njihovo prisustvo.

Promene u sekundarnim strukturama BLG-a tokom tretmana zagrevanja u
rastvoru pracene su snimanjem CD spektara u dalekoj UV oblasti (Grafik 3.1).
Karakteristicni minimum pika nativnog BLG-a na 215 nm je pomeren prema niZim
talasnim duzinama nakon tretmana zagrevanja, kako u prisustvu tako i u odustvu
glukoze, ukazuju¢i na smanjenje sadrzaja uredenih sekundarnih struktura. Medutim,
zagrevanje u odsustvu glukoze dovodi i do znacajnog produbljivanja pika, Sto nije
zapazeno U prisustvu glukoze, ukazujuéi na jo§ drasti¢nije smanjenje uredenih struktura.
Zaista, softverska analiza CD spektara (Grafik 3.1.B) je pokazala da glikovani BLG ima

smanjen sadrzaj a-heliksa 1 povecan sadrzaj neuredenih struktura, ukazujuci na direktnu
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konverziju uredenih u neuredene strukture tokom Majarove reakcije potpomognute
zagrevanjem u rastvoru. Sa druge strane, BLG zagrevan u rastvoru u poredenju sa
nativnim BLG-om pokazuje smanjen sadrzaj a-heliksa i B-ploCica uz znacajniji porast

neuredenih struktura.

Nativni BLG Zagrevani BLG Glikovani BLG
M R NR R NR R NR
. _ ——— 7 P
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Slika 3.1. Proteinski profil nativnog, zagrevanog i glikovanog BLG-a na 12% SDS-PAGE gelu pod
redukujué¢im i neredukujué¢im uslovima. Proteinske trake su bojene CBB bojom. Legenda: R -
redukujuéi uslovi; NR — neredukujuéi uslovi; M — proteinski molekulski markeri u kDa.

BLG zagreavan u rastvoru pod istim uslovima kao i glikovan BLG, samo u
odsustvu glukoze, pokazuje znacajne razlike u strukturi proteina i u stepenu agregacije u
poredenju sa glikovanim BLG-om. Fizicko-hemijske promene koje su pretrpeli
glikovani 1 zagrevani BLG su kvalitativno razlicite. Prisustvo glukoze tokom termickog
tretmana ostvaruje zaStitne efekte na strukturu BLG-a. Zastitni efekat saharida na
denaturaciju i agregaciju BLG-a izazvanu termi¢kim tretmanom je dobro poznat u
literaturi [148, 179, 180]. S toga, strukturne promene indukovane Majarovom reakcijom
nisu jednostavna suma termicki izazvanih promena i kovalentnog vezivanja saharida,
ve¢ Majarova reakcija, kao kompleksan process sa nizom konsekvenci, rezultuje u

jedinstvenim modifikacijama proteina.
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Grafik 3.1. (A) CD spektri nativnog, zagrevanog i glikovanog BLG-a u dalekoj UV oblasti. (B)
Procentni sadrZaj sekundarnih struktura je procenjen primenom CONTIN algoritma dostupnog u
CDPro paketu na osnovu referentnog seta proteina SP29. Razlike u sadrZaj sekundarnih struktura
su analizirane Studentovim t-testom. * i ** se odnose na statisticku znacajnost sa vredno$cu
parametra p < 0.05i 0.01, redom.

5.3.2. Stepen glikovanja BLG-a
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Grafik 3.2. Procena stepena realizacije Majarove reakcije odredivanjem sadrZaja slobodnih amino

grupa OPA metodom. Sadrzaj slobodnih amino grupa je statisti¢ki poreden Studentovim t-testom.
*%%% gznatava nivo pouzdanosti od p < 0.0001.

Stepen glikovanja BLG-a u Majarovoj reakciji tokom tretmana zagrevanja u
rastvoru u prisustvu glukoze je odreden na osnovu smanjenja sadrzaja slobodnih amino
grupa. Rezultati pokazuju da glikovani BLG sadrzi samo 25% slobodnih amino grupa

od ukupnih 100% u nativnhom proteinu, ukazujuc¢i da je 75% amino grupa BLG-a
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ucestvovalo u reakciji sa karbonilnom grupom glukoze (Grafik 3.2). Ovako intenzivno
glikovanje dovelo je do promena u sekundarnim strukturama i do formiranja

kovalentnih dimera i polimera (Grafik 3.1 i Slika 3.1).

5.3.3. Glikovanje BLG-a smanjuje transport kroz Caco-2 ¢elijski monosloj
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Grafik 3.3. Biodostupnost nativnog i glikovanog BLG-a u in vitro testu, merena kao transcitoza
nativnog i glikovanog BLG-a kroz Caco-2 ¢éelijski monosloj. Transport je meren u razlifitim
vremenima do 300 min. Svaka tacka predstavlja srednju vrednost + SD. Jedan reprezentativni
eksperiment od tri nezavisna je prikazan. *, **, i *** predstavljaju znacajnost na nivou p < 0.05,
0.01,i0.001, redom.

Kako bi glikovani proteini ostvarili imunoloske efekte, oni moraju biti u
mogucénosti da produ intenstinalnu epitelijalnu barijeru i da dodu u kontakt sa ¢elijama
imunskog sistema. Transport alergena kroz epitelijalnu barijeru moze da se deSava na
dva nacina, transcelularno ili paracelularno. Pokazano je da je glavni put apsorpcije
nativnog BLG-a u in vivo uslovima transcelularni [51, 181]. Transport nativnog i
glikovanog BLG-a je ispitan u in vitro sistemu, na Caco-2 ¢elijskom monosloju, modelu
funkcije intenstinalne barijere. Nativni i glikovani BLG su nanoseni sa apikalne strane
Caco-2 ¢elija 1 praden je njihov transepitelijalni transport u vremenu tako $to je sa
bazolateralne strane odredivana koncentracija BLG-a nakon 15, 30, 60, 120, 180 i 300
minuta (Grafik 3.3). Glikovanje je dramaticno smanjilo koncentraciju BLG-a u
bazolateralnom odeljku u poredenju sa nativnim BLG-om. Transport obe forme BLG-a
je bio kontinualan ukazujuéi na ocuvane Cvrste veze medu celijama monosloja i

iskljucujuéi moguénost paracelularnog transporta. Smanjen transport glikovane forme je
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uzrokovan fizicko-hemijskim promenama koje su se dogodile tokom Majarove reakcije,
kao Sto je delimicno razvijanje proteina i formiranje multimera visokih molekulskih
masa, $to otezava transcitozu. Smanjena intestinalna propustljivost alergena dovodi do
smanjene njihove apsorpcije sto dalje moze voditi do smanjene aktivacije senzitisanih
mast ¢elija u lamini proprii [182]. Rot je sa saradnicima pokazao da BLG i ALA koji
pretrpe tretman pasterizacije koji uzrokuje agregaciju alergena, imaju smanjeni

potencijal da izazovu anafilakti¢ku reakciju usled smanjene intestinalne apsorpcije [51].

5.3.4. Glikovanje BLG-a poveéava preuzimanje alergena od strane dendritskih

celija
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Grafik 3.4. Preuzimanje nativnog i glikovanog BLG-a obelezenih FITC-om od strane dendritskih
¢elija, prateno proto¢nom citometrijom u vremenskim tackama do 120 min. Preuzimanje je
predstavljeno kao A) procenat FITC-pozitivnih éelija ili kao B) MFI. Rezultati su prikazani kao
srednje vrednosti iz dva nezavisna eksperimenta + S.E.M. (n=5) i analizirani Studentovim t-testom.
Razlike su statisticki znacajne ukoliko je p < 0.01 (**) ili p < 0.0001 (****),

Nakon prolaska intestinalne barijere, alergeni se susre¢u sa brojnim c¢elijama
imunskog sistema. Ovde smo ispitali efekte glikovanja BLG-a u Majarovoj reakciji na
njegovo preuzimanje od strane dendritskih celija koje su in vitro diferencirane i
propagirane iz prekursora iz kostne srzi misa. Nativni ili glikovani BLG, obelezeni
fluorescentnom bojom - FITC-om, su inkubirani sa dendritskim c¢elijama i njihovo
preuzimanje je praceno protocnom citometrijom nakon odredenih vremenskih intervala.
Preuzimanje obe BLG forme, mereno kao procenat FITC-pozitivnih celija (Grafik
3.4.A) bilo je zavisno od vremena i dostiglo je plato nakon 30 minuta, dok je MFI ¢elija

kontinuirano rastao u toku 120 minuta (Grafik 3.4.B). Glikovani BLG je preuziman
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znacajno efikasnije; u njegovom prisustvu 85 % celija je bilo FITC-pozitivno, u
poredenju sa 55 % u prisustvu nativnog BLG-a (Grafik 3.4.A). Statisticki znacajano
poveéanje preuzimanja glikovanog BLG-a je zapazeno i merenjem MFI-a u svakoj
vremenskoj tacki (Grafik 3.4.B). Sli¢ni rezultati, pove¢anog preuzimanja glikovanog
potentnog alergena hrane, ovalbumina, su dobijeni u eksperimentima sa mi$jim

dendritskim ¢elijama iz kostne srzi ili sa humanim mijeloidnim dendritskim ¢elijama
[75, 76, 183].

Dendritske c¢elije inkubirane sa fluorescentno obeleZzenim nativnim ili
glikovanim BLG-om su takode posmatrane pod konfokalnim mikroskopom (Slika 3.2).
Konfokalne mikrografije pokazuju znacajno intenzivniji fluorescentni signal u prisustvu
glikovanog BLG-a u poredenju sa nativnim BLG-om, $to je u saglasnosti sa rezultatima
dobijenim proto¢nom citometrijom.

Nativni BLG Glikovani BLG

Slika 3.2. Konfokalne mikrografije dendritskih ¢elija inkubiranih sa FITC-obeleZenim nativnim ili
glikovanim BLG-om u toku 30 minuta.

5.3.5. Dendritske ¢elije internalizuju BLG putem receptorom-posredovane
endocitoze, preko SR-a

Za bolje razumevanje procesa preuzimanja nativnog i glikovanog BLG-a od
strane dendritskih Celija, sprovedeni su eksperimenti sa farmakoloSkim inhibitorima
razli¢itih puteva internalizacije. Na pocetku, da bi se ispitalo da li je internalizacija BLG
formi aktivan ¢elijski proces, eksperiment preuzimanja alergena je izveden na +4 °C. To
je dovelo do gotovo totalne inhibicije preuzimanja obe forme alergena (Grafik 3.5.A),

ukazujuci da je proces aktivan i energetski zavisan.
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Grafik 3.5. Studije mehanizma preuzimanja nativnog i glikovanog BLG-a obeleZzenih FITC-om u
prisustvu razlifitih inhibitora. Dendritske ¢elije su pre inkubacije sa alergenima bile tretirane
tokom 30 minuta sa A) inhibitorima razli¢itih mehanizama preuzimanja: latrunkulin B — inhibitor
polimerizacije aktina, jasplakinolidom - inhibitorom fagocitoze, amiloridom - inhibitorom
makropinocitoze i fenilarsin-oksidom — inhibitorom endocitoze posredovane receptorom, ili sa B)
inhibitorima specifi¢nih receptora: dekstran-sulfatom i poliinozinom — inhibitorima SR, FPS-ZM1
— inhibitorom RAGE receptora. Preuzimanje alergena je analizirano proto¢nom citometrijom i
rezultati su predstavljeni kao MFI-relativno u odnosu na preuzimanje u odsustvu inhibitora +
S.E.M. (n = 6). Rezultati su analizirani Studentovim t-testom i razlike srednjih vrednosti su
smatrane statisticki znacajnim kada je p <0.01, 0.001 i 0.0001 (**, *** j **** redom).

Tretman celija sa latrunkulinom B ili jasplakinolidom, jedinjenjima koja su
poznata da interferiraju sa polimerizacijom i funkcijom aktina i time inhibiraju
fagocitozu [184, 185], smanjio je preuzimanje obe forme BLG-a (Grafik 3.5.A i Slika
3.3), Sto ukazuje da su aktin i fagocitoza uklju¢eni u proces preuzimanja alergena.
Amilorid, inhibitor makropinocitoze [186], takode smanjuje preuzimanje obe BLG
forme (Grafik 3.5.A i Slika 3.3). Na kraju je ispitivan efekat fenilarsinoksida, inhibitora
internalizacije povrSinskih receptora [187], koji je rezultovao u snaznoj inhibiciji
endocitoze nativnog BLG-a i gotovo potpuno inhibirao endocitozu glikovanog BLG-a
(Grafik 3.5.A i Slika 3.3). Inhibitorne studije su pokazale da nativni i glikovani BLG
bivaju internalizovani od strane dendritskih ¢elija u procesima zavisnim od aktina,
konstitutivnom makropinocitozom i endocitozom posredovanom receptorima. Izrazenija
inhibicija preuzimanja glikovanog BLG-a fenilarsin-oksidom ukazuje da je doslo do
preusmeravanja glikovane forme prema mehanizmu endocitoze posredovane

receptorima.
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Slika 3.3. Studije mehanizma preuzimanja nativnog i glikovanog BLG-a u prisustvu A) inhibitora
razli¢itih mehanizama preuzimanja ili B) inhibitora specifi¢nih receptora pracene konfokalnom
mikroskopijom. Dendritske ¢elije su tokom 30 minuta bile tretirane odgovarajuc¢im inhibitorima, a
zatim inkubirane sa FITC-obeleZenim nativnim ili glikovanim BLG-om.

Dendritske ¢elije, u skladu sa svojom bioloskom funkcijom, imaju na povrsini
veliki broj specijalizovanih receptora, kao $to su PRR i medu njima najpoznatiji TLRS,
zatim lektini C-tipa (engl. C-type lectins - CTL), i SR. U literaturi je pokazano da je za
neke alergene interakcija sa PRR klju¢na za stimulaciju urodenog i adaptivnog
imunskog odgovora [188]. U ovoj studiji su selektivno blokirani SR i RAGE da bi se
ispitala njihova uloga u preuzimanju glikovanog alergena. Dekstran sulfat i poliinozin,
inhibitori SR, znacajno su smanjili preuzimanje obe forme BLG-a (Grafik 3.5.B i Slika
3.3.B). Tretman dendritskih ¢elija sa FPS-ZM1, inhibitorom RAGE receptora, nije
doveo do statisticki znac¢ajnih efekata na preuzimanje alergena. Ovi rezultati ukazuju da
se i nativni i glikovani BLG vezuju za SR i preko njih bivaju internalizovani.
Mehanizam ulaska BLG-a u dendritske celije preko SR je verovatno jedan od nekoliko
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uklju¢enih u ukupan proces. Interesantno je da su ligandi SR polianjonski molekuli
[189], a da je BLG kiseo protein sa pl vredno$¢éu 5,1, S§to moze objasniti njegovo
vezivanje za ove receptore. Blokiranje lizil ostataka glukozom u Majarovoj reakciji, u
slu¢aju glikovanog BLG-a, dodatno snizava pl vrednost i ¢ini glikovani BLG jo$
kiselijim, S$to najverovatnije vodi do povecanog afiniteta prema SR i time povecanog
preuzimanja glikovane forme. Drugi faktor koji utice na povecano preuzimanje
glikovane forme mogu biti promene u strukturi i povecano agregiranje koje prati
Majarovu reakciju. Takode, snaznije prepoznavanje glikovanog BLG-a od strane SR
moze objasniti preusmeravanje preuzimanja glikovanog BLG-a ka endocitozi
posredovanoj receptorima (Grafik 3.5.A). Ovi rezultati su u saglasnosti sa prethodno
objavljenim studijama koje su pokazale da se kasni proizvodi glikovanja, posebno
piralin, vezuju za SR klase A [76, 190].

5.3.6. Glikovani BLG je podloZniji endolizozomalnoj degradaciji unutar

dendritskih ¢elija

Efikasnost degradovanja i procesovanja antigena unutar antigen-prezentujucih
¢elija je od izuzetnog znaCaja za njihovo prezentovanje T celijama. S toga je
endolizozomalna proteoliza glikovanog BLG-a unutar dendritskih ¢elija, uporedena sa
endolizozomalnom proteolizom nativhog BLG-a. Dendritske Celije su inkubirane sa
nativnim ili glikovanim BLG-om vezanim za polistirenska zrnca kako bi doslo do
njihove fagocitoze, a zatim je pracena degradacija alergena u vremenu, na 0snovu
vezivanja BLG-specifiénih antitela. Nakon prvih 30 minuta endolizozomalne
degradacije glikovani BLG je bio znacajno slabije prepoznat antitelima, dok nakon 2 h,
pa sve do 12 h nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika u prepoznavanju ove dve BLG
forme (Grafik 3.6 A i B).

Ovi rezultati ukazuju da je glikovanje ostvarilo efekte na kinetiku degradacije,
¢ine¢i glikovani BLG podloznijim proteolizi, posebno u prvom vremenu nakon
fagocitoze. Glikovanje BLG-a povecava sadrzaj neuredenih struktura (kako je pokazano
CD spektroskopijom, Grafici 3.1.A 1 3.1.B), $to smanjuje njegovu stabilnost i ¢ini

polipeptidni niz podloZniji endolizozomalnim proteazama.
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Grafik 3.6. Kinetika endolizozomalne degradacije nativnog i glikovanog BLG-a. Dendritske éelije
su internalizovale nativni ili glikovani BLG vezan za polistirenska zrnca i zatim su inkubirane na
37 °C kako bi se omogucila endolizozomalna degradacija. U odredenim vremenskim tackama éelije
su lizirane i zrnca koja su nosila nedegradovani BLG su bila bojena Alexa 488 BLG-specifi¢nim
antitelima i zatim analizirana na proto¢nom citometru. A) Histogrami sa proto¢ne citometrije
jednog reprezentativnog eksperimenta. B) Procenat nedegradovanog nativnog ili glikovanog BLG-a
tokom vremena je prikazan kao srednja vrednost £ SEM (n = 4). **** oznacava statisti¢ku
znacajnost sa vrednoS¢u parametra p < 0.0001.

5.3.7. Glikovani BLG izaziva slabije luenje citokina od strane CD4" T-éelija

Da bi se ispitao specificni T-Celijski odgovor na glikovani BLG, BLG-specificne
CD4" T-¢elije su izolovane iz misa imunizovanog nativnim BLG-om i zasejane u
mesSovitu kulturu sa dendritskim ¢elijama aktiviranim nativnim ili glikovanim BLG-om.

Nakon 72 sata, dendritske ¢elije stimulisane glikovanim BLG-om su dovele do nize

82



produkcije Thl-tipa citokina (INF-y) i Th2 tipa citokina (IL-5 i IL-13) od strane T-
¢elija, u odnosu na dendritske cCelije stimulisane nativnim BLG-om (Grafik 3.7).
Produkcija IL-10 se nije statisti¢ki razlikovala u zavisnosti od stimulacije nativnim ili

glikovanim BLG-om.
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Grafik 3.7. Stimulacija BLG-specifi¢nih CD4" T-éelija dendritskim éelijama aktiviranih nativnim
ili glikovanim BLG-om. CD4" T-¢elije su izolovane iz C3H/HeOuJ miSeva imunizovanih nativnim
BLG-om i inkubirane u meSovitoj kulturi sa aktiviranim dendritskim ¢elijama tokom 72 sata. Nivoi
INF-y , IL-5, IL-10 i IL-13 su odredeni u cCelijskom medijumu komercijalno dostupnim ELISA
esejima. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD jednog reprezentativnog
eksperimenta i analizirani Studentovim t-testom. Razlike su statisti¢ki znac¢ajne ukoliko je p < 0.01

(**) ili p < 0.001 (***), dok ns oznacava izostanak statisticke znacajnosti.

Uprkos znacajno povecanom preuzimanju glikovanog BLG-a od strane
dendritskih ¢elija, kroz endocitozu posredovanu SR, on je ipak pokazao niZi nivo
stimulacije T-¢elija. Ovo ukazuje da se manje peptida prezentuje u kompleksu sa MHC

klasom Il kada se dendritske celije stimulisu glikovanom formom. Ranije objavljene
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studije su pokazale da glikovani ovalbumin, koji dendritske celije takode preuzimaju
endocitozom posredovanom SR klase A tipa I ili II, dovode do snaznije stimulacije
CD4" T-¢elija i poveéanog ludenja citokina [75]. Ovi rezultati su u suprotnosti sa nasim
rezultatima sto moze posledica razlike u soju i starosti miSeva koji su bili izvor Celija.
Takode, efekti glikovanja na T-Celijski odgovor mogu biti zavisni i od samog alergena i
saharida. Ovi rezultati takode ukazuju na znaCaj dogadaja koji slede nakon
internalizacije antigena, odnosno procesovanje antigena i aktivacija nizvodnih signalnih
puteva. Sliéno ovim zapazanjima, Smole je sa saradnicima pokazao da nezrele
dendritske c¢elije internalizuju potentni alergen Bet v 1 i njegov strukturni homolog ali
slab alergen, Api g 1, sa slicnom kinetikom i bez razlika u preuzimanju od strane

dendritskih ¢elija poreklom od zdravih ili alergi¢nih osoba [191].

Unutarcelijska degradacija antigena u antigen prezentuju¢im c¢elijama znacajno
odreduje sudbinu antigena [192]. Antigeni koji su visoko podlozni endolizozomalnim
proteazama poseduju slab kapacitet da aktiviraju T-Celije [193]. Tako povecana
endolizozomalna degradacija glikovanog BLG-a moze doprineti njegovom smanjenom

kapacitetu da stimuliSe T-Celije.
5.3.8. Glikovanje BLG-a smanjuje aktivaciju bazofila

Na kraju su ispitani efekti glikovanja BLG-a na efektorski alergijski odgovor.
Kao model sistem humanih bazofila, koris¢ena je RS-ATLS8 linija, humanizovana
¢elijska linija leukemije bazofila pacova koja eksprimira humani FceRI receptor i koja
eksprimira luciferazu nakon aktivacije usled umrezavanja FceRI. RS-ATL8 su
senzitisane oligoklonskim anti-BLG himernim humanizovanim IgE antitelima, a zatim
izazvane nativnim ili glikovanim BLG-om. Glikovani BLG je doveo do znaajno
slabijeg umrezavanja FceRI receptora i aktivacije bazofila u poredenju sa nativnim

BLG-om pri svim testiranim koncentracijama alergena (Grafik 3.8).

Kod BLG-a koji je glikovan u visokom stepenu, svi aminokiselinski ostaci koji
sadrze slobodnu amino grupu mogu biti glikovani (16 lizina, 2 arginina i N-terminalna
amino grupa leucina 1) [194, 195]. Sa druge strane, sva BLG-specificna himerna IgE
monoklonska antitela koris¢ena u ovom eksperimentu prepoznaju peptide sa najmanje 1

- 2 mesta moguceg Vvezivanja saharida (Tabela 3.1) [133]. S toga je velika verovatnoca
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da visok stepen glikovanja BLG-a smanjuje vezivanje IgE antitela zbog promena u
strukturi i naelektrisanju epitopa, §to dovodi do smanjene aktivacije bazofila. Pored
toga, ranija istrazivanja su pokazala efekat maskiranja IgE epitopa BLG-a glikovanjem
razli¢itim monosaharidima [67]. Ovaj efekat visokog stepena glikovanja na

prepoznavanje alergena hrane IgE antitelima je dobro opisan u literaturi [71, 196].
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Grafik 3.8. Ekspresija luciferaze indukovana umreZavanjem FceRI nativnim ili glikovanim BLG-
om. RS-ATLS ¢elije su senzitivisane oligoklonskim BLG-specifi¢cnim himernim humanizovanim IgE
antitelima i zatim stimulisane sa 1, 10, 100 ili 1000 ng/ml nativnog ili glikovanog BLG-a. Prikazan
je nivo ekspresije luciferaze nakon 1 sata stimulacije. Isprekidana linija pokazuje ekspresiju
luciferaze nakon stimulacije sa 1 pg/ml anti-humanog IgE antitela. Rezultati su prikazani kao
srednja vrednost + SD (n = 8) i analizirani su Studentovim t-testom. * oznacava statisticku

znacajnost sa vredno§cu parametra p < 0.05.

Slabiji efektorski alergijski odgovor, meren kao sposobnost glikovanog BLG-a
da dovede do umrezavanja FceRI receptora, zajedno sa znaajno nizim
transepitelijalnim transportom, meren kao transcitoza u Caco-2 model sistemu, ukazuju
da glikovanje BLG-a smanjuje rizike od alergijskih reakcija, posebno u populaciji koja

je primarno senzitisana na nativni oblik BLG-a.
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Tabela 3.1. Peptidi BLG-a koje prepoznaju himerna monoklonska BLG-specifiéna IgE antitela

kori$éena u eseju aktivacije bazofila[133]. Mesta moguceg glikovanja su oznacena crvenom bojom.

Monoklonsko

ntitelo Sekvenca peptida Pozicija
5D6.1 TPEGDLEILLQKWENDEC (AA 49-66)
LLFCMENSAEPEQSLVCQ (AA 103-120)
NSAEPEQSLVCQCLVRTP (AA 109-126)
7D5.1 LEKFDKALKALPMHIRLS (AA 133-150)
8C3.3 TPEGDLEILLQKWENDEC (AA 49-66)
PAVFKIDALNENKVLVLD (AA 79-96)
LLFCMENSAEPEQSLVCQ (AA 103-120)
NSAEPEQSLVCQCLVRTP (AA 109-126)
8F7.1 TPEGDLEILLQKWENDEC (AA 49-66)
LLFCMENSAEPEQSLVCQ (AA 103-120)
NSAEPEQSLVCQCLVRTP (AA 109-126)
11B6.2 TPEGDLEILLQKWENDEC (AA 49-66)
LLFCMENSAEPEQSLVCQ (AA 103-120)
NSAEPEQSLVCQCLVRTP (AA 109-126)
13A5.2 LEKFDKALKALPMHIRLS (AA 133-150)
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Efekti intenzivnog glikovanja BLG-a na interakcije sa klju¢nim celijama

imunskog sistema sumarno su prikazani na Slici 3.4.

# NativniBLG ¥ GlikovaniBLG (1) Epitelijalnitransport
(2) Aktivacija bazofila (3) Preuzimanje od strane dendritskih ¢elija
(4) Degradacija unutar dendritskih ¢elija (5) T-celijska stimulacija

Slika 3.4. Visok stepen glikovanja BLG-a glukozom je doveo do smanjene epitelijalne transcitoze i
smanjenog kapaciteta za aktivaciju bazofila. Takode, preuzimanje glikovanog BLG-a od strane
dendritskih ¢elija je povecano, ali je njegova degradacija u endolizozomalnim kompartmentima

ubrzana, §to mozZe biti uzrok primeéene slabije T-Celijske stimulacije.
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6. Zakljucci

U skladu sa postavljenim ciljevima mogu da se izvedu sledeci zakljucci:

1)

2)

Kombinovana primena ultrazvu¢nog tretmana visokog intenziteta 1 uslova
makromolekulskog nagomilavanja je efikasan metod za pospesivanje Majarove
reakcije u model sistemu proteina kravlje surutke i arabinoze. Stepen glikovanja
proteina surutke primenom ultrazvuénog tretmana je znacajno veéi u uslovima
makromolekulskog nagomilavanja u poredenju sa stepenom glikovanja koji je
postignut samo primenom ultrazvuénog tretmana. Ultrazvuéni tretman i visok
stepen realizacije Majarove reakcije dovode do oksidativnih promena na
proteinima koji su detektovani u vidu oksidacije sulfhidrilnih grupa, formiranja
proteinskih karbonila i proteinskih hidroperoksida. Visok stepen glikovanja u
Majarovoj reakciji je doprineo poboljsanju funkcionalnih osobina kao $to su
antioksidativni kapacitet, kao i temperaturna i pH stabilnost. Tako je
sonifikacija, u uslovima makromolekulskog nagomilavanja, na niskim
temperaturama i u kratkom vremenu ubrzala Majarovu reakciju na proteinima
kravlje surutke i unapredila njihove tehnolosko-funkcionalne osobine, bez

narusavanja proteinskih struktura.

Tretman susenja raspr$ivanjem je ubrzao Majarovu reakciju u 0dnosu na tretman
liofilizacije. Takode, viSe ulazne temperature (230 °C — 250 °C) su znacajnije
promovisale Majarovu reakciju u odnosu na niZe temperature susenja (190 °C —
210 °C). Majarova reakcija je napredovala kroz rane i intermedijerne faze, dok
su kasne faze ostale ispod limita detekcije. Iako su temperature suSenja veoma
visoke, one nisu ostvarile negativan efekat na sekundarne strukture proteina
kamiljeg mleka, jer se one ne razlikuju u odnosu na strukture proteina
liofilizovanog mleka u prahu. Medutim, suSenje rasprSivanjem je povecalo
povrsinsku hidrofobnost proteina u odnosu na tretman liofilizacijom. Realizacija
Majarove reakcije tokom suSenja rasprSivanjem dovela je do unapredenih
funkcionalnih osobina proteina kamiljeg mleka u prahu kao S$to su bolja

rastvorljivost i veca antioksidativna moc.
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3) Visok stepen glikovanja potentnog alergena hrane, BLG-a, u Majarovoj reakciji
smanjuje njegov transepitelijalni transport, ali znacajno povecava preuzimanje
od strane dendritskih ¢elija. I nativnu i glikovanu formu BLG-a dendritske ¢elije
prepoznaju i preuzimaju endocitozom posredovanom receptorima Cistacima.
Modifikacije nastale usled Majarove reakcije uéinile su glikovanu formu boljim
ligandom za SR, i dovele do njenog povecanog preuzimanja od strane
dendritskih ¢elija. Promene ovih funkcionalnih karakteristika glikovanog BLG-a
u odnosu na neglikovani su, izmedu ostalog, povezane Sa snizavanjem pl
vrednosti 1 formiranjem agregata. Glikovani BLG je podlozniji
endolizozomalnoj degradaciji i pokazao je slabiji potencijal da indukuje
produkciju citokina u mesovitoj kulturi dendritskih ¢elija 1 BLG-specifi¢nih
CD4" T-¢elija. Glikovanje BLG-a dovodi i do smanjenja potencijala za
aktivaciju bazofila. Ovi rezultati pokazuju da glikovanje BLG-a uti¢e na njegove
interakcije sa klju¢nim celijama imunskog (alergijskog) odgovora i da je
glikovani BLG slabije potentan u indukovanju T-¢elijskog odgovora u misjem

model sistemu gde je senzitizacija uradena nativnim BLG-om.

U ovoj doktorskoj disertaciji su ispitani efekti modifikacije proteina hrane u
Majarovoj reakciji na njihove strukturne karakteristike, tehnolosko-funkcionale osobine
1 imunoloske osobine. Promene u strukturi u mnogome zavise od uslova u kojima se
realizuje Majarova reakcija. Sonifikacija u uslovima makromolekulskog nagomilavanja
na niskim temperaturama, kao i tretman suSenja rasprSivanjem od samo nekoliko
sekundi nisu narusili strukturu proteina kravlje surutke i kamiljeg mleka. Sa druge
strane, dugotrajno zagrevanje u rastvoru je doveo do znacajnih strukturnih promena i
agregacije potentnog alergena hrane BLG-a. Poboljsanje tehnolosko-funkcionalnih
osobina proteina kravlje surutke ili kamiljeg mleka modifikacijama u Majarovoj reakciji
je bilo znac¢ajno i korelisalo je sa stepenom realizacije Majarove reakcije. U poredenju
sa nemodifikovanim alergenom, intenzivno glikovani BLG je pokazao smanjen
imunogeni potencijal u misjem model sistemu gde je senzitizacija uradena nativnim
BLG-om i izmenjene interakcije sa ¢elijama imunskog sistema koje imaju klju¢nu ulogu

u alergijskim reakcijama.

Prikazani rezultati ukazuju da modifikacije proteina hrane u Majarovoj reakciji
imaju brojne posledice na strukturne i funkcionalne osobine proteina. Odgovarajuci
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izbor same metode ubrzavanja Majarove reakcije, kao i pazljiva optimizacija reakcionih
uslova, koji direktno odreduju stepen Majarove reakcije, mogu omoguciti dobijanje
proteina zeljenih tehnoloskih i funkcionalnih osobina, kao i modifikovanih proteina sa

smanjenim alergenim potencijalom.
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OBu AM4HI ITOAAIIMT MOTY C€ O6jaBHTI/I Ha MPC)KHI'H\I CTpaHPIL[aMﬂ AUTUTAAHE 6IfI6/\IIOTCI(C,

Y €AEKTPOHCKOM KATaAOTY U Y IybAuKarujamMa YHuBepauTeTa y Heorpaay.

VY Beorpaay, ITormuc ayropa




MU3jaBa o Kopuwhery

Opaamthyjem Vuusepsurercky 6ubamorexy ,,Cerosap Mapkosuh® aa y Aurmrasmn
perosuTopujym YHusepsutera y bBeorpaAy yHece MOjy AOKTOPCKY AHMCEPTAIIHY ITOA
HACAOBOM:

Crpyxrypa u ¢dynxumja nporenna maeka MoAupukosanux y Majaposoj peaxuuju

Koja je MO]C AYTOPCKO AEAO.

Aucepraimjy ca cBuM IPHAO3MMA IIPEAAAA CAM § EACKTPOHCKOM (hOPMATY ITOTOAHOM 32

TPAJHO APXHBUPAHE.

Mojy AokTopcky AucepTarmjy moxparmery y AUTHTAAHOM PEOSUTOPHjyMy VHHBEP3HTETA
y BeorpaAy m AocTymHY y OTBOpEHOM MIPHCTYITy MOIY Aa KOPHCTE CBH KOJU IOIITY]Y
OApeAbe cappxane y opabpamom Tmmy Ammenne Kpeatusme sajeammire  (Creative

Commons) 32 KOjy CaM ce OAAYIHAA.

1. Ayropcrso (CC BY)

2. Ayropctso — Hexomepuujasro (CC BY-NC)

3. Ayropcrso — Hekomepimjaaro — Ges npepasa (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpcTBO — HEKOMEPUHJAAHO — ACAHTH IIOA HcTUM ycaoBuma (CC BY-NC-SA)

5. Ayropcrso — Ges npepapa (CC BY-ND)

6. AyTopcTBO — AeAuTH TTOA HCTIM yeaoBmma (CC BY-SA)

V Beorpaay, [ToTmmc ayropa
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1. AyTopcTBO. A03BOMSABATE YMHOKABASCE, AUCTPHOYLI]y 1 JABHO CAOIIIIITABAIbE ACAQ, U
IIpepaAe, aKO Ce HABEAC MME ayTopa Ha Ha9IMH oApeheH oA cTpaHe ayTopa HAHM A2BAOIIA

AMILEHIIE, YaK ¥ Y Komeprujasne cepxe. OBO je HajcAOGOAHH]A OA CBUX AHIICHIIH.

2. AyTopcTBO — HEKOMEPUHjasHO. A03BO/SABATE YMHOKABAFGE, AUCTPUOYIIM]Y M jABHO
CAOMINTaBaFbE ACAQ, U IIPEPAAE, AKO CE HABEAE MME ayTopa Ha HadHH OApeher oA crpame

AyTOPa MAM AaBaOIld AMIICHIIE. OsBa AHMIICHIIA HE AO3BOMAABA KOMCPLII/I].QIAHY yHOTp€6y ACAa.

3. AyropcrBo — HekoMepuujasHo — 0e3 mnpepasa. Ao3BosmaBaTe YMHOXKABAIGE,
AMCTPHOYLIH]y M jaBHO CAONINTABAEbE A€AQ, Oe3 IpomeHa, MpeobANKOBamkba HAK yroTpebe
A€AA ¥ CBOM AEAY, aKO CE HaBEAC MME ayTOpa HAa HAYMH oApeheH oA cTpaHe ayTopa MAM
AaBaoria AurreHrie. OBa AWIIEHIIA HE AO3BO/>ABA KOMEPIMjaAHy yIOTpeOy AeAa. Y OAHOCY
Ha CBE OCTAAC AMIIEHIIE, OBOM AMIIEHIIOM Ce OTpaHH4aBa Hajsehn obuM mpasa koprhersa

AEAA.

4. AyTopcTBO — HEKOMEPLIHjaAHO — AGAMTH IIOA HCTUM yCAOBHMA. Ao3BomaBate
yMHOMaBame, AUCTPHOYIIIJy 1 JABHO CAOIIITAaBA€ AEAA, M IIPEPAAE, AKO Ce HABEAE MMe
ayTopa Ha HadHH OApeheH OA CTpaHe ayToOpa MAM AaBAOLA AHMIIEHIlE M AKO Ce IIPepaAa
AHCTPHOYHpPA ITOA MCTOM HAM CAHMYHOM AnieHIoM. OBa AHIICHITA HE AO3BO/AABA

KOMEPIIHJAAHY YIIOTPEDY A€AQ U IIPEPAAA.

5. AytopctBo — 06e3 mpepasa. Ao3BomaBaTe YMHOMKABAHE, AHCTPHOYIM]y I jaBHO
CAOITIITABAKLE A€AQ, O3 ITPOMEHA, IIPEOOANKOBARA HAH YIOTPEOe AEAA § CBOM ACAY, AKO
ce HaBEAC MMe ayTopa Ha HauMH oApeheH oA cTpame ayTopa HMAM AaBaoila AureHie. Osa

AHMLICHIIA AO3BO/aBA KOMEPLIH]AAHY YIOTPEOY AcAa.

6. AyTOpCTBO — ACAHMTH IIOA HMCTHM ycaoBHMA. ,L\OSBO/‘DEBZTG YMHOKABAFHLE,
AI’ICTPI'I6YLH/ij IT jE\BHO CAOIIIITABAKE ACAA, U HPCP’(IAC, A4KO CC HaBEAE HME ayTopa Ha
HaYMH OAPCBCH OA CTpaHC ay’ropa AW AaBaolla AHIIEHIIE M aKO C€ HpCpﬂA’d AI’ICTPH6YI’IP21
IIOA MCTOM HMAM CAMYHOM AHMIIEHIIOM. OsBa AHWIIEHIIA AO3BO/>ABA KOA\[CPLIH]'&AHY yHOTpC6y
AEAa M HpepaAa. CAanvna jC COCbTBCpCKI/IM AMIIEHIIaMa, OAHOCHO AMIICHITAMA OTBOPCHOI‘

KOAAQ.




