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Naslov: Uticaj obrade hrane i interakcija komponenti matriksa

hrane na strukturu i funkciju alergena hrane

Rezime

B-laktoglobulin (BLG) je glavni protein surutke mleka prezivara, ali je prisutan i u
mleku mnogih drugih vrsta sisara. Poznato je da BLG poseduje niz funkcionalnih osobina
(npr. geliranje, stvaranje pene, emulzifikacija) vaznih za industriju hrane kao i veliku
nutritivnu vrednost zbog visokog sadrzaja esencijalnih aminokiselina. Iz tog razloga se
Cesto koristi kao aditiv u prehrambenoj industriji. Medutim, BLG je jedan od glavnih
alergena mleka; 45% pacijenata alergi¢nih na mleko reaguje na BLG. Stoga se sve vise
namece potreba za razvijanje metoda za modifikaciju BLG-a u cilju smanjenja alergenosti i
poboljsanja funkcionalnih osobina. Takode, sva istrazivanja u oblasti hrane ne smeju
iskljuciti prisustvo drugih komponenti u matriksu hrane.

Predmet rada ove teze je bio ispitivanje uticaja interakcija komponenti matriksa
hrane (protein-polifenolna jedinjenja) i odabranih tehnika za obradu hrane (ultrazvuk i
enzimsko umrezavanje) na strukturu i funkciju BLG-a.

U okviru rada su okarakterisane nekovalentne interakcije izmedu polifenolnih
jedinjenja iz ekstrakata kafe, kakaoa, zelenog i crnog ¢aja i BLG-a. Pokazano je da se usled
formiranja nekovalentnih interakcija izmedu polifenolnih jedinjenja i BLG-a smanjuje
digestibilnost proteina i da dolazi do maskiranja ukupnog antioksidativnog kapaciteta.

Tretiranjem BLG-a ultrazvukom visokog intenziteta generisani su stabilni
modifikati sa razliitim promenama u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi. Kontrolisanje
temperature u toku tretmana je imalo odlucujuci efekat na vrstu modifikacije. lzrazite
promene u tercijarnoj strukturi BLG-a su dovele do formiranja polimera, gubitka afiniteta
za vezivanje retinola i brze degradacije pepsinom. Promene u sekundarnoj strukturi nisu

uslovile promene u digestibilnosti i vezivanju retinola. Afinitet sonifikovanih formi za



vezivanje IgE antitela i indukciju IgE posredovane aktivacije bazofila i mastocita nije bio
narusen.

BLG je kompaktan protein koji je slabo podlozan enzimski katalizovanoj reakciji
umrezavanja. PospeSenje reakcije umrezavanja BLG-a lakazom iz Trametes versicolor
(fenol oksidaza) je postignuto uz prisustvo kafeinske kiseline kao pomocéne supstance i
tretmana BLG-a ultrazvukom visokog intenziteta pre enzimske reakcije. Umrezeni BLG
(CL-BLG) je bio molekulske mase priblizno 50-60 MDa i fibrilarne strukture. CL-BLG je
izazvao alergijski imunski odgovor kod miseva na efikasniji na¢in od nativnog proteina.
Smatramo da je to posledica preuzimanja umrezenog BLG-a preko Pejerovih ploca crevnog
trakta za razliku od nativnog proteina koji se transportuje kroz crevni epitel. Takode, CL-
BLG je bio preuzet i obraden od strane dendriticnih celija na nacin koji je rezultovao
vecom ekspanzijom BLG specificnih T-¢elijskih klonova i produkcijom IL-13, Th2
citokina.

Rezultati proistekli iz ove teze ukazuju da je potrebno dobro definisati uslove pri
obradi hrane i ispitati uticaj svakog novog tretmana na alergenost proteina iz hrane. U
nasem slucaju, prisustvo polifenolnih jedinjenja i tretman ultrazvukom mogu imati uticaja
na alergenost BLG-a usled promena u digestibilnosti. Medutim, najizrazenije efekte na
alergeni potencijal BLG-a je pokazalo enzimsko umrezavanje proteina kojim se drasti¢no

menjaju fizicko-hemijska svojstava proteina.
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Title: Impact of food processing and interactions with other food

components on the structure and function of food

Summary

B-lactoglobulin (BLG) is the major whey protein of ruminant species, but is also
present in the milk of many other species. It is well known that BLG has many benefitial
functional properties such as gelling, foaming and emulsifying properties. Although, BLG
is considered to be a valuable protein in view of nutritional science, and is frequently used
as an additive in food industry, BLG is known to be a potent allergen responsible for milk
allergy; around 45% of patients allergic to milk are sensitive to BLG. Hence, it is strongly
desirable to develop new methods that would decrease the allergenicity and enhance the
functional properties of BLG. Also, all the research in the field of food science can not
exclude the presence of other components in the food matrix.

The subject of this thesis was to examine the impact of the interactions formed
between food matrix components (protein-polyphenol compounds) and selected food
processing techniques (ultrasound and enzyme cross-linking) on the structure and function
of BLG.

In the paper, non-covalent interactions between polyphenolic compounds from
extracts of coffee, cocoa, green and black tea and BLG are characterized. It is shown that
due to the formation of non-covalent interactions between polyphenolic compounds and
BLG, protein digestibility is reduced and total antioxidant capacity is masked.

Treatment of BLG by high intensity ultrasound generated stable modified protein
forms with marked changes in the secondary and tertiary structure. Temperature control
during treatment had a determining effect on the type of modification. Striking changes in
the tertiary structure of BLG led to the formation of polymers, the loss of affinity for retinol

binding and degradation by pepsin. Alterations in the secondary structure did not cause



changes in digestability and retinol binding. Affinity of sonicated forms for IgE binding and
induction of IgE-mediated activation of basophils and mast cells was not compromised.

BLG is a compact protein that is poorly susceptible to enzyme-catalyzed
crosslinking reactions. Efficient BLG cross-linking by laccase from Trametes versicolor
(phenol oxidase) was achieved by using caffeic acid as an auxiliary compound and treating
BLG with high intensity ultrasound prior to the enzymatic reaction. Cross-linked BLG (CL-
BLG) had molecular weight of approximately 50-60 MDs and fibrillar structure. CL-BLG
induced allergic immune response in mice in a more efficient way than BLG. We assume
that this is due to the transport of CL-BLG to Peyer’s patches in contrast to the native
protein which is transported through the intestinal epithelium. Also, CL-BLG was taken up
and processed by dendritic cells in a manner that resulted in higher expansion of BLG-
specific T-cell clones and production of 1L-13, a Th2 cytokine.

These findings suggest that it is necessary to define well food processing conditions
and to examine the impact of each new treatment on the allergenicity of food proteins. In
our case, the presence of phenolic compounds and ultrasound treatment can influence the
allergenicity of BLG due to changes in digestability. However, the most pronounced effect
was shown by enzymatic cross-linking that dramatically alters the physical and chemical

properties of BLG.

Key words: p-laktoglobulin, food allergy, poliphenolic compounds, ultrasound, enzymatic
cross-linking, structural characterization, mouse model for food allergy, transport in
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SPISAK SKRACENICA

BLG: B-laktoglobulin

CL-BLG: lakazom umreZeni B-laktoglobulin, od engl. cross-linked

PAMP: molekulski obrazci koji su zajednicki za vecinu patogena, od engl. pathogen-
associated molecular patterns

LPS: lipopolisaharid

PRR: receptor za PAMP, od engl. pattern reckognition receptor

DC: dendriti¢na éelija

MHC: glavni kompleks tkivne podudarnosti, od engl. major histocompatibility complex
IL: interleukin

Ig: imunoglobulin

APC: antigen prezentujuca éelija

TCR: T-¢éelijski receptor

Th- pomo¢nicka T-¢elija, od engl. T helper

NK c¢elija- od engl. natural killer

TLR 4- tol proteinu slican receptor 4, od engl. Toll-like receptor 4

GIT: gastrointestinalni trakt

nSLTP nespecifi¢ni lipid-prenosni proteina, od engl. non specific lipid transfer protein
BSA: govedi serum albumin, od engl. bovine serum albumin

HPLC: hromatografija visokih performansi, od engl. high performance liquid
chromatography

RP hromatografija: reverzno fazna hromatografija, od engl. reversed phase

ELISA: enzimom spregnut imunovezujuci test, od engl. enzyme linked immuno-sorbent
assay

IEF: izoelektri¢no fokusiranje

ALA: a-laktalbumin

CD: cirkularni dihroizam

TG: transglutaminaza iz Streptoverticillium mobaraense

Lacc: lakaza iz Trametes hirsuta, od engl. laccase



Aga Tyr: tirozinaza iz Agaricus bisphorous, od engl. tyrosinase

TrTyr: tirozinaza iz Trichoderma reesei, od engl. tyrosinase

CBB: Coomassie Brilliant Blue R-250

SDS-PAG elektroforeza/ SDS-PAGE: Natijum-dodecil sulfat poliakrilamidna gel
elektroforeza, od engl. sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
ESI-MS: Elektron-sprej jonizaciona masena spektrometrija

OVA: ovalbumin

TBS (TTBS): 30 mM Tris (2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol) sa 9 g/l NaCl
(+detergent Tween 20)

LC-MS: te¢no masena spektrometrija, od engl. liquid chromatography- mass spectrometry
PE: polifenolni ekstrakt

ZC: zeleni &qj

CC: crni &aj

KF: kafa

KK: kakao

EGCG: epigalokatehin-3-galat, od engl. epigallocatechin gallate

PBS: fizioloski rastvor puferisan fosfatom pH 7.2, od engl. phosphate buffered saline
FITC: fluorescein izotiocijanat

DTT: ditiotreitol

mMCP-1: od engl. mouse mast cell protease-1

CPM: od engl. counts per minute



SADRZAJ

T U AV | OO SO SOPP 1
L1, CHJEVE TAOA ...ttt nne 2
1.2.  Publikacije ProisSteKIe iZ tEZE.........eecevuieeeiieieeesteeee sttt re e nne s 3

2. OPSTIDEO.....ccoiiuieirreireeiseesseessee et sss sttt 4
2.1, IMUNSKI SISTEM....uiiiitiiiiiicitc ettt 4

2.1.1.  Celije IMUNSKOY SISEMAL..........cvvvereieerereeseeseesese s sesses s sesses s s sessessssse s s s s sans 6
2.2.  Molekuli glavnog kompleksa tkivne podudarnosti, MHC ...........cccccvveninenencnieeenne 11
2.2.1. Molekuli TKIaSE MHC ..o 11
2.2.2.  MoIleKuli TTKIaSE MHC .....c.ooueiiieiiicictc ettt 12
2 TR A LT o T TSROSO 14
2.3.1. Mehanizmi alergijskin reakCija ........cceeeeieiieieiiseececeeee e 16
2.4, AIBIGIJE NA NTANU....oouiiiiiieieet ettt ene s 18
2.4.1.  Uspostavljanje oralne tolerancije u gastrointestinalnom traktu...........c.cccccceerveernenne. 19
2.4.2.  AlIgENI NFANE ..ottt 21
2.5, AlBIGENT MIBKA ....viceieiictecece ettt ettt e s te e e be s teeae s beenaesreenaentens 26
2.5.1.  Struktura i funkcija B-1aktoglobUulING ..........ccveeeiririreeeee e 27
2.5.2. Modifikacije B-1aKtoglobBUIING..........ccerieieieieieere e 29
2.6.  Nove tehnike za 0bradu NFaNe...........ceciveirieinieiincee s 31
2.6.1.  UIRIAZVUK ....c.oiiiiiiiiiicicc ettt 31
2.6.2. Umrezavanje proteina NIane.........coccvveveeeieeneeneenieneeniesieeseeseesieeseessessessseessesnsees 33

3. IZOLOVANIE I PRECISCAVANIJE NATIVNOG B-LAKTOGLOBULINA .......cocvieeees 38

3.1l REZUIALE ettt et 39
3.1.1.  Analiza elucionog profila jonoizmenjivacke hromatografije .........c.ceceververvrerennene 39
3.1.2. Analiza pre¢is¢enog BLG-a i poredenje sa standardom..........cceveverevrecreeceeneenennnnn. 39

KT B 11 (U] | T VR RRSPSTR 45

3.3, Materijal i METOE ....ceeeieiee et sttt st e e st enee e 47
3.3.1. Jonoizmenjivacka hromatografija i elektroforetska analiza frakcija.........ccccooeeueeee. 47

3.3.2. Odredivanje Cistoce, potvrda mase i karakterizacija stukture BLG-8 .......cccccevueenene 49



3.3.3. Imunohemijska karakterizaCija BLG-a........ccceceeerirenienienieieieeeeeeseseeeeeeeees 52

4. INTERAKCUE IZMEDU POLIFENOLNIH JEDINJENJA I B-LAKTOGLOBULINA ........ 54
AL, REZUIALE .ottt bbb 55
4.1.1. Sastav polifenolnih ekstrakata ¢esto konzumiranih napitaka: zelenog i crnog Caja,
KA T KBKBOA. ... .. ettt ettt b e st 55
4.1.2. Analiza interakcija izmedu polifenola i BLG-8........ccoccerveriienienienieeeeeeeeeen, 56
4.1.3. Uticaj vezivanja polifenola na sekundarnu strukturu BLG-a.........cccccceveevecieereennene. 60
4.1.4. Promene u digestibilnosti BLG-a usled vezivanja polifenola............cccccoeoveevvnnnnnne. 62
4.1.5. Maskiranje ukupnog antioksidativnog kapaciteta formiranjem kompleksa BLG-
010 1 =T2 1o IO SRR 64
O B 113 (U] | - FO OO 65
4.3, Materijal 1 METOUE ....ocueeieeeeeee et sttt e ae s beenaesreeaaenre s 67
4.3.1. Priprema i karakterizacija polifenolih ekstrakata.............ccceceeverereninenenienieieenne 67
4.3.2. Karakterizacija polifenol-protein interakcija fluorescentnom i CD spektroskopijom...
.................................................................................................................................................. 68
4.3.3.  Testovi digestibilnosti i precipitaCije Proteina .........ccceeeveeererererierierienieneeeeeeennens 70
4.3.4.  Odredivanje totalnog antioksidativnog Kapaciteta ..........cccceeereerenerseereneeneneeneenne 71
5. MODIFIKACIE B-LAKTOGLOBULINA ULTRAZVUKOM VISOKOG
IN T EN Z T E T A i st 73
5.1 REZUIALT ...t 74
5.1.1.  Sonifikacijom uzrokovana polimerizacija BLG-a.........cccccevvrverererciereeeereseeeee, 74
5.1.2.  Promene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi sonifikovanih formi BLG-a. .............. 75
5.1.3.  Spektrofluorimetrijska analiza strukture sonifikovanih formi i afiniteta za vezivanje
FEEINMONAL ...ttt bbb 77
5.1.4.  Uticaj strukturnih promena izazvanih sonifikacijom na digestibilnost BLG-a.......... 78
5.1.5. Procena stabilnosti promena u strukturi proteina...........cceeeeveeceeveneeceseceece e 79
5.1.6. Uticaj sonifikacije na ocuvanost IgE vezujucih epitopa........ccceevverereenineenriercnene. 81
T B 1 (U] | T TSP RRSPRRR 84
5.3, Materijal i MELOAE ....ccveieeeeieeceeeeee ettt s aeesa e s resnnense s 86
53.1.  Tretman URIazZVUKOM ......ccooviiiiiiiiiiicecc et 86
5.3.2.  Metode za karakterizaciju strukture sonifikovanih formi BLG-a ........ccccceevevruenene. 86

5.3.3. 1N VIEFO BNZIMSKI TESTOVH .vvvveeieeee ettt ettt ettt et e e e e e e et eeesseesesreateeeesssesesnseneees 88



5.3.4.  Testovi za procenu alergenosti sonifikovanih formi BLG-a.........ccccooeveveieinennene. 89
6. ISPITIVANJE ALERGENOSTI I IMUNOGENOSTI ENZIMSKI UMREZENOG p-
LAKTOGLOBULINA ...ttt sttt sttt b e st e b sbe et e sbeeatebesbeentesbesaeentas 93
6.1, REZUIALE ... e 94
6.1.1.  Karakterizacija umrezenog B-laktoglobulina (CL-BLG) ......cccccvivinenenieniciceeenne. 94
6.1.2. Ispitivanje alergenosti BLG i CL-BLG-a u mi§jem modelu alergije na hranu.......... 95
6.1.3.  Transport i proteoliza BLG i CL-BLG-a u uslovima gastrointestinalnog trakta....... 98
6.1.4. Ispitivanje interakcija BLG ili CL-BLG aktiviranih dendriti¢nih ¢elija i BLG-
SPECITICTITN T-CelIJa. v erueeiiitieieriec et 100
6.1.5.  Preuzimanje BLG i CL-BLG-a od strane dendriti¢nih ¢elija........c.ccovereruerueerennene 102
6.1.6. In vitro endolizozomalna degradacija BLG i CL-BLG-a.......ccccccoevveviivecierieeienen, 102
T B 11 (U ] T VTR 106
6.3.  Materijal | MELOUE .....ocveeeieie ettt 109
6.3.1. Priprema i karakterizacija proteinskih uzoraka...........ccccceevvereninenenencieeneen 109
6.3.2. Eksperiment senzitizacije MiSEVa.........cccveereereeriieenieeseenie st st eieesieesieesaeeeeeeneeens 111
6.3.3. Mesana kultura dendriti¢nih ¢elija i T-Celija......cccenirniiniiniiniiieeeeeeceeeee 114
6.3.4.  Pracenje transporta proteina u uslovima GIT-U......ccccoeceeieniriienineenenencereeeeene 116
6.3.5. In vitro test dvofazne digesStije ......ccvveeeecirieeree e 118
6.3.6.  Preuzimanje i obrada proteina od strane dendriticnih €elija........coceeverereeninennnene 119
7. ZAKLIUCCT oot 121
8. LITERATURA ettt a ettt e b e bt e s bt e sae e sat e e ate et e e s beesaeesaeeeaee 124

0. PRILOZLL....eeeeee ettt e e 148



1. UVOD

Do nezeljenog odgovora organizma na neku, inace bezopasnu, hranu dolazi usled
intolerancije hrane ili alergije na hranu. Do intolerancije ili nepodnosenja hrane dolazi
usled prisustva nekih toksi¢nih (npr. bakterijski toksini) ili farmakoloski aktivnih supstanci
(npr. kofein) u hrani ili usled nekih metabolickih ili fizioloskih poremecaja organizma (npr.
intolerancija laktoze). Alergije na hranu se Cesto poistovecuju sa intolerancijom, ali se one
sustinski razlikuju. Kod osoba alergi¢énih na hranu dolazi do aberantnog imunskog
odgovora organizma na alergene hrane (najceS¢e proteine). Alergije na hranu su u sve
vecem porastu i u industrijalizovanim zemljama pogadaju 4-8% decje populacije i 1-2%
odraslih.

Sve intenzivnije kori$¢enje industrijskih prehrambenih proizvoda uslovilo je razvoj
novih metoda za obradu prehrambenih proizvoda i obogacivanje hrane. U odnosu na
hemijske metode, u industriji hrane prednost imaju fizicke (ultrazvuk), a naro€ito enzimske
(fenol oksidaze) metode koje koriste komponente iz prirodnih izvora kao $to je sama hrana
Obogacivanje hrane fenolnim ekstraktima biljaka, zarad dobijanja hrane sa poboljSanim
uticajem po zdravlje, je aktuelno u svetu. Medutim, kako su postali Cesti slucajevi pojave
alergijskih reakcija na obradenu a ne na sirovu hranu, postavilo se pitanje bezbednosti
metoda za obradu hrane. Svaki tretman hrane moze da dovede do destrukcije epitopa
alergena hrane ili kreiranja novih, §to za posledicu ima generisanje hipoalergena i
neoalergena. Do sada je malo paznje posveceno ispitivanju uticaja interakcija komponenti
kompleksnih matriksa hrane na svojstva istih.

Proteini surutke se koriste kao funkcionalni sastojci u mnostvu prehrambenih
proizvoda zbog svojih korisnih tehno-funkcionalnih i nutritivnih osobina. B-laktoglobulin je
dominantan protein surutke, ali je istovremeno i jedan od dva glavna alergena mleka.
Postavlja se pitanje kako modifikovati protein tako da se pospeSe ili ostanu neizmenjene

njegove osobine bitne za industriju, a da se istovremeno smanji njegova alergenost.



1.1. Ciljevi rada

U okviru ove teze formulisano je nekoliko ciljeva:

1) Izolovanje i karakterizacija -laktoglobulina (BLG) iz sirovog mleka.

2) Strukturna karakterizacija interakcija izmedu BLG-a 1 polifenolnih
jedinjenja izolovanih iz $iroko zastupljenih napitaka: zelenog i crnog ¢aja, kafe i
kakaoa. Ispitivanje efekata BLG-polifenol interakcija na digestibilnost proteina

pepsinom u simuliranim uslovima Zeluda¢nog soka i ukupnu antioksidativnu moc.

3) Optimizacija ultrazvuénih tretmana u cilju dobijanja razli¢itih sonifikovanih
formi BLG-a. Karakterizacija strukture, afiniteta za vezivanje prirodnog liganda
retinola i stabilnosti strukturnih promena selektovanih sonifikovanih oblika BLG-a.
Ispitivanje digestibilnosti dobijenih sonifikovanih oblika BLG-a in vitro pepsinom u
simuliranim uslovima Zeluda¢nog soka 1 ispitivanje njihovog afiniteta za vezivanje
IgE antitela iz seruma pacijenata alergi¢nih na mleko. Ispitivanje alergenog
potencijala ex vivo aktivacijom bazofila alergi¢nih pacijenta i in vivo u koznim

probama.

4) Optimizacija protokola za dobijanje enzimski modifikovanog BLG-a
unakrsnim povezivanjem pod dejstvom lakaze uz prisustvo kafeinske kiseline kao
fenolnog medijatora. Karakterizacija enzimski modifikovanog BLG-a (molekulska
masa, struktura). Ispitivanje alergenosti i imunogenosti enzimski modifikovanog
BLG-a in vivo u mi§jem modelu alergije na hranu i ex vivo u kulturi ¢elija slezine
miseva. In vitro ispitivanje interakcija izmedu cp* T-¢elija izolovanih iz miSeva
imunizovanih BLG-om i dendriti¢nih celija stimulisanih nativnim ili enzimski
modifikovanim BLG-om. Pracenje transporta nativnog i enzimski modifikovanog
BLG-a in vitro kroz monosloj Caco-2 ¢elija i in vivo u miSevima. Ispitivanje

digestibilnosti in vitro u simuliranim uslovima gastrointestinalog trakta (zeluca i



tankog creva). Preuzimanje i endocitoza nativnog i enzimski modifikovanog BLG-a

od strane misjih dendriti¢nih ¢elija. In vitro endolizozomalna degradacija.
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2. OPSTI DEO

2.1. Imunski sistem

,lako pokusavamo da Zivimo u cistim sredinama, cinjenica je da Zivotni prostor
delimo sa mnogim mikroorganizmima. Kada biste imali prilike da mikroskopom pregledate
sobu u kojoj sedite, trenutno biste videli milione organizama sa kojima Zivite. U toj
situaciji, celokupni organizam pojedinca lici na ,,zamak pod opsadom “. Nije potrebno reci
da takav zamak, koji je okruzZen bezbrojnim neprijateljima, mora da bude zaSticen u
potpunosti i na organizovan nacin. Ljudi su stvoreni sa tom savrsenom zastitom koja im je
neophodna, i prema tome, nisu u potpunosti bespomocni protiv tih neprijatelja. Ti ,, mikro“
C¢uvari u nasem telu nikada nas ne ostavljaju i bore se za nas na mnogim frontovima "
(Yahya, 2003).

Imunski sistem predstavlja odbrambeni sistem naSeg organizma bez koga ne bismo
mogli da se izborimo sa nadiraju¢im patogenima kojima smo neprestano izlozeni. Kroz
istoriju, imunski sistem se usloznjavao i razvijao, i ¢ak vise puta sretao sa velikim
evolutivnim pritisicma, poput epidemije kuge u Ateni (430 godina p.n.e.). Tukidid je tada
zabeleZio da pojedinci koji su jednom pobedili bolest nisu razvijali simptome bolesti pri
narednim susretima sa obolelima. Njegovi zapisi ujedno predstavljaju i najstariji
dokumentovani spomen o pojavi optornosti organizma na neku bolest tj. imunosti (od lat.
immunitas- osloboden od sluzbe, poreza) (Retief i Cilliers, 1998). Imunski sistem
predstavlja kompleksnu i dinami¢ku mrezu interakcija izmedu ¢elija i molekula, koji deluju
kolektivno i koordinisano u odgovoru na spustance i organizme strane naSem organizmu.
Komponente ovog sistema se obicno dele na dve grane: urodeni ili nespecifi¢ni i steceni ili
specifi¢ni imunitet (Murphy, 2012).

Urodeni imunski odgovor predstavlja prvu liniju odbrane organizma. Njegove
komponente, koje ¢ine prvu fizicku i funkcionalnu barijeru za patogene, su epitel koze,

gastrointestinalnog 1 respiratornog trakta. Ukoliko se desi da patogeni produ kroz epitel 1



prodru u tkiva 1 cirkulaciju, ¢elije urodenog imuniteta odmah reaguju i u najve¢em broju
slucajeva eliminisu uzrok infekcije. Ovaj odgovor je brz i nespecifican, 1 bazira se na
prepoznavanju molekulskih obrazaca koji su zajednicki za veéinu patogena (PAMP, od
engl. pathogen-associated molecular pattern), poput lipopolisaharida (LPS) i
peptidoglikana koji se nalaze na povrSini gram negativnih bakterija, ili dvolancane
ribonukleinske kiseline iz virusa. PAMP se vezuju za specijalne receptore na povrsini ¢elija
imunskog sistema (PRR, od engl. pattern reckognition receptor), i time aktiviraju urodeni
imunski odgovor u kome gavnu ¢elijsku ulogu igraju neutrofili, makrofagi, dendriti¢ne 1
NK ¢elije (od engl. natural Killer). Osim borbe protiv infekcija, urodeni imunski odgovor
stimuliSe steCenu imunost tako Sto putem dendriti¢nih ¢elija obezbeduje signale koji su
klju¢ni za zapocinjanje odgovora antigen-specifi¢nih T- i B-¢elija (Banchereau i Steinman,
1998).

Steceni imunitet se razvija u kontaktu sa uzro¢nicima bolesti koje ¢elije urodenog
imunskog sistema ne mogu da uklone, ne postoji pre prvog kontakta i potrebni su dani,
nedelje, meseci da bi se razvio. lako je dosta sporiji, steCeni imunski odgovor je izuzetno
specifican i efikasan. Za razliku od PRR-a, receptori na T- i B-limfocitima su jedinstveni za
svaku celiju 1 pokazuju razli¢itu specificnost. Odmah nakon vezivanja za specificni
antigen, T- i B-¢elije se dele i stvara se Celijska armija sastavljena od velikog broja Celijskih
klonova sa istom specifi¢no$¢u ka patogenu kao i ¢elija roditelj. Proizvodnja dovoljnog
broja klonova traje priblizno nedelju dana. Nakon aktivacije i proliferacije, B-Celije ¢e
poceti da prave specificna antitela naspram antigena, a T-Celije ¢e izvrSavati svoje
efektorske funkcije koje ukljuuju eliminaciju patogena, usmeravanje i regulisanje
imunskog odgovora. Bitna odlika ste¢enog imunskog sistema je produkcija memorijskih T-
I B-¢elija, koje godinama nakon inicijalne infekcije cirkuliSu nasim sistemom spremne da
iniciraju adekvatan imunski odgovor na patogen pri svakoj ponovnoj infekciji istim.
Regrutovanje c¢elija imunskog sistema ¢e u ovom slucaju trajati samo nekoliko dana.
Memorijske ¢elije nam pruzaju dugogodi$nju zastitu od mnogih patogena i omogucavaju

imunost u pravom znacenju te re¢i (Murphy, 2012).



2.1.1. Celije imunskog sistema

Kako je imunski sistem veoma kompleksan i u odredenim situacijama ukljucuje
udruzenu reakciju velikog broja ¢elija i tkiva, u ovom odeljku ¢e biti opisane samo celije

relevantne za ovu doktorsku disertaciju.

B Ilmfom ‘
Zajednicki Plazma celija
idni ‘ NK celija

limfoidni
progenitor
. NK=T celija
‘ T-Celija
PIazmacutondna
Hematopoehcna Fit3* DC dendriti¢na cehja
maticna celua prekursor
o O
Monoat Dendriticna celua
CFU- G
Neutrohl
’ —’@ Eozinofil Makrofag
Mijeloidna CFU Eo
maticna celua
—»@ Bazofil
CFU Baso
Mastocit
CFU MC
. -—»@ Megakariocit
CFU-Meg
’ — . Eritrocit
CFU-E

Slika 2.1. Dijagram koji pokazuje razvoj razli¢itih ¢elija imunskog sistema iz mati¢nih

hematopoetinih ¢elija u zrele Celije. Preuzeto i modifikovano iz (Chaplin, 2010).

2.1.1.1. Monociti

Monociti su velike ¢éelije, precnika 15-18 pm, jedro im je bubrezastog oblika i nije

segmentirano (mononukleusne celije), stvaraju se u koStanoj srzi. U normalnom,



neinflamatornom stanju, monociti putem krvi dospevaju u sve delove organizma, gde
napustaju krvotok, odlaze u tkiva i transformisu se u makrofage i nezrele dendriti¢ne celije,
odrzavaju¢i njihov broj konstantnim. Monociti ¢ine 5-8% leukocita u perifernoj krvi,
poseduju umerenu fagocitoznu sposobnost, a na svojoj povrsini eksprimiraju pored ostalih i
receptore za hemokine i PRR-ove. Ukoliko dode do inflamacije, monociti se brzo grupisu
oko mesta inflamacije (8-12h), preuzimaju patogene ili toksi¢ne supstance, luce
inflamatorne citokine, dele se i diferenciraju u efikasnije makrofage i dendriticne celije.
(Geissmann, 2010).

Do sada su opisane tri podgrupe humanih monocita, koje se na osnovu stepena
ekspresije CD14 i CD16 molekula klasifikuju na: CD14""CD16  ili klasi¢ne monocite,
CD14'CD16™ ili neklasi¢ne monocite i CD14""CD16" ili prelazne monocite. Monociti koji
na svojoj povrsini eksprimiraju veliki broj CD14 molekula (CD14™) ¢&ine oko 90%
monocita u perifernoj krvi dok monociti koji eksprimiraju CD14 i CD16 ¢ine svega 8%

(Ziegler-Heitbrock, 1993).

2.1.1.2. Dendriti¢ne ¢Celije

Dendritiéne éelije (DC) su najvaznije antigen-prezentujuce Celije sa jedinstvenom
sposobnosc¢u stimulacije proliferacije antigen-specifi¢nih naivnih T-limfocita. Osim toga,
DC-e indukuju polarizaciju efektorskih funkcija posredovanih pomoénickim T-¢elijama,
reguliSu imunski odgovor 1 stimuliSu B-Celije, NK-Celije i druge imunske celije.
Identifikovane su dve razli¢ite razvojne linije DC-a: DC-e mijeloidnog i limfoidnog
porekla. Mijeloidne DC-e su najzastupljenije i potiéu od zajedni¢kog mijeloidnog
progenitora u kostnoj srzi i od monocita periferne krv. Nakon migracije u periferna tkiva
ove Celije se transformi$u u epidermalne DC-e (Langerhansove éelije) ili dermalne,
intersticijalne DC-e koje su funkcionalno nezrele. Plazmacitoidne DC-e, koje su
predominantni tip limfoidnih DC-a, i koje su lokalizovane uglavnom u limfoidnim
organima, su kljuéne celije koje produkuju interferone tipa | u odgovoru na virusne
infekcije. Nakon kontakta sa patogenima ili stranim supstancama, nezrele mijeloidne DC-e

preuzimaju i obraduju antigene, migriraju u regionalna limfoidna tkiva gde postaju zrele i



sposobne da aktiviraju T-¢elije. U toku sazrevanja, DC-e menjaju svoj fenotip, smanjuje im
se mo¢ fagocitoze, a na povrsini se eksprimira veliki broj MHC II (od engl. major
histocompatibility complex) i kostimulatornih molekula poput CD40, CD80, CD86 i CD83.
Pored uloge aktivatora T-¢elija, DC-¢ su uklju¢ene u odrZavanje tolerancije na sopstvene
antigene mehanizmima klonalne delecije autoreaktivnih T-celija, indukcijom funkcionalne
anergije T-celija ili indukcijom stvaranja regulatornih T-¢elija (Banchereau i Steinman,
1998).

2.1.1.3. T-¢elije

T-¢elije su limfociti koji su dobili naziv po mestu sazrevanja- timusu. Progenitorne
¢elije migriraju iz koStane srzi u timus gde se diferenciraju u naivne T-Celije. U toku
diferencijacije tj.sazrevanja, dolazi do rearanzmana T-celijskog receptora (TCR), ¢ime se
povecava panel njegove specificnosti i celije pocinju da eksprimiraju CD4 i CDS§
koreceptore TCR-a, koji ée kasnije odrediti njihov T-celijski profil. Takode, vrii se
selekcija T-¢elija na osnovu afiniteta njihovih TCR-a za komplekse MHC molekula i
peptida sopstvenih antigena. T-Celije koje se ne vezuju i one sa visokim afinitetom se
uklanjaju, a prezivljavaju T-Celije sa niskim afinitetom. U toku selekcije ¢elije prestaju da
eksprimiraju oba koreceptora i tako nastaju CD4" pomo¢nicke T-¢elije, ukljudujuéi i
regulatorne T-celije, koje prepoznaju peptide u skopu MHC II kompleksa, ili CcD®
citotoksi¢ne T-Celije koje prepoznaju peptide u sklopu MHC 1 kompleksa (Abbas i
Lichtman, 2008).

2.1.1.3.1 Pomocnicke T-Celije, Th

Dve dominantne subpopulacije pomoc¢nickih T-¢elija, Thl i Th2 (Th, od engl. T
helper), su opisane u literaturi pre oko 20 godina (Parronchi, 1991). U poslednjih 8 godina
otkrivene su i druge subopulacije Th ¢elija koje su dobile naziv po citokinima koje veéinski

luce a to su Th17, Th22, Th9 (Chang, 2010; Harrington, 2005). Bitno je napomenuti da



podklase Th ¢elija nisu formirane primarno na osnovu njihovog citokinskog profila ve¢ na
osnovu ekspresije njima specifi¢nih transkripcionih faktora.

Glavni citokin koji Thl ¢elije produkuju je IFN-y dok IL-4, IL-5, IL-13 sekretuju
Th2 ¢elije. Thl i Th2 ¢elije poticu od zajednickih prekursorskih ¢elija, tzv. Thp ¢elija koje
nisu bile u kontaktu sa antigenom. Nakon izlaganja Thp celija antigenu, one se aktiviraju,
eksprimiraju IL-2 i receptor za IL-2, dele i diferenciraju u prelazne ThO c¢elije koje
sekretuju IL-2, IL-4, INF-y i IL-13 (Kourilsky i Truffa-Bachi, 2001). Th1 ¢elije nastaju iz
ThO ¢elija pod dejstvom IL-12 koji stimluliSe ekspresiju transkripcionog faktora T-bet, pod
¢ijom je kontrolom ekspresija INF-y (Smits, 2001). Sa druge strane, pod dejstvom IL-4
podstice se ekspresija transkripcionog faktora GATA-3 u ThO-¢elijama, koji dalje podstice
sekreciju Th2 citokina i diferencijaciju Th2 ¢elija (Seki, 2004). Bitno je napomenuti da Thl
I Th2 ¢elije medusobno ispoljavaju inhibitorni efekat (Mosmann i Coffman, 1989; O'Garra
i Murphy, 1994).

Th1 ¢éelije, tj INF-y koga luce, stimuliSu aktivnost makrofaga, produkciju izotipova
antitela koji pospeSuju fagocitozu mikroorganizama tako Sto se vezuju za Fc receptore na
makrofagima, ili aktiviraju komplment ¢iji se produkti aktivacije zatim vezuju za receptore
za komplement na makrofagima. Ova subpopulacija T-celija predstavlja klju¢nu
komponentu u reakcijama celularnog imuniteta koje su vazne za odbranu od intracelularnih
infektivnih uzro¢nika. Th2 ¢elije proizvode IL-4 koji stimuliSe produkciju IgE antitela koja
se vezuju za receptore na mastocitima i eozinofilima, IL-5 koji aktivira eozinofile, 1L-13
koji zajedno sa IL-4 podstice izbacivanje parazita iz mukoznih organa. Reakcije
posredovane mastocitima, eozinofilima i IgE antitelima odgovorne su za eradikaciju
helminata i drugih ekstracelularnih parazita. Takode, Th2 ¢elije imaju vaznu regulatornu
ulogu u imunoloskom sistemu, jer prelazak sa Thl na Th2 odgovor obezbeduje zastitni
efekat kada intenzitet i hronicnost inflamatornog Thl odgovora moze da dovede do
oStecenja tkiva domacina. lako oba tipa Th odgovora ispoljavaju zastitni efekat protiv
odredenih infektivnih uzro¢nika, oni mogu biti i patogeni: Th1 odgovor moze imati ulogu u
autoimunim bolestima, dok je poremecaj regulacije Th2 odgovora prisutan u razli¢itim

atopijskim bolestima (Romagnani, 2000).



2.1.1.4. B-éelije

B-¢elije ¢ine oko 15% limfocita u perifernoj krvi, sazrevaju u koStanoj srzi od
maticnih celija, a pod uticajem IL-7 koga luce stromalne ¢elije. Njihova glavna funkcija je
proizvodnja antitela kao odgovor na antigene, $to ih ¢ini medijatorima humoralne imunosti.
Na svojoj povrsini B-Celije eksprimiraju membransku formu antitela i to IgM ili IgD, koji
sluze kao receptori za prepoznavanje antigena i sledbenu aktivaciju. Svaka B-Celija ima
razli¢itu specifi¢nost i produkuje jednu vrstu antitela koja je po specifi¢nosti jednaka onoj
membranski vezanog imunoglobulina (Ig). Ukoliko su dva ili viSe antigenskih molekula
udruZena u agregat, ili ima ponovljenih epitopa na antigenskom molekulu (multivalentni
antigeni poput polisaharida), dolazi do vezivanja antigena za medusobno bliske Ig na
membrani Sto za posledicu ima aktivaciju B-¢elija. Sa druge strane, ve¢ina solubilnih
proteina aktivira B-¢elije uz pomo¢ Th ¢elija jer ne mogu unakrsno da umreze veci broj
receptora. Nakon aktivacije, nastupa klonska ekspanzija B-¢elija, kao i njihova
diferencijacija u celije koje sekretuju antitela tj. plazma Celije. Diferencijacija celija je
pra¢ena promenom klase antitela u viSe specijalizovane izotipove kao Sto su IgG 1 IgE i
sazrevanjem afiniteta antitela. Neke od visokoafinitetnih B-celija ne luce aktivno antitela,
ve¢ postaju memorijske Celije koje su spremne da brzo odgovore ako se antigen ponovo

nade u organizmu (Chaplin, 2010; Murphy, 2012).

2.1.1.5. Mastociti i bazofili

Mastociti i bazofili su efektorske ¢elije imunskog sistema i uéestvuju u reakcijama
rane preosetljivosti. Mastociti se nalaze u tkivima, a bazofili cirkuliSu krvotokom. Mastociti
ovalne ¢elije sa ovalnim nukleusom precnika do 20 um dok su bazofili manji, pre¢nika od 5
do 8 um, ovalnog oblika sa potkovic¢astim nukleusom. U citoplazmi bazofila ima manje
granula nego u citoplazmi mastocita, ali su one vece po veli¢ini. Ove celije na svojoj
membrani eksprimiraju Fc receptore (FceRI) visokog afiniteta za e-teski lanac IgE antitela
koja nastaju u odgovoru na antigen. Nakon vezivanja IgE za FceRI, mastociti 1 bazofili

bivaju ,,senzitivisani®, i pri slede¢em susretu sa alergenom, aktiviraju se i sekretuju sadrzaj
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svojih granula, sintetiSu i sekretuju lipidine medijatore i citokine koji su odgovorni za
akutnu reakciju krvnih sudova, glatke muskulature i zapaljenje §to su glavna obeleZja rane

preosetljivosti (Stone, 2010).

2.2. Molekuli glavnog kompleksa tkivne podudarnosti, MHC

Produkti glavnog kompleksa gena tkivne podudarnosti (MHC, od engl. major
histocompatibility complex) uslovljavaju formiranje repertoara T-celija, i omogucavaju T-
¢elijama prepoznavanje antigena i sledstvenu aktivaciju. Osnovne karakteristike ovog
genskog kompleksa su poligenost (sadrzi preko dvesta gena), polimorfizam (geni u vrsti
postoje u vise alternativnih oblika- alela) i kodominantna ekspresija (eksprimirana su oba
roditeljska alela svakog MHC gena). Ovaj kompleks kod ¢oveka se oznac¢ava kao HLA,
kao skracenica za humane leukocitne antigene. Geni ovog kompleksa kao i njima kodirani
produkti podeljeni su u tri klase. Najbolje su prouceni membranski molekuli koji su
omogucili otkrice celog sistema, a koji su kodirani genima I i 1l klase MHC. Geni | klase
MHC kodiraju polimorfne membranske glikoproteine koji prezentuju strane i sopstvene
peptide CD8" T-¢elijama, dok produkti gena Il klase kao membranski molekuli prezentuju
peptide CD4" T-¢elijama (Abbas i Lichtman, 2008).

2.2.1. Molekuli I klase MHC

Molekuli I klase MHC ispoljeni su na svim somatskim ¢elijama sa jedrom, ali nivo
ekspresije moze znacajno varirati od tkiva do tkiva. Zreli MHC I molekuli na povrsini
¢elije sastoji se od tri nekovalentno zdruzene komponente: teskog lanca, 2 mikroglobulina
i kratkog antigenskog peptida (Slika 2.2). Polimorfni, teski ili a lanac, je glikoprotein
molekulske mase od 44 kDa i njega kodira odgovaraju¢ci MHC gen na 6. hromozomu kod
ljudi. Drugi lanac ¢ini protein molekulske mase 12 kDa, oznacen kao 32 mikroglobulin. On
je kodiran nepolimorfnim genom koji ne pripada MHC grupi. Ekstracelularni region se
moze podeliti u tri domena od po 90 aminokiselina koji su oznaceni kao al, o2 i a3, gde

prva dva prave udubljenje u kome se nalazi strani ili sopstveni antigeni peptid, najcesce od
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8 do 10 ili 11 aminokiselina, u izduZzenoj konformaciji. Peptid predstavlja integralni deo
proteinskog kompleksa 1 klase, posto su "prazni" molekuli | klase MHC nestabilni.
Polimorfizam molekula | klase odnosi se pre svega na raspored aminokiselina u al i a2
domenima ekstracelularnog dela (Abbas i Lichtman, 2008; Chaplin, 2010).

2.2.2. Molekuli Il klase MHC

Nasuprot molekulima | klase, MHC II molekuli su eksprimirani na ograni¢enom
broju celijskih tipova, i to makrofagima, monocitima, dendriti¢nim celijama i B-¢elijama.
Molekuli II klase MHC su takode heterodimerni membranski glikoproteini koji se sastoje
od 2 lanca, a i B (Slika 2.1). Za razliku MHC I, oba lanca molekula Il klase kodirani su
MHC genima. Svaki lanac je organizovan u jedan ekstracelularni, jedan transmembranski i
jedan intracitoplazmatski region. Ekstracelularni deo o i B lanca sastoji se od dva domena,
al i a2, odnosno B1 1 B2. Domeni al i B1 formiraju udubljenje za vezivanje antigenskog
peptida. Razlika izmedu udubljenja na vrhu molekula I i Il klase odnosi se na zatvorene
krajeve u slu¢aju MHC I, odnosno otvorene krajeve udubljenja u MHC Il molekulima. Ova
razlika uslovljava duzinu peptida koji se nalazi u udubljenju i koja, za razliku od MHC 1
molekula, iznosi 12-25 aminokiselina. Kao i kod MHC 1, ,,prazni“ MHC II molekuli su
nestabilni i podlezu razgranji (Chaplin, 2010; Murphy, 2012).

Slika 2.2. Molekulski modeli izvedeni iz kristalnih struktura klase | (A, B, C) i klase 1l (D,
E, F) humanih MHC molekula pre (A, D) i nakon vezivanja peptida oznacenog zutom
bojom (B i C, E i F). Preuzeto i modifikovano iz (Chaplin, 2010).
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2.2.2.1. Obrada antigena za prezentaciju u sklopu MHC Il molekula

Antigen prezentujuée éelije (APC) preuzimaju mikroorganizme ili njihove proteine
iz okolne sredine fagocitozom ili pinocitozom. Fagocitoza je aktivan proces unoSenja
krupnijih Cestica (npr. celija), koji je posredovan specifi¢nim receptorima na membrani
APC-a (npr Fc receptori na povr$ini makrofaga prepoznaju antitelima opsonizovane
mikroorganizme). Pinocitoza je proces preuzimanja manjih molekula, uglavhom je
posredovana vezivanjem molekula za specifiéni receptor na APC-ma i podrazumeva
makropinocitozu, endocitozu prosedovanu klatrinom ili kaveolinom, i endocitozu

neposredovanu klatrinom i kaveolinom (Slika 2.3) (Conner i Schmid, 2003).

Pinocitoza
Fagocitoza Makropinocitoza
(unos krupnih cestica) (>1 pum)
® o Klatrinom- Kaveolinom- Klatrin i kaveolin-
@ o posredovana posredovana nezavisna
endocitoza endocitoza endocitoza
O (~120 nm) (~60 nm) (~90 nm)

.O.)o

e O O

Slika 2.3. Mehanizmi internalizacije antigena od strane antigen prezentujucih celija.

Preuzeto i modifikovano iz (Conner i Schmid, 2003).

Kada udu u APC-u bilo kojim od navedenih puteva, proteini mikroorganizama
nalaze se u acidifikovanim intracelularnim vezikulama koje se nazivaju fagozomi ili
endozomi i koje se kasnije spajaju sa lizozimima (Slika 2.4). U endolizozomima se proteini
razgraduju pod dejstvom proteolitickih enzima (endo- 1 egzoproteaze) pri ¢emu nastaju
peptidi razli¢itih duzina 1 sekvence. MHC II molekuli se sintetiSu u endoplazmatskom
retikulumu. Svaki novonastali MHC II molekul je udruzen sa proteinom ,,nepromenljivi
lanac* koji sadrzi peptidnu sekvencu CLIP kojom je vezan ¢vrsto za udubljenje gde ¢e se
kasnije vezati antigeni peptid. Nakon spajanja sa endolizozomalnom vezikulom, protein

DM, koji je po strukturi slican MHC II molekulu, uklanja CLIP i udubljenje za vezivanje
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peptida postaje dostupno. Ukoliko se neki od novonastalih antigenih peptida veze za
udubljenje, kompleks MHC II 1 peptid se transportuje na povrSinu ¢elije 1 prezentuje. lako
tokom proteoliticke razgranje proteinskog antigena nastane veliki broj peptida, samo se
pojedini vezuju dovoljno jakim afinitetom za MHC I, i oni se nazivaju imunodominantni

peptidi tj. epitopi antigena (Bird, 2009).

Egzogen
anﬁg\en

Rani endozom
neutralno pH

NUKLEUS
Acidifikovani

endozom

Lizozom O
@Pepﬁdi
Nepromenljlw ‘
A

lanac™ Kasni endozom Kompleks
MHC Il : MHC Il + peptid
o ip lanac Via G°|dz
o~

Kalneksm
DM~
aif

Slika 2.4. Obrada antigena za prezentaciju u sklopu MHC Il molekula. Preuzeto i
modifikovano iz (Chaplin, 2010).

2.3. Alergije

Alergijske bolesti nastaju kao rezultat aberantnog imunskog odgovora na inace
bezopasne antigene iz sredine (alergene), na koje kod zdravih osoba postoji razvijena
imuna tolerancija (Johansson, 2004). Alergeni su prisutni u polenu, kuénoj praSini,
grinjama, sporama gljiva, zivotinjskim dlakama, hrani, venomima insekata i.t.d. Neposredni

alergijski simptomi su rinitis, konjuktivitis, urtikarija i angiodema, u hroni¢ne simptome
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spada astma, a u retkim slucajevima ishod moze biti i fatalan usled anafilakti¢kog Soka.
Svaka alergijska reakcija je posredovana ili antitelima, ili celularnim odgovorom uz
odsustvo antitela. U poslednjih par decenija ucestalost pojave alergija posredovanih IgE
antitelima je u konstantnom porastu, i po nekim studijama pogada oko 25-30% populacije u
industrijalizovanim zemljama (Alfven, 2006; Asher, 2006) od cega cak 50% dece
(Bousquet, 2011).

Smatra se da razvoj alergijskih reakcija zavisi od predispozicija pojedinca
(geneticka predispozicija, pol, godine) 1 od spoljasnjih uticaja (prelezane infektivne bolesti
u toku ranog detinjstva, zagadenje, izlozenost razli¢itim dozama alergena i promene u
ishrani). Geneti¢ka predispozicija za razvoj alergijskih bolesti pokazana je u nekoliko
naucnih istrazivanja. Osobe koje imaju izrazenu sklonost da razviju ovaj tip reakcija se
nazivaju atopicari. Verovatnoca da ¢e jednojajCani blizanci imati iste alergije procenjuje se
na 70%, dok je taj procenat kod dvojajéanih blizanaca ne$to manji, 40% (Galli, 2000).
Roditelji koji pate od alergijskih bolesti ¢e najverovatnije preneti alergiju na decu, a ta deca
¢e imati ozbiljnije alergijske reakcije nego deca nealergi¢nih roditelja. Identifikovanje
lokusa na hromozomima odgovornih za pojacanu geneticku predispoziciju individua prema
razvoju alergijskih oboljenja ukazuje da je razvoj alergije povezan sa modifikovanjem
imunog odgovora usled prisustva naslednih formi citokina kod dece i roditelja i nema veze
sa tipom alergenih uzro¢nika (De Swert, 1999; Lonjou, 2000). Pokazano je i da razliciti
alergi¢ni lokusi kod razliCitih rasa (belci, azijati, afrikanci, hispano) imaju uticaja na razvoj
astme (Barnes, 2007). Rizik razvoja alergijskih oboljenja se smanjuje sa godinama, naime,
nivo IgE antitela je najvisi kod dece i opada tokom godina (izmedu 10 i 30). Sto se tice
uticaja faktora sredine na razvoj alergijskih reakcija, primeceno je da se alergije ceSce
javljaju u industrijalizovanim zemljama nego u zemljama koje se bave poljoprivredom, kao
i u urbanim u usporedbi sa ruralnim sredinama, mada ovaj uticaj nije jos uvek u potpunosti
razjasnjen (Cooper, 2004). Postulirana je takozvana higijenska hipoteza koja pretpostavlja
da izlaganje mikroorganizmima, bakterijama i virusima, tokom ranog detinjstva, doprinosi
smanjenju rizika, a za razvoj alergija na osnovu rezultata studija u kojima je pracena pojava
alergija kod dece koja poticu iz velikih porodica i seoskih domacinstava (Cooper, 2004).

Neka nauc¢na istraZivanja su pokazala da paraziti koji napadaju intestinalni trakt (npr.
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intestinalni crvi) suprimiraju imunski odgovor, i tako spre¢avaju organizam da ih napadne
(Carvalho, 2006), na osnovu ¢ega su neki naucnici pretpostavili da je koevolucija parazita i
ljudskog imunog sistema dovela do toga da u odsustvu parazita imunski sistem reaguje
preosetljivo (Yazdanbakhsh, 2002).

Pre citanja teksta koji sledi, potrebno je definisati slede¢e pojmove: antigen,
imunogen, alergen. Antigen (od engl. antibody generator) je svaka supstanca koja biva
prepoznata i vezuje se za T-Celijske receptore i antitela. Imunogen je svaka supstanca koja
moze da izazove specifi¢an imunski odgovor (B- ili T-Celijski). Razlika se najjasnije
uocava na primeru haptena koji su antigeni, ali nisu imunogeni per se ve¢ samo u prisustvu
nekog nosaca koji je imunogen. Alergen (od engl. allergy generator) je svaka supstanca
koja izaziva alergijski imunski odgovor, ili grubo receno svaka supstanca koja indukuje
sintezu IgE antitela.

2.3.1. Mehanizmi alergijskih reakcija

Mehanizam alergijskih reakcija se moze podeliti na tri faze: fazu senzitizacije i
indukcije memorije, rane i kasne preosetljivosti (Slika 2.5) (Larche, 2006).

Faza senzitizacije i indukcije memorije. Pri prvom susretu sa alergenom APC

prikupljaju i obraduju alergen. Zatim dolazi do prezentovanja ovih peptida, u kompleksu sa
odgovaraju¢éim MHC molekulima klase II naivnim CD4" T-¢elijama. Prepoznavanjem
peptid-MHC kompleksa preko TCR-a naivne T-¢elije bivaju stimulisane da se umnoZavaju
(klonalna ekspanzija) i diferenciraju u alergen-specifiéne Th2 ¢elije koje produkuju IL-4 i
IL-13. U isto vreme, susedne naivne B-Celije ¢e pomocu antigen-specifiénih membranski
vezanih IgM antitela prepoznati i preuzeti antigen i predstaviti ga Th2-¢elijama. Zajedno sa
dejstvom IL-4 i IL-13, ovo ¢e stimulisati promenu klase antitela u B-celijama iz IgM u IgE
i njihovu diferenciraju u latentne memorijske B-¢elije. Klonalna ekspanzija alergen-
specificnih memorijskih B-Celija ¢e rezultirati visokom sekrecijom IgE antitela koja ¢e se
vezati za FceRI receptore, koji su locirani na povrsini mastocita i bazofila (faza

senzitizacije ili senzibilizacije ¢elija na prisustvo specifi¢nog alergena).
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A. Senzitizacija i indukcija memorije

& — Alergen

Promena
Naivna B-Zelija klase u

IgE

Memorijska B-celija

Diferencijacija |
uTH2 celije i !
ekspanzija
klonova

TH2 gelije -

B. Rana faza: IgE-posredovana reakcija C. Kasna faza odgovora

IgE-posredovana ili neposredovana
prezentacija alergena od strane DC-
Mastocit koja vodi do aktivacije i proliferacije
bl T-celija

AT 4
1gE 1 X ) pé
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Slika 2.5. Mehanizam alergijskih reakcija se moze podeliti na tri faze: fazu senzitizacije i
indukcije memorije, fazu rane (A) i kasne (B) preosetljivosti. Preuzeto i modifikovano iz
(Larche, 2006). TCR- T-¢elijski receptor, DC- dendriti¢na éelija, Th2- pomo¢nicka T-éelija
tipa 2, FceRI- visokoafinitetni receptor za IgE na mastocitima i bazofilima.
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Rana faza preosetljivosti: reakcije posredovane IgE antitelima. Pri sledeéem susretu

sa alergenom dolazi do njegovog vezivanja za IgE. Multivalentno vezivanje alergena za
IgE, Koji je pak vezan za FceRI, i sledstveno agregiranje FceRI, su okida¢ za aktivaciju
mastocita i bazofila. Agregiranje FceRI ima za posledicu oslobadanje hemokina, citokina i
inflamatornih medijatora iz sekretornih granula koje sadrze histamin, leukotrijene,
prostaglandine, proteaze, faktore aktivacije krvnih plo¢ica. Ovi molekuli ve¢ u prvih
nekoliko minuta uzrokuju patofizioloske promene, kao §to su kontrakcija glatkih misica,
produkcija mukusa i povecana propustljivost krvnih sudova, koje su odgovorne za akutne
simptome alergijske reakcije.

Kasna faza preosetljivosti. Za odvijanje ove faze alergijskog odgovora potrebni su

sati ili dani pa otuda i naziv. Pored trenutnih simptoma, oslobadanje medijatora od strane
bazofila i mastocita, trigeruje i prolongirane inflamatorne procese koji su vezani za
privlacenje raznih imunih ¢elija na mesta izlaganja alergenu, ukljucuju¢i Th2 limfocite,
eozinofile, bazofile i monocite. Nakon migracije do mesta izlaganja alergenu, alergen-
specifiéne Th2 éelije se reaktiviraju antigen-prezentuju¢im DC i B-¢elijama. Reakcije
kasne faze su pospesene IgE antitelima. Pokazano je da tretman alergi¢nih pacijenata anti-
IgE antitelima smanjuje intenzitet imunskog odgovora u kasnoj fazi. Takode, smatra se da

imunopatoloske reakcije kasne faze direktno uti¢u na razvoj astme.

2.4. Alergije na hranu

Do neZeljenog odgovora organizma na neku inace bezopasnu hranu dolazi usled
intolerancije hrane ili alergije na hranu. Alergije na hranu se Cesto poistovecuju sa
intolerancijom ali se one suStinski razlikuju. Kod osoba alergi¢nih na hranu dolazi do
aberantnog imunskog odgovora organizma na alergene hrane (najcesce proteine). Alergije
na hranu su u sve veéem porastu i u industrijalizovanim zemljama pogadaju 4-8% decje
populacije i do 1-2% odraslih (Baral i O’B Hourihane, 2005). Posledice alergijskih reakcija
na komponente hrane mogu da budu vrlo ozbiljne, u retkim slucajevima cak i kobne, i
javljaju se svaki put kad se allergen hrane unese u organizam i ¢esto su nezavisne od doze.

Od oko 10 000 proteina iz hrane koju konzumiramo samo je mali broj sposoban da izazove
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alergijsku reakciju (Lehrer, 2002) jer ¢e se na proteine administrirane oralnim putem pre
razviti oralna tolerancija nego aktivni imunski odgovor. U skladu sa tim, gubitak oralne
tolerancije je u tesnoj vezi sa inflamatornim bolestima, kao $to su celija¢na bolest i alergije
na hranu (Kraus, 2004a; Kraus, 2004b)

2.4.1. Uspostavljanje oralne tolerancije u gastrointestinalnom traktu

Gastrointestinalni trakt (GIT) predstavlja najve¢i imunoloski organ u ljudskom
organizmu, poseduje najveéu povrsinu izlozenu spoljasnjoj sredini i svakodnevno se
susre¢e sa mnoStvom molekula koji dospevaju u organizam oralnim putem. Njegova uloga
nije samo u digestiji i apsorpciji hranljivih sastojaka ve¢ i u razlikovanju patogenog od
bezopasnog i kontroli tj. supresiji imunskog odgovora na antigene hrane.

GIT stiti domacina od nezZeljenih imunskih odgovora na sadrzaj iz okoline pomoc¢u
fizicke barijere koju Cine Celije epitela spojene ¢vrstim vezama i oblozene debelim slojem
mukusa koji ,,hvata” bakterije, viruse i druge Cestice. U odbrani organizma od patogena
pomazu i faktori koji podsti¢u njihovu razgranju a to su enzimi ¢etkaste ivice epiteliajlnih
¢elija, emulgatori poput zu¢nih kiselina i jako kiselo pH u Zelucu (1.2-2.5 u normalnom
stanju). Imunolosku komponentu GIT-a koja pruza aktivnu fiziolosku barijeru ¢ine celije i
molekuli urodenog (polimorfonuklearni neutrofili, makrofagi, NK ¢elije, epitelijalne Celije,
receptori sli¢ni Tol proteinu) i steCenog imunskog sistema (intraepitelijalni i lamina propria
limfociti, Pejerove ploce, sekretorni IgA i citokini). Pove¢ana ucestalost alergija na hranu
kod dece je upravo posledica nedovoljno zrele mukozne barijere i imunskog sistema GIT-a
(suboptimalne enzimske aktivnosti kod novorodencadi, nekompletnog sekretornog IgA
sistema do Cetvrte godine zivota) (Sicherer i Sampson, 2010).

U slucaju potencijalno $tetnih i opasnih antigena, podvrsta CD4" T-¢elija pokrenuce
brzi inflamatorni odgovor kako bi se obranio domacin, ali u slu¢aju da se radi o proteinima
iz hrane ili bezopasnim organizmima, T regulatorne ¢elije (Th3, Trl, CD4'CD25" T-¢elije,
CD8" supresivne T-¢elije, y& T-Gelije) aktiviraju se sa ciljem razvoja imune tolerancije
(Chehade i Mayer, 2005). | enterociti (epitelijane ¢elije koje oblazu lumen crevnog trakta)

mogu preuzeti, obraditi antigene i prezentovati ih T-¢elijama u sklopu MHC II kompleksa,
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medutim kako im nedostaje dodatni signal ne mogu da aktiviraju T-¢elije pa dolazi do
funkcionalne anergije. Enterociti se stoga ponaSaju kao neprofesionalne antigen
prezentujuée celije 1 imaju ulogu u razvoju toleracije pre nego u senzitizaciji. lako GIT
predstavlja nepropustljivu barijeru, pokazano je da oko 2% proteina iz hrane prolazi crevnu

barijeru u ,,imunoloski” intaktnoj formi (Husby, 1985).

2.4.1.1. Faktori koji utiCu na uspostavljanje oralne tolerancije

Faktori koji utiCu na postizanje i odrzavanje oralne tolerancije se dele na one
inherentne antigenu (doziranje i1 frekvencija izlaganja antigenu, priroda antigena) ili
domacinu (starosna dob, geneticka predispozicija, intestinalna mikroflora).

Studije na miSevima su pokazale da se oralna tolerancija postize bilo
administracijom jedne visoke ili vise manjih doza, ali je mehanizam drugaciji. U uslovima
visoke koncentracije antigena indukuje se anergija ili uklanjanje antigenom-aktiviranih T-
¢elija dok se u uslovima niske koncentracije antigena tolerancija postize dejstvom
regulatornih T-¢elija (Chehade i Mayer, 2005). Smatra se da kod osoba sa alergijom na
hranu dolazi do poremecaja u regulaciji imunskog odgovora na antigene u niskim
koncentracijama.

Uticaj i sastav mikroflore crevnog trakta na odrzavanje oralne tolerancije i supresiju
imunskog odgovora je od znacaja. Naime, miSevi koji su bili tretirani antibioticama ili su
bili deficijentni za Tol proteinu sli¢an receptor 4 (od engl. Toll-like receptor 4, TLR 4) koji
reaguje na bakterijski LPS su bili podlozniji senzitizaciji alergenima kikirikija u poredenju
sa netretiranim ili normalnim miSevima (Bashir, 2004). Takode, pokazano je da se oralna
tolerancija postize isklju¢ivo u normalnim misSevima ali ne i u gnotobiotskim miSevima
(miSevi koji se radaju carskim rezom u sterilnoj zoni u kojoj ostaju sve do kraja Zivota tako
uticaj probiotskih bakterija (sastavni deo intestinalne mikroflore) je razmatran i na
pacijentima. Taniuchi i saradnici (Taniuchi, 2005), su za eksperimente odabrali bebe koje
su alergi¢ne na proteine mleka, imaju alergijski dermatitis i manje od 30% Bifidobacteria u

crevnoj mikroflori. Jednoj grupi je oralno davana liofilizovana Bifidobacteria
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(Bifidobacterium breve M-16V) u toku 3 meseca, a drugoj, kontrolnoj, nije. Nakon
administracije Bifidobacteria u test grupi je primeéeno znacajno povecéanje Bifidobacteria u
fekalnoj mikroflori i alergijski simptomi su u celini redukovani u odnosu na period pre
testiranja i u odnosu na kontrolnu grupu. Mehanizam smanjenja alergijskih simptoma usled
prisustva ili administracije komensalnih bakterija, kod miseva i ljudi, se smatra posledicom:
interakcije lipoteihoi¢ne kiseline éelijskog zida bakterija sa TLR-4 na APC-ma koje potom
sekretuju IL-12 i aktiviraju Thl imunski odgovor, regulacije Th1/Th2 balansa preko T

regulatornih ¢elija ili proteolize glavnih epitopa alergena.

2.4.2. Alergeni hrane

Najces¢i uzrocnici alergija na hranu su jaja, mleko, morski mekusci, riba, pSenica,
kikiriki, soja i oraSasto vo¢e mada se svaki izvor hrane smatra potencijalno alergenim. Sa
druge strane, svi poznati alergeni hrane se mogu svrstati u samo nekoliko proteinskih
superfamilija, taénije 27 od poznatih 8183 proteinskih familija (Bateman, 2004). Cak 65%
alergena hrane pripada prolaminskoj i kupinskoj superfamiliji, BetV1 familiji i profilinima.
Poredenjem alergena zivotinjskog porekla sa njihovim humanim homolozima (homologija
utvrdena na osnovu proteinske familije, aminokiselinske sekvence i evolutivnih veza),
Jenkins 1 saradnici, su zapazili da ukoliko postoji slicnost u aminokiselnskoj sekvenci veca
od 62% ispitivani protein nece izazivati alergije kod ljudi (Jenkins, 2007).

Veéina alergena hrane je rastvorljiva u vodi, molekulske mase od 10 do 70 kDa,
otporna na visoke temperature, kiselo pH 1 proteolizu. Njihova stabilnost se povecava
nakon vezivanja liganda koji moZe biti metalni jon ili neki lipid; termostabilnost [-
laktoglobulina iz mleka i nespecifi¢nog lipid-prenosnog proteina (nsLTP, od engl. non
specific lipid transfer protein) iz pSenice povecava se nakon vezivanja odgovaraju¢ih
lipidnih molekula (Creamer, 1995; Douliez, 2001). Jo$ jedna strukturna odlika koja
doprinosi stabilnosti tercijarne strukture ovih alergena je formiranje intramolekulskih
disulfidnih mostova. 2S albumin iz semena slacice je ¢lan prolaminske superfamilije koji
poseduje 4 disulfidna mosta (Dominguez, 1990), a zeamatin je taumatinu slican protein ¢ija

je struktura ,,umrezena“ sa 8 disulfidnih mostova (Roberts i Selitrennikoff, 1990). Veliki
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broj alergena hrane je N-glikozilovan, §to povecava njihovu alergenost. Glikozilovana
forma Ara h 1, alergena Kikirikija, je za razliku od neglikozilovane inicirala Th2 zavisnu
aktivaciju dendriticnih celija (Shreffler, 2006). Takode, pre par godina, po prvi put je
prijavljeno da se generiSu IgE antitela naspram Secerne komponente proteina, galaktozo-a-
1,3-galaktoze kod pacijenata sa alergijom na crveno meso (Commins, 2009). Neki alergeni
hrane poseduju posebne karakteristike koje su razlog njihove potentosti, poput
tropomiozina koji poseduje do 40 uzastopnih ponovaka sekvence duge 7 aminokiselina
(Brown, 2001), ili kazeina koji ne poseduje tercijernu strukturu ve¢ se nalazi u stabilnoj
strukturi sli¢noj stopljenoj globuli (Holt i Sawyer, 1993) .

Iako mehanizmi kojim alergeni hrane senzitizuju nisu jo§ uvek jasni, za veéinu njih
se zna da senzitizuju putem GIT-a, pa su iz tog razloga njihova digestibilnost i apsorpcija u
GIT-u kljucni faktori koje treba razmotriti, jer su upravo oni mozda presudni za objasnjenje
njihovog alergenog potencijala. Takode, usled narusavanja strukture proteina u uslovima

GIT-a, alergeni ¢iji su dominantni epitopi senvencijalni tj. linearni indukuju perzistentne i

jake alergije.

2.4.2.1. Digestibilnost alergena hrane

Rezistentnost na pepsinsku digestiju je jedna od zajednickih osobina alergena hrane
(Metcalfe, 1996), pa je u skladu sa tim, i predlozeno da se test pepsinske digestije u
simuliranom zeluda¢nom soku (SGF, od engl. simulated gastric fluid) uvede kao jedan od
obaveznih za procenu alergenosti proteina hrane (FAO/WHO, 2001). Astwood i sar.
(Astwood, 1996) su koris¢enjem tog testa primetili da su proteini hrane koji su alergeni,
rezistentniji na pepsinsku digestiju ili tokom proteolize osobadaju stabilne peptide, u
poredenju sa nealergenim proteinima koji se kompletno digestuju u toku 15s.

Jedna stvar koja je diskutabilna kod ovakvih pepsinskih testova u SGF-u je velika
varijabilnost u uslovima pod kojima razli¢iti autori primenjuju test digestibilnosti. Jedan od
parametara koji se ¢esto samoinicijativno menja od strane autora je 0dnos pepsin/protein, a
koji uti¢e na period stabilnosti proteina. Na esej takode uticu i Cisto¢a preparta pepsina,

efekat matriksa hrane u kom se alergen nalazi, afinitet proteina za boje koje se koriste za
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vizualizaciju traka nakon elektroforetskih tehnika. lako su Thomas i sar. (Thomas, 2004), u
multi-laboratorijskoj studiji na viSe proteina postavili temelje za standardizaciju pepsinskog
testa, u literaturi se mogu naci Sarenoliki rezultati, pa se pri uporedivanju mora obratiti
paznja na eksperimnetalne uslove. Ofori-Anti i sar. (Ofori-Anti, 2008), su pokusali da daju
objektivne detekcione limite za test digestibilnosti proteina genetski modifikovane hrane.
Na osnovu njihovih rezultata (koriste¢i 10 U pepsina po pg proteina, kao Sto propisuje US
Pharmacopeia) proteini koji se ne digestuju 90% za 20 min i oni koji digestijom daju
fragmente vece od 5 kDa predstavljaju potencijalne alergene. Jiang i sar. (Jiang, 2007), su
predstavili kompjuterski model digestije koji moze da kvantifikuje digestabilnost ciljnog
proteina. U buduénosti kompjuterska simulacija moZe zameniti manuelne eksperimente sa
prednoséu da se uvek radi pod istim uslovima. Medutim, da bi se dobila potpuna
informacija o alergenom potencijalu hrane in vitro analiza mora detektovati nativni protein,
peptide nastale digestijom, kao i imunoreaktivnosti oba a pozeljno je potvrditi rezultate i in
vivo.

Studije novijeg datuma su iznele nekoliko sumnji po pitanju predvidanja alergenosti
proteina hrane na osnovu njihove pepsinske digestibilnosti navodeci primere koji odstupaju
od gore iznetog pravila. Danas je prihva¢ena podela alergena hrane na prave alergene koji

mogu da senzitizuju putem GIT-a i nekompletne alergene koji ne mogu sami da senzitizuju.

2.4.2.1.1 Alergeni koji senzitizuju preko gastrointestinalnog trakta (pravi,
kompletni alergeni hrane)

Vecina alergena hrane biljnog porekla za koje se smatra da senzitizuju preko GIT-a
pripadaju proteinskim superfamilijama prolamina i kupina. Njihova zajednicka
karakteristika je rezistencija na degradaciju proteazama usled kompaktne strukture.
Superfamilija prolamina, kojoj pripadaju 2S albumini, nsLTP-ovi, a-amilazni/proteazni
inhibitori iz zitarica, u svojoj strukturi poseduju konzerviranu ki¢mu cisteinskih
aminokiselinskih ostataka koju najc¢esc¢e formiraju Cetiri disulfidna mosta (Breiteneder i
Radauer, 2004; Kreis, 1985). Kupinska superfamilija proteina, poseduje u strukturi -

burence koje vazi za najstabilniji strukturni motiv (Mills, 2002). Pripadnici ove
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superfamilije su vicilini i legumini medu kojima su Ara h 1 iz kikirikija i B-konglicinin iz
soje (Maleki, 2000).

Sa druge strane, postoje i alergeni koji su osetljivi na pepsinsku degradaciju ali ipak
senzitizuju preko GIT-a, §to je primeéeno kod tropomiozina iz rakova, kazeina, o-
laktalbumina i govedeg serum albumina (BSA) iz mleka, ovomukoida iz jaja (Moreno,
2007). lako se degraduju u prvih nekoliko minuta (BSA: 0-2min), njihovi fragmenti koji
nastaju su stabilniji (BSA: 15 min), i omogucavaju im uspes$nu senzitizaciju (Astwood,
1996). Da bi neki peptid, fragment proteina nastao digestijom, mogao uspesno da
senzitizuje mora biti minimalne mase 3-5 kDa (van Beresteijn, 1995).

Naravno, postoje i izuzeci, poput zeina iz kukuruza i konkanavalina iz ,,jack bean*
mahunarke koji su rezistentni na proteolizu pepsinom ali ne pokazuju alergena svojstva i ne
mogu da stimuliSu imunski sistem ili izazovu alergijsku reakciju (Fu, 2002). Stoga,
rezistentnost ka pepsinu ne moze da se uzeme kao jedini faktor alergenosti proteina hrane
ve¢ se mora interpretirati uz dodatak drugih faktora koji ¢e skupa diskriminisati alergene od

nealergenih proteina hrane.

2.4.2.1.2 Alergeni koji ne senzitizuju (nekomplektni alergeni hrane)

Nekompletni alergeni hrane za razliku od kompletnih ili pravih ne mogu da
senzitizuju direktno i brzo se degraduju u uslovima GIT-a. Ovo je jo§ jedan od izuzetaka
pravila da su alergeni hrane samo oni koji su rezistentni na degradaciju pepsinom.

Primeri ove klase alergena su proteini koji su ukljueni u lateks-voce/povrée
sindrom ili polen-vocée/povrée sindrom. Simptomi kod pacijenata sa ovim sindromima se
manifestuju u usnoj Supljini pa odatle i naziv oralni alergijski sindrom. Za razliku od pravih
alergena hrane, ovde se senzitizacija vrsi inhalacijom tj. disajnim putem od strane alergena
lateksa ili polena, a pacijenti reaguju na proteine vocéa i povréa zbog njihove strukturne
slicnosti sa alergenom koji je odgovoran za primarnu senzitizaciju. Tako se kod osoba
alergi¢nih na havein iz lateksa javlja i alergija na Pers a 1 (avokado), Cas s 5 (kesten), Mus
xp hitinazu (banana); kod osoba sa alergijom na Bet V1 iz polena breze se javlja i alergija
na Mal d 1 (jabuka), Cor a 1.04 (leSnik) i Api g 1 (celer) (Dreborg i Foucard, 1983;
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Yagami, 2000). Naravno i ovde ima izuzetaka od pravila kao $to je slucaj sa alergenima
lesnika koji su ukrSteno-reaktivni sa proteinima polena breze a sa druge strane mogu i sami
da senzitizuju bez pomoc¢i alergena polena, tj. poseduju osobine i kompletnih i

nekompletnih alergena hrane (Schocker, 2000).

2.4.2.2. Apsorpcija alergena hrane u gastrointestinalnom traktu

Proteini uneti putem hrane se degraduju enzimima u zelucu i duodenumu na
aminokiseline i peptide koji se apsorbuju od strane enterocita u tankom crevu. Do sada je
pokazano da apsorpcija alergena hrane umnogome zavisi od osobina samog proteina, koje
diktiraju njegov put ulaska u sistemsku cirkulaciju tj. njegovu apsorpciju. Antigeni hrane ili
njihovi fragmenti koji ,,prezive® digestiju u duodenumu mogu biti preuzeti u crevnom
traktu od strane enterocita, M-¢elija, goblet Celija i dendriti¢nih ¢elija koje ispustaju svoje
dendrite u lumen creva (Slika 2.6) (Chehade i Mayer, 2005; Mabbott, 2013).
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Slika 2.6. Apsorpcija antigena hrane u gastrointestinalnom traktu. Preuzeto i modifikovano

iz (Mabbott, 2013). MNF- mononuklearni fagocit, DC- dendriti¢na ¢elija.
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Pokazano je da su mukozni i sistemski imunski odgovor najc¢e$ce inicirani
preuzimanjem alergena putem M-¢elija Pejerovih ploca, jer se na taj nacin intaktni proteini
ili proteinski agregati direktno preuzimaju iz lumena, i kao takvi dopremaju do DC-a koje
zatim aktiviraju T- 1 B-celije smestene u folikulima, S§to rezultuje jakim imunskim
odgovorom. lako enterociti uglavnom transportuju peptide i aminokiseline, oni mogu da
preuzmu i intaktne proteine, ali je transcelularni put preuzimanja u njima degradivan.
Medutim, ima i izuzetaka gde enterociti transportuju intaktne alergene jer oni bivaju
zasti¢eni vezivanjem za IgE koji je vezan za CD23 receptor na apikalnoj strani enterocita,
ili prolaze paracelularno izmedu ¢elija. Ovako transportovani intaktni proteini omoguéavaju
uspesnu aktivaciju mastocita i inicijaciju reakcije hiperosetljivosti (YYang, 2000)

Potrebno je naglasiti da i konstituenti matriksa hrane mogu povecati ili usporiti pa
¢ak i inhibirati transport kroz GIT. Polifenolna jedinjenja inhibiraju transport ovalbumina
kroz Caco-2 ¢elijski monosloj dok surfatrankti poput monoestara saharoze i masnih kiselina
povecavaju paracelularni transport ovomukoida u istom model sistemu entrerocita (Caco-2)
(Kobayashi, 2003; Mine i Zhang, 2003)

2.5. Alergeni mleka

Kravlje mleko sadrzi u proseku 3.55% proteina (Pordevi¢, 1987), ili izrazeno u
odnosu na suvu materiju mleka 28%, §to ga ¢ini dobrim izvorom proteina. Najveci deo
proteina mleka Cine kazein, oko 3.0%, 1 proteini surutke, najvazniji su B-laktoglobulin, a-
laktalbumin, govedi serum albumin i imunoglobulini, oko 0.55% (Pordevi¢, 1987). Po
svojoj nutritivnoj vrednosti proteini mleka zauzimaju mesto odmah posle proteina jaja kao
dobar izvor esencijalnih aminokiselina. Stoga se proteini mleka koriste za poveéanje
bioloSke vrednosti nekih namirnica, u proizvodnji de¢je hrane, dijetetske hrane,
konditorskoj i pekarskoj industriji.

Alergija na proteine kravljeg mleka je najces¢i uzrok alergije kod dece, sa
incidencom od 2-6% (Boyce, 2010; Garcia-Ara, 2004; Robichaux, 1997), mada je procenat
samo prijavljenih ve¢i 1.2-17% (Rona, 2007). Od alergije na mleko najéeS¢e oboljevaju

novorodencad jer je to prvi izvor hrane sa kojim se njihov jo$§ uvek nedovoljno razvijeni
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GIT susrece. Oko 80-85% dece preraste alergiju na mleko do svoje 3 ili 5 godine, mada je u
skoradnjoj studiji uvideno da je samo oko 50% dece preraslo alergiju na mleko u istom
periodu (Venter, 2008; Wood, 2013). Medu onom decom koja ne prerastu alergiju do tog
uzrasta, razvija se perzistentna alergija koja moze da ih prati kroz adolescenciju pa cak i
odraslo doba. Pojava alergija na mleko kod odraslih je retka, 0.1-0.5%, ali sa izrazito jakim
simptomima i kod pacijenata se moze javiti po prvi put i u zrelom dobu (posle 16 godine)
(Woods, 2002).

Glavni alergeni mleka su ujedno i najzastupljeniji proteini, na prvom mestu kazein a
odmah iza njega B-laktoglobulin (Breiteneder i Mills, 2005; Docena, 1996; Natale, 2004;
Shek, 2005; Wal, 2002), mada i ostali proteini mleka prisutni u nizim koncentracijama
imaju ulogu u procesu senzitizacije. U jednoj grupi italijanskih pacijenata koja je sadrzala
18-oro dece sa dijagnostifikovanom alergijom na mleko, detektovana su IgE antitela u 2D-
imunoblotu na pojedinacne proteine mleka. Pedesetpet procenata dece je posedovalo IgE na
as1-kazein, 90% na ag-kazein, 15% na B-kazein, 50% na x-kazein, 45% na B-laktoglobulin,
45% na govedi serum albumin, 95% na teski lanac IgG-a, 50% na laktoferin i 0% na a-
laktalbumin (Natale, 2004). U sli¢noj studiji novijeg datuma, u vecoj grupi od 115-0ro
japanske dece sa potvrdenom alergijom na mleko, detektovan je IgE na kazein i B-
laktoglobulin u CAP-RAST-u i pokazano je da 97.3% prepoznaje kazein, 46.6% p-
laktoglobulin, a 43.6% prepoznaje i jedan i drugi alergen (Nakano, 2010).

2.5.1. Struktura i funkcija p-laktoglobulina

B-laktoglobulin (BLG) je najzastupljeniji protein mle¢nog seruma kravljeg mleka 1
¢ini oko 50% ukupnih proteina surutke i 12% proteina mleka (Morr, 1985). Do skoro se
smatralo da se nalazi samo u mleku preZivara, ali danas se zna da i mleko nekih vrsta
neprezivara (svinje, konji, delfini, macke) sadrzi BLG. lako postoje podaci da se ovaj
protein nalazi u malim koli¢inama i u humanom mleku smatra se, u globalu, da je odsutan u
mleku ljudi i pacova (Hambling, 1992). To je mali, rastvoran, globularni protein, ¢lan
lipokalinske superfamilije proteina sa molekulskom masom oko 18.3 kDa (Brautnizer,

1973). U kravljem mleku se javlja u 6 genetskih varijanti (A, B, Apr, Bpr, C i D) (Gordon i
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Kalan, 1974), pri ¢emu su A i B izoforme najéeS¢e zastupljene. Razlika izmedu A i B
izoformi je u dve aminokiseline: Aspes 1 Valiig u A izoformi su zamenjeni sa Gly i Ala,
redom, u B izoformi (Eigel, 1984). Izoelektri¢na tacka BLG je oko pH 5.3 (Hurley i
Rejman, 1986).

Primarnu strukturu BLG-a ¢ine 162 aminokiselinska ostatka (Brautnizer, 1973) u
okviru kojih je 84 ostatka esencijalnih amino kiselina: 8 treonina, 5 cisteina, 10 valina, 4
metionina, 10 izoleucina, 22 leucina, 4 tirozina, 4 fenilalanina, 2 triptofana i 15 ostatka
lizina. U molekulu se formiraju dve disulfidne veze: jedna se ostvaruje izmedu Cysgs |
Cysie0, a druga je dinamickog karaktera i ostvaruje se izmedu Cysios | CySi19 ili CyS121, $to
znaci da je jedna sulfidrilna grupa Cysiig ili Cysiz; slobodna (Swaisgood, 1986).

Slobodna -SH grupa ima povecanu reaktivnost na pH 7, kada je protein u manje
kompaktnoj konformaciji, te je tada mogucnost intra- i inermolekulske sulfhidril-disulfidne
izmene veca, naro¢ito u temperaturnom intervalu 60-65°C (Caessens, 1997). Asocijacija i
formiranje agregata BLG-a zavise od pH sredine i temperature. Na pH 2-3 i preko pH 9
egzistira kao monomer (s’tim §to iznad pH 9 podleze ireverzibilnoj denaturaciji), kao dimer
postoji u Sirem opsegu pH (pH 3-3.7 i1 5.1-9), a u opsegu pH 3.7-5.1 kao oktamer (Barteri,
2000). BLG je izuzetno stabilan u kiseloj sredini, tako da i na pH 2 ostaje u nativnoj
konformaciji. Prilicno je otporan na kiselu i enzimsku digestiju u gastrointestinalnom
traktu, zahvaljujuéi svojoj izuzetnoj kompaktnoj trodimenzionalnoj strukturi (Papiz, 1986).

Trodimenzionalna struktura BLG-a je poznata, u njoj dominiraju antiparalelne f-
plocice (ukupno njih devet), od kojih osam formira hidrofobnu p-burence strukturu
oivi¢enu sa jedne strane a-heliksom. BLG sadrzi i tri kratka, neuredena heliksa (Yagi,
2003). Hidrofobna unutra$njost B-burenceta je izduZena, podsea na c¢aSicu cveta (engl.
calyx) i osnova je bioloske funkcije BLG-a. Smatra se da BLG ima ulogu u transportu ili
akumulaciji lipofilnih jedinjenja, kao $to su masne kiseline i retinol. Izuzetna stabilnost
BLG na digestiju u zelucu je relevantna za njegovu biolosku funkciju jer predstavlja pravi
transporter provitamina A, retinola, sa krave na tele (de Wit, 1998).

Glavna biloloska funkcija BLG-a bi bila transport hidrofobnih liganada, ali danas se
smatra da 1 sam protein 1 njegovi peptidni fragmenti imaju razlicite bioaktivnosti. Peptidni

fragmenti BLG-a, koji su intaktni u sklopu nativnog proteina se aktiviraju za vreme
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digestije u GIT-u, reapsorbuju u krv i imaju hormonima-sli¢ne funkcije. Neke od bioloskih
aktivnosti za koje je pokazano da ih poseduju su antihipertenzna, antioksidantna,
antimikrobna i imunostimuliraju¢a. Peptidi su duzine od 3-20 aminokiselinskih ostataka, a
njihova primarna sekvenca defini$e njihovu biolosku aktivnost (Mullally, 1997; Pellegrini,
2001)

BLG ima visoku nutritivnu i funkcionalnu vrednost pa se Kkoristi u prehrambenoj
industriji kao aditiv za emulgovanje, Zeliranje, vezivanje vode, obrazovanje pene,
postizanje tamnije boje proizvoda, kao zamena za kazeinate i belance jajeta. Upravo zbog
Sirokog spektra tehnolosko-funkcionalnih osobina, u poslednjih par godina paznja se
posvecuje i bioaktivnim funkcijama BLG-a, naroc¢ito imunostimulirajucoj.

Alergene osobine BLG-a su ekstenzivno prouCene 1 njegovi epitopi su
okarakterisani (Clement, 2002; Heinzmann, 1999; Rouvinen, 1999; Sélo, 1999).
Imunoreaktivne strukture su Siroko rasprostranjene duz 162 aminokiseline dugog molekula.
Neke od njih su kratke linearne sekvence, dok su ostale veliki fragmenti koji svojim
uvijanjem formiraju konformacione epitope (Wal, 2001). U intenzivnoj studiji
diskontinualnih epitopa monoklonskim antitelima odredeno je 12 antigenskih mesta
(Clement, 2002). Smatra se da moraju postojati kratki fragmenti, u hidrofobnim delovima
BLG-a, koji ¢ine visoko konzervirane sekvence odgovorne za IgE ukrStenu reaktivnost sa
odgovarajuc¢im proteinima mleka ostalih sisara, ukljucujuci i ¢oveka (Maier, 2006). Stoga
autori studija o alergenom potencijalu proteina moraju biti svesni kako opadanja tako i

porasta alergenog potencijala kao rezultata razvijanja proteina tokom prerade hrane.

2.5.2. Modifikacije p-laktoglobulina

Kako je BLG izvor esencijalnih aminokiselina, poseduje niz pozeljnih tehnolosko-
funkcionalnih osobina, i lako je dostupan, predstavlja cCesto koriS¢en sastojak u
prehrambenoj industriji. Sa druge strane BLG je svrstan u alergene hrane. Jedini efikasan
tretman alergija na mleko je izbegavanje mleka i mle¢nih proizvoda, ali s obzirom na sve
vecu primenu proteina surutke, ¢ija je on glavna komponenta, to postaje problem. Postavlja

se pravo pitanje kako modifikovati protein tako da se pospeSe ili ostanu neizmenjene
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njegove osobine bitne za industriju, a istovremeno smanji njegova alergenost. U velikom
broj publikacija koje se bave ovom problematikom, za smanjenje alergenosti proteina
uspostavljene su brojne metode za modifikaciju proteina ukljucujuéi enzimsku digestiju
(Bernasconi, 2006), denaturaciju (Peyron, 2006), genetske modifikacije (Totsuka, 1997) i
hemijske modifikacije proteina (Fagnani, 1990).

Enzimska digestija i denaturacija pokazuju dobro reSenje U pogledu smanjenja
imunogenog potencijala proteina, ali se pri tome dobijaju peptidi koji daju gorak ukus
proizvodima, tako da ne predstavljaju pravo resenje u proizvodnji hipoalergenih proizvoda.
Genetske modifikacije su dobro ali skupo, i automatski za industriju lo$e reSenje. Hemijske
modifikacije su se pokazale dobrim reSenjem, pa je tako recimo, vezivanje ugljenih hidrata
za BLG jedno od boljih resenja, s obzirom da se Se¢ernim komponentama menja alergenost
I imunogenost proteina zbog zaklanjanja epitopa i promene u procesovanju od strane
antigen prezentujucih ¢elija (Hattori, 2000b), i poboljsavaju funkcionalnih osobina (Hattori,
2000a).

Mleko se obic¢no tretira termicki kako bi mu se produzio rok trajanja ili zarad
dobijanja zeljenih tehnoloskih osobina. Izlaganjem mleka visokim temperaturama dolazi do
promena u mleku i sastojcima mleka kao Sto su snizenje pH, precipitacija kalcijum fosfata,
denaturacija proteina surutke i njihova interakcija sa kazeinom, Majlardova reakcija,
promene na kazeinu i u strukturi kazeinskih micela. Proteinske modifikacije mogu
rezultirati u smanjenju nutritivne vrednosti, usled gubitka esencijalnih aminokiselina i
smanjenja digestabilnosti, ali ujedno mogu imati i suprotne, korisne efekte po zdravlje
ljudi.

Kada se BLG zagreva do temperatura nizih od 90 °C dolazi do povecanja njegove
alergenosti usled razvijanja i izlaganja prethodno skrivenih epitopa. Tretmanom
temperaturama viSim od 90°C opada alergenost BLG-a, zahvaljuju¢i gubitku
konformacionih epitopa i maskiranju sekvencionalnih epitopa tokom agregiranja, kao i
termalno indukovanim modifikacijama proteina (formiranje glikozida u Mailardovoj
reakciji) (Davis i Williams, 1998; Fritsche, 2003; Rytkonen, 2002). Tretman BLG-a na 90
°C tokom 15 min je znacajno smanjio njegov IgE vezujuéi kapacitet. Medutim ni tretman

BLG-a na 90°C tokom 60 min nije potpuno eliminisao IgE vezujuéu aktivnost (Ehn, 2004).
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Stavise, pretpostavlja se da termalno indukovana denaturacija (90 °C) poveéava alergenost
BLG izlazu¢i prethodno skrivena antigena mesta (Kleber, 2004). Stoga termalni tretman ne
moze biti efektivan pristup za eliminisanje alergenosti BLG-a i razvoj hipoalergenih
proizvoda baziranih na mleku.

Tretmani mleka visokim pritiscima mogu zna¢ajno promeniti karakteristike mleka,
na primer mogu da dovedu do promena pri Kristalizaciji masti, denaturacije proteina,
poveéanog izlaganja hidrofobnih ostataka u molekulima proteina. BLG se na pritiscima
iznad 500 MPa u potpunosti razvija (Considine, 2005), pa je podlozniji hidrolizi ve¢inom
proteaza, Sto u kombinaciji predstavlja dobru strategiju za redukciju alergenosti proteina
(Bonomi, 2003).

Pokazano je da umrezavanje proteina gradenjem intermolekulskih veza predstavlja
jedan od nacina manipulacije proteinima hrane u cilju dobijanja boljih osobina
prehrambenih proizvoda bez naru$avanja njihove nutritivne vrednosti (Gerrard, 2002).
Ukazano je takode, da bi se ovakvim modifikovanjem proteina, potencijalnih alergena
hrane kao §to je BLG, povecala digestibilnost proteina i smanjio aleregeni potencijal bez

narusavanja IgE vezujuéih epitopa (Stanic, 2009).

2.6. Nove tehnike za obradu hrane

2.6.1. Ultrazvuk

Ultrazvuk se definiSe kao bilo koji zvuk sa frekvencijom koja je iznad praga
ljudskog sluha (Leighton, 2007), tj. iznad 16 kHz pa do 10 MHz (Ince, 2001). Ultrazvu¢ni
talasi u te¢nim medijumima postizu brzinu 1000-1600 m/s, sa talasnom duzinom 10-0.01
cm. Kako ove dimenzije nisu u rangu molekula jasno je da efekti ultrazvuka ne uticu
direktno na molekulske vrste. Naprotiv hemijski efekti ultrazvuka, sonohemija i
sonoluminiscencija, proisticu od akusti¢nih kavitacija: formiranje, rast i implozivni kolaps
mikro mehurova u te¢noj fazi. Kavitacioni kolaps proizvodi inenzivno lokalno zagrevanje
(~5000 K), visoki pritisak (~1000 atm), i ogromne zagrevanje/hladenje prelaze (>10°

K/sec), mikromeSanje 1 nastanak mikrostruja. Mehurovi pucaju jako brzo, za nekoliko
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mikrosekundi. Akusti¢na kavitacija omogucéava jedinstvenu interakciju izmedu energije i
materije, i ultrasoni¢na iradijacija te¢nosti omogucava deSavanje visoko-energetski zavisnih
reakcija, Cesto pracenih emisijom svetlosti (Suslick, 1989).

Formiranje slobodnih radikala je direktna posledica sonolize vode u prisustvu
monoatomskog gasa. Kada dode do kavitacije dolazi do disocijacije vodene pare na
vodonikove atome 1 hidroksil radikle koji se mogu iskombinovati, pri ¢emu kao glavni
proizvodi sonolize vode nastaju Hy, H,0,, HO,'. Isparljiva i hidrofilna jedinjenja reaguju,
na granici faza, izmedu kavitacionog mehura i te¢ne vodene faze sa superkriticnom vodom
i van nje, sa nastalim slobodnim radikalima. Hidrofobna i jednostavnija isparljiva jedinjenja
pirolizuju unutar kavitacionog mehura (Suslick, 1989). Slobodni radikali mogu hemijski
modifikovati biomolekule kao §to su enzimi, DNA, lipidi (Barnett, 1998). Kompresijom
gasa se generiSe toplota. Do kompresije kavitacionog mehura, pri njegovom pucanju, dolazi
brzo (mikrosekunde) i malo toplote stigne da se oslobodi. Sa druge strane, tu oslobodenu
toplotu brzo apsorbuje okolna te¢na faza koja jo$ uvek nije stigla da se ugreje. Ultazvukom
se stoga, lokalno generiSu kratkozivece, takozvane, vruée tacke (oko 5000 K) u hladnom
tecnom medijumu koji ima ulogu prigusivaca.

Ultrazvuk je nasao primenu u industriji za ubrzavanje hemijskih reakcija,
degradaciju polimera i reakcije polimerizacije, za ¢is¢enje povrsina, degaziranje te¢nosti, u
procesu kristalizacije. Polimerizacija cikli¢nih laktona uz otvaranje prstena i formiranje
poliestara uz prisustvo ultrazvuka, 20 kHz, se ispostavila brzom u ranijim fazama za
dobijanje polimera vec¢ih molekulskih masa (Price, 2003). Primena ultrazvuka u
kombinaciji sa oksidoredukcionim enzimima, kao $to su lakaze, se ispostavila efikasnijom
varijjantom za degradaciju potencijalno toksi¢nih azo-boja od pojedinacnog dejstva
ultrazvuka i lakaze (Rehorek, 2004). U jednoj drugoj studiji je ta ista kombinacija lakaze i
ultrazvuka koriS¢ena za izbeljivanje pamuka. Veca efikasnost enzima je objaSnjena ve¢om
difuzijom enzima kroz te¢nu fazu i tekstil do povrSine vlakna, pri ¢emu se mora voditi
rauna o vremenu izlaganja enzima i intenzitetu ultrazvuka, usled inaktivacije i denaturacije
enzima; pri jacini ultrazvuka od 7 W enzimska aktivnost se nije bitno menjala pola sata
(Basto, 2007).
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Danas se ultrazvuk koristi 1 u obradi hrane za degaziranje i kontrolu pene, mesanje,
emulzifikaciju i omekSavanje mesa. Jedno od ogranienja za upotrebu ultrazvuka za
konzerviranje hrane je taj Sto je intenzitet ultrazvuka, koji je potreban za unistavanje
mikroorganizama, uti¢e i na sastojke hrane. U mle¢noj industriji ultrazvuk se pored
homogenizacije mleka, koristi i za ubrzavanje ultrafiltracije surutke i ¢is¢enje membrana,
redukciju vremena fermentacije jogurta, povecanje njegove sposobnosti da vezuje vodu i

povecéanje viskoznosti tj. za pravljenje jogurta sa boljim reoloskim osobinama.

2.6.2. UmreZavanje proteina hrane

Umrezavanje proteina (engl. cross-linking) se odnosi na formiranje kovalentnih
veza unutar proteina, intramolekularno umrezavanje, ili izmedu proteina, intermolekularno
umrezavanje (Feeney i Whitaker, 1988). U toku procesa obrade hrane Cesto se polazni
materijal izlaze visokim temperaturama, ekstremnim pH, oksidaciji, nekontrolisanoj
enzimskoj obradi. Takvi procesi za rezultat mogu imati umrezavanje proteina, §to dovodi
kako do funkcionalnih (Singh, 1991), tako i do nutritivnih promena finalnog produkta
(Friedman, 1999a).

Veze koje se formiraju pri umreZavanju proteina su disulfidni mostovi (Cys),
izopeptidne veze (Asp, Glu, Lys), heterogene veze kao posledica Majlardovih reakcija
(Lys, Arg, moguc¢e i Trp,His, Pro), ditirozinske i izoditirozinske veze (Tyr). Disulfidni
mostovi izmedu proteina mogu nastati za vreme tretiranja polaznog materijala visokim
temperaturama, koriste se za geliranje proteina mleka, soje, jaja, mesa i nekih proteina
povréa. Gelovi se formiraju povezivanjem proteina u trodimenzionalnu mreZu koja daje
proizvodu odredenu teksturu, tako se tretiranjem mleka visokim temperaturama omogucava
interakcija denaturisanog BLG-a sa k-kazeinom preko formiranja disulfidnih veza ¢ime se
spreCava precipitacija BLG-a. Intermolekulske disulfidne veze, koje nastaju za vreme
mesSanja brasna i vode rezultuju u formiranju proteinske mreze koja ima odgovarajuca

viskozoelasti¢na svojstva potrebna za pravljenje hleba (Singh, 1991).
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Tretman alkalijama se koristi u toku obrade hrane za uklanjanje toksi¢nih
konstituenata, solubilizaciju proteina itd. Medutim tretman alkalijama moze dovesti do niza
sporednih nezeljenih reakcija. Tako alkalni uslovi u kombinaciji sa termalnim izlaganjem
mogu indukovati nastanak kovalentnih veza i dehidroproteinskih mostova kao $to su
dehidroalaninski i lizinoalaninski $to za posledicu moze imati slabiju digestiju finalnog
prehrambenog proizvoda i manji stepen iskori§¢enja uz opasnost za nastanak mutagenih
produkata (Friedman, 1999a, b).

Ditirozinski mostovi su prisutni i u biolo§kim sistemima, npr. U zidovima biljnih
¢elija (Singh, 1991), i u pSenici gde se formira mreza glutena (Tilley, 2001). In vitro
mostovi se formiraju nakon tretmana proteina vodonikperoksidom, peroksidazama ili

polifenol oksidazama kao $to su lakaza i tirozinaza.

2.6.2.1. Hemijske metode za umreZavanje proteina

Za umrezavanje proteina koriste se reagensi sa aktivnim grupama na oba kraja i kao
targeti se uglavnom koriste tirozin 1 cistein. Mana ove metode su poteskoce u predvidanju
reaktivnosti reagenasa. Reagensi su skupi i ¢esto nisu dozvoljeni u prehrambenoj industriji,
Sto ograni¢ava njihovu upotrebu. Sa druge strane, oni predstavljalju odli¢no sredstvo za
pokazivanje efekta umrezavanja odredenih proteina na njihovu strukturu i funkcionalnost,
§to podrazumeva prvi korak, za kojim sledi modifikacija postupka u cilju smanjenja cene
postupka 1 upotrebe reagenasa koji nisu Stetni po zdravlje ¢oveka 1 zivotinja. U te svrhe su
koric¢eni glutaraldehid da se pokaze potencijalni efekat kontrolisane Majlardove reakcije
na teksturu proizvoda od brasna (Gerrard, 2002), i formaldehid za umrezavanje proteina

mleka radi poveéanja njihove termicke stabilnosti (Singh, 1991).

2.6.2.2. Enzimske metode za umreZavanje proteina

Upotreba enzima za modifikaciju funkcionalnih osobina proteina u industriji ima

svoje prednosti u odnosu na tretmane hemikalijama upravo zato §to je to prirodniji i zdraviji

34



naCin obrade hrane, reakcije se odvijaju u blagim uslovima, sa katalitickim koli¢inama
enzima koji imaju vecu specifi¢nost i uz manju verovatnocu za nastanat toksi¢nih materija
potencijalno Stetnih po zdravlje potrosaca (Singh, 1991). Enzimi koji se koriste u ove svrhe
su transglutaminaza, oksidaze poput lakaze, tirozinaze, peroksidaze, disulfid izomeraze itd.
Trenutno je transglutaminaza (EC 2.3.2.13), enzim koji katalizuje transfer acil grupe
izmedu gama-karboksiamino grupe glutamil ostatka i amino grupe lizinskog ostatka, vodeci

enzim koji se koristi u industriji ishrane.

2.6.2.2.1 Lakaze

Fenol oksidaze (tirozinaze i lakaze) su enzimi koji sadrze jone bakra i oksiduju
fenolna jedinjenja transferom elektrona sa supstrata na molekulski kiseonik. Ovi enzimi
mogu katalizovati reakcije polimerizacije, ukljucujuci proteine (Riva, 2006). Lakaze (EC
1.10.3.2) su difenol oksidaze koji katalizuju oksidaciju rezli¢itih fenolnih jedinjenja, kao
Sto su difenoli, polifenoli, razli¢iti supstituisani fenoli, aromati¢ni amini i benzotioli
(Canfora, 2008), generiSuci slobodno-radikalske intermedijere. Reaktivni slobodni radikali
dalje mogu podle¢i neenzimskoj polimerizaciji ili mogu interagovati sa supstratima koji
imaju visok redoks potencijal (ukljuuju¢i aminokiseinske ostatke u proteinima). Lakaze
katalizuju formiranje fenoksil radikala jednoelektronskom oksidacijom fenolnih
hidroksilnih grupa sa kiseonikom kao akceptorom elektrona (Yaropolov, 1995).

Lakaze su uglavhom nalaze u gljivama (Baldrian, 2006). Pronadene su u skoro
svakoj od visih gljiva, nekim vi$im biljkama i bakterijama (Rosconi, 2005). Nisu poznate
sve funkcije lakaza, ali se smatra da su biljne lakaze ukljucene u koracima sinteze lignina
katalizujuéi polimerizaciju monomernih jedinica (p-kumarill, koniferil i sinapil alkohola).
Glavne fizioloske funkcije lakaza iz gljiva su degradacija lignina, uceS¢e u razvoju i
morfogenezi, patogenezi i detoksikaciji (Zhao i Kwan, 1999).

Do sada je izolovano i okarakterisano viSe od 100 lakaza. To su glikoproteini sa
rasponom molekulskih masa od 50-130 kDa. Ugljenohidratne komponente ¢ine 10-45%
molekulske mase proteina (Baldrian, 2006), i smatra se da imaju ulogu u postizanju

pravilne prostorne konformacije i u zastiti proteina od proteolize i inaktivacije slobodnim
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radikalima (Bolobova, 2002). U aktivnom centru lakaze se nalaze Cetiri jona bakra Koji su
klasifikovani u tri grupe, T1-T3, u zavisnosti od njihovih spektroskopskih i ESR parametara
(Solomon, 1996). T1 centar pokazuje razlicite spektroskopske i ESR karakteristike od
ostalih i odgovoran je za plavu boju rastvora enzima, predstavlja mesto oksidacije supstrata,
T2 centar je mononuklearan, dok je T3 binuklearan, i jedan i drugi formiraju mesto
redukcije molekula kiseonika uz nastanak i oslobadanje vode.

Siroka supstratna specifi¢nost lakaza, tj. njihova sposobnost da oksiduju razli¢ita
fenolna kao i nefenolna jedinjenja, ¢ini ove enzime atraktivnim za primenu u razli¢itim
biotehnoloskim procesima. Lakaze su naSle primenu u nekim procesima za prec¢iS¢avanje
voda, detoksifikaciju toksi¢nih efluenata u industriji drveta, tekstilnoj i petrohemijskoj
industriji, u mediciskoj dijagnostici, bioremedijaciji, a od skora i u prehrambenoj industriji
za poboljsanje reoloskih osobina proteinskog matriksa (Si, 1994).

Lakaza polimerizuje neke peptide i proteine (Lantto, 2005; Mattinen, 2005),
direktnom oksidacijom ostatka tirozina i cisteina (Mattinen, 2005). Radikalski posredovana
oksidacija slobodnih sulfhidrilnih grupa proteina se ubrzava u reakcijama katalizovanim
lakazom u prisustvu egzogenih fenolnih kiselina (Figueroa-Espinoza i Rouau, 1999), ali se
isto tako formiraju i polimeri izmedu fenolnih kiselina i tripeptida ili proteina koji sadrze
tirozin (Mattinen, 2005). Fragmentacija proteina, primecena prilikom oksidacije proteina
mesa katalizovane lakazom, pripisana je nastanku slobodnih radikala samih proteina
nastalih dejstvom lakaze (Lantto, 2005).

Oksidacijom ostataka tirozina lakazom nastaju tirozil radikali. Tirozil radikali kod
nestrukturiranih proteina (pr. a-kazein) su skloniji formiraju ditirozinskih veza u odnosu na
strukturirane proteine (BSA i BLG) (Ostdal, 2000). Smatra se da je svega oko 25%
tirozinskih ostataka globularnih proteina direktno izloZzeno rastvaracu (Herskovits i
Sorensen, 1968), i tako dostupno oksidaciji lakazom. Medutim, globularna struktura
stabiliSe radikale u unutrasnjosti proteina (Ostdal, 1999). Ovakvi unutrasnji radikali mogu
nastati transferom oksidacionih ekvivalenata od oksidabilnih aminokiselina blize
spoljaSnjosti proteina, ¢ime se ove aminokiseline $tite od oksidativnog oste¢enja (Hawkins i
Davies, 2001). Ovakve reakcije mogu objasniti brzu oksidaciju Trp, Tyr i Phe ostataka u

mnogim proteinima, uprkos tome §to su zavuceni duboko u hidrofobno jezgro i nedostupni
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reaktivnim vrstama u okolnom rastvoru. Ovo je objasnjenje za transfer elektrona kroz
proteine sa ultimativnim formiranjem fenoksi radikala nastalih od tirozina (Stadtman,
1990).
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3. IZOLOVANJE I PRECISCAVANJE NATIVNOG
B-LAKTOGLOBULINA

Za izucavanje strukturnih i funkcionalnih osobina protein mora biti u nativnom
obliku, tj. izolovan i preci$éen iz polaznog materijala nekim nedestruktivnim metodama. U
ovom poglavlju je opisan proces kojim smo iz mleka na efikasan i jednostavan nacin
izolovali BLG visokog kvaliteta, koji je koris¢en u svim ostalim eksperimentima koji slede,
kao i komparacija ove metode sa drugim u literaturi dostupnim.

Razne tehnike bazirane na specificnim osobinama BLG-a kori$¢ene su za njegovo
izolovanje 1 pre€iS¢avanje od ostalih proteina surutke: selektivna solubilizacija BLG-a u
prisustvu 30 g/kg trihlorsiréetne kiseline (Caessens, 1997; Konrad, 2000), selektivna
solubilizacija BLG-a na niskom pH uz prisustvo soli (Alomirah i Alli, 2004), digestija
ostalih proteina pepsinom i razdvajanje peptida od BLG-a membranskom filtracijom
(Konrad, 2000), kombinacija nekoliko hromatografskih tehnika (Lozano, 2008; Neyestani,
2003), jonoizmenjivacka (Ye, 2000) i afinitetna hromatografija (Vyas, 2002). Ipak,
nedostaci ovih metoda su primena uslova koji mogu nepovoljno da uti¢u na nativnu
strukturu proteina (visoka koncentracija soli, nisko pH, tretman proteazama) ili vreme
trajanja postupka koji €esto ukljucuje vise koraka, §to ujedno 1 povecava cenu izolovanja.

Glavni problem pri izolovanju proteina surutke je razdvajanje dva glavna proteina
a-laktalboumina (ALA) i BLG-a koji su pribliznih molekulskih masa, 14.4 i 18.3 kDa, i
slicnih izoelektri¢nih tacki, 4.8 i 5.3, redom (Gjesing, 1986). Za njihovo razdvajanje na
laboratorijskoj i semi-preparativnoj skali dve blage tehnike su metode od izbora: gel
filtracija i jonoizmenjivacka hromatografija. U nasim uslovima, gel filtracija je davala
pristojne rezultate na baznom pH kada je BLG u formi dimera isklju¢ivo ukoliko su
koris¢ene HPLC (od engl. high performance liquid chromatography) kolone i uredaj.
Hromatografija je dugo trajala, dolazilo je do preklapanja proteina u bitnim frakcijama,
kapacitet kolone je bio mali ¢ak iako je zapremina matriksa bila 200 ml, matriksi za HPLC
su skupi a ekstrakt surutke i nakon odmas¢ivanja i intenzivne dijalize sadrzi polifenole i
lipidne molekule koji se lepe za Cestice matriksa i smanjuju Zivotni vek kolone. Sa druge

strane, hromatografija pod normalnim pritiskom (tzv. sobna hromatografija) na jeftinom
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anjonskom matriksu je bila znacajno brza, prinos je bio dosta veci usled visokog kapaciteta
za vezivanje proteina i efikasno smo se resili kontaminiraju¢ih malih molekula. Kvalitet
dobijenog preparata je okarakterisan u poredenju sa komercijanim standardom pomocu
spektroskopije cirkularnog dihroizma, raznih enzima kojima su target razliCite
aminokiseline proteina i ELISA testa sa BLG-specificnim poliklonskim ze¢jim IgG

antitelima.

3.1. Rezultati

3.1.1. Analiza elucionog profila jonoizmenjivacke hromatografije

Na pH 7.5, na kom je radena hromatografija, ve¢ina proteina surutke se vezala za
DEAE-Sephadex. Vezani proteini su eluirani sa kolone step-gradijentom NaCl i skupljene
frakcije su analizirane SDS-PAG elektroforezom i izoelektri¢nim fokusiranjem (IEF). ALA
je eluiran sa kolone kao dominantna komponenta sa 120 i 160 mM NaCl, a BLG sa 200 i
240 mM NaCl (Slika 3.1). BSA je u tragovima bio prisutan u BLG frakcijama eluiranim sa
200 mM NaCl, dok su BLG frakcije eluirane sa 240 mM NaCl sadrzale Cist protein (Slika
3.2.A). Frakcije u kojima je eluiran BLG su analizirane i IEF-om gde je uoceno prisustvo A
i B izoformi BLG-a (pl 5.26 i 5.34, redom), kao i njihovo razdvajanje u pojedinim
frakcijama. Prvo je eluirana izoforma B, ubrzo prac¢ena izoformom A, dok je pred kraj
elucije izoforma A bila dominantna (Slika 3.2.B). Na kraju su BLG frakcije spojene i dalja
analiza je nastavljena sa dve, manje Cistom eluiranom sa 200 mM NaCl 1 cistijom

eluiranom sa 240 mM NaCl, sa izuzetkom onih frakcija u kojima je po jedna izoforma.

3.1.2. Analiza precis¢enog BLG-a i poredenje sa standardom

Na osnovu hromatograma reverzno fazne hromatografije visokih performansi (RP-
HPLC) odredena je Cisto¢a preparata: 97.41+0.21% za BLG eluiran sa 200 mM NacCl,
98+0.12% za BLG eluiran sa 240 mM NacCl, 98.60+0.14 za frakciju sa izoformom A i
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90.60+0.85% za frakciju sa izoformom B. Za potvrdu reproduktivnosti, hromatografija je
uradena ponovo sa 250 ml surutke (proporcionalno koli¢ini uzorka je povecana zapremina

matriksa 1 zapremina elucionog pufera) i dobijen je isti elucioni profil i sli¢na Cistoca

frakcija BLG-a (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Prinos i ¢isto¢a BLG-a izolovanog iz 130 ml (1) i 250 ml (I1) surutke

. e o . Prinos Ukupni Ukupni
= o
Frakcije BLG-a Cistoca (%) (%) prinos (%)  prinos (mg)
_eluiran sa 240 mM NaCl 98.58 (+0.12) 42 80 312
eluiran sa 200 MM NaCl 97.41 (£ 0.21) 38
— eluiran sa 240 MM NaCl 98.62 (£ 0.16) 60 82 615
~— eluiran sa 200mM NaCl  96.95 (+ 0.21) 22

Na Slici 3.3.A, prikazan je hromatogram sa RP-HPLC-a i odgovarajuc¢i ESI-maseni
spektar, sa kojih se uoc¢ava da ukupni BLG (frakcija 200+240 mM) poseduje izoforme A i
B u priblizno istom odnosu i da su njihove odredene mase 18277.7199 i 18363.8703 Da u
skladu za literaturnim podacima i masama dobijenim masenom analizom standarda (Slika
3.3.B). Takode, RP-HPLC hromatogrami i maseni spektri razdvojenih izofomi su potvrdili
njihov identitet i pruZili uvid u stepen njihove €istoce (Slika 3.3. C i D). Izoforma A je 99%
Cista dok izoforma B sadrZi primese drugih proteina i njena Cisto¢a je 91%, kontaminacija
jedne izofome drugom je minimalna.

CD spektri, umrezavanje enzimima i imunohemijska karakterizacija su radeni sa
BLG-om vece Cistoce (240 mM frakcija). CD spektri snimljeni u dalekoj UV oblasti
izmedu 180 1 260 nm pruzaju informacije o sekundarnim strukturama proteina. Spektri
izolovanog BLG-a i standarada se preklapaju i poseduju karakteristicni minimum na 218
nm koji pokazuje da u njihovoj strukturi dominiraju B-plocice (Slika 3.4.A). Pomocu
CONTIN algoritma je izracunat i udeo B-plo¢ica u odnosu na ostale strukturne motive,
udeo je bio priblizno isti u izolovanom i standarnom BLG-u i iznosio je 41.2+0.03 i
40.920.03%, redom. lIzolovani i standradni BLG poseduju istu sekundarnu strukturu koja je
u skladu sa ranije objavljenim rezultatima (Blanc, 2008; Lozano, 2008). Za razliku od

spektara u dalekoj UV oblasti, spektri proteina snimljeni u bliskoj UV oblasti izmedu 250-
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320 nm nisu identi¢ni, a oni pruzaju informacije o tercijarnoj strukturi proteina (Slika
3.4.B). U spektru standarda se uocava smanjenje intenziteta pika na 285 nm koji se
pripisuje Trpig tj. gubitku aromati¢nog dihroizma koji nastaje usled nerigidnog pakovanja
aminokiselinskih ostataka. Kako u spektru izolovanog proteina to nije uocljivo izvodi se
zakljucak da izolovani protein poseduje nativnu strukturu koja se karakteriSe kompaktnom

globulom, dok je tercijarna struktura standarda nestp narusena.
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Slika 3.3. Hromatogrami sa RP-HPLC-a i odgovarajuc¢i ESI-MS spektri izolovanog
ukupnog BLG-a (A), izoforme A (C) i izoforme B (D). B) ESI-MS spektar standarda BLG-

a.
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Slika 3.4. CD spektri izolovanog (crna linija) i standardnog (siva linija) BLG-a u dalekoj
UV (A) i bliskoj UV (B) oblasti.

Fine razlike u strukturi standardnog i izolovanog BLG-a su dodatno analizirane u
reakcijama sa enzimima koji umrezavaju molekule proteina: transglutaminaza (TG), lakaza
(Lacc) i dve tirozinaze iz razli¢itih izvora (AgaTyr i TrTyr). Ukoliko jedan od dva testirana
BLG-a poseduje narusenu tercijernu strukturu, aminokiselinski ostaci koji se modifikuju u
ovim enzimskim reakcijama ¢e biti dostupniji enzimu 1 prinos reakcije ¢e biti veci.
Transglutaminaza je acil-transferaza koja katalizuje reakciju intra- i intermolekulskog
umrezavanja proteina putem izopeptidnih veza izmedu aminokiselinskih ostataka glutamina
i lizina. Lakaza i tirozinaza predstavljaju oksidoreduktaze koje povezuju proteine katalizom
gradenja veza izmedu nukleofilnih aminokiselinskih ostataka (npr. Tyr, Cys), reakcija se
pospesuje dodavanjem malih fenolnih molekula (Selinheimo, 2008). Reakcije sa TG i Tyr
su radene na pH 8, a sa lakazom na pH 4.5 jer je enzim nestabilan u alkalnoj sredini (Xu,
1997). Efikasnost reakcije je pracena povecanjem proteinskih polimera visokih molekulskih
masa §to se uocava SDS-PAG elektroforezom. Standardni BLG je najefikasnije bio
umrezen dejstvom Lacc uz prisustvo kafeinske kiseline kao medijatora, a zatim TG-om; na
gelu se uocavaju novonastali dimeri (oko 37 kDa), trimeri (oko 55 kDa) i polmeri
molekulskih masa iznad 116 kDa (Slika 3.5.A). Dejstvom TrTyr, AgaTyr i Lacc bez

kafeinske kiseline nagradili su se dimeri i malo trimera standarda BLG-a. Nije uoc¢eno
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umrezavanje izolovanog BLG-a dejstvom Lacc (sa i bez kafeinske) i AgaTyr. Dejstvom
TrTyr formirali su se dimeri i trimeri kao kod standarda, TG je bila najefikasnija i koli¢ina

polimera vecih od 116 kDa je bila nesto ve¢a nego kod standarda (Slika 3.5.B).

(A)Standardni BLG (B)Izolovani BLG
S R I T R O . - - . LW LW g B __
200 kDa -
200 kDa -
116 kba- 2 A = 116 kDa - w =
86 kDa- w5 - 86 kDa- " -
51 kDa - g L od 51 kDa - " -
37 kDa - - - 37 kDa - W
29°kDa S o 29 kDa - =
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20100 - - S e S — — - ——
7 kDa — - = 7 kDa- " -

Mm Kont TG  TrTyr AgaTyr Lacc Lacc Cont Mm

Mm Kont TG TrTyr AgaTyr Lacc Lacc Cont Mm
pHS +kaf pH4.5

pHS8 +kaf pH4.5

Slika 3.5. SDS-PAGE analiza u redukuju¢im uslovima proizvoda reakcija umrezavanja
standarda (A) i izolovanog BLG-a (B) enzimima. TG- transglutaminaza, TrTyr i AgaTyr-

tirozinaze, Lacc-lakaza, Kont-naetretirani BLG na pH 8 i 4.5 na kojima su radene reakcije.
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Slika 3.6. Inhibicija vezivanja IgG antitela za standardni BLG pomoc¢u standardnog i

nativnog BLG-a.
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Na kraju, ispitana je i imunoreaktivnost izolovanog BLG-a u inhibitornom ELISA
testu sa ze¢jim anti-BLG antitelima 1 standardom kuplovanim za ¢vrstu fazu. I izolovani i
standradni BLG pokazuju slican sigmoidni profil i postizu maksimum inhibicije sa
koncentracijom od 100 pg/ml (Slika 3.6). 1Cso vredosti se malo razlikuju, za standardni ona

iznosi 0.414 pg/ml a za izolovani je neSto manja 0.163 pg/ml.

3.2. Diskusija

Mnoge metode su kori§¢ene za izolovanje BLG-a 1 njegovo preciS¢avanje od ostalih
proteina surutke, prednosti i mane nekih su ve¢ napomenute u uvodu. Efikasnost nase
metode je uporedena sa Sest ranije publikovanih metoda (Tabela 3.2). U nasem
eksperimentu, ukupni prinos BLG-a je bio 80%, a ¢isto¢a 97-99%. Prinos BLG-a u drugim
metodama se krec¢e od 47 do 70%, sa izuzetkom metode de Jong i sar. (de Jongh, 2001),
gde je prinos 80%. Cisto¢a preparata uglavnom varira izmedu 83-95%, opet sa izuzetkom
metode predlozene od strane de Jong i sar. gde je Cisto¢a >98%. Od Sest metoda, jedino se
postupak de Jonga i sar. pokazao podjednako efikasan kao i na§. Medutim, ista metoda
ukljucuje dva koraka, jonoizmenjivacku i gel filtracionu hromatografiju, Sto je c¢ini
skupljom i sporijom procedurom.

Takode, predlozenom metodom u pojedinim frakcijama dobili smo razdvojene
izoforme cCistoce 99 1 91%. Razdvajanje izoformi BLG-a je do sada uspesno radeno HPLC-
om (Konrad, 2000; Neyestani, 2003; Xavier Felipe i Law, 1997) ¢ija je efikasnost daleko
bolja ali je kapacitet kolona maniji i ceo postupak je znatno skuplji. Ye i sar. (Ye, 2000) su
takode uspeli da razdvoje izoforme BLG-a jonoizmenjivatkom hromatografijom pod
normalnim pritiskom, ali usled lose interpretiranih rezultata, nismo mogli da uporedimo
njihove rezultate sa naSim.

Detaljnom karakterizacijom strukture izolovanog BLG-a i poredenjem sa
standardom, dokazali smo da je izolovani protein visokog kvaliteta. Snimanjem CD
spektara u dalekoj i bliskoj UV oblasti, pokazali smo da izolovani i standardni BLG

poseduju istu sekundarnu strukturu kao i da izolovani protein poseduje nativnu strukturu
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koja se karakteriSe kompaktnom globulom, dok je tercijarna struktura standarda nesto

narusena.

Tabela 3.2. Poredenje prinosa i Cistoce BLG-a izolovanog predlozenom metodom sa

drugim metodama.

Metoda za izolovanje BLG-a Prlno(i /OB)LG-a Cistoéa BLG-a (%)
Nasa metoda 80 97-99
Metoda bazirana na rastvorljivosti BLG-a
na niskom pH uz prisustvo soli (Lozano, 2008) 47-69 84-95
DEAE hromatografija u bacu i gel filtracija
(de Jongh, 2001) >80 >98
Hidroliza svih ostalih proteina pepsinom 67 94
i ultrafiltracija (Alomirah i Alli, 2004)
Precipitacija sa 3% TCA: 1) (Konrad, 2000); . .
2) (Alomirah i Alli, 2004) 1) 60;2) 45 1)95;2) 92
Isoljavanje 1) (Matte, 1994); 2) (Konrad, 2000) 1) 65; 2) 47 1) 95; 2) 87
Selektivna termalna precipitacija 50 83
(Alomirah i Alli, 2004)

Usled finih razlika u tercijarnoj strukturi standardnog i izolovanog BLG-a,
efikasnost polimerizacije proteina u reakcijama sa transglutaminazom, lakazom i
tirozinazam se razlikovala. Ove razlike se mogu objasniti pojavom pH-zavisnih
konformacionih promena BLG-a. Naime, na pH 8 na kome su radene reakcije sa TG i
TrTyr protein se nalazi u ,,otvorenijoj* strukturi tzv. R-stanje, pa je stepen umreZavanja
standarda 1 1zolovanog proteina, u skladu sa tim, sli¢an. U kiseloj oblasti, na pH 4.5 na
kome je izvodena reakcija sa Lacc, protein je u kompaktnijoj i ,,zatvorenijoj« strukturi tzv.
Q-stanje. Na pH 4.5 je efikasnost umrezavanja izolovanog proteina znac¢ajno manja $to se
objasnjava njegovim kompaktnijim pakovanjem, usled ¢ega su aminokiselinski ostaci Tyr
zaklonjeniji i manje dostupni lakazi. O¢uvanost epitopa za vezivanje ze¢jih anti-BLG 1gG-a
kod standardnog i izolovanog BLG-a je bila sli¢na, a nesto jaci afinitet za vezivanje antitela
zapazen kod izolovanog BLG-a se pripisuje ocuvanijoj tercijarnoj strukturi. Ovakav pristup

i detaljna analiza nisu opisani u drugim pomenutim metodama.
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3.3. Materijal i metode

3.3.1. Jonoizmenjivacka hromatografija i elektroforetska analiza frakcija

3.3.1.1. Priprema surutke

Domace sirovo (termicki netretirano) mleko je kupljeno na lokalnoj pijaci i obrano
centrifugiranjem na 4°C, 30 minuta brzinom 4000g (lipidni kola¢ koji se formira na
povrSini se odbaci). Kazein je stalozen iz obranog mleka kiselom precipitacijom
dodavanjem 1 M HCI do pH 4.6. Nakon centrifugiranja (4°C, 30 min, 4000g), supernatant
koji zaostaje je surutka. Dobijena surutka je dodatno odmasc¢ena dodavanjem tri zapremine
CCly4 na jednu zapreminu surutke i energi¢nim mesSanjem. Organski sloj u kome se nalaze
lipidni molekuli je razdvojen od surutke centrifugiranjem na sobnoj temperaturi na 12000g,
15 min. Postupak je ponovljen tri puta. Ovako odmasSéena surutka je skupljena i
dijalizovana naspram ekvilibracionog pufera za hromatografiju, 20 mM Tris pH 7.5 sve dok
provodljivost i pH surutke nisu bili ekvivalentni onim u puferu. Tek ovako spremljena

surutka moZe da se koristi za hromatografiju.

3.3.1.2. Hromatografija na DEAE-Sephadex-u

Dietilaminoetil (DEAE) Sephadex A-50 je kupljen od kompanije GE Healthcare
Bio-Sciences (Upsala, Svedska). Matriks je pripremljen za hromatografiju po uputstvu
proizvodaca. Suvi matriks je nabubren u ekvilibracionom puferu za hromatografiju, 20 mM
Tris pH 7.5. Sedamdeset mililitara nabubrelog matriksa je spakovano u staklenu kolonu
dimenzija 2.5x20 cm. Nakon nekoliko zapremina ekvilibracionog pufera, na kolonu je
naneto 130 ml surutke koncentracije proteina 6 mg/ml pod protokom 1 ml/min. Nevezani
protein su isprani sa 100 ml ekvilibracionog pufera pa su zatim vezani proteini eluirani
step-gradijentom NaCl-a u ekvilibaracionom puferu, sa po 100 ml u svakom koraku pod
protokom od 2 ml/min. Gradijent soli je bio u opsegu 40-280 mM NaCl, pri ¢emu je

koncentracija soli u svakom koraku bila za 40 mM veca nego u prethodnom. Sakupljane su
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frakcije od po 20 ml i analizirane elektroforetski. Frakcije u kojima se nalazio ¢ist BLG su
spojene, rasoljene dijalizom, odredena je cistoa proteina reverzno faznom HPLC

hromatografijom i prinos.

3.3.1.3. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u surutki je odredena Warburg-Christian-ovom
spektroskopskom metodom (Warburg i Christian, 1941).

Koncentracija ¢istog BLG-a je utvrdenja merenjem apsorbance na 280 nm i
koris¢enjem Lamber-Ber-ovog zakona. Ekstinkcioni koeficijent BLG-a je izraCunat po
ugledu na rad Pace i sar.(Pace, 1995):

€ (ml/mg cm) = (5500nw + 1490ny + 125n)/M,
gde su ny=2, ny=4, n;=2 brojevi Trp, Tyr i Cys po molekulu BLG-a, M je molekulska masa

BLG-a i iznosi 18285 kDa. Finalno, izracunati koeficijent iznosi 0.9412 mg/ mg cm.

3.3.1.4. Natijum-dodecil sulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS-PAG
elektroforeza, SDS-PAGE)

SDS-PAG elektroforeze su radene po originalnoj Laemmli-jevoj proceduri
(Laemmli, 1970). Elektroforetska razdvajanja proteina radena su na Hoeffer SCI aparaturi
po instrukcijama proizvodaca (Amersham Biosciences, GE-Healthcare) pod uslovima
konstantnog napona: 80 V u fazi koncentrovanja uzorka do ulaska boje bromfenol plavo u
gel za razdvajanje, a zatim na 250 V dok boja ne stigne na oko 1 cm od donje ivice gela.
Sirova surutka i frakcije nakon hromatografije su analizirane na 14% (w/v) gelu pod
redukuju¢im uslovima, tj. uz prisustvo 14.4 mM B-merkaptoetanola u puferu za pripremu
uzorka za SDS-PAGE (60 mM Tris pH 6.8, 250/l glicerola, 20 g/l SDS, 10 g/l boje
bromfenol plavo). Nakon elektroforetskog razdvajanja proteinske trake su vizualizovane
bojenjem sa Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB, Sigma-Aldrich, Taufkirhen, Nemacka)
1 uporedene sa komercijalnim standardom proteinskih molekulskih markera (SMO431,

Fermentas, Vilnijus, Litvanija).
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3.3.1.5. Izoelektri¢no fokusiranje (IEF)

U frakcijama sa BLG-om profil izofromi je odreden IEF-om na sistemu Multiphor
Il (Amersham Biosciences) uz amfolite Sirokog opsega (3.5-10) na 5% (w/v)
poliakrilamidnom gelu po instrukcijama proizvodaca. Kao katodni rastvor koriS¢em je
prethodno prokuvani sveze napravljeni 150 mM NaOH, kao anodni rastvor koris¢en je 5
mM H,SO,. Predfokusiranje na 800 V je trajalo 30 min, zatim su naneti uzorci koji su
naknadno fokusirani na 400 V tokom 10 min, zatim na 600 V tokom 10 min, 800 V tokom
30 min, 1000 V tokom 10 min i jo§ 5 min na 1200 V (maksimalna ja¢ina struje 50 mA,
maksimalni napon 2000 V i maksimalna snaga 10 W). Nakon zavrSetka IEF-a, protein su
fiksirani u gelu sa 30% (w/v) trihlorsiréetnom kislelinom tokom 1h. Nakon fiksiranja gel je
ispran od trihlorsiréetne kisleline u toku no¢i vodom i proteinske trake su vizualizovane
bojenjem sa CBB-om kao kod SDS-PAGE. Gradijent pH je odreden tako $to su redom
seCeni jednaki komadié¢i gela (5x5 mm) celom duzinom odmah nakon zavrSetka IEF-a.
Komadi¢i gela su inkubirani u 10 mM KCl 30 min kako bi amfoliti fokusirani u tom region
difundovali u vodenu fazu u kojoj je zatim mereno pH. Crtanjem grafika pH u funkciji od

rastojanja dobijena je prava linearnog gradijenta sa koje je potom ocitavano pl proteina.

3.3.2. Odredivanje Cistoce, potvrda mase i karakterizacija stukture BLG-a

3.3.2.1. Reverzno-fazna HPLC hromatografija (RP-HPLC)

Te¢na hromatografija Visokih performansi (HPLC) radena je na AKTA Purifier 10
HPLC sistemu (Amersham Biosciencies). Za vodenje hromatografija i obradu dobijenih
podataka koris¢en je UNICORN 4.0 program (Amersham Biosciencies). Neposredno pre
analize svi uzorci su centrifugirani tokom 10 min na 12000g. RP-HPLC je radena na
Discovery BIO Wide Pore C5 HPLC (10 cm x 4,6 cm) koloni (Supleco, Sigma-Aldrich),
zapremine 4,5 ml. Kolona je ekvilibrisana sa eluentom A (0,1% trifluorsir¢etna
kiselina, TFA) i po 1 ml uzorka je injeciran na kolonu. Komponente su eluirane linearnim
gradijentom od 0 do 100% eluenta B (0.1% TFA u 90% (v/v) acetonitrilu) tokom 10
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zapremina kolone, pri protoku od 0.70 ml/min. Hromatografija je pracena merenjem
apsorbance na 280 nm i 215 nm, pri ¢emu su sakupljane frakcije od po 0,5 ml.
Integraljenjem povrsina ispod proteinskih pikova na 280 nm, izracunata je Cisto¢a preparata
BLG-a koja je izrazena kao procentualni udeo pika BLG-a, naspram ukupne povrSine
detektovanih proteinskih pikova. Na ovaj nacin odreden je i procenat BLG-a u surutki pre

hromatografije koji je iznosio 51%.

3.3.2.2. Elektron-sprej jonizaciona masena spektrometrija (ESI-MS)

Identitet BLG-a i njegovih izoformi, tj. potvrda molekulskih masa uradena je na
teCno-masenom sistemu 6210 Time-of-Flight LC/MS (G1969A, Agilent Technologie,
Santa Klara, Kalifornija, SAD) koji je spregnut sa 1200 Series HPLC sistemom (Agilent
Technologies). Koris¢eni su proteinski uzorci prethodno prec¢iSéeni od nisko molekulskih
interferirajucih supstanci RP-HPLC-om kao $to je opisano. Acetonitril i TFA su upareni iz
uzoraka i zaostali suvi talog proteina je rastvoren u mobilnoj fazi za MS. Mobilna faza se
sastojala od 1:1 smeSe eluenta A (0,2% (v/v) mravlja kiselina u vodi) i eluenta B
(acetonitril), pri ¢emu je protok bio 0.2 ml/min. MS analza radena je u pozitivnom ESI
modusu sa odnosom masa/naelektrisanje (m/z) u opsegu 100-3200 m/z. Za prikupljanje
podataka koris¢en je Agilent MassHunter Workstation Software, a za obradu podataka
Agilent MassHunter Workstation Software and Analyst QS program (Agilent Technologies
Ltd, Berksir, UK).

3.3.2.3. Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD spektroskopija)

Karakterizacija sekundarne i tercijarne strukture izolovanog i komercijano
dostupnog BLG-a (90%, Sigma-Aldrich) vrSena je pomoc¢u CD spektroskopije. CD spektri
su snimljeni na spektropolarimetru JASCO J-710 (JASCO, Tokijo, Japan). Sistem je
kalibrisan sa rastvorom amonijum D-10-kamforsulfonata koncentracije 0.6 g/l i poznatog
elipticiteta +190.4 mdeg na 290.5 nm. Spektri uzoraka (1 mg/ml BLG u 10 mM Na-
fosfatnom puferu pH 6.5) su snimani na 25°C u dalekoj UV oblasti (180-260 nm) u kiveti
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sa duzinom svetlosnog puta od 0.1 mm i u bliskoj UV oblasti (260-320 nm) u Kiveti sa
duzinom svetlosnog puta od 10 mm. Spektri su snimani u inkrementima od 0.2 nm brzinom
20 nm/min u atmosferi azota. Svaki spektar je snimljen po 4 puta u dva nezavisna
eksperimenta i uzeta je njihova uprosecena vrednost. Rezultati su predstavljeni kao srednji
molarni elipticitet aminokiselinskih ostataka proteina:
[6] = 6/(10nCd),

gde je 6 izmereni elipcititet, n je broj aminokiselinskih ostataka u BLG-u, C je molarna
koncentracija BLG-a u uzorku, a d je duzina svetlosnog puta u kiveti.

Spektri snimani u dalekoj UV oblasti su koriS¢eni za odredivanje procentualnog
udela motiva sekundarne strukture, a analiza je odradena pomocu softvera CONTIN i SP29

proteinske baze koja je dostupna u CDPro softverskom paketu.

3.3.2.4. Ispitivanje podloZnosti BLG-a raznim enzimima za umreZavanje

Za ispitivanje finih promena u strukturi, pre¢is¢eni 1 standardni BLG-a su umrezeni
sa nekoliko enzima koji se koriste za protein-protein umrezavanje: TG, TrTyr, AgaTyr,
Lacc po protokolu koji su opisali Stanic i sar. (Stanic, 2010). Tirozinaza iz Agaricus
bisphorous (AgaTyr) je kupljena od kompanije Sigma-Aldrich. Transglutaminaza iz
Streptoverticillium mobaraense (TG) je nabavljena od Ajimomoto Co.Inc. (Tokijo, Japan)
i dodatno precis¢ena sledec¢i protokol Lantto i sar. (Lantto, 2005). Lakaza iz Trametes
hirsute (Lacc) i tirozinaza iz Trichoderma reesei (TrTyr) su preciS¢ene i okarakterisane u
Finskoj na institutu VTT (Rittstieg, 2002; Selinheimo, 2006). Ukratko, reakcione smese su
sadrzale: BLG koncentracije 1.7 mg/ml, jedan od enzima TG, TrTyr, AgaTyr, Lacc finalne
enzimske aktivnosti 1000 nkat/g supstrata (BLG-a). Reakcija sa TG, TrTyr, AgaTyr je
izvodena u 50 mM Na-fosfatnom puferu pH 8, dok je reakcija sa Lacc izvodena u 50 mM
acetatnom puferu pH 4.5 sa i bez 1 mM kafeinske kiseline. Sve reakcije su trajale 20h,
odrzavane su na 40°C u otvorenim sudovima uz konstantno mesSanje. Reakcije su
zaustavljene dodatkom redukujuéeg pufera za uzorke za SDS-PAG elektroforezu (odeljak
3.2.2.4.) 1 kuvanjem 5 min na 95°C. Sve reakcije su radene u duplikatu a kontrole su

postavljene reakcije bez enzima. Stepen polimerizacije proteina je analiziran SDS-PAG
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elektroforezom po Laemmli-ju (Laemmli, 1970) na komercijalnim 12% gelovima ((Bio-
Rad Laboratories, Ri¢mond, SAD) pod redukuju¢im uslovima, kori$¢enjem Bio-Rad
sistema (Bio-Rad Laboratories). Vizualizacija traka je postignuta bojenjem sa CBB-om,

kori$¢eni su markeri Sirokog opsega molekulskih masa (Bio-Rad).

3.3.3. Imunohemijska karakterizacija BLG-a

3.3.3.1. Proizvodnja zecjih poliklonskih antitela

Poliklonska antitela na BLG su dobijena imunizacijom zeceva prema Harboe &
Ingild proceduri (Harboe i Ingild, 1973). Emulzija kojom su subkutano imunizovani zecevi
prilikom prve imunizacije je pripremljena dodatkom jednake koli¢ine Freund-ovog
adjuvansa rastvoru antigena, dok je za svaku sledeu imunizaciju koris¢en nekompletni
Freund-ov adjuvans. Imunizacija je izvrSena 0, 14, 28 i 420g dana, a posle na svakih 28
dana. Pedeset prvog dana i svake druge nedelje od tada zecevi su krvareni iz usne vene radi
odredivanja titra antitela. Titar antitela je odredivan u direktnoj ELISA-i gde je za bunare
mikrotitar ploCice kuplovan BLG. U serumu posle Cetvrtog krvarenja su detektovana anti-
BLG IgG antitela viskog titra koja su dodatno delimi¢no preciS¢ena precipitacijom sa

amonijum sulfatom, intenzivno dijalizovana naspram PBS i skladistena na -70°C.

3.3.3.2. Inhibicija vezivanja 1gG u ELISA testu

Inhibitorna ELISA (od engl. enzyme-linked immunosorbent assay) radena je na
mikrotitar plo¢ama sa ravnim dnom’’MaxiSorb’’ (Nunc, Roskild, Danska) i 96 bunara. Svi
koraci su radeni na sobnoj temperaturi. U svaki bunar mikrotitar plo¢ica je odmereno po
100 pl standarda BLG-a koncentracije 5 pg/ml u karbonatnom puferu pH 9.6 (15 mM
Na,CO3, 35 mM NaHCO3); kuplovanje je trajalo preko noci u vlaznoj atmosferi. Sutradan
su nevezani molekuli proteina isprani iz bunara 3 puta sa po 300 pl TTBS-a (30 MM Tris
sa 9 g/l NaCl (TBS) sa 1 g/l Tween 20). Nakon ispiranja bunari mikrotitar plo¢ica su
inkubirani 1h sa po 250 pl 1% ovalbumina (OVA, Sigma-Aldrich) u TTBS-u radi
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blokiranja antigenom neokupiranih mesta u bunarima. Za vreme blokiranja, ze¢ja anti-
BLG antitela su inkubirana 1h sa razliitim razblazenjima standardnog i izolovanog BLG-a
(100 pg-100 pg-ml) u triplikatu u 0.1% OVA u TTBS-u. Finalno razblazenje antitela
(1:10000) u inhibitornoj ELISA-i je bilo dovoljno da se postigne 80% vezivanja IgG za
kuplovani BLG (utvrdeno prethodno u direktnoj ELISA-i). Nakon inkubiranja, 100 pl
smeSe antitela 1 proteina je odmereno u prethodno blokirane bunare i inkubiranje je
nastavljeno jo§ 2h. Zatim su bunari isprani 3x sa TTBS-om i dodato je po 100 pl anitela
naspram zec¢jih imonoglobulina G konjugovanih sa alkalnom fosfatazom (Sigma-Aldrich),
rablazenih po uputstvu proizvodaca u 0.1% OVA u TTBS-u. Nakon jednocasovnog
inkubiranja sa sekundarnim antitelima, bunari su isprani 2x TTBS-om i 1x TBS-om i
dodato je 100 pl supstrata za alkalnu fosfatazu, koji daje rastvoran proizvod. Rastvor 0.1%
p-nitrofenilfosfata (pNPP) u 10 mM dietanolaminskom puferu pH 9.5 napravljen je
neposredno pred upotrebu. Apsorbanca razvijene Zute boje izmerena je na Agosnm U ELISA
¢ita¢u (Pharmacia Biosciences).

Pre analize, od apsorbance uzorka oduzeta je apsorbanca negativne kontrole (bez
primarnog antitela, ostalo je isto). Pozitivna kontrola se pravi sa dodatkom 0.1% OVA u
TTBS-u primarnim antitelima umesto BLG-a tj. inhibitora. Procenat inhibicije se racuna
po formuli:

Inhibicija (%) = [1 — (A uzorka sa inhibitorom) /(A pozitivne kontrole)]x100.
ICso vrednost inhibitora pretstavlja onu koncentraciju inhibitora koja je potrebna da bi se
dobilo 50% inhibicije u odnosu na pozitivhu kontrolu i odreduje se metodom linearne
regresije na linearnom delu prave (% inhibicije = f(log konc. inhib.)). Analiza uzorka i
crtanje grafika je radeno u programu Origin Pro 8 (OriginLab Corporation, Northampton,
SAD).
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4. INTERAKCIJE IZMEDU POLIFENOLNIH
JEDINJENJA I B-LAKTOGLOBULINA

Polifenolna jedinjenja su wubihinonski konstituenti viSih biljaka Siroko
rasprostranjeni u biljkama koje se koriste uobic¢ajeno u ishrani kao $to su vocée, povrée,
ceralije i leguminoze, kao i u ostalim namernicama koje su biljnog porekla kao $to su vino,
Caj, kakao i kafa (Cheynier, 2005; Manach, 2005). Ova jedinjenja su sekundarni metaboliti
biljaka obi¢no ukljuceni u odbrani od ultraljubicastog zracenja ili patogena. Opisano je
nekoliko hiljada polifenolnih jedinjenja koja su grupisana u razliCite klase na osnovu
njihove osnovne hemijske strukture (kao Sto su tip i broj fenolnih prstenova), i u razlicite
podklase, na osnovu specificnih supstitucija u bazi¢noj strukturi. Bitnu grupu fenolnih
jedinjenja cCine flavonoidi koji obuhvataju flavonole, flavone, flavanole, flavanone,
antocijanidine i izoflavone (Manach, 2005). Prose¢ni unos polifenola je 1g dnevno.
Njihovo konzumiranje smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti, kancera i dijabetesa
(Lambert i Elias, 2010; Yang, 2009). U in vivo i in vitro studijama polifenoli su pokazali
anti-inflamtorno, antioksidativno, hemopreventivno i neuroprotektivno dejstvo i efekat na
metabolizam ugljenih hidrata, lipida i proteina (Hanhineva, 2010; McDougall, 2008;
Tachibana, 2009; Wu, 2009)

U ranijim studijama pokazano je da se formiraju nekovalentne interakcije izmedu
polifenolnih jedinjenja i globularnih proteina hrane koje dovode do gradenja kompleksa
proteina i polifenola (Chaudhuri, 2011; Li, 2010), stabilizacije sekundarne strukture
proteina (Kanakis, 2011), razvijanja proteina i precipitacije (Ma, 2011; Papadopoulou i
Frazier, 2004; Siebert, 1996), promene antioksidativne moc¢i polifenola (Arts, 2002;
Niseteo, 2012). U studijama novijeg datuma su otkriveni novi efekti protein-polifenol
interakcija: polifenoli su pokazali koncentracijski zavisnu inhibitornu aktivnost na
agregiranje alfa sinukleina dok su istovremeno povecali razdvajanje ve¢ postojecih
oligomera (Caruana, 2011), inhibirali su digestivni enzim- elastazu iz pankreasa (Bras,
2010), i smanjili vezivanje IgE antitela za alergene kikirikija (Chung i Champagne, 2009;
Chung i Reed, 2012).
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Na jacinu interakcija koje se formiraju utie veliina 1 struktura polifenola i
aminokiselinska sekvenca proteina (Frazier, 2010). Strukturna karakterizacija interakcija je
kljuéna za razumevanje efekata gradenja ovih veza. Koris¢enje spektroskopske metode
gaSenja fluorescencije triptofana (glavna fluorofora u proteinima) se pokazalo pogodnom
metodom i njome je okarakterisano vezivanje polifenola iz razli¢itih izvora za proteine
mleka (kazein i BLG), lizozim, hemoglobin, govedi serum albumin i gama globuline
(Chaudhuri, 2011; Rahimi Yazdi i Corredig, 2012; Wang, 2011; Xiao, 2011; Yuksel, 2010;
Zorilla, 2011)

U vedini pomenutih studija ispitivane su interakcije izmedu Ccistih polifenolnih
jedinjenja i model proteina. Ipak, u GIT-u proteini hrane se nalaze okruzeni sa mnoStvom
polifenolnih jedinjenja zajedno unetih hranom. Stoga je na$ cilj bio da ispitamo i
okarakteriSemo interakcije izmedu jednog globularnog proteina, BLG-a, i smesa polifenola
ekstrahovanih iz izvora koji su bogati njima, zelenog i crnog Caja. kafe, kakaoa, na pH
vrednostima zastupljenim u GIT-u. Protein-polifenol interakcije su okarakterisane
fluorescentnom i CD spektroskopijom, ispitan je njihov uticaj na digestibilnost BLG-a
(jedan od glavnih parametara alergenosti proteina hrane) i ukupnu antioksidativhu mo¢

smese proteina i polifenola.

4.1. Rezultati

4.1.1. Sastav polifenolnih ekstrakata ¢esto konzumiranih napitaka: zelenog i
crnog ¢aja, kafe i kakaoa

Polifenolna jedinjenja prisutna u pripremljenim ekstraktima zelenog ¢aja (ZCPE),
crmo ¢aja (CCPE), kakaoa (KKPE) i kafe (KFPE) su identifikovana te&no-masenom
spektrometrijom (LC-MS). Tabele sa sastavom svakog pojedina¢nog ekstrakta su priloZzene
na kraju teze. Zastupljenost glavnih komponenti polifenolnih ekstrakata korelira sa
literaturnim podacima (Tabele 9.1-4, Poglavlje 9). Glavnu fenolnu komponetu u ZCPE-u
¢ine katehini, od kojih je najzastupljeniji epigalokatehin-3-galat (EGCG) koji ¢ini 50-60%

od ukupne mase katehina (Cabrera, 2006). Fermentacijom zelenog ¢aja se dobija crni Caj
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¢iji se polifenolni sastav menja usled procesa obrade, smanjuje se koncentracija katehina a
povecava se koncentracija oksidovanih visoko-molekulskih polimera (Obanda, 1996).
KFPE je bogat fenolnim kiselinama; hlorogena kiselina je glavni konstituent i tokom
procesa przenja kafe raspada se na kafeinsku i kvinsku kiselinu i laktone (Clifford, 1999;
Farah, 2005). Glavni konstituenti KKPE-a su monomerni flavanoli katehini i zastupljeniji

polimerni flavanoli proantocijanidini (Porter, 1991)

4.1.2. Analiza interakcija izmedu polifenola i BLG-a

Metoda gaSenja fuorescencije (engl. fluorescent quenching) je pogodna za
odredivanje konstanti vezivanja nekovalentno vezanih molekula P i Q ukoliko je P
fluorescentan, a Q ne fluorescira pod istim uslovima (£ ekscitacije i emisije), i ukoliko
usled nekovalentog vezivanja Q dolazi do pada intenziteta florescencije, tj. gasenja zbog
smanjenja broja molekula P u pobudenom stanju. Opadanje fluorescencije je
proporcionalno jacini vezivanja molekula Q za P i opisano je Stern-Volmer-ovom
jednacinom:

FO/F =1+ Ksv X [Q] (Liang, 2007),
gde su FO i F intenziteti fluorescencije molekula P pre i nakon dodavanja molekula Q; Ksv
je Stern-VVolmer-ova konstanta a [Q] je koncentracija ,,kvencéera“ tj. molekula Q. U na$oj
postavci, P je protein a Q polifenolna jedinjenja.

BLG u primarnoj strukturi ima cetiri fluorofore: dva Trp i Cetiri Tyr. Na 280 nm oba
aminokiselinska ostatka se pobuduju, ali je udeo u emisiji vecinski od emisije Trp koja se
smatra glavnhom fluoroforom proteina (Liang i Subirade, 2012). Trpjg, Sa emisionim
maksimumom na 340 nm, se nalazi u unutrasnjosti globule BLG-a na dnu kaliksa u
nepolarnoj mikrosredini i doprinosi 80% ukupnoj fluorescenciji BLG-a. Trps;, sa
emisionim maksimumom pomerenim na 350 nm, je delimi¢no izloZen polarnom rastvarau
i u blizini je disulfidnog mosta Cysgs-Cysiso, pa je stoga njegov doprinos ukupnoj
fluorescence mali (Liang, 2007) (Slika 4.1).

Prac¢enje gaSenja intenziteta fluorescencije BLG-a na 340 nm je koriS¢eno za

procenu vrste i jacine interakcija izmedu BLG-a i polifenola primenom Stern-Volmer-ove
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jednacine na pH vredostima prisutnim u Zelucu, pH 1.2 1 2.5, i pH vrednosti u duodenumu,
pH 7.2. Smanjenje intenziteta fluorescencije na 340 nm na pH 7.2, u odnosu na onaj
postignut na pH 1.2 i 2.5 pod istim uslovima je posledica gasenja fluorescencije Trpig usled
dimerizacije proteina (Slika 4.2) (Renard, 1998).

Slika 4.1. Trodimenzionalna struktura BLG-a na kojoj su oznaceni Trpe; | Trpig (Kanakis,
2011).

Posto polifenolna jedinjenja apsorbuju svetlosnu energiju na talasnoj duzini
ekscitacije 1 neSto manje na talasnoj duZini emisije proteina (efekat unutraSnjeg filtera), pre
primene Stern-Volmer-ove jednacine bilo je potrebno korigovati izmerene intenzitete
fluorescencije na talasnoj duZini gde je maksimum emisije proteina , A=340 nm:

F = Fu x 10QLx(edex+edem) (ghnigelman, 2010),
gde je Fu nekorigovani izmereni intenzitet fluorescencije, €ex I €cem Su izra¢unati molarni
ekstinkcioni koeficijenti polifenolnih ekstrakata na talasnoj duZzini ekscitacije (280 nm) 1
emisije (340 nm) proteina izraZeni u UM *cm™, [Q] koncentracija ,.kven&era“ tj. polifenola,
L duzina svetlosnog puta kivete.

Crtanjem grafika zavisnosti koli¢nika FO/F od koncentracije polifenola, dobija se
Stern-Volmer-ov grafik sa koga se iz nagiba odreduje Ksv (Slika 4.2). Takode, na osnovu
izgleda grafika, moZe se uociti da 1i je efekat gaSenja fluorescencije staticki (usled
formiranja kompleksa) ili dinamicki (usled sudara molekula), i da li je prisutna samo jedna
vrsta fluorofore. Ukoliko je prava linearna, u proteinu je prisutna jedna vrsta fluorofore ili

je smanjenje fluorescencije posledica jednog mehanizma gasenja. Odstupanja od linearnosti
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Slika 4.2. Gasenje fluorescencije BLG-a usled dodavanja alikvota polifenolnih ekstrakata
(1-11, PE). Odgovarajuc¢i Stern-Volmer-ovi grafici su ubaceni u gornji desni ugao svakog

fluorescentnog spektra.
ukazuju na prisustvo vise fluorofora u proteinu koje nisu podjednako dostupne ,,kvenceru*

ili da su ukljuCena oba mehanizma gaSenja fluorescencije. U najvecem broju slucajeva

jedna fluorofora moze biti pod uticajem statickih i dinamickih promena (Faridbod, 2011).
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Sten-Volmer-ovi grafici dobijeni za sve polifenolne ekstrakte pod svim testiranim uslovima
su linerani, Sto znaci je smanjenje intenziteta fuorescencije koje smo zabelezili posledica
gradenja kompleksa proteina i polifenola, a ne njihovih slucajnih sudara tokom kretanja. Na
osnovu toga, pristupili smo izraGunavanju bimolekularne konstante ,kvencinga™ (kq) po
sledecoj jednacini:
Ksv = kq x 10 (Lakowicz, 1999; Soares, 2007),

gde je 10 poluzivot fluorofore u odsustvu ,,kvenéera®. Maksimalna vrednost za kq u vodi u
slucaju kada je efekat gaSenja fluorescencije ograni¢en difuzijom iznosi ~10"° m* s,
Poluzivot fluorescencije Trp zavisi od pH i sastava pufera, i u fosfathom puferu pH 7.0
iznosi 3.15 ns, u hlorovodoni¢nom puferu pH 1.2 iznosi 0.75 ns a na pH 2.5 u citratno-
fosfatnom puferu iznosi 2.33 ns (Gudgin, 1981). Soares i sar. (Soares, 2007) su u ranijoj
studiji odredili da je T0 za Trp u BLG-u na neutralnom pH 1.28 ns na £ex 280 nm. Najniza
Ksv vrednost koji smo odredili u nafoj studiji je oko 10* M™ (Tabela 4.1), §to daje
koris¢enjem 10 vrednosti od 1.28 ns, kq iznad 10% M™ s §to je 100 puta veée od kq
vrednosti za ,.kvencing* koji je limitiran difuzijom, i ukazuje da dolazi do formiranja
kompleksa izmedu polifenola i proteina (staticki ,.kvencing®).

Posto je utvrdeno da je efekat posledica statickog ,.kvencinga®, pristupili smo
izraCunavanju konstante vezivanja ili asocijacije (Ka) i broju mesta za vezivanje polifenola
na molekulu proteina koriS¢enjem dvostruko-logaritamske jednacine:

log[(FO — F)/F] = logKa + nlog[Q] (Lakowicz, 1999),
gde se poznavanjem FO, F i Q, iz odsecka prave na y osi moze odrediti Ka a iz nagiba n.

Sve Ka vrednosti koje su dobijene za komplekse BLG-polifenoli su u rangu slabih
nekovalentnih interakcija od 10° do 10° M™ (Tabela 4.1) i u skladu su sa ranije
publikovanim vrednostima dobijenim istom metodologijom na neutralnom pH za BLG i
polifenole iz razli¢itih izvora: BLG-resveratrol 10*-10° M? (Liang, 2007), BLG-EGCG
10*-10° M™ (Kanakis, 2011; Shpigelman, 2010), BLG-katehin/epikatehin 1.1x10° M™
(Kanakis, 2011). Promena pH nije znacajno uticala na konstantu vezivanja (Ka) i broj
vezivnih mesta (n) polifenola kakaoa i crnog €aja, ipak nesto veca vrednost za Ka kakaoa je

zabelezena na pH 7.2. Vrednosti za Ka i n zelenog Caja su bile ve¢e na pH 2.5 1 7.2.
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Najveca i statisti¢ki znacajna razlika je uoc¢ena za polifenolna jedinjenja kafe na pH 2.5 gde

su Kain vecinegonapH 1.217.2 (Tabela4.1).

Tabela 4.1. Izracunate konstante vezivanja (Ka) za komplekse BLG-polifenoli i broj
polifenola koji se vezuje za molekul BLG-a (n). PE- polifenolni ekstrakt, CC- crni ¢aj, ZC-
zeleni ¢aj, KF- kafa, KK- kakao.

PE pH 1.2 pH 2.5 pH 7.2
Ka (M™%)? (3.08+1.54)x10° (4.13+0.60)x10° (5.85+4.40)x10°
cC
n 0.77+0.06 0.78+0.02 0.75+0.10
Ka(M?) (3.82+2.77)x10° (3.53+2.87)x10* (6.54+5.82)x10"
y/e
n 0.76+0.08 1.03+0.07 0.88+0.21
Ka (M?%) (4.35£0.90)x10" (1.44+0.41)x10° (3.11+4.13)x10"
KF n 0.93+0.02 1.04+0.04 0.84+0.11
Ka (M%) (8.15+4.50)x10* (9.56+1.81)x10"* (1.46+0.81)x10°
KK n 0.98+0.07 0.96+0.01 0.99+0.05

* Srednja vrednost + standardna devijacija

4.1.3. Uticaj vezivanja polifenola na sekundarnu strukturu BLG-a

Snimanjem CD spektara u dalekoj UV oblasti (180-260 nm) dobili smo uvid u
promene u sekundarnoj strukturi BLG-a usled vezivanja polifenola na razli¢itim pH, pH
1.2, 25 i 7.2. Takode, izracunali smo procentualni udeo motiva sekundarne strukture
pomocu algoritma CONTIN 1 S29 baze proteina.

Na pH 7.2 i 2.5 sekundarna struktura BLG-a je ocuvana, ali je na jako kiselom pH
1.2 ona destabilizovana i dolazi do nenativnog tranzita B-plo¢ice u a-heliks. Ranije je

dokumentovano da prilikom razvijanja BLG prolazi kroz seriju intermedijera sa pove¢anim
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Slika 4.3. Uticaj vezivanja polifenola na procentualne udele motiva sekundarne strukture
BLG-a. PE- polifenolni ekstrakt, CC- crni ¢aj, ZC- zeleni &aj, KF- kafa, KK- kakao.
Razlike su statisticki zanacajne u odnosu na kontrolu (BLG bez PE-a) ukoliko je p<0.05
(*), p<0.005 (**) i p<0.001 (***).
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sadrzajem a-heliksa u odnosu na nativni protein (Ragona, 1999). Sadrzaj a-heliksa je bio
veci za 15% na pH 1.2, uglavnom na raun smanjenja % B-ploc¢ica (Slika 4.3). Usled
vezivanja fenolnih jedinjenja iz sva Cetiri ekstrakta, na pH 1.2 sekundarna struktura se
stabilizovala i ocuvao se sadrzaj B-plocica kao u nativnom BLG-u. Na pH 2.5 nije zapazen
uticaj fenola na sekundarnu strukturu BLG-a, ali su zato na pH 7.2 polifenoli kafe i kakaoa
znacajno destabilizovali strukturu iniciraju¢i povecanje a-heliksa i zavojnica. Nije uoceno
koncentracijski zavisno povecanje efekata, sa 50 1 500 ug/ml polifenola efekat je bio isti jer
smo ve¢ sa nizom koncentracijom bili u opsegu koncentracija polifenola iznad konstante
disocijacije. Ovo je potvrda da su parametri vezivanja odredeni Stern-Volmer-ovom

analizom relevantni.

4.1.4. Promene u digestibilnosti BLG-a usled vezivanja polifenola

Posto u ljudskom Zelucu pH varira u granicama od 1.2 do 2.5, sa izuzetkom nekih
patoloskih stanja gde moze biti i 4.0 (Ulleberg, 2011), uradili smo pepsinsku digestiju
BLG-a sa i bez prisustva polifenola upravo na tim fizioloskim granicama kiselosti. Digesti
su analizirani SDS-PAG elektroforezom i opadanje intenziteta trake nedegradovanog BLG-
je semikvantitativno odredeno denzitometrijom. Crtanjem grafika zavisnosti procenta
nedigestovnog BLG-a u funkciji vremena i fitovanjem u eksponencijalnu jedna¢inu prvog
reda odredene su Tso vrednosti, tj. polu-zivot BLG-a pod datim uslovima. Svi testirani
polifenolni ekstrakti su pokazali inhibitorni efekat na digestiju BLG-a pepsinom $to se vidi
po povecanju Tsg vrednosti u njihovom prisustvu (Tabela 4.2). Najpotentnijim inhibitorima
su se pokazali ektrakti kafe i kakaoa koji su na pH 1.2 dvostruko usporili digestiju BLG-a.
Polifenolni ekstrakt kafe je bio jo§ potentniji na pH 2.5, gde je usporio hidrolizu BLG-a
trostruko, Sto je rezultovalo zaostajanjem 39% intaktnog proteina nakon 6h digestije.

Nekovalentno vezivanje polifenola za protein moze dovesti do njegove precipitacije
usled formiranja agregata sa smanjenom rastvorljivos¢u kao $to je pokazano ranije za
tanine, polifenole polimerne strukture (Martinez i Moyano, 2003). Ukoliko dode do
formiranja nesolubilnih agregata, smanjen je kontakt izmedu proteina i pepsina $to dovodi

do smanjenja digestije. Test precipitacije je uraden inkubiranjem polifenolnih ekstrakata i
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BLG-a ili pepsina u puferima pH 1.2 i 2.5, zatim je centrifugiranjem odvojen supernatant a
talog je resuspendovan u pocetnoj koli¢ini pufera i obe frakcije su analizirane SDS-PAG
elektroforezom. Na pH 1.2 nije doslo do precipitacije proteina u prisustvu polifenola, a na
pH 2.5 mala precipitacija BLG-a ali ne i pepsina je primecena. Na pH 2.5 ekstrakt crnog

¢aja je pokazao najveci precipitirajuci efekat (Slika 4.4).

BLG Kont zC ¢ KF KK

= e " W W Supernatant
pH 1.2

Talog

W a9 W W W sypcmatant

pH 2.5

ad I Talog
PEPSIN
Kont cC zC KK KF
S T S T S T S T S T
pH 1.2 we . - .
Kont cC zC KK KF

Slika 4.4. Uticaj dodatka polifenolnih ekstrakata na precipitaciju BLG-a i pepsina na pH
1.2 i 2.5. Kont- protein bez polifenola, CC- crni &aj, ZC- zeleni ¢aj, KF- kafa, KK- kakao.

S- supernatant, T- talog.

Intestinalna degradacija proteina in vitro je uglavnom radena sa pankreatinom na

pH 7.2. Inhibitorni efekat polifenola na digestiju BLG-a nije bio tako izrazen kao u
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pepsinskoj digestiji. Jedino su ekstrakti kafe i kakaoa pokazali inhibitorni efekat

usporavajuci digestiju do 1.5 puta (Tabela 4.2).

Tabela 4.2. Izracunate Tso (%) vrednosti za pepsinsku i pankreatinsku digestiju BLG-a u
prisustvu polifenolnih ekstarkata (PE), kao i % BLG-a na kraju digestije. CC- crni ¢aj, ZC-
zeleni ¢aj, KF- kafa, KK- kakao.

Tsoos [Min]® % BLG-a na kraju digestije (posle 6h)>"
PE: Pepsin  Pepsin  Pankreatin Pepsin Pepsin
pH12 pH25 pH 7.2 pH 1.2 pH 2.5
0 72+2 82+5 6.5+0.5 3.0+0.1 44+09

ZCPE | 1003 95+6 2.1+0.5 1244 15+10
CCPE | 117+17 129+45  6.620.8 8+1 7+1
KFPE | 164 +83 264+35 10.8+0.8 21+3 3915
KKPE | 164 +13 185+10 11.1+0.2 22+3 26+2

# Procenat zaostalog proteina u odnosu na polaznu koli¢inu.
® Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standradna devijacija.

4.1.5. Maskiranje ukupnog antioksidativnog kapaciteta formiranjem
kompleksa BLG-polifenoli

Antioksidativna aktivnost polifenolnih jedinjenja je glavni uzrok vecine zabeleZenih
povoljnih efekata po ljudsko zdravlje. KoriS¢enjem testa dekolarizacije ABTS katjon
radikala i sintetiCkog analoga vitamina E, Trolox-a odredili smo antikosidativni kapacitet
ekstrakata koji izrazen u ekvivalentima antioksidativnog kapaciteta Trolox-a, (TEAC, uM
polifenola/ uMtrolox), iznosi za zeleni ¢aj 1.70+0.55, crni ¢aj 0.79+0.22, kafu 1.16+0.32 i
kakao 2.10+0.52. Osim polifenola i proteini pokazuju antiokidativnu aktivnost ali u manjoj
meri. MeSanjem proteina 1 polifenola, ukupni antioksidativni kapacitet smeSe moze biti
smanjen usled formiranja nekovalentnih veza (Khan, 2011). Smanjenje antioksidativnog

kapaciteta je izraCunato oduzimanjem antioksidativhog kapaciteta smeSe proteina i
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polifenola od sume antioksidativnih kapaciteta proteina i polifenolog ekstrakta koji su
odredeni zasebno. Pod fizioloskim uslovima na pH 7.2 =zabeleZzeno je smanjenje
antiokisdativnog kapaciteta od 13-15% $to je u saglasnosti sa ranije objavljenim rezultatima
za sli¢ne protein-polifenol sisteme (Arts, 2002).

(A) (B)
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Slika 4.5. A) Korelacija izmedu konstanti vezivanja Ka i poluraspada proteina pri
pepsinskoj digestiji na pH 1.2 i 2.5, zaokruZene su tac¢ke koje odgovaraju Tsp vrednostima
crnog Caja. B) Korelacija izmedu konstanti vezivanja Ka i % maskiranja antioksiadativnog

kapaciteta na pH 7.2, KK- kakao, ZC- zeleni ¢aj, KF- kafa, CC- crni ¢aj.

4.2. Diskusija

Stern-Volmer-ovom analizom ispitane su interakcije izmedu polifenola i BLG-a. Na
svim fizioloSkim pH vredostima formirale su se nekovalentne interakcije, uticaj pH na
ja€inu interakcija nije bio dramatican, ali svakako nije zanemarljiv. Razlike u jacini
interakcija na kiselom i neutralnom pH (povecanje Ka i n kod zelenog ¢aja i1 kakaoa) se
mogu objasniti konformacionim pH zavisnim promenama BLG-a. Ispod pH 2, BLG je
monomer koji zadrzava veéinu svoje sekundarne strukture ali gubi se nativna tercijarna
struktura. Oko pH 3 BLG dimerizuje sa malim promenama u strukturi, u pH opsegu 4.5-6

je prelaz izmedu oblika Q sa labavijom tercijarnom strukturom (na pH 4.5) 1 oblika N sa
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kompaktnom globularnom strukturom (pH 6.5), ali bez naruSavanja sekundarne strukture.
Izmedu pH 6 1 8 dolazi do konformacionih promena, poznatih kao Tanfordovi prelazi sa
pikom na pH 7.5 (Taulier i Chalikian, 2001). Glavna strukturna promena do koje dolazi
prilikom Tanfordovih prelaza je repozicioniranje EF petlje na poziciji od 85-90, koja na pH
vrednostima ispod 7 zatvara hidrofobnu unutraS$njost -burenceta tj. ¢asicu (eng. calyx). EF
petlja se pomera, unutrasnjost postaje dostupnija i otvor P-burenceta postaje negativno
naelektrisan usled deprotonizacije Glugg (Tanford, 1959). Ove promene uslovljavaju jace
vezivanje (vece Ka) i bolje usidravanje (n) polifenolnih jedinjenja zelenog caja i1 kakaoa.
Do promena u vezivnim parametrima polifenola crnog ¢aja ne dolazi, mozda zbog sternih
smetnji jer u ekstaraktu ima polimerizovanih polifenola. Sa druge strane, polifenoli kafe se
znacajno jace vezuju na pH 2.5 nego na pH 7.2, §to je verovatno posledica elektrostatickog
odbijanja izmedu negativno naelektrisanog otvora B-burenceta i negativno naelektrisanih
fenolnih kiselina kojima je ekstrakt bogat. Hlorogena kiselina ima pKa vrednost izmedu 3.4
i 3.6 (Clifford, 1999), kafeinska 4.6, kvinska 3.4 (Farah, 2005). Razlika u ja¢ini vezivanja
polifenola kafe izmedu pH 1.2 i 2.5 nastaje verovatno usled nedostatka nativne strukture
proteina.

Da interakcije izmedu polifenola i proteina imaju direktne posledice na njihove
bioloske funkcije pokazuje i dobra koleracija izmedu jacine Ka na pH 1.2 1 2.5 1 povecéanja
Tso vrednosti za digestiju BLG-a pepsinom (R*= 0.85) i izmedu Ka na pH 7.2 i smanjenja
ili maskiranja ukupnog antioksidativnog kapaciteta (R*= 0.95) (Slika 4.5). Polifenoli vezani
za BLG Sstite protein od digestije pepsinom, §to se jasno uocava stabilizacijom sekundarne
strukture kada je to potrebno na pH 1.2. Do precipitacije BLG-a dolazi samo u prisustvu
polifenola crnog ¢aja na pH 2.5, $to se uocava i na grafiku Ka=f(Tsp) odstupanjem ovih
tacki od lineranosti, ukoliko se one izuzmu koeficijent korelacije je 0.92. Usled
precipitacije BLG-a u prisustvu fenola crnog ¢aja, smanjuje se njegova dostupnost pepsinu,
pa je digestija usporena zbog formiranja nerastvornih agregata a ne specifi¢nih interakcija
sa polifenolima. Efekat smanjenja ukupnog antiokidativnog kapaciteta strogo zavisi od
jacine interakcija i najvise utice na one ekstrakte sa najve¢im antioksidativnim kapacitetom
(kakao 1 zeleni ¢aj) Sto ukazuje da hidroksilne grupe polifenola koje su klju¢ne za njihovu

antioksidativnu aktivnost grade vodoni¢ne veze sa aminokiselinskim ostacima proteina.
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4.3. Materijal i metode

4.3.1. Priprema i karakterizacija polifenolih ekstarkata

4.3.1.1. Ekstrakcija

Polazne sirovine su kupljene u lokalnoj prodavnici. Deset grama prethodno
usitnjenih suvih listova crnog i1 zelenog ¢aja i mlevene kafe (meSavna Arabike i Robuste) su
kuvani 10 min sa po 100 ml destilovane vode. Nakon hladenja do sobne temperature, 40 ml
CH30H je dodato vodenom ekstraktu ¢ajeva a 20 ml CH3OH je dodato vodenom ektraktu
kafe 1 ekstrakcija je nastavljena jo§ 1h uz stalno mesanje. Zatim su ekstrakti centrifugirani
30 min na 4000g i 1 supernatant je liofilizovan. Suvi talog polifenola ¢aja je reuspendovan u
odgovarajucoj zapremini destilovane vode. Talog polifenola kafe je nakon liofilizovanja
resuspendovan u destilovanoj vodi i odmaséen sa C,Cl, (odeljak 3.1.1.1), vodeni sloj je
sacuvan i dodatno deproteinizovan ultrafiltracijom (cut off membrane 5 kDa). Pet grama
kakaoa u prahu je ekstrahovano 1h sa 20 ml 16 mM HCI u 50% CH3OH (v/v). Nakon
centrifugiranja, zaostali talog je opet ekstrahovan jo§ 1h sa dodatkom 20 ml 70 % acetona
(v/v). Supernatanti iz prve i druge faze ekstrakcije kakaoa su spojeni, deproteinizovni,

liofilizovani pa zatim resuspendovani u minimaloj zapremini destilovane vode.

4.3.1.2. Odredivanje koncentracije ukupnih fenolnih jedinjenja

U svim ekstraktima je odredena koncentracija fenolnih jedinjenja pre skladistenja na
-20°C. Koncentracija je odredena pomocu Folin-Ciocalteu reagensa po metodi Chun i sar.
(Chun, 2003) i izrazena u pg/ml ekvivalenata galne kiseline koja je kori§¢ena kao standarad
(GAE, od engl. gallic acid equivalents). U 0.1 ml razblazenog uzorka dodato je 0.9 ml vode
i 0.1 ml Folin-Ciocalteu-ovog reagensa (Sigma-Aldrich). Posle 5 min inkubiranja, dodato je
1.4 ml 5% NaCOs i nastavljeno je sa inkubiranjem jo§ 90 min na sobnoj temperaturi.
Apsorbanca je merena na 750 nm naspram slepe probe koris¢enjem galne kiseline (Sigma-

Aldrich) kao standrada u opsegu od 50 do 500 pg/ml. Koncentracija ukupnih fenola je
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izraZzena 1 u g/mol pomocu uprosecenih molaskih masa izracunatih koris¢enjem podataka o
sastavu dobijenih LC-MS analizom. Uprose¢ene molske mase iznose za ekstrakt crnog ¢aja

420 g/mol, zelenog Caja 459.7 g/mol, kafe 387 g/mol, kakaoa 487.63 g/mol.

4.3.1.3. Odredivanje sastava polifenolnih ekstrakata

Sastav polifenolnih ekstrakata okarakterisan je te¢no-masenom spektrometrijom, na
sistemu LTQ Orbitrap XL hybrid FTMS (Thermo Fisher Scientific, USA) koji je
opremljen UPLC-om Accela 600 (Thermo Fisher Scientific) sa C18 Hypersil GOLD
kolonom, 50 x 2.1 mm, 1.9 um veli¢ina ¢estice (Thermo Fisher Scientific). Za eluciju je
koriS¢en sistem sa dva rastvaraca, eluent A je bio vodeni rastvor 0.1% mravlje kiseline a
eluent B 98% acetonitril i 0.1% mravlja kiselina. Komponente sa kolone su eluirane
lineranim gradijentom eluenta B od 5 do 95% pri protoku od 400 pl/min. Nakon
razdvajanja na koloni komponente su jonizovane u sistemu pomocu ESI izvora pri
temperaturi od 400°C i voltazi od -4 kV. Analiza je uradena u negativnom modulu u opsegu
od masa od 120-1000 m/z pomoc¢u Xcalibur softvera i ToxID Automated Screening
softvera (Thermo Scientific). Komponente su identifikovane poredenjem ta¢nih masa,
molekulskih formula izvedenih iz Mass Frontier Spectral Interpretation softvera (Thermo
Fisher Scientific) i spektara sa literaturnim podacima i internom bazom spektara standrada

polifenolnih jedinjenja.

4.3.2. Karakterizacija polifenol-protein interakcija fluorescentnom i CD
spektroskopijom

4.3.2.1. Fluorescentna spektroskopija

Fluorescentni spektri su snimani na spektrofotometru FluoroMax-4 (Horiba
Scientific, Kyoto, Japan) na sobnoj temepraturi (25°C) u kvarcnoj kiveti od 10x10 mm.
Kako su interakcije izmedu polifenola i BLG-a ispitivane na pH vrednostima koje su
zastupljene u GIT-u, snimani su spektri na pH 1.2 (0.1 M HCl sa 2 g/l NaCl) , 2.5 (0.1 M
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glicin-HCI) i 7.2 (fiziolo$ki rastvor puferisan fosfatom, PBS). U kivetu je odmereno 2.5 ml
rastvora proteina u odgovaraju¢em puferu koncentracije 2.5 ug/ml (0.14 puM) pripremljen
neposredno pred upotrebu. U malim inkrementima, 10 x 2 ul napH 1.2,2.51 10 x 1 pl na
pH 7.2, su dodavani vodeni rastvori polifenolnih ekstrakata koncentracije 1 mg/ml. Nakon
dodatka svakog alikvota, smeSa je blago promeSana okretanjem kivete sa poklopcem i
odmah je sniman fluorescentni spektar proteina pod slede¢im uslovima: £ ekscitacije 280
nm, £ emisije 290-410 nm, prorez Sirine 5 nm. Ekscitacijom na 280 nm pobuduju se
aminokiselinski ostaci i Trp 1 Tyr u proteinu, mada ve¢i udeo fluorescencije poti¢e od Trp
(Lakowicz, 1999). Izmedu dva nezavisna merenja kiveta je ispirana 3x sa odgovarajuc¢im
puferom. Zbog osobine polifenola da fluoresciraju, za svaku koncentraciju polifenola je
pripremana slepa proba u kojoj je umesto proteina bio samo pufer. Spektar svakog uzorka
je pre analize korigovan oduzimanjem spektra slepe probe za odgovaraju¢u koncentraciju
polifenola (Soares, 2007). Svi eksperimenti su radeni u triplikatu, a njihovi uproseéeni
spektri su kori§€eni za racunanje vezivnih parametara. Za obradu spektara koriS¢en je
softver Origin Pro 8, a za statistiCku obradu je koris¢ena jednosmerna ANOVA sa

Bonferroni testom.

4.3.2.2. CD spektroskopija

CD spektri BLG-a sa i bez polifenola su snimljeni u dalekoj UV oblasti (180-260
nm) na JASCO J-815 spektrofotometru kao $to je opisano u odeljku 3.4.2.3. Koncentracija
BLG-a u uzorcima je bila 1 mg/ml, a polifenola 50 i 500 pg/ml. Korisceni su isti puferi kao
pri snimanju fluorescentnih spektara, sa izuzetkom pufera na pH 7.2 gde je umesto PBS-a
koris¢en 20 mM fosfatni pufer. Koncentracija fosfata je ista kao u PBS-u ali bez NaCl koji
prisutan u visokoj koncentraciji ometa snimanja. Svaki spektar je sniman po dva puta u dva
nezavisna eksperimenta. Za kalkulaciju procentualnog udela motiva sekundarne strukture
koriS¢en je CONTIN program 1 SP29 baza proteina dostupna u okviru CDPro softverskog

paketa. Statisticka analiza je uradena pomoc¢u jednosmerne ANOVA sa Dunnetti testom.
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4.3.3. Testovi digestibilnosti i precipitacije proteina

4.3.3.1. Invitro digestija pepsinom

Ukratko, 40 pl BLG-a (5 mg/ml) sa ili bez 100 pl polifenola (2 mg/ml) je
razblazeno sa 260 pl miliQ vode i 200 pl 4 x koncentrovanog simuliranog gastricnog
fluida, SGF, (0.4 M HCI sa 8 g/l NaCl, pH 1.2 or 2.5). SmeSe su zagrejanc na 37°C,
provereno je pH i podeseno ukoliko je potrebno do pH 1.2 ili 2.5 pomoc¢u 0.5 M HCI.
Zatim je u smeSu dodato 200 pl prethodno termostatiranog rastvora pepsin A (Sigma-
Aldrich, 2300 U/mg) koncentracije 4 g/l u 0.02 M HCI sa 0.4 g/l NaCl pH 1.2 ili 2.5.
Finalni odnos jedinica enzimske aktivnosti pepsina i pg BLG-a je bio 10:1, kao S$to je
preporu¢eno po US Pharmacopeia-i (Thomas, 2004). Digestija se odvijala na 37°C uz
konstantno mesanje. Alikvoti od 80 pl su vadeni nakon 0.25, 0.5, 1, 2, 3 i 6h digestije i
reakcija je u njima stopirana prvo sa 11 pl 2 M Na,COs3 a zatim sa dodatkom 22 pl 5x
koncentrovanog redukujuceg pufera za SDS-PAGE (3.4.1.4.) i kuvanjem 5 min na 95°C.
Kontrola pepsin je spremljena na isti na¢in kao i uzorci ali bez dodatka BLG-a. Nulto
vreme digestije je pripremljeno dodatkom miliQ vode umesto rastvora pepsina. Sve
digestije su radene u dupilkatu i analizirane SDS-PAG elektroforezom na 14% gelu
(odeljak 3.4.1.4) uz koris¢enje denzitometrijskog programa Gel-Pro Analyzer 3.0 (Media
cybernetics, Betesda, SAD).

4.3.3.2. Invitro digestija pankreatinom

Pripremljena je smesa koja je sadrzala 0.5 mg/ml BLG-a i 0.5 mg/ml PE-a u 20 mM
Na-fosfatnom puferu pH 7.2 i termostatirana je na 37 °C. Alikvot od 200 pl je izvaden i
dodat u ependorf koji je sadrzao 200 pl termostatiranog rastvora pankreatina (ekstrakt
pankreasa svinje, Sigma-Aldrich) koncentracije 0.4 mg/ml u 80 mM Na-fosfathom puferu
pH 7.2. Digestija se odvijala na 37°C uz konstantno mesanje. Nakon 1, 5, 10, 15, 20, 30, 45
i 60 minuta vadeni su ailkvoti od 40 pl i reakcija je stopirana dodatkom 10 pl 5x

redukujuceg pufera za SDS-PAGE i kuvanjem 5 min na 95°C. Digestija BLG-a
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pankreatinom je uradena i bez prisustva polifenolnih ekstrakata. Kontrola pankretaina je
pripremljena bez dodatka BLG-a. Kontrola BLG-a je pripremljena bez dodatka pankreatina.
Sve digestije su radene u duplikatu i analizirane SDS-PAG elektroforezom na 14%
koris¢enjem denzitometrijskog programa Gel-Pro Analyzer 3.0 (Media Cybernetics, Inc,
SAD).

4.3.3.3. Ispitivanje precipitacije BLG-a i pepsina polifenolima

Polifenolni ekstrakti i rastvori proteina su razblazeni puferima pH 1.2 and 2.5. U
ependorf tubu je odmereno 150 ul polifenolnih ekstrakata koncentracije 0.33 mg/ml i 50 pl
BLG-a ili pepsina koncentracije 1 mg/ml. Provereno je pH, po potrebi dodatno podeseno i
inkubacija je nastavljena 2h na 37°C uz konstantno mesanje. Nakon isteka vremena, uzorci
su centrifugirani 20 min na 12100 g. Supernatant je odvojen pazljivo od taloga i dodato je u
njega 50 pl 5x redukujuéeg pufera za SDS-PAGE. Zaostali talog je resuspendovan u 200 pl
1x redukujuéeg pufera za SDS-PAGE. Uzorci su skuvani 5 min na 95% i analizirani na
14% gelu SDS-PAG elektroforezom.

4.3.4. Odredivanje totalnog antioksidativnog kapaciteta

Antioksidativna aktivnost je odredena testom obezbojavanja plavo-zelenog katjon
radikala ABTS-a (2,2-azino-bis(3-etilbenzotiazoline-6-sulfonska kiselina, Sigma-Aldrich)
po protokolu Re i sar. (Re, 1999). Monokatjonski radikal ABTS™ se generie direktno
reakcijom ABTS-a sa kalijum persufatom u molskom odnosu 1: 0.5, tako da dolazi do
nekompletne oksidacije ABTS-a. Nastali ABTSe+ ima apsorpcione maksimume na 645 nm,
734 nm, 815 nm i 415 nm. Dodatak antioksidansa redukuje preformirani ABTS™ do ABTS-
a proporcionalno antioksidativnoj aktivnosti, koncentraciji antioksidansa i trajanju reakcije.
Nivo dekolorizacije odreduje kao procenat inhibicije ABTS"-a u funkciji od koncentracije i
vremena i izra¢unava se u odnosu na reaktivnost nekog standarda.

Protokol je modifikovan za rad u mikrotitar plo¢ici. Ukratko, 7 mM ABTS u miliQ
vodi je pomesan sa 2.45 mM kalijum persulfatom u miliQ vodi i ostavljen da stoji 12-16 h
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na mranom mestu na sobnoj temperaturi pre upotrebe. Neposredno pred rad rastvor
ABTS™ je razblazen pomoéu PBS-a pH 7.2 tako da mu je apsobanca na 630 nm bila 0.70
(x 0.02). Odabrane su koncentracije polifenolnih ekstrakata i BLG-a koje dovode do 20-
80% inhibicije rastvora ABTS™". Kao standard kori$éen je Trolox u opsegu koncentracija O-
35 UM (u vodi rastvoran analog vitamina E, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilhroman-2-
karboksilna kiselina, Sigma-Aldrich). Odreden je antioksidativni kapacitet polifenolnih
ekstrakata na pH 7.2 i izrazen je u ekvivalenatima Trolox-a (TEAC, uM polifenola/puM
Trolox). U kivetu je odmereno 125 pl razblazenog ABTS "-a, 5 pl polifenolnog ekstrakta
koncentracije 0.1 mg/ml i 20 pl BLG-a koncentracije 5 mg/ml u PBS-u. Apsorbanca na 630
nm je oc€itavana na svaki minut tokom 6 min. Prilikom odredivanja pojedinaénih
antioksidativnih aktivnosti polifenolnih ekstrakata ili BLG-a radeno je po istom protokolu
samo sa dodatkom PBS-a umesto druge komponente. Procenat maskiranja antoksidativnog
kapaciteta (AC) je izracunat kao razlika izmedu (ACpe + ACglc) | AC@ELg+prr). SVi

eksperimenti su uradeni u triplikatu.
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5. MODIFIKACIJE B-LAKTOGLOBULINA
ULTRAZVUKOM VISOKOG INTENZITETA

Hidrolizati mleka se ve¢ godinama koriste kao zamena za mleko kod novorodencadi
sa razvijenom alergijom na mleko. Medutim, osim neprijatnog gorkog ukusa, koris¢enje
ovih formula dovodi do zabrinjavaju¢ih posledica po zdravlje dece: smanjenja rasta,
smanjenja koncentracije proteina u plazmi i kapaciteta za vezivanje gvozda, nebalansiranih
koncentracija pojedinih aminokiselina u urinu i plazmi (Hernell i Lénnerdal, 2003). Stavige,
zivotinje koje su hranjene hidrolizatima mleka posedovale su jace proteoliticke aktivnosti
tripsina i himotripsina u duodenumu, poviSen nivo citohroma u jetri i poremecen
metabolizam glukokortikoida (Ross, 2003). Kako su pacijenti sa alergijom na mleko
uglavnom novorodencad koja ne mogu da izbegavaju mleko, postoji pritisak na trziStu za
razvojem novih postupaka za obradu mleka koji ¢e prevazi¢i probleme koji nastaju sa
hidrolizatima.

Skorija istrazivanja u tom pravcu su se fokusirala na ne-termalne metode obrade
hrane. Pokazano je da pritisak, ultrazvuk visokog intenziteta i enzimsko umreZavanje
proteina mogu efiksano da promene digestibilnost alergena hrane i sposobnost za vezivanje
IgE-a (Husband, 2011; Ross, 2003). Ultrazvuk se koristi u industriji mleka za inaktivaciju
enzima 1 bakterija, homogenizaciju, kristalizaciju, degaziranje i1 ekstrakciju razli¢itih
komponenti i za promenu fizi¢kih karakteristika gelova napravljenih od mleka i koncentrata
proteina mleka (Villamiel i de Jong, 2000) .

Efekat ultrazvuka na proteine je razmatran u mnogim studijama (Owen, 1957,
Conway, 1966; Pavlovskaya, 1992; Suzuki, 1996) pracenjem promena u hidrataciji i
konformaciji proteina. Ovi parametri su u vezi sa funkcionalnim osobinama proteina hrane
kao Sto su rastvorljivost, sposobnost pravljenja pene i fleksibilnost. Kako i koliko ¢e
tretman ultrazvukom promeniti strukturu proteina moze zavisiti od njegove molekulske
mase i strukturne organizacije (Marchioni, 2009). Za razliku od drugih metoda, npr.
mikrotalasa, pri radu sa ultrazvukom, lakse je odvojeno posmatrati termalne od ne-
termalnih efekata ako se sistem efikasno hladi, zbog manjeg generisanja toplote na
makroskopskoj skali.
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Cilj ovog dela rada bio je da se ispita uticaj nove tehnologije za preradu hrane,
ultrazvuka visokog intenziteta, na strukturu i alergenost vaznog alergena surutke BLG-a, u
populaciji pedijatrijskih pacijenata alergi¢nih na mleko. Nasi rezultati ukazuju na
potencijal blagih kontrolisanih uslova prerade na smanjenje alergenih svojstava kompaktnih
globularnih proteina usled naruSavanja konformacionih IgE vezujucih epitopa, kao i na

klini¢ki znac¢aj dimera i oligomera formiranih sonifikacijom.

5.1. Rezultati

5.1.1. Sonifikacijom uzrokovana polimerizacija BLG-a

BLG je tretiran ultrazvukom 5, 15, 30 i 60 min u uslovima kontrolisane (25-35°C,
skracenica za tretirane forme od engl. cooling- Creme izaganja)), 1li nekontrolisane
temperature u uzorku (max temperatura koja se postize u uzorcima je 65°C, skracenica za
tretirane forme od engl. heating- Hreme izlaganja)). Razlog za ovakvu postavku eksperimenta
je razdvajanje termalnih od ne-termalnih efekata ultrazvuka na strukturu BLG-a (2.7.1).
Proteinski uzorci nakon tretmana su analizirani elektroforetski. ZapaZeno je formiranje
dimera, trimera, tetramera i veéih polimera BLG-a u uzorcima koji su sonifikovani u
uslovima povecane temperature. U uzorcima koji su hladeni za vreme tretmana primetno je
samo formiranje dimera. Stepen polimerizacije se povecavao sa vremenom tretmana, tako
da je nakon 60 min nastala znacCajna koli¢ina polimera velikih molekulskih masa (>116
kDa, slika 5.1.A). Sve intermolekulske veze koje su se formirale mahom nastaju izmenom
disulfida, kao Sto se vidi na SDS-PAGE gelu u redukuju¢im uslovima nema polimera za
razliku od gela u neredukuju¢im uslovima gde su prisutni (Slika 5.1.B). Obe izoforme
BLG-a su ucestovale u formiranju agregata, mada ima indikacija da je izoforma B
podloznija polimerizaciji (Slika 5.1.C). Gel filtracijom je odredeno da nakon 60 min
tretmana ultrazvukom bez kontrole temperature 50% BLG-a agrerira u poredenju sa
nativnim proteinom ili proteinom tretiranim ultrazvukom uz kontrolu temperature (Slika
5.1.D).
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Slika 5.1. Sonifikacija indukuje polimerizaciju BLG-a. Kont: netretirani BLG, C5-60: 5-60
min tretmana ultrazvukom uz hladenje, H5-60: 5-60 min tretmana ultrazvukom bez
kontrolisanja temperature, Mm- molekulski markeri. SDS-PAGE u neredukuju¢im (A) i
redukuju¢im (B) uslovima, nativna PAGE (C). Hromatogram gel filtracione hromatografije

nativnog BLG-a (kont) i sonifikovanih formi C5 i H60 (D).

5.1.2. Promene u sekundarnoj i tercijarnoj strukturi sonifikovanih formi BLG-
a

Uticaj sonifikacije na strukturu BLG-a je ispitan snimanjem CD-spektara u dalekoj i
bliskoj UV oblasti kao i u ranijim eksperimentima (3.2.2, 4.2.3). U spektrima u dalekoj UV

oblasti uocava se pomeranje spektara u levo tzv. plavi pomeraj (Slika 5.2 A,B), a nakon
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raunanja procentualnog udela motiva sekundarne strukture (Tabela 5.1), zapaza se
povecanje procenta a-heliksa 1 zavojnice na racun smanjenja B-plocica, Sto ide u prilog
ranije obrazloZzenim promenama koje nastaju tokom razvijanja BLG-a. Interesantno je da
do promena u sekundarnoj strukturi dolazi odmah po izlaganju ultrazvuku, razlike izmedu 5

i 60 min tretmana nisu velike, ali su promene izrazenije u uslovima kontrolisane

temperature.
A) C)
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— 60 min
100 — 30 min
— 15 min
5000 — 5 mm
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Slika 5.2. CD spektri u dalekoj (A,B) i bliskoj (C,D) UV oblasti nativnog BLG-a (kontrola)
1 sonifikovanih formi. A) i C) sonifikacija uz hladenje, B) i D) sonifikacija bez hladenja

sistema 5-60 min.
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U spektrima snimanim u bliskoj UV oblasti zapaza se postepeno smanjenje
intenziteta o$trih pikova na 293 i 285 nm koji su karakteristi¢ni za Trpig, dok ih nakon 60
min gotovo 1 nema (Slika 5.2.C,D). Razvijanje proteina je pospeseno termperaturom.

Na osnovu elektroforetske, CD i fluorescentne spektroskopske analalize za dalje
eksperimente smo odabrali dve sonifikovane forme BLG-a sa izraZzenim promenama u

sekundarnoj strukturi (C5) i tercijarnoj strukturi (H60).

Tabela 5.1. Odredivanje procentualnog udela motiva sekundarne strukture.

a-heliks®  B-plocica + zavijutak Neuredena spirala
Kontrola 10.7 £0.8 66.3+0.6 23.2+0.1
H60min 16.5+0.6 53x1 309+0.38
H30min 131 57+3 30£2
H15min 105 567 34+3
H 5 min 9+3 57+2 34+5
C60min  16+5 58+2 34+5
C30min 15+3 55+7 30+4
C15min 14+3 57+3 29.2+04
C 5 min 15+2 56 %5 29+3

“Srednja vrednost + standardna devijacija

5.1.3. Spektrofluorimetrijska analiza strukture sonifikovanih formi i afiniteta
za vezivanje retinola

U emisionim fluorescentnim spektrima nakon ekscitacije Trpig na 280 nm, zapaza
se pomeraj emisionog maksimuma ka ve¢im talasnim duzinama tzv. crveni pomeraj. U
uzorku koji je tretiran 60 min bez hladenja (H60) zapaza se pomeraj sa 336 na 348 nm, kao
1 smanjenje intenziteta Sto govori o vec¢oj izloZenosti Trp polarnom rastvarau, Sto je

posledica razvijanja proteina (Slika 5.3.A)
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ANS (1-anilino-8-naftalen-sulfonat) je jedinjenje koje poseduje hidrofobni anilino-
naftalenski deo 1 polarnu sulfonatnu grupu, i predstavlja korisnu boju za izucavanje
intermedijera prilikom razvijanja proteina zato §to su za njegovo efikasno vezivanje
potrebni 1 hidrofobni i pozitivno naelektrisani delovi proteina rasporedeni u bliskom
susedstvu. Fluorescencija ANS-a se povecava i emisioni maksimum pomera ka manjim
talasnim duzinama kad se nade nepolarnijoj sredini, a to je nakon vezivanja za hidrofobne
delove proteina. Interesantno je da ANS ima ve¢i afinitet za proteine u stanju rastopljene
globule nego za denaturisane proteine. Kada je protein denaturisan manja je verovatnoca da
¢e pozitivni 1 hidrofobni regioni molekula biti dovoljno blizu orijentisani da omoguce jako
vezivanje ANS-a $to ¢e za posledicu imati difuziju ANS-a sa polipeptidnog lanca. Nakon
vezivanja ANS-a za C5 i H60, njegova fluorescencija se povecala za 15% u odnosu na
nativni BLG, a emisioni maksimum se pomerio sa 505 na 497-8 nm (Slika 5.3.B). Nije
zapazeno povecanje u fluorescenciji ANS-a izmedu C5 1 H60 iako su u H60 izloZeniji
hidrofobni regioni proteina iz istog razlog zbog koga je manje vezivanje za denaturisane
proteine.

Fluorescencija retinola se dramati¢no povecava nakon vezivanja za retinol-vezujuce
proteine poput BLG-a zbog smanjenja polarnosti sredine. Zasi¢enje mesta za vezivanje
retinola je postignuto u molarnom odnosu 1:1 (protein:retinol) za BLG, 1:0.9 za C51 1:0.1
za H60. Izratunate konstante za disocijaciju protein-retinol kompleksa su 3+1x10° M za
BLG, 5.5+0.7x10° M za C5 i 746x10™ M za H60. U sonifikovanoj formi H60 je izraZeno
narSena tercijarna struktura pa je i afinitet za vezivanje retnola drasticno smanjen (Slika
5.3.C). Konstanta disocijacije dobijena za nativni BLG je u skladu sa literaturnim podacima
(Muresan, 2001).

5.1.4. Uticaj strukturnih promena izazvanih sonifikacijom na digestibilnost
BLG-a

Proteini su digestovani pepsinom u simuliranom gastricnom fluidu, digesti su
analizirani nativnom PAG elektroforezom. U uslovima digestije pepsinom samo deo

nativnog BLG-a se degraduje, dimeri se razgraduju za 30 min, a znacajna koli¢ina
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monomernog BLG-a ostaje nedigestovana. Nije bilo razlike u digestibilnosti C5 i nativnog
proteina. Vec¢ina H60 oblika je digestovana u toku 120 min, pri ¢emu su se dimeri i
polimeri brzo degradovali, u toku samo 5 min (Slika 5.4. A). Podloznost digestiji pepsinom
korelira sa stepenom razvijenosti polipepdidnog lanca.

A) )

iOFE EE BB
~ bt
z

:

0 04 o8 12 18 20 24

Retonol (LM)

Intenzitet fluorescencije (AU)

Intenzitet fluorescencije (AU) g

Intenzitet fluorescencije (AU)

—
410 460 510 560

Talasna duZina (nm) Talasna duZina (nm)

Slika 5.3. Spektrofluorimetrijska analiza izlozenosti Trp (A), vezivanja ANS-a (B) i
retinola (C) za nativni BLG (kont) i sonifikovane forme C5 i H60.

5.1.5. Procena stabilnosti promena u strukturi proteina

Fine razlike u strukturi nativnog BLG-a i sonifikovanih formi su dodatno
analizirane u reakciji sa lakazom, enzimimom za umreZavanje slicno kao §to je opisano u
3.2.2. Stepen umrezenja nativnog BLG-a je bio mali, dok su obe sonifikovane forme C5 i
H60 bile izuzetno podlozne reakciji Sto je rezultovalo formiranjem polimera visokih
molekulskih masa (Slika 5.4.B,C). Sonifikovani BLG poseduje vecu izloZenost hidrofobnih
1 nukleofilnih aminokiselinskih ostataka, §to ga ¢ini boljim supstratom za lakazu koja je
jako osetljiva na sterne smetnje i ¢ija aktivnost opada znacajno sa povecanjem supstrata.

Strukturne promene koje su dovele do poboljSanja reakcije sa lakazom su stabilne u
vremenu. Nakon 5 dana od tretmana ultrazvukom podloznost H60 reakciji umrezavanja je
ocuvana u velikoj meri, dok je deo sonifikovane forme C5 povratio kompaktnu strukturu
(Slika 5.5).
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Slika 5.4. A) Nativna PAGE uzoraka nakon pepsinske digestije, traka 1: kontrola pepsina,
1-6: alikvoti nakon 0, 15, 30, 60, 120 i 240 min digestije. SDS-PAGE u neredukujuc¢im (B)
i redukuju¢im (C) uslovima uzoraka nakon umreZavanja lakazom; enzim u puferu nakon 0 i
3h (traka 1,2), nativni BLG u puferu nakon 0 i 3h (traka 3,4), H60 u puferu nakon 0 i 3h
(traka 5,6), C5 u puferu nakon 0 1 3h (traka 7, 8), umrezeni nativni BLG (traka 9), umreZeni
H60 (traka 10), umrezeni C5 (traka 11), molekulski markeri- Mm (traka 12).
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Slika 5.5. Procena stabilnosti modifikacija umrezavanjem proteina lakazom u razli¢itim
vremenskim intervalima od tretmana ultrazvukom. Trake 2, 5, 8, 11, 14- netretirani BLG;
trake 3, 6, 9, 12, 15- H60; trake 4,7,10,13,16- C5. Traka 1- molekulski markeri.

5.1.6. Uticaj sonifikacije na o¢uvanost IgE vezujuéih epitopa

Ocuvanost IgE vezujucih epitopa sonifikovanih i strukturno razli¢itih formi BLG-a,
C5 i H60 smo proverili u imunoprintu i dot blotu sa zdruzenim serumima (tzv. ,,pul
seruma‘) 8 pacijenata alergi¢nih na mleko koji su od 30 testiranih pacijenata odreagovali u
direktnom ELISA testu na BLG, u inhibitornim ELSA testovima sa pojedinacnim
serumima pacijenata, u testu ex vivo aktivacije bazofila izolovanih iz krvi 6 nasumi¢no
odabranih pacijenata alergi¢nih na mleko i in vivo u koznim probama tzv. ,,skin prick* testu
na 41 pacijentu koji su bili pozitivni na mleko u istom testu.

U imunoprintu i dot blotu je prime¢eno da C5 nesto slabije vezuje IgE, ali nisu
uocene promene u vezivanju IgE-a od stane H60 (Slika 5.6.A i B). Inhibicija vezivanja IgE
antitela za nativni BLG, koji je kuplovan za dno plocice od strane C5 1 H60 je bila u rangu

sa nativnim ukoliko se statisticki uporeduju ICsp vrednosti. Medutim, u 2 od 6 pacijenata je
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detektovana duplo veca ICsg vrednost tj. za postizanje 50% inhibicije vezivanja IgE-a za
BLG potrebna je duplo veca koncentracija H60 u odnosu na nativni i C5 (Slika 5.6.C). Iako
su prema gore izlozenim rezultatima linerani epitopi BLG-a glavni odgovorni za produkciju

IgE-a, postoje pacijenti kod kojih se generiSe viSe antitela naspram konformacionih epitopa

BLG-a.
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Slika 5.6. Detekcija vezivanja IgE antitela iz ,,pula seruma‘ za netretirani BLG, C5 i H60 u
dot blotu (A) i imunoprintu (B). C) ELISA inhibicija sa pojedina¢nim serumima pacijenata
alergi¢nih na mleko. D) Bazofili pacijenata alergi¢nih na mleko su aktivirani sa 0.05, 0.5, 5

i 50 pug/ml BLG-a (Kont), C5 ili H60 i odreden je % CD63"CD203c" éelija u odnosu na

pozitivnu kontrolu.

U testu aktivacije bazofila su testirani alergeni u Cetiri koncentracije 0.05, 0.5, 51 50
pg/ml. Tako H60 ne poseduje uredenu tercijarnu strukturu slicnu nativnom i1 C5 BLG-u, to
se ne odraZava na njegovu reaktivnost u ovom bioloskom testu, $to opet ukazuje na znacaj
generisanja linearnih epitopa. Samo je pri najniZzoj koncentarciji BLG-a primecena

smanjena sposobnost C5 da aktivira bazofile (Slika 5.6.D).
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U koZnim testovima je posmatrana reakcija aktivacije mastocita koja je posredovana
IgE antitelima. Kozne probe su uradeni sa dve koncentracije proteina 10 ug/mli 100 ug/ml.
Pacijenti su bili uzrasta od 1-11 godina, sa srednjim nivoom IgE antitela u serumu od 11.4
kAU/1 odredenim u ImmunoCAP-u naspram kravljeg mleka.

Tabela 5.2. Reakcija pacijenata alergi¢nih na mleko na nativni i sonifikovani BLG u
koznim probama (,,prick® test). Pre¢nik otoka i iritacije je meren i izraZzen u mm. Prikazani

su samo rezultati pacijenta koji su u testu odreagovali pozitivno na nativni BLG.

histamin BLG C5 H60 5 1D
IgE otok x otok x otok x otok x B Tt e
Br. KAU/L iritacii iritacii iritacii iritacii mlgko )
ja iritacija iritacija iritacija
(mm) (mm) (mm) (mm) otok x iritacija
(mm)
Testirana koncentracije proteina: 100 pg/ml
1 100 3x15 4 x 20 3x20 2x15 12 x 40
2 65.9 5x 15 2x10 2 x10 2x10 10 x 30
3 65 3x35 2X6 2X6 2X8 4 x 20
4  58.9 5x 25 0 2X8 5x 15 15x 20
5 36.9 3X6 2X6 2X6 2X8 3x5
6 20 3x20 5x20 4 x 15 4 x 15 2x15
7 14.5 10 x 25 2x10 2x10 10 x 15 14 x 40
8 11.9 8 x 25 0 0 5x 10 10 x 20
9 5.33 3x12 0 0 3x5 5x 25
10 2.88 3x20 8 x 25 5x 25 4 x 20 5x 20
11 0,9 3x12 2X6 0 0 3x10
12 09 3x12 2X6 0 0 3x15
Testirana koncentracije proteina: 10 pg/ml
10 2.88 3x12 2x15 2x12 2x10 5x 20
6 20 3x20 4x18 0 0 2x 15

Detaljni klinicki simptomi pacijenata su priloZzeni na kraju rada, u poglavlju 9
(Tabela 9.5). U Tabeli 5.2. su izdvojeni podaci samo o pacijentima koji su odreagovali
pozitivno na BLG. Pri ve¢im testiranim koncentracijama, 22% pacijenata je odreagovalo na
nativni BLG, 19.5% na C5, 24% na H60. Pri nizim koncentracijama alergena 4.9% je
odreagovalo na BLG a 2.4% na sonifikovane forme. Ukupno je 4.8% pacijenata reagovalo

samo na nativni protein, a 7% samo na H60. U ,,skin prick* merilo intenziteta reakcije je
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precnik otoka 1 iritacije (wheel, flare) koji nastaju nakon izlaganja alergenu. Jacina reakcije
je bila statisticki manja (p<0.05) jedino na C5 u devet pacijenata koji su pozitivho

odreagovali na BLG.

5.2. Diskusija

Promenom temperature prilikom sonifikacije BLG-a zapazili smo formiranje dve
strukturno razli¢ite forme proteina. Kada temperatura sistema nije bila kontrolisana doslo je
do promena u tercijarnoj strukturi BLG-a koje su dovele do formiranja polimera i ¢ak 50%
polimerizacije nakon 60 min tretmana. Kada temperatura u uzorku nije prelazila 35°C doslo
je do blagih promena u sekundarnoj strukturi koje su uslovile samo formiranje dimera u
maloj meri. Promene do kojih dolazi tokom tretmana su posledica kombinovanog dejstava
vise efekata koji su obrazlozeni u 2.7.1. Usled formiranja slobodnih radikala moze da dode
do formiranja tiol radikala, $to za posledicu moZe imati rearanzman dsulfida i1 gradenje
intermolekulskih disulfidnih mostova.

Kombinacija temperature i sonifikacije dovodi do naruSavanja interakcija izmedu
aminokiselinskih ostataka proteina (vodoni¢ne, hidrofobne, disulfidne veze) koje odrzavaju
sekundarnu 1 tercijarnu strukturu proteina. To se odrazava na razvijanje polipeptidnog
lanca, izlaganje hidrofobnih aminokiselinskih ostataka i tranzita iz rigidnih -plocica u o-
heliks. Chandrapala i sar. (Chandrapala, 2011) su prijavili smanjenje B-plo€ica i B-zavijutka
od 5-9% i povecanje a-heliksa od 10% kada je koncentrat proteina surutke sonifikovan
ultrazvukom 60 min pod uslovima slicnim nasim. Prilikom B-a prelaza dolazi istovremeno
do formiranja nenativnih disulfidnih veza i povecanja neuredenih spirala (engl, random
coil) (Yang, 2001). Da se BLG uvije u nativnu 3D strukturu neophodno je ta¢no formiranje
disulfidnih veza (Hattori, 2005). Tako je za razliku od C5, nenativno uvijena struktura H60
i ostalih termalno tretiranih uzoraka stabilizovana formiranjem novonastalih intra i inter
disulfidnih veza i nije doslo do povratnog uvijanja u strukturu sli¢noj nativnoj. H60 je
posledi¢no skoro pa izgubio afinitet za vezivanje retinola. Slicna pojava je zapaZena kod
termalno tretiranog BLG-a gde je samo deo proteina koji se vratio u nativnu strukturu

pokazivao mo¢ za vezivanje retinola (Mousavi, 2008). Takode primeceno je i da formiranje
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agregata BLG-a negativno korelira sa vezivanjem retinola (Macierzanka, 2009). Povecanje
fluorescencije ANS-a nakon vezivanja za C5 i H60 potvrdilo je nastanak strukturnih
promena u BLG-u koje se odrazavaju na njegovu povrsinsku hidrofobnost.

Posledice strukturnih promena se ogledaju u brzoj degradaciji pepsinom kod BLG
formi sa vise izlozenih hidrofobnih regiona (H60) 1 vecoj efikasnosti reakcije umrezavanja
obe sonifikovane forme (C5 i H60) lakazom. Obe metode se mogu koristiti za Kkreiranje
hipoalergenih proizvoda. Tako je pokazano da poveéana digestibilnost i smanjenje
transepitelijalnog transporta termalno tretiranih alergena jajeta dovode do smanjenja
senzitacionog potencijala (Martos, 2011). Modifikacija p-kazeina lakazom u prisustvu
kafeinske kiseline dovela je do smanjenja vezivanja IgE-a i aktivacije bazofila (Stanic,
2010).

Medutim, bilo kakve manipulacije sa strukturom proteina mogu da dovedu kako do
maskiranja postojecih epitopa, tako i do kreiranja novih i otkrivanja onih duboko skrivenih
u unutra$njosti proteina. Ne zna se puno o efektima ultrazvuka na alergenost proteina.
Tretman ultrazvukom 15 min na 0°C nije imao uticaja na alergenost glavnog alergena
rakova Pen a 1, tek na temperaturi od 50°C je zabeleZzen pad u alergenom potencijalu istog
proteina. Sa druge strane, u istoj studiji je zabeleZzeno blago povecanje alergenosti nakon
tretmana od 90 min na 0°C (Zhenxing, 2006). U naSim eksperimentima, detektovano je
smanjenje vezivanja IgE antitela iz ,,pula“ seruma pacijenata od strane C5 u imunoprintu,
ali to nije potvrdeno u ELSA testu sa pojednacnim serumima. Sli¢no zapaZanje je
primeceno sa termalno tretiranim BLG-om u studijama Ehn i sar. i Taheri-Kafrani i sar.
(Ehn, 2004; Taheri-Kafrani, 2009).

Samo je mali broj pacijenta alergi¢nih na mleko koji su podvrgnuti ,,skin prick®
testiranju odreagovao manjim intenzitetom na sonifikovanu fromu C5 u poredenju sa
nativnim BLG-om. Sa druge strane 3/41 pacijenta je odreagovalo samo na H60, sto ukazuje
da su formirani agregati BLG-a mozda odgovorni za povecanje reaktivnosti. I zaista, u
jednoj studiji je pokazano da prelazni dimeri BLG-a uzrokuju vecu aktivaciju bazofila
alergi¢nih pacijenata za razliku od BLG-a koji je bio geneticki izmenjen 1 nije mogao da
formira dimere (Rouvinen, 2010). Na osnovu na$ih rezultata, moze se zakljuciti da

strukture promene koje nastaju za vreme tretmana ultrazvukom ne uticu puno na alergenost
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BLG-a jer su za njegovu alergenost odgovorni dominantno linearni epitopi koji se ovakvim

tretmanima ne menjaju.

5.3. Materijal i metode

5.3.1. Tretman ultrazvukom

Pripremljen je rastvor BLG-a koncentracije 2 mg/ml u 10 mM Na-fosfatnom puferu
pH 6.5. Za ultrazvucni tretman koriS¢ena je sonda Branson Sonifier 150 frekvencije 20
kHz i amplitude 120 um (Branson Ultrasonic Corp., Danburi, Konektikat, SAD). U
ependorf tubu od 1.5 ml odmeren je 1 ml rastvora proteina, vrh sonde je uronjen do dubine
od 1 cm i uzorci su tretirani izlaznom snagom od 9.5 W (135 W/cm?) 5, 15, 30 i 60 min.
Ependorf tuba je bila uronjenja u vodeno kupatilo. Osim vremena trajanja tretmana
varirana je 1 temperatura. Sonifikacija je vrSena uz konstantno hladenje uzorka u ledenom
vodenom kupatilu ¢ime je odrzavana temperatura u uzorku 25-35°C ili bez hladenja sistema
gde je temperatura u uzorku rasla usled tretmana ultrazvukom sa 25 na 65°C. Nakon
tretmana, uzorci su ¢uvani na -20°C. Tretman je ponovljen nekoliko puta kako bismo bili

sigurni u reproduktivnost tretmana.

5.3.2. Metode za karakterizaciju strukture sonifikovanih formi BLG-a

5.3.2.1. Elektroforetska analiza

Formiranje polimera je praceno SDS i nativnom PAG elektroforezom koje su radene
po proceduri i na sistemu opisanom u odeljku 3.4.1.4. SDS-PAG elektroforeza je radena na
14% gelu pod redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima, tj. sa i bez B-merkaptoetanola.
Nativna PAG elektroforeza je radena na 14% gelu uz odsustvo SDS-a i B-merkaptoetanola,
kao 1 bez termalnog tretmana uzoraka. Nanoseno je 15 pg proteina po bunaru. Za SDS-
PAGE su koris¢eni proteinski molekulski markeri u opsegu 14-116 kDa (SMOA431,

Fermentas).
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5.3.2.2. Analiti¢ka gel-filtraciona hromatografija

Stepen polimerizacije je odreden gel-filtracionom hromatografijom na koloni
Superdex 75 PC 3.2-30 i HPLC sistemu AKTA Purifier 10 (Amersham Biosciencies). Na
kolonu je naneta ista koli¢ina sonifikovanih formi 1 nativnog BLG-a, ukupno 80 pg. Za
eluciju je koris¢en 50 mM Na-fosfatni pufer pH 6.5 pod protokom 0.09 ml/min.
Razdvajanje formi BLG-a je pra¢eno na 215 nm i 280 nm. Hromatogrami su alanizirani
integraljenjem povrSina ispod pikova proteina detektovanih na 280 nm. Za vodenje
hromatografije i1 obradu dobijenih podataka koris¢en je UNICORN 4.0 program
(Amersham Biosciencies).

5.3.2.3. CD spektroskopija

Karakterizacija sekundarne i tercijarne strukture sonifikovanih formi BLG-a
izvrSena je snimanjem CD spektara pomocu uredaja JASCO J-710 tacno onako kako je
opisano u odljuku 3.4.2.3. Spektri snimani u dalekoj UV oblasti su koris¢eni za odredivanje
procentualnog udela motiva sekundarne strukture, a analiza je odradena pomocu softvera

CONTIN i SP29 proteinske baze koja je dostupna u CDPro softverskom paketu.

5.3.2.4. Spektrofluorimetrijska analiza

Fluorescentni spektri su snimani na spektrofotometru FluoroMax-4 (Horiba
Scientific) na sobnoj temepraturi (25°C) u kvarcnoj kiveti sa duzinom puta 1 ¢cm i sa
prorezom Sirine 5 nm.

IzloZenost triptofana i tirozina. Emisioni spektri 2 uM rastvora BLG-a u 10 mM
Na-fosfatnom puferu pH 7.2 su snimljeni u opsegu 290-500 nm nakon pobudivanja na 280
nm.

Vezivanje hidrofobne probe 1-anilino-8-naftalen-sulfonata (ANS). Pre odredivanja

stepena vezivanja ANS-a (Sigma-Aldrich) od strane nativhog BLG-a i sonifikovanih formi,
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bilo je potrebno odrediti koncentraciju ANS-a kojom se postize zasi¢enje vezivnih mesta na
nativnom BLG-u. Rastvor BLG-a se titruje rastu¢im koncentracijama ANS-a, snimaju se
emisioni spektri probe, i zasi¢enje se postize kada maksimum fluorescencije prestane da
menja sa dodatkom probe. Finalno su svi uzorci snimljeni pod istim uslovima: 20 pM
rastvor proteina sa 100 uM ANS-om u 10 mM Na-fosfatnom puferu pH 7.2, talasna duzina
ekscitacije ANS-a je bila 350 nm, emisioni spektri snimani su u opsegu 420-570 nm.

Vezivanje retinola. U Kkivetu je pipetom odmereno 3 ml 2 uM rastvora nativnog ili
sonifikovanog BLG-a u 10 mM Na-fosfathom puferu pH 7.2 i u malim inkrementima od
2.5 pl je postepeno dodavan 4.8 mM rastvor retinola (Sigma-Aldrich) u etanolu. Rastvor
retinola je pravljen neposredno pred eksperiment. Pra¢ena je fluorescencija retinola
(ekscitacija 330 nm, emisija 470 nm) koja se povecava nakon vezivanja za protein.
Konstante disocijacije su izracunate po metodi Wang-a i Edelman-a (Wang J. L. i Edelman,
1971).

5.3.3. Invitro enzimski testovi

5.3.3.1. Invitro digestija pepsinom

Digestija pepsinom je radena sli¢no kao u odeljku 4.4.3.1. Ukratko, u ependorf tubu
odmereno je 150 ul BLG-a koncentracije 2 mg/ml, 150 pl miliQ vode, 300 pl 0.2 M HCI sa
4 g/l NaCl i 3.4 g/l pepsina A (2650 U/mg, Sigma-Aldrich). Digestija se odvijala na 37°C
uz konstantno mesanje. Finalni odnos jedinica enzimske aktivnosti pepsina i ug BLG-a je
bio 10:1, kao §to je preporuc¢eno po US Pharmacopeia-i (Thomas, 2004) Alikvoti od 100 pl
su vadeni nakon 15, 30, 60, 120 i 180 min i reakcija u njima je zaustavljana sa dodatkom 31
pl 0.3M Na,COgs i zamrzavanjem na -20°C. Kontrola pepsina je spremljena na isti nacin
kao i uzorci ali bez dodatka BLG-a. Nulto vreme digestije je pripremljeno bez dodatka
pepsina. Uzorci su analizirani na 14% gelu nativnom PAG elektroforezom, aplicirano je 13

g proteina po bunaru.
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5.3.3.2. Procena stabilnosti modifikacija umreZavanjem sa lakazom

Reakciona smesa je sadrzala 0.95 mg/ml BLG-a, 1mM kafeinsku Kiselinu, 1 mg/ml
lakaze iz Trametes versicolor (30.6 U/mg, Fluka, Sigma-Aldrich) u 100 mM Na-acetathom
puferu pH 4.5. Reakcija je trajala 3h na 37°C uz konstantno meSanje a stopirana je
zamrzavanjem na -20°C. Svaka reakcija je uradena u duplikatu. Uzorci BLG-a su tretirani
ultrazvukom, uzet je alikvot i odmah je postavljena reakcija sa lakazom. Ostatak tretiranog
uzorka je odlozen na +4°C. U narednih 5 dana na svaka 24h je vaden po alikvot za reakciju
sa lakazom. Efikasnost reakcije je pracena SDS-PAG elektroforezom na 14% gelovima u
redukujué¢im i neredukuju¢im uslovima. Uvek je aplicirana ista koli¢ina uzorka po bunaru,

17.5 ug.

5.3.4. Testovi za procenu alergenosti sonifikovanih formi BLG-a

5.3.4.1. Humani serumi

Serumi osam pacijenata sa dokumentovanom klinickom istorijom, pozitivnom
reakcijom u ,,prick® testu na kravlje mleko, sa viSe od 10 kU/l IgE na kravlje mleko u
ImmunoCap-u (Sifra f2, Pharmacia Diagnostics, Upsala, Svedska) i pozitivnom reakcijom
na BLG u direktom ELISA testu su kori$¢eni za inihbitorni ELISA test. Kao negativna
kontrola koriS¢en je serum pacijenata bez znakova alergije na mleko. Za testove imunoprint
1 dot blot, serumi su pomesani tzv. ,,pulovani®. U svim eksperimentima finalno razblazenje

seruma je bilo 1:5.

5.3.4.2. Imunoprint i dot blot

Izoelektricno fokusiranje je radeno kao Sto je opisano u odeljku 3.4.1.5. Po
zavrSetku IEF-a, proteini su transferovani na nitroceluloznu membranu (0.45um, Millipore,
USA) kapilarnim silama u toku 1h. Nakon transfera, membrana je blokirana 1h na 37°C sa
2% (w/v) rastvorom zelatina (Fluka, Sigma—Aldrich) u TTBS-u (30 mM Trissa 9 g/l NaCl
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(TBS) sa 1 g/l Tween 20) a zatim inkubirana 2h sa ,,pulom* seruma. IgE vezan za proteine
na membrani je detektovan inkubiranjem sa kozjim anti-IgE antitelima u razblazenju 1:7
000 1h (Sigma-Aldrich) a zatim sa ze¢jim anti-kozji IgG antitelima obeleZenim alkalnom
fosfatazom u razblazenju 1:30 000 1lh (Sigma-Aldrich). Izmedu svakog inkubiranja sa
antitelima postojao je korak ispiranja (3x TTB) a sva razblezenja antitela su pravljena u
0.2% zelatinu u TTBS-u. Kao precipitirajuci supstrat koris¢ena je smesa: 1.5 mg BCIP-a
(5-bromo-4-hloro- 3-indolil fosfat, Sigma—Aldrich) i 3 mg NBT-a (nitroplavo tetrazolium,
Sigma—Aldrich) u 10 ml 100 mM Tris pufera pH 9.6 koji je sadrzao 150 mM NaCl i 5 mM
MgCl,. Za dot blot 10 ug proteina je naneto kapilarnim silama na 6x6 mm velike kvadrate

nitrocleulozne membrane. Ostali koraci su uradeni kao kod imuniprinta.

5.3.4.3. Inhibicija vezivanja IgE antitela u ELISA testu

ELISA test je uraden slicno kao ELISA test u odeljku 3.4.3.2. Za bunare Maxi Sorb
ploc¢ice sa 96 bunara (Nunc) kuplovan je nativni BLG preko no¢i u vlaznoj atmosferi na
sobnoj temperaturi (100 pl po bunaru 5 pg/ml u karbonatnom puferu pH 9.6). Blokiranje je
trajalo 1h sa 2% Zelatinom u TTBS-u. ELISA je radena sa pojedinaénim serumima
pacijenata. Serumi su inkubirani 1h sa nativnim BLG-om i sonifikovanim formama u
razli¢itim koncentracijama pre stavljanja u bunare plocice gde je inkubacija nastavljena jo§
2h.

Nakon ispiranja, IgE-a c¢ije vezivanje za kupovani alergen nije inhibirano,
detektovan je jednoCasovnim inkubiranjima sa ze€jim anti humanim IgE antitelima
(razblazenal:2000, MIAB, Upsala, Svedska) a zatim sa kozjim anti ze&jim IgG antitelima
kuplovanim sa alkalnom fosfatazom (razblaZzena 1:1000, Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.,Vest Gruv, Pensilvanija, SAD). Za razvijanje koris¢en je komercijalno
dostupni solubilni supstrat za alkalnu fosfatazu (Bio-Rad Laboratories, Ri¢mond,

Virdzinija, SAD). Procenat inhibicije je izraCunat kao u odeljku 3.4.3.2.
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5.3.4.4. Exvivo test aktivacije bazofila

Test se zasniva na odredivanju broja bazofila aktiviranih odgovaraju¢im alergenom
od ukupne populacije bazofila. Koris¢ena je heparinizirana krv Sest pacijenta koji su bili
pozitivni na mleko u ,,prick* testu. U FACS tube odmereno je po 45 pl pune krvi i po 45 pl
RPMI 1640 ¢elijskog medijuma (Sigma-Aldrich). U krv je zatim dodato po 10 pl nativnog
ili sonifikovanog BLG-a u nekoliko razblazenja (finalno 50 pug/ml, 5 pg/ml, 0.5 pg/ml, 0.05
pg/ml). Umesto alergena u pozitivne kontrole je dodato po 10 pl monoklonskog anti-
humanog IgE antitela (finalno 1 pg/ml i 0.1 pg/ml) a u negativne po 10 pl PBS-a. Celije su
inkubirane sa alergenom tokom 20 min na 37°C. Nakon toga u epruvete je dodato po 5 pl
anti-CD63 antitela obelezenog FITC-om (fluoresceinizotiocijanat, fluorescira zeleno, FL1
kanal) i po 5 pl anti-CD203c antitela PE-om (fikoeritrin, fluorescira crveno, FL2 kanal) i
inkubacija je nastavljena jo§ 30 min na 4° C u mraku. PE-konjugovano monoklonsko anti-
CD203c antitelo prepoznaje CD203c, antigen eksprimiran na humanim bazofilima iz
periferne krvi ali ne i na drugim celijama (Immunotech, Marseille, France). FITC
konjugovano monoklonsko anti-CD63 antitelo vezuje se za CD63 koji se eksprimira na
povrsini neutrofila i bazofila nakon njihove aktivacije (Immunotech, Marseille, France).

Nakon inkubiranja eritrociti su lizirani dodatkom po 1ml liziraju¢eg pufera (154
mM NH,CI, 10 mM KHCOg3, 100 uM EDTA, pH 7,2; pripremljen istog dana) i nelizirane
¢elije (medu njima i bazofili) su stalozene centrifugiranjem na 300 g tokom 5 min na 4°C,
supernatant je odvojen a talog celija je ispran sa po 1 ml PBS-a. Isprane celije su
resuspendovane u 200 pl PBS-a i analizirane na proto¢nom citometru FACS Calibur (BD
Biosciences, SAD). Pored pozitivne i negativne kontrole pripremljene su i ¢elije koje sluze
za kompenzaciju tj. podeSavanje parametara tako da se minimizuje preklapanje boja
(neobojene ¢elije, jednom pozitivne ¢elije, inkubirane sa anti-CD63 ili anti-CD203c).

Prilikom akvizicije podataka skupljano je po 500 bazofila iz svake tube. Kao merilo
aktivacije bazofila koristili smo broj duplo pozitivnih ¢éelija CD63" CD203c” unutar
populacije od 500 bazofila. Podaci sa proto¢ne citometrije su analizirani u Cell Quest

softveru (BD Biosciences, SAD). Rezultati su prikazani kao procenat aktivacije bazofila u

91



uzorku sa BLG-om u odnosu na pozitivnu kontrolu i uporedeni Vilkoksonovim statistickim

testom ekvivalentnih parova.

5.3.4.5. Kozne alergoloske probe- ,,skin prick* testovi

Ispitali smo i uporedili reaktivnost sonifikovanih formi BLG-a sa nativnim
proteinom in vivo u ,,prick” testu na pacijentima. Ovim testom se meri reakcija aktivacije
mastocita posredovana specificnim IgE-om koji je vezan na povrSini mastocita u kozi.
Eksperiment je spreoveden na ukupno 41 pacijentu koji su bili uzrasta 1-11 godina (27
decaka, 14 devojcica) 1 koji su prethodno odreagovali pozitivno u ,,prick® testu na kravlje
mleko i imali u serumu ImmunoCAP-om detektovana IgE antitela naspram kravljeg mleka
iznad 0.35 kAU/L. Koris¢ene su dve koncentracije alergena 10 i 100 pg/ml. Kao pozitivna
kontrola koris¢en je histamin. U ,,skin prick® testu meren je pre¢nik otoka i iritacije (wheel,
flare) koji nastaju nakon izlaganja alergenu. Razlike u reaktivnosti su statisticki obradene
pomocu Vilkoksonovog testa ekvivalentnih parova. Studija je bila odobrena od starne
Etickog komiteta Univerzitetske decje bolnice u TirSovoj u Beogradu. Svi pacijenti su dali

pismeni pristanak.
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6. ISPITIVANJE ALERGENOSTI I IMUNOGENOSTI
ENZIMSKI UMREZENOG B-LAKTOGLOBULINA

Enzimom katalizovana unakrsna povezivanja proteina SU eksploatisana u
prehrambenoj industriji za preradu zitarica, mleka, mesa i ribe (Buchert, 2010). Za
umrezavanje proteina surutke danas se koriste enzimi transglutaminaze, fenol oksidaze
(lakaze i tirozinaze) i sulfhidril oksidaze, pri ¢emu je transglutaminaza (EC 1.13.11.12)
najvise prouceni enzim za polimerizaciju proteina mleka (Lorenzen, 2002; Nonaka, 1992).
Tirozinaza i lakaza indukuju najmanje delimi¢no umrezavanje proteina surutke (Thalmann i
Lotzbeyer, 2002), ali imaju potencijal i za kreiranje funkcionalnih prehrambenih proizvoda,
na primer biopolimera sa antioksidativnim osobinama (Chung, 2003).

Efekat enzima za umrezavanje na alergenost proteina hrane je ispitan u brojnim
studijama. Tretman cistih proteina hrane ili proteinskih smeSa transglutaminazom (brasno
kikirikija, koncentart proteina surutke, m-5 glijadin, pSeni¢no brasno, f-kazein), u prisustvu
ili odsustvu pomo¢nih jedinjenja ili tretmana, je smanjio, povecao ili nije imao uticaja na
imunoreaktivnost testiranih proteina (in vitro testovi ELISA, imunoblot, testovi digestije)
(Clare, 2006; Clare, 2008; Leszczynska, 2006; Monogioudi, 2011; Palosuo, 2003;
Wroblewska, 2009). Fenol oksidaze su se pokazale efikasnim u smanjenjenju IgE vezivanja
za Pru av 1, Mal di1, Ara h 1/2, B-kazeina i BLG-a samo u prisustvu malih fenolnih
medijatora koji potpomazu reakciju (Chung, 2005; Garcia-Borrego, 2007; Gruber, 2004;
Tantoush, 2011).

U prethodnom poglavlju opisan je postupak po kome smo efikasno umrezili BLG
lakazom iz Trametes versicolor u prisustvu kafeinske kiseline. Enzimskoj reakciji je
prethodio korak sonifikacije BLG-a kako bi se pospesio prinos reakcije. U ovom poglavlju,
koristili smo misji model alergije na hranu, ispitali smo interakcije izmedu T-Celija i
dendriti¢nih Celija, apsorpciju proteina u GIT-u, preuzimanje i obradu alergena od strane

dendriti¢nih ¢elija kako bismo ustanovili alergenost 1 imunogenost umreZenog BLG-a.
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6.1. Rezultati

6.1.1. Karakterizacija umreZenog p-laktoglobulina (CL-BLG)

Zbog svoje kompaktne globularne strukture BLG je lo§ supstrat za enzime za
umrezavanje. Da bi prevazisli ovu prepreku koristili smo kafeinsku kiselinu kao pomo¢no
jedinjenje i tretirali smo BLG ultrazvukom visokog intenziteta pre enzimske reakcije.
Tretman ultrazvuénim talasima je ,,otvorio® tercijarnu strukturu proteina, ¢ime su ciljni
aminokiselinski bo¢ni ostaci postali pristupaéniji lakazi iz Trametes versicolor (5.2.5,
5.4.1). Umrezeni BLG (CL-BLG, od engl. cross-linked) je sadrzao vise od 90%
monomernog BLG-a, sudec¢i po SDS-PAG elektroforezama iz odeljka 5.2.2.

Elektroforeza na agaroznom gelu se sprovodi obi¢no za separaciju proteina visoke
molekulske mase, ipak, kao $to se vidi na Slici 6.1.A, CL-BLG je malo migrirao od mesta
aplikacije. Kao referentni proteini koris¢eni su teski lanac miozina- 220 kDa, nebulin- 800
kDa i titin- oko 3000 kDa iz ekstrakta misi¢a miSeva. Pomocu relativne pokretljivosti (Rf) i
molekulske mase referentnih proteina konstruisana je kriva zavisnosti logaritma
molekulske mase od Rf vrednosti. Sa krive je ekstrapolacijom odredeno da je molekulska
masa CL-BLG-a >50-60 MDa. Iako se ne moZe preciznije odrediti molekulska masa CL-
BLG-a ovom ili nekom drugom poznatom biohemijskom metodom zbog veli¢ine i
smanjene rastvorljivosti CL-BLG-a, prema nasim saznanjima, to je najveci u literaturi
prijavljeni enzimski umreZeni protein do sada.

Skeniraju¢a elektronska mikroskopija (SEM) se koristi za odredivanje veliCine,
oblika i morfologija Cestica razli¢itog porekla. SEM skenira povrsinu preparata pa sliku
oblikuje otkrivajuéi elektrone koji se odbijaju od spoljnje povrSine preparata. Predstavlja
neobi¢nu tehniku zbog utiska dubine koji se stiCe posmatranjem prikazanih bioloSkih
struktura. Kao $to smo i o¢ekivali, ¢estice CL-BLG-a nisu jednake po veli¢ini, ali poseduju
uniformnu morfologiju koja se odlikuje prisustvom vlakana §irokih oko 60 nm (Slika
6.1.B). Vlakna su isprepletana i formiraju mrezu koja verovatno dodatno stabilizuje

strukturu CL-BLG-a.
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Slika 6.1. A) Elektroforeza na agaroznom gelu. Traka 1: proteini ekstrakta miSica miSeva
koris¢eni su kao molekulski markeri: miozin TL (teski lanac)- 220 kDa, nebulin- 800 kDa,
titin- oko 3000 kDa. Traka 2: 10 pg umrezenog BLG-a (CL-BLG). Lenjir je priloZen radi
uporedivanja relativnih pokretljivosti molekulskih markera sa literaturnim podacima. B)
Skenirajuca elektronska mikrografija CL-BLG-a pri uve¢anju od 50.000x. Skala odgovara
rastojanju od 0.5 um.

6.1.2. Ispitivanje alergenosti BLG i CL-BLG-a u miSjem modelu alergije na
hranu

Prvo smo ispitali alergenost BLG i CL-BLG-a in vivo. U toku ¢etiri nedelje BALB/c
miseve smo na svakih sedam dana hranili intragastri¢no BLG ili CL-BLG-om u prisustvu
kolera toksina kako bismo utvrdili njihov potencijal za senzitizaciju miseva tj. razvijanje
simptoma alergija. Kolera toksin je neophodni adjuvans koji se koristi za uspostavljanje
zivotinjskih modela alergije na hranu. Smatra se da je uloga kolera toksina da poveca
permeabilnost epitela GIT-a kako bi se povecao transport intaktnih proteina.

U serumima dobijenih iz krvi vadene pre izazivanja (24. dan), odredena su antitela
specificna na BLG. MiSevi koji su senzitivisani na CL-BLG, generisli su znatno vise IgE 1
IgG1 i IgG2a antitela u poredenju sa miSevima koji su senzitivisani nativnim BLG-om
(Slika 6.2.A). Povecanje IgG2a nije bilo toliko izrazena kao povecanje IgE i IgG1. Odnos
IgG1/1gG2a je bio znacajno veéi u zivotinjama senzitivisanim na CL-BLG (1230.5 £+ 226.1
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Slika 6.2. Alergenost BLG i CL-BLG-a in vivo. A) Titar BLG specifi¢nih IgE, IgG1 i

IgG2a antitela odreden u serumima pre senzitizacije. B) Koncentracija misje proteaze-1 iz

mastocita (MMCP-1) odredena u serumima nakon izazivanja. C) Produkcija IL-13 i INF-y i

proliferacija Celija splezine nakon stimulacije BLG-om ex vivo. Razlike su statisticki

zancajne ukoliko je p<0.05 (¥*), p<0.01 (**) ili p<0.001 (***). S- faza senzitizacije, |- faza

izazivanja.
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naspram 370 * 49.9 za BLG), dok je odnos IgE/IgG1 samo malo veéi (1.0 = 0.3 naspram
0.5 £ 0.1 za BLG). Grubo rec¢eno, produkcija IgE i 1gG1 antitela je pod kontrolom IL-4

humanom IgG4 a 1gG2a humanom IgGL1.

Dvadeset osmog dana, miSevi su intragastricno hranjeni proteinima bez prisustva
kolera toksina (faza izazivanja, engl. challenge). Serumi su dobijeni iz krvi koja je vadena
60 min nakon hranjenja i u njim je detektovana koncentracija proteaze-1 koja se oslobada iz
mastocita u cirkulaciju nakon njihove IgE posredovane aktivacije alergenom (mMCP-1, od
engl. mouse mast cell protease-1). Nakon oralnog izazivanja BLG-om, sli¢na koncentracija
MMCP-1 je detektovana u Zivotinjama koje su prethodno senzitivisane na BLG ili CL-BLG
(Slika 6.2.B). Zanimljivo je, medutim, da je nakon izazivanja CL-BLG-om znacajno manje
MMCP-1 detektovano u serumima zivotinja koje su senzitivisane na BLG u odnosu na
izazivanje BLG-om (Slika 6.2.B). lako CL-BLG pokazuje veci potencijal za indukciju
alergije na BLG kod miseva, ne dovodi do pojacanja simptoma reakcija rane preosetljivosti
kod miSeva prethodno senzitivisanih na BLG.

Dvadeset devetog dana Zivotinje su Zrtvovane i izvadene su slezine. Celije slezine
su inkubirane naredna 72h sa BLG-om, kako bi se specificne T-Celije ponovo aktivirale i
odredivanjem citokina ispratila Th polarizacija njihovog odgovora na BLG. Produkcija
citokina se nije znacajno razlikovala izmedu grupa koje su senzitivisane na BLG ili CL-
BLG. U svima je detektovana povecana produkcija IL-13 u odnosu na kontrolu mada je u
grupi senzitivisanoj na CL-BLG primeéena nesto veca produkcija, produkcija INF-y je bila
ista kao u kontroli, a IL-5 nije detektovan. Znacajno veca proliferacija ¢elija u odnosu na
kontrolu je detektovana samo u grupi koja je senzitivisana na CL-BLG (Slika 6.2.C).
Povecanje titra BLG specifiénih antitela nakon senzitizacije CL-BLG-om nije bilo
ispraceno znacajno povecanim Th2 ¢elijskim odgovorom nakon stimulacije ¢elija slezine ex

Vivo.
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6.1.3. Transport i proteoliza BLG i CL-BLG-a u uslovima gastrointestinalnog
trakta

Podloznost gastrointestinalnoj degradaciji i mesto apsorpcije proteina u crevnom
traktu su vazni faktori koji uti¢u na alergenost i imunogenost alergena hrane (odeljak
2.4.2.1). Kako je u koris¢enom miSjem modelu sensitizacija izvrSena preko GIT-a,
pretpostavili smo da su primecene razlike u alergenosti BLG i CL-BLG-a upravo posledica
promenjene digestibilnosti i transporta u crevnom traktu.

Prvo smo ispitali transport BLG i CL-BLG-a in vitro kroz monosloj polarizovanih
Caco-2 celija koji imitira sloj enterocita u crevnom traktu. Transport CL-BLG-a je bio
znaajno smanjen u odnosu na transport BLG-a. Cak i kada je primenjena 10x veéa
koncentracija CL-BLG-a (1 mg/ml) transport se samo neznatno povecao (Slika 6.3.A) S'
obzirom na veli¢inu CL-BLG-a ovaj rezultat je 1 oCekivan.

Apsorpcija fluorescein izotiocijanat (FITC) obeleZenih proteina je ispitana i in vivo.
BLG i CL-BLG su detektovani u lamina propria-ji crevnih resica (vili) ve¢ nakon 15 min
od hranjenja. Nakon 30 min od hranjenja, CL-BLG je detektovan i u folikularnoj i
interfolikularnoj oblasti Pejerovih ploc¢a (Slika 6.3.B). BLG nije detektovan u Pejerovim
plo¢ama, sva fluorescencija videna U toj oblasti je povezana sa auto-florescencijom.
Zanimljivo je da je posle 30 min detektovana poveéana fluorescencija CL-BLG-a u
resicama koje okruzuju Pejerove ploce. Apsorbovani proteini su razlikovani od
nespecifi¢ne fluorescencije jer su pokazivali tackasti ili granularni izgled $to se moze videti
na odabranim uvecanim sekcijama resica 1 Pejerovih ploca (Slika 6.3.C).

U in vitro testu dvofazne digestije u kome je simulirano varenje proteina u GIT-u,
CL-BLG je bio rezistentniji na proteolizu. Digestija je radena u dva koraka, u prvom
koraku su proteini digestovani pepsinom 60 min (simulirana gastri¢na digestija), zatim je
reakcija stopirana promenom pH na 7.2 1 digestija je nastavljena sa smeSom enzima
pankreasa iz svinje, pankreatinom (simulirana digestija u duodenumu). U toku druge faze,

alikvoti su vadeni nakon 0, 5, 15, 30 i 60 min i reakcija je u njima stopirana kuvanjem na
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Slika 6.3. A) Transport BLG i CL-BLG-a kroz monosloj Caco-2 ¢elija pri koncentraciji 0.1
i 1 mg/ml. B) Apsorpcija FITC-obelezenih proteina u crevnim resicama nakon 15 min i u
Pejerovim plo€ama nakon 30 min od hranjenja miSeva (n=3 po grupi). Kontrola- miSevi
hranjeni PBS-om. C) Uvecane odabrane sekcije crevnih resica (BLG 15 min) i Pejerovih

ploca (CL-BLG 30 min). Skala odgovara rastojanju od 100 pm.
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95°C. Dok se BLG razgradio u toku 5 min, CL-BLG je u potpunosti digestovan tek posle

60 min simulirane intestinalne digestije (Slika 6.4)
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Slika 6.4. In vitro dvofazna digestija. Nakon 60 min pepsinske digestije, reakcija je
nastavljena sa pankreatinom (smesa enzima iz pankreasa). Alikvoti su vadeni nakon 0, 5,
15, 30 i 60 min i analizirani na 14% SDS-PAGE gelu pod redukuju¢im uslovima. Mm-
proteinski molekulski markeri. Uokvirene su proteinske trake koje odgovaraju BLG-u (18
kDa) i polimerima CL-BLG-a (polimeri na pocetku gela za razdvajanje i oni zaostali u

bunarima).

6.1.4. Ispitivanje interakcija BLG ili CL-BLG aktiviranih dendriti¢nih celija i
BLG-specifi¢nih T-¢Celija

Posto nismo uo€ili velike razlike u citokinskom odgovoru T-¢elija iz suspenzija
éelija slezine, ispitali smo da li je enzimsko umreZavanje BLG-a uticalo na DC-T-éelijske
interakcije u Cistijem sistemu in vitro. CD4" T-¢elije su izolovane iz miSeva prethodno

imunizovanih intraperitonealno sa BLG-om u prisustvu aluminijum hidroksida kao
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adjuvansa. DC-e su diferencirane in vitro iz éelija ko$tane srzi naivnih mi$eva i stimulisane
sa BLG ili CL-BLG-om. Nakon 24h, stimulisane DC-¢ su gajene zajedno sa sveZe
izolovanim BLG specifiénim CD4" T-éelijama 72h. CL-BLG stimulisane DC-g¢ su
indukovale vec¢u produkciju IL-13 i manju sekreciju INF-y od strane T-¢elija nego BLG
stimulisane DC-e. Th2 zavisna aktivacija T-¢elija je bila pracena poveéanom
proliferacijom. DC-e stimulisane BLG ili CL-BLG su uslovile produkcija IL-5 ali se ona
nije statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu grupa (Slika 6.5). Kada smo uzeli u obzir
rezultate iz tri nezavisna eksperimenta odnos CL-BLG i BLG produkovanih citokina je bio
za IL-13 2.6+0.8, za INF-y 0.7£0.2 i za IL-5 1.3+0.1.

IL-13 IL-5
2000+ o 150+
- ns
= 1500+ —_ = 10 N
2 10004 2 TR
= == = S
S —— 3 2
= H B
:.: ————
. ’ I=——1 i =5 =
Kontrola BLG CL-BLG Kontrola BLG CL-BLG
INF-y Proliferacija
2500 *
o 15000 o
2000 5 T
= — €
%, 1500+ % I 5 10000
N o
[~ 10004 i
z S £ so00
500- 8 ns
! =]
Kontrola BLG CL-BLG Kontrola BLG CL-BLG

Slika 6.5. Nakon 72h zajedni¢ke kulture BLG-specificnih CD4" T-éelija i DC-a
stimulisanih BLG ili CL-BLG-om, u supernatantu je odreden nivo produkcije IL-13, IL-5i
IFN-y. Proiliferacija T-celija je merena inkorporiranjem radioaktivnog timidina. Kontrola-
T-éelije inkubirane sa naivnim DC-ma. Razlike su statisti¢ki zangajne ukoliko je p<0.05
(*), p<0.01 (**) ili p<0.001 (***). Prikazani su rezultati jednog odabranog od tri nezavisna

eksperimenta.
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6.1.5. Preuzimanje BLG i CL-BLG-a od strane dendriti¢nih ¢elija

Da bi bolje razumeli razlicite T-Celijske odgovore izazvane BLG i CL-BLG-om
pratili smo preuzimanje i endocitozu proteina od strane nezrelih DC-a.

Prac¢enjem FITC-obelezenih proteina u vremenu dobijaju se informacije o vezivanju
proteina za Celijski membranu i preuzimanju od strane DC-a. FITC obeleZeni CL-BLG se
vezivao ali je bio preuziman znacajno sporije od BLG-a do 240. min, kada su se nivoi
FITC jer njihova fluorescencija raste samo na kiselom pH koje je prisutno u
endolizozomalnim vezikulama. Endocitoza pHrodo obelezenog BLG-a je bila brza, dostigla
je svoj maksimum u roku od 30-60 min, zatim se polako smanjila i dostigla zasi¢enje nakon
180 min. U skladu sa prethodnim rezultatima, pHrodo obeleZzen CL-BLG je internalizovan
sporije ali je endocitoza dostigla zasic¢enje izmedu 180-240 min sli¢no kao kod BLG-a
(Slika 6.6.A) Najveca razlika u internalizaciji proteina je primecena u prvih 30 minuta, gde
se procenat pHrodo pozitivnih ¢elija povecao od 0.79 do 29.59 i 37.18% za BLG i od 0.86
do 6.4 1 13.99% za CL-BLG nakon 15 i 30 minuta (Slika 6.6.B).

6.1.6. Invitro endolizozomalna degradacija BLG i CL-BLG-a

Posto je efikasna obrada antigena od presudnog znacaja za njegovu imunogenost,
izolovali smo iz DC-a endolizozomalni sadrzaj koji je bogat endo- i egzoproteazama koje
efikasno degraduju proteinske antigene do peptida i aminokiselina. BLG i CL-BLG su
digestovani endolizozomalnim proteazama 0-48h. Digestovani uzorci su analizirani SDS-
PAG elektroforezom i tecno masenom spektrometrijom.

Na osnovu SDS-PAG elektroforeze digestovanih uzoraka zapazili smo da se BLG
degraduje sporo, ali i da je doslo do degradacije CL-BLG-a. Proteinska traka na 18 kDa
koja odgovara monomernom BLG-u je bila intenzivna i nakon 48h. Digestija CL-BLG-a je
iSla preko intermedijera koji su primeceni na interfazi koncentrujuceg i razdvajajuéeg gela.

Posle 24h agregati CL-BLG-a na interfazi i u bunarima nisu bili vidljivi (Slika 6.7). Zaista,
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broj oslobodenih peptida koji je detektovan tandem masenom spektrometrijom Se

povecavao u vremenu u uzorcima BLG-a, dok je u CL-BLG uzorcima dostigao svoju

maksimalnu vrednost posle 24h, a zatim se postepeno smanjivao.

- BLG - BLG

8 8
= =- CL-BLG S -=- CL-BLG
8 8

¥ + »

e g

L2 = 10

o E

= Q

o = X o ,
300
t (min)
B) pHrodo + celije
0.79% 0 min
=
rs i
SSC-H
pHrodo + celije
| 0.86% 0 min 13.99% 30 min

*

5

w

SSC-H

Slika 6.6. Preuzimanje FITC ili pHrodo obelezenih BLG i CL-BLG-a od strane
dendriticnih Celija. A) Pradenje preuzimanja obeleZenih proteina u vremenu. B) Najveca

razlika je prime¢ena u prvih 30 min internalizacije pHrodo obeleZenih proteina.

Reprezentativni ¢elijski profili od tri eksperimenta.

Peptidi koji poticu od B-laktoglobulina i koji su identifikovani u uzorcima su
koris¢eni za generisanje mapa koje pruzaju uvid u profil oslobodenih peptida i
identifikaciju T-¢elijskih epitopa (Slika 6.8). Peptidi iz BLG i CL-BLG-a grupisani su u

sedam klastera (poc¢etna-krajnja pozicija aminokiselina u proteinu): 1-19, 20-42, 42-57, 58-
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81, 83-103, 123-145 i 146-162. Peptidi iz jednog klastera dele zajednic¢ko jezgro i imaju
promenljive bo¢ne regione. Dva dodatna manja klastera su prime¢ena kod BLG-a: 1-31 i
32-57. Klaster sa najvise detektovanih peptida za BLG je 123-145, dok su peptidi sa C-
terminusa (146-162) najmanje prisutni. Peptidi iz centralnog regiona BLG-a (58-81, 83-
103) pojavljivali su se uglavnom kasnije, posle 24h. Iako CL-BLG oslobadaju¢i peptidi
dele zajednicke klastere sa BLG-om, njihova raspodela je drugacija. U odnosu na BLG,
CL-BLG je degradacijom dao veci broj peptida u N i C terminalnim klasterima: 42-57
(dominantan), 20-42, 146-162 i manji broja peptida u klasterima 1-19, 123-145. Medutim,
peptidi iz centralnog regiona 58-123 su bili slabo zastupljeni u CL-BLG digestima
verovatno zbog otezane proteolize unutraSnjosti proteina koja je dodatno preko Y 1 C

aminokiselinskih ostataka umrezena (u regionu 58-123 su prisutna4 Ci2 Y, Slika 6.8).

BLG
20
S W T W
15
CL-BLG
| S S S R S W e

Mm(kDa) 0 3 6 12 24 36  48h

Slika 6.7. BLG i CL-BLG su digestovani endolizozomalnim proteazama in vitro. Nakon 0,
3, 6, 12, 24, 36 i 48h reakcija je stopirana i uzorci su analizirani na 10% Tris-Tricinskom
SDS-PAGE gelu.
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Slika 6.8. Mapa peptida oslobodenih za vreme 3-48h endolizozomalne digestije BLG i CL-
BLG-a. Teorijski predvideni BLG peptidi koji se vezuju za MHC II su poravnati sa
sekvencom desno. Peptidi iz klastera 42-57 (klyx) su se pokazali imunogenim u ranije

publikovanim eksperimentima. Na sekvenci su oznaceni disulfidni mostovi.
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Nedostatak peptida u regionu od 104-122 koji je primeéen u oba slucaja je
verovatno posledica otezane proteolize used ¢vrstog drzanja disulfidne veze 106-119 ili
alternativne 106-121. Ove S-S veze se u eksperimentalnim uslovima sa 2 mM
ditioteritolom verovatno nisu raskinule, za razliku od S-S veze 66-160 (Slika 6.8).

Predikcije MHC II vezujucih peptida B-laktoglobulina su napravljene 6/19/2013.
pomoc¢u IEDB dostupnog programa za predikciju SMM-align (verzija 1.1) i programa
RANKPEP (Nielsen, 2007; Reche i Reinherz, 2007). Iz SMM-Align analize samo Su
peptidi sa ICsq ispod 5000 nM smatrani za potencijalno vezujuce peptide jer je to gornja
granica za sve poznate T-Celijske epitope. Peptidi iz klastera 1-19, 20-42, 58-81 i 123-145

su navedeni kao potencijalni kandidati (Slika 6.8).

6.2. Diskusija

U ovom radu smo pokazali po prvi put da visoko polimerizovani lakazom umrezeni
BLG izaziva alergijsku senzitizaciju kod miseva na efikasniji nacin od nativnog BLG-a.
Intragastricna senzitizacija sa CL-BLG-om je rezultovala ve¢om produkcijom BLG-
specificnih IgG1 1 IgE antitela koja nije ispracena sa istim povecéanjem IgG2a Nasuprot
tome, CL-BLG je slabije aktivirao mastocite u mukozi zivotinja senzitivisanih na BLG,
slicno pasterizovanom BLG-u za koji je pokazano da poseduje manji anafilakticki
potencijal (Roth-Walter, 2008). lako CL-BLG senzibilisani miSevi poseduju veci titar BLG
specifi¢nih IgE antitela, oslobadanje mMMCP-1 se ne povecava nakon izazivanja BLG-om.
Moguce je da se BLG i CL-BLG kompleksi sa 1gG-om formiraju pre dostizanja do IgE-a
na povrSini mastocita. Ovi kompleksi mogu unakrsno da povezu visoko afinitetni IgE
receptor FceRI sa nisko afinitetnim IgG FceRIl receptorom, ¢ime se inhibira IgE
indukovana degranulacija mastocita (Daéron, 1995; Kepley, 2004).
Posto je do senzitacije miSeva doSlo preko GIT-a, pretpostavili smo da osnovni
mehanizam pojacane imunogenosti CL-BLG-a lezi u izmenjenoj digestibilnosti i mestu
apsorpcije u GIT-u. Zato smo ispitivali BLG i CL-BLG transport in vitro i in vivo i uradili

digestiju u simuliranim uslovima GIT-a. Mali i rastvorljiv BLG je transportovan kroz
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monosloj Caco-2 ¢elija i apsorbovan je od strane enterocita u GIT-u dok je CL-BLG
apsobovan na dva nacina. Manji deo CL-BLG-a je apsorbovan preko enterocita ali je veci
deo transportovan preko M-celija koje oblazu Pejerove ploce. Veéa otpornost CL-BLG-a na
proteolizu omogucila mu je duZzi polu-zivot u GIT-u, pa se moze se naci i U crevnim
resicama i u Pejerovim plo¢ama nakon 30 minuta, dok je BLG mahom detektovan nakon
15 min.

U skladu sa naSim rezultatima, Rot-Walter i sar. su pokazali da pasterizacijom
formirani agregati proteina surutke poseduju veéi potencijal za indukciju alergijske
senzitizacije i manji potencijal za indukciju anafilaktickog Soka kod miseva. Smatraju da je
to posledica apsorpcije agreriranih proteina od strane ¢elija Pejerovih plo¢a za razliku od
izvornih proteina koji su transportovani kroz enterocite (Roth-Walter, 2008). Medutim,
senzitizacija sa transglutaminazom umrezenim kazeinom nije povecavala nivo IgE-a (van
Esch, 2013). Prema tome, pretpostavljamo da ¢e imunski odgovor biti povisen samo na
stabilne agregate ili polimere onih alergena koji se obi¢no transportuju kroz enterocite zbog
translokacije u Pejerove ploCe. Za proteine poput kazeina i alergena kikirikija Koji se
izvorno preuzimaju kroz Pejerove ploc¢e (Chambers, 2004; Roth-Walter, 2008) nece do¢i do
povecanja imunogenosti posle polimerizacije. Takode, zbog smanjenog transporta kroz
epitel, polimerizovani proteini verovatno zaobilaze lamina propria-ju $to ograni¢ava njihov
kontakt sa mastocitima.

CL-BLG poseduje veliki potencijal za indukciju proizvodnje antitela, §to moze biti
posledica bilo T-¢elijski nezavisnog ili T-¢elijski zavisnog odgovora. Dintzis i sar. su otkrili
da su polimeri molekulske mase iznad 100 kDa i valence koja prelazi 10 efikasni u
umrezavanju B-Celijskog receptora 1 da na taj nacin aktiviraju T-cCelijski nezavisnu
proliferaciju B-¢elija i proizvodnju antitela (Dintzis, 1989). Posto se tokom proteolize u
simuliranim uslovima GIT-a, CL-BLG degraduje kroz niz intermedijera koji sadrze 10 i
viSe monomera, nije iskljucena T-Celijski nezavisna aktivacija B-¢elija.

Kako bi dodatno objasnili poveéanu alergenost CL-BLG-a in vivo, ispitali smo
njegove interakcije sa mi§jim dendriticnim i T-éelijama in vitro. Umrezavanje BLG-a
lakazom je usporilo endocitozu proteina, ali je obrada CL-BLG-a bila efikasna, §to je

dovelo do jakog Th2 polarizovanog odgovora i povecane ekspanizije BLG-specificnih
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CD4" T-éelijskih klonova. Izgleda da polako i ravnomerno dostavljanje CL-BLG-a
mikrozomalnim enzimima obezbeduje ravnomernu proteolizu 1 oslobadanje MHC ||
vezujucih peptida.

U toku obrade CL-BLG-a endolizozomalnim enzimima iz dendriti¢nih ¢elija miSeva
doslo je do slabijeg oslobadanja peptida iz centralnog regiona i povecanog osobadanja
peptida sa N i C-terminusa. Kako su Mattias i sar. pokazali da su proteoliticki sastav,
aktivnost i specifi¢nost endolizozomalnih sadrzaja iz humanih i mi§jih dendriti¢nih ¢elija
sli¢ni, proteoliza BLG i CL-BLG-a ¢e se odvijati slicnom kinetikom i u humanim ¢elijama
(Matthias, 2011). Medu peptidima koji su detektovani u uzorcima nakon endolizozomalne
degradacije identifikovali smo glavne T-celijske epitope BLG-a poredenjem sa prethodno
publikovanim rezultatima. Totsuka i sar. (Totsuka, 1997) navode da su glavni BLG T-
¢elijski epitopi 67-75, 71-79, 80-88 (58-81 klaster), dok Tsuji i sar. (Tsuji, 1993) izdvajaju
jedan peptid 42-56 (42-57 klaster) kao dominantni T-celijski epitop u BALB/c miSevima.
Dva od cetiri BLG-specifiéna T-celijska klona dobijenih iz alergi¢nih pacijenata su
prepoznavala peptide 1-21, 47-67, 97-117 bez obzira na HLA fenotipa (Inoue, 2001). U
drugoj studiji Cetiri od Sest BLG-specificnih T-¢elijskih klonova je reagovalo na peptid 97-
117 (Kondo, 2008). U trecoj sudiji, glavni linearni epitopi BLG-a sposobni za vezivanje
IgE-a su bili fragmenti 41-60, 102-124 i 149-162 koji su bili prepoznati od strane 92, 97 i
89% pacijenata od ukupno njih 46 (Sélo, 1999). U skladu sa prethodnim rezultatima iz
misjih i humanih studija, pretpostavljamo da su peptidi iz klastera 42-57, gde CL-BLG daje
konstantno veci broj peptida, imunodominatni T-celijski epitopi. Takode, smatramo da Su i
peptidi iz klastera 146-162 i 123-145 verovatno imunogeni. Enzimsko umrezavanje BLG-a
je uslovilo promene u kinetici endolizozomalne digestije Sto je rezultovalo generisanjem

peptida sa ja¢im T-Celijski-aktivacionim potencijalom (peptidi sa N terminusa).
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6.3. Materijal i metode

6.3.1. Priprema i karakterizacija proteinskih uzoraka

BLG je rastvoren u 100 mM Na-acetatnom puferu pH 4.5 i tretiran ultrazvukom 60
min bez hladenja sistema (temeperatura u uzorku raste usled izlaganja ultrazvuku), kao §to
je opisano u odeljku 5.4.1. samo na vecoj skali. Parametri poput vremena izlaganja,
temperature i izlazne snage su bili isti. Efikasnost tretmana je procenjena elektroforetski
poredenjem sa uzorcima koji su ranije tretirani i ¢ija je struktura detaljno okarakterisana u
5. poglavlju. Nakon tretmana, sonifikovani BLG je umrezen u reakciji sa lakazom iz
Trametes versicolor i kafeinskom kiselinom kao $to je opisano u odeljku 5.4.3.2. Umrezeni
CL-BLG i nativni BLG su intenzivno dijalizovani naspram PBS-a. Koncentracija proteina
je odredena u uzorcima koris¢enjem BCA testa po uputstvima proizvodaca za rad u
mikrotitar plocici (Pierce, Amsterdam, Holandija). Proteini su konjugovani sa
fluorescentnim bojama FITC-sukcinimidnim estrom (Sigma-Aldrich) i pHrodo Green-
sukcinimidnim estrom (Invitrogen, Life Technologies, Breda, Holandija) prate¢i uputstva
proizvodaca. Za eksperimente sa celijskim kulturama, BLG i CL-BLG su dodatno
precis¢eni od endotoksina afinitetnom hromatografijom u ,,bacu® na matriksu Polymyxin

B-agaroza po uputstvu proizvodaca (Sigma-Aldrich).

6.3.1.1. Vertikalna elektroforeza na agaroznom gelu

Elektroforeza na agroznom gelu je uradena radi odredivanja priblizne molekulske
mase CL-BLG-a, kao $to je uradeno ranije za razdvajanje proteina misica (Warren, 2003).
Ukratko, koriS¢eni su: Hoeffer SCI aparatura, staklene ploce za pripremu velikih gelova
16x18cm (najbolja rezolucija je na velikim gelovima), spejseri Sirine 1.5 cm, CeSljevi sa
Sirokim zupcima, agaroza niske elektroendoosmoze sa niskom temperaturom geliranja
(Fermentas). Nakon sklapanja ,,sendvi¢a®, na dno je sipan do visine od 1 cm 14 %
poliakrilamidni rastvor spremljen kao za SDS-PAGE i nadslojen n-butanolom. Nakon

polimerizacije, poliakrilamidno postolje je isprano vodom i ploce su stavljene da se
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temperiraju 30 min na 65°C. Za to vreme agroza je rastopljena u puferu za gel finalnog
sastava: 1% agaroza, 30% v/v glicerol, 50 mM Tris, 0.384 M glicin i 0.1% w/v SDS pH 8.5
I ostavljena je da se temperira 5-10 min na 65°C. Zatim je agarozni rastvor naliven izmedu
ploc¢a skoro do vrha i stavljen je ¢esSalj do dubine od lcm od vrha ploca. Gel polimerizuje
nakon 30 min na sobnoj temperaturi i 30 min na +4°C. Gornji i donji sistem pufera za
elektroforezu je bio isti kao kod Laemlli-jeve procedure, (Laemmli, 1970), sa razlikom da
je u gornji pufer dodat B-merkaptoetanol do finalne koncentracije 10 mM. Uzorci su
nanoseni kroz gornji pufer mikroSpricem da ne bi doSlo do razlivanja. Elektroforeza je
trajala od 4-5 h pri konstantnoj struji od 15 mM i uz neprestano hladenje sistema.

Posto ne postoje komercijalno dostupni proteinski markeri velikih molekulskih
masa (>500 kDa), koristili smo ekstrakt mi$jih miSica koji su spremljeni sli¢no kao §to je
ranije opisano (Warren, 2003). Iz miseva soja BALB/c izolovani su soleus i glutes misi¢i
koji su odmah zamrznuti potapanjem u te¢ni azot. Zamrznuto tkivo je homogenizovano u
avanu sa tuckom uz dodatak pufera za ekstrakciju koji je sadrzao 8 M ureu, 2 M thioureu,
3% SDS w/v, 75 mM DTT, 0.03% bromfenol plavo i 0.05 M Tris pH 6.8. Ekstrakt je
prebac¢en u tubu, promesSan vorteksiranjem i odmah skuvan 10 min na 95°C. Nakon
centrifugiranja supernatant je izdvojen i odmah zaleden na -80°C. Pre nanoSenja na gel
markeri su razblazeni 10x sa redukuju¢im puferom za SDS-PAGE (3.4.1.4) kako bi se
ekstrakt razblazio i smanjila njegova viskoznost koja je velika usled prisustva uree i tiouree.
Na gel je naneto 15 pl razblazenih markera i 5-40 pl CL-BLG-a (1 mg/ml u redukuju¢em

puferu za uzorke). Proteinske trake su vizualizovane CBB-om.

6.3.1.2. Skenirajuca elektronska mikroskopija (SEM)

Za proucavanje povrSinske morfologije cestica CL-BLG-a koriS¢en je SEM.
Snimanja su vrSena na skenirajuéem elektronskom mikroskopu JEOL JSM-6610LV sa W
filamentnim pistoljem (JEOL Ltd., Tokyo, Japan). Suspenzija CL-BLG.a je naneta na
ugljeni¢nu samolepljivu traku koja je postavljena na aluminijumski drza¢. Uzorci su
osuSeni do suva u eksikatoru i prekriveni legurom zlata i paladijuma (d=15 nm, p=19.2

g/cm3) pomocu Leica EM SCDO0O05 sputter coater-a (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
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Germany). Sekundarne elektronske slike su dobijene pri ubrzanju od 30 kV pod vakumom
(15-30 pPa pritisak u komori).

6.3.2. Eksperiment senzitizacije miSeva

Pet nedelja stare Zenke soja BALB/c koje su odrasle u uslovima bez prisustva
patogena su kupljene od kompanije Charles River (Nemacka). Svi miSevi su uzgajani u
vivarijumu Univerziteta u Utrehtu, Holandija, pod specificnim uslovima bez prisustva
patogena. Za eksperimente je dobijena dozvola od strane Komiteta za eksperimente nad
zivotinjama Univerziteta u Utrehtu. BALB/c miSevi su pogodni za uspostavljanje model
sistema alergija jer podlozni Th2 imunskom odgovoru.

Protokol za senzitizaciju miSeva je sliCan ranije opisanom (Kanjarawi, 2011).
BALB/c miSevi su hranjeni putem oralne gavaze (intragastri¢no i.g.) sa po 5 mg proteina +
15 ug kolera toksina (KT, List Biological Laboratories, Inc., CA, USA) nadan 0, 7, 14 i 21.
Dana 28. svi miSevi su izazvani sa po 15 mg proteina intragastricno. Narednog dana misevi
su zrtvovani cervikalnom dislokacijom, krvareni su iz obraza i delovi slezine su uzeti za
restimulaciju ¢elija (Sema 6.1). MiSevi su takode krvareni dana 24 i 28 posle izazivanja

alergenom. Eksperimentalne grupe su prikazane u Tabeli 6.1.

Senzitizacija: Izazivanje:
5 mg proteina+15 pg KT(i.g.) 15 mg proteina (i.g.) Zrtvovanje

ssaw=

DAN: 0 7 14 21 2829

Sema 6.1. Sema plana senzitizacije miSeva
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Tabela 6.1. Eksperimentalne grupe

Senzitizacija Izazivanje
1. Odsustvo senzitizacije/ Kontrola (n=6) KT + PBS PBS
2. BLG senzitizacija/ BLG izazivanje (n=8) KT + BLG BLG

3. BLG senzitizacija/ CL-BLG izazivanje (n=8) KT + BLG CL-BLG
4. CL-BLG senzitizacija/BLG izazivanje (n=8) KT + CL-BLG BLG

6.3.2.1. Odredivanje antitela i markera aktivacije mastocita u serumu

U serumu miSeva koji je dobijen 24. dana pre izazivanja, odreden je nivo IgE, IgG1l
i IgG2a antitela specifi¢nih na BLG u ELISA testu.

Za detekciju 1gG1 i 1gG2a antitela u bunare mikrotitar plo¢ica (Highbond 3590;
Costar, Kembridz, Masacusets, SAD) odmereno je po 100 pl rastvora BLG-a koncentarcije
10 pg/mL u PBS-u, kuplovanje antigena za plocicu je trajalo preko no¢ na +4°C. Sutradan,
nakon ispiranja TPBS-om (PBS sa 0.1% (w/v) Tween 20), neokupirana mesta su blokirana
1h na sobnoj temperaturi sa rastvorom PBS-Tween sa 0.5% BSA. Zatim su dodati uzorci
seruma u nekoliko razblazenja i inkubiranje je nastavljeno 2h na sobnoj temperaturi. Za
detekciju su koriS¢ena sekundarna antitela konjugovana sa alkalnom fosfatazom (Southern
Biotech, Birmingam, Alabama, SAD) koja su inkubirana 1h u ploCicama i supstrat p-
nitrofenilfosfat u koncentraciji 1 mg/ml u 10 mM dietanolaminskom puferu pH 9.5.
Apsorbanca je merena nakon razvijanja boje na 405 nm.

Za detekciju IgE antitela 100 pl rastvora preciséenog anti-misjeg IgE antitela (izvor:
pacov, klon R35-72, BD Pharmingen, San Dijego, Kalifornija, SAD) koncentracije 1.0
pg/ml u PBS-u kuplovano je preko no¢i na +4°C. Koraci ispiranja, blokiranja i inkubiranja
sa serumom su isti kao kod IgG antitela. Nakon inkubiranja seruma, u bunare je dodat
rastvor BLG-a koji je konjugovan sa digoksigeninom, inkubiranje je trajalo 1h.
Konjugovanje digoksigenina je uradeno po uputstvu proizvodaca (Roche, Mahnejm,
Nemacka). Detekcija je izvrSena jednocasovnim inkubiranjem sa anti-digoksigenin

antitelima koja su konjugovana sa peroksidazom iz rena (Roche) i komercijalno dostupnim
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rastvorom tetrametilbenzidina kao supstratom (Sigma-Aldrich). Nakon razvijanja boje
reakcija je stopirana sa 2 M H,SO, i apsorbanca je merena na 450 nm.

Nivo antitela u serumu je izrazen relativno u odnosu na referentni ,,pul“seruma koji
je napravljen mesanjem seruma Kkoji su u preliminarnim ELISA testovima bili pozitivni na
BLG. Standardna prva je napravljena koriS¢enjem serijskih razblazenja ,,pula®, polazno
razblaZenje je oznaCeno kao 1000 arbitrarnih jedinica (AU), a svako slede¢e je umanjivano
za faktor razblazenja. Za crtanje standardnih kriva kori§¢ena je sigmoidna funkcija koja
uzima u obzir Cetiri parametra ili ,,d0Se-response curve®.

Koncentracija mis§je proteaze 1 koju luce mastociti nakon aktivacije alergenom
(mMCP-1, od engl. mouse mast cell protease-1) je odredena u serumima koji su dobijeni iz
krvi koja je izvadena iz svih Zivotinja 28. dana 60+10 min nakon izazivanja alergenom. Za
detekciju mMCP-1 koris¢en je komercijalno dostupni ELISA test (Moredun scientific Ltd,
Midlotijan, Skotska).

Rezultati su logaritmovani radi dobijanja normalne distribucije, a zatim i statisticki

uporedeni studentskim t testom.

6.3.2.2. EXvivo restimulacija ¢elija slezine

Delovi slezina su izolovani iz miSeva 29. dana od pocetka senzitizacije sekcijom.
Korak homogenizacije nije raden u sterilnoj zoni ali je koriS¢ena Cista i prethodno
sterilisana plastika. Tkivo je homogenizovano u RPMI1640 glutamax ¢elijskom medijumu
(Gibco) pritiskanjem pomocu klipa plastiénog Sprica o dno Petri $olje. Homogenizat je
filtriran kroz ¢elijsko sito pora veli¢ine 70 pm, ¢elijska suspenzija je centrifugirana, isprana
medijumom i Celije su prebrojane pomocu automatskog brojaca celija Coulter Counter
(Coulter Electronics, Luton, UK).

Svaki slede¢i korak je raden u sterilnoj zoni u laminaru. U mikrotitar plo¢icama sa
96 bunara Celije su inkubirane (3.75x10°/bunaru) sa 50 pug/ml BLG-a (ili bez u kontrolama)
u 200 pl kompletnog medijuma 72h na 37°C u atmosferi sa 5% CO, (u inkubatoru za
¢elije). Svaka inkubacija je radena u duplikatu. Kompletni medijum se sastojao iz

RPMI1640 glutamax medijuma, 10% fetalnog seruma teleta (FCS; Multicell, Wisent Inc.,
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Kvebek, Kanada) i 1% rastvora penicilina i streptomicina (100x rastvor, Gibco). Nakon
inkubiranja, 50 pl ¢elijskog supernatanta je polako uzeto sa vrha bunara i zamrznuto na -
20°C do upotrebe. U supernatantima su detektovni i kvantifikovani citokini IFN-y, IL-5 i
IL-13 pomocu komercijalno dostupnih ELISA testova (e-Bioscience, Austrija).

Celijama koje su zaostale u bunarima dodato je ukupno po 0.5 pCi radioaktivnog
3H-timidina (Amersham, GE Healthcare, specifi¢na aktivnost: 40-60 Ci/mmol) za
odredivanje celijske proliferacije. Nakon 6h inkubacije, ¢elije su transferovane na
filterpapir (unifilter GF/C) pomocu uredaja Packard filtermate harvester (Perkin-Elmer,
Boston, Masacusets, SAD). Filter papir je osusen, prebacen u kesu sa scintilacionom
te¢no$¢u i koli¢ina inkororiranog 3H-timidina je izmerena pomocu scintilacionog brojaca
Packard Topcount NXT (Perkin-Elmer). Koli¢ina inkorporiranog 3H-timidina je izrazena u

cpm (od engl, counts per minute). Uzorci su statisti¢ki uporedeni Man Vitni U testom.

6.3.3. MeSana kultura dendriti¢nih ¢elija i T-¢elija

Za ove cksperimente su koriS¢ene Zzenke C3H/HeOuJ u kojima je ranije
uspostavljen sistem (Pochard, 2010). Za razliku od BALB/c miSeva, C3H/HeOuJ poseduju
vecu otpornost na endotoksin usled mutacije u TLR-4 receptoru, pa su bolji izbor za
eksperimente gde se ¢elije direktno izlazu antigenu i meri citokinski odgovor. Misevi su

gajeni pod istim uslovima i sa istim dozvolama kao i BALB/c.

0.1 mg BLG+ALUM Izolovanje BLG-specifi¢nih
7 7 / CD4" T-¢éelija

1 |
DAN 0 7 134 \

DC+ CD4" T-¢elije,
72h inkubiranja

Pocetak kulture DC-a

Stimulisanje DC-a sa
BLG ili CL-BLG-om

Sema 6.2. Postavka eksperimenta.
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6.3.3.1. Priprema BLG-specificnih CD4" T-éelija

BLG-specifitne CD4" T-éelije su izolovane iz slezina miSeva koji su prethodno
imunizovani sa BLG-om. MiSevi su intraperitonealno (i.p.) imunizovani 0. i 7. dana sa po
100 pg BLG-a i 1 mg aluminijum hidroksida (alum, Sigma-Aldrich). Cetrnaestog dana
slezine su izolovane i homogenizovane po postupku iz 6.4.2.2. 1z suspenzije ¢elija slezine
izolovanje su CD4" T-¢elije pomoéu seta Dynal Mouse CD4 Negative isolation kit
(Invitrogen, Life Technologies) po uputstvima proizvoda¢a. U ovom setu se nalaze
magnetne kuglice koje su obloZene antitelima naspram drugih éelija u slezini, tako da CD4"

T-¢elije zaostaju nevezane.

6.3.3.2. Priprema dendriti¢nih ¢elija

Dendriticne celije su dobijene iz celija koStane srzi. Nultog dana miSevi su
zrtvovani cervikalnom dislokacijom, sterilisani 70% etanolom a zatim su izolovane kosti
zadnjih nogu (femuri i tibije) sa malo miSi¢nog tkiva koje je zaostalo. Kosti su stavljene u
tubu sa hladnim PBS-om i transportovane u sterilnu zonu c¢elijskog laminara. Po unosu
materijala u laminar, kosti su sterilisane kratkim uranjanjem u 70% etanol, a potom
stavljene u Petri Solju sa PBS-om. Pomo¢u makazica i pinceta femuri su razdvojeni od
tibija 1 sklonjeno je skoro svo miSi¢no tkivo sa kostiju. Zatim je makazama odsecen vrh
kosti sa obe strane, tako da se oslobodi centralni kanal koji sadrZi koStanu srZ a da se izgubi
Sto manje koStane srzi. U centralni kanal je stavljena igla (25G) 1 koS$tana srZ je istisnuta
ispiranjem sa RPMI medijumom u cistu Petri Solju. Jako je bitno izvuéi Sto vise koStane
srzi, ispirati dok kost ne ostane bela. KoStana srz je resuspendovana u Petri Solji
nasumi¢nim povlacenjem i ispuStanjem suspenzije iz Sprica, a zatim i prosejana preko sita
za Celije (40 ili 70 pm) u plasti¢nu tubu. Nakon centrifugiranja, lizirani su eritrociti (sastav
pufera za liziranje u 5.4.4.4) 1 suspenzija je opet centrifugirana. Talog Ccelija je
resuspendovan u kompletnom medijumu za DC-je (RPMI1640 glutamax, 10% FCS, 1%
Pen/Strep, 1% Na-piruvat (100x rastvor,Gibco), 1% neesencijalne amino kiseline (100x

rastvor, Gibco), 50 uM 2-merkaptoetanol (Gibco)) sa dodatkom 10 ng/ml citokina za
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stimulaciju diferencijacije- GM-CSF (od engl, granulocyte-macrophage colony-stimulating
factor; R&D, Okson, UK). Celijska suspenzija koncentracije 2-5 x 10° éelija/ml je razlivena
u Petri Solje, po 10 ml za Petri Solje 90x15 mm.

Tre¢eg dana osvezen je medijum dodavanjem u svaku Petri Solju po 10 ml
kompletnog medijuma sa 20 ng/ml GM-CSF. Sestog dana ¢elije su spremene. Pokupljene
su ¢elije u suspenziji 1 slabo adherentne (lupanjem o Petri Solje o dlan Sake se odvajaju od

podloge), ¢elije koje jako adheriraju nisu potrebne.

6.3.3.3. Kultura dendriti¢nih i T-éelija

Trinaestog dana od poletka eksperimenta, $est dana stare DC-e su sakupljene,
izbrojane i postavljene da se inkubiraju 24h sa 50 pg/ml BLG ili CL-BLG (ili bez proteina
u kontroli) u malim Petri Soljama pri koncentraciji 1x10° éelija/ml. Cetrnaestog dana, DC-g,
koje su sada adhezivne su ,,sastrugane* sa dna Petri $olja, isprane, izbrojane i transferovane
u plocicu sa 96 bunara gde su gajene sa sveze izolovanim CD4" T-¢elijama u odnosu 1:10
(1x10°: 1x10°), u ukupnoj zapremini od 200 ul narednih 72h (Sema 6.2). Koridéen je
medijum za T-Celije koji se sastojao iz RPMI1640 glutamax medijuma, 10% FCS i 1%
rastvora penicilina i streptomicina. Nakon inkubiranja, IFN-y, IL-5, IL-13 i Ccelijska
proliferacija su izmereni isto kao u odeljku 6.4.2.2. Eksperiment je uraden tri puta, svaki

put u duplikatu. Uzorci su statisticki uporedeni studentskim t-testom.

6.3.4. Pracenje transporta proteina u uslovima GIT-u
6.3.4.1. Transport proteina kroz monosloj Caco-2 ¢éelija

Caco-2 celije (American Type Culture Collection No. HTB-37), izmedu 59 i 68
pasaza, su gajene u T-75 flaksovima u kompletnom medjumu koji se sastojao od: DMEM

medijuma sa 4.5 g/l glukoze (Gibco), 10% FCS, 1% neesencijalnih amino kiselina, 2 mM

L-glutamin (Gibco), 1% rastvor penicilina i streptomicina. Za pracenje transporta proteina,
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¢elije su sejane na filtere od polikarbonata, sa porama precnika 0.4 um, u plo¢icama sa 12
bunara (Transwell, Corning Costar,Kembridz, Masacusets, SAD), 3x10° ¢elija u 0.5 ml je
sejano po insertu. Tri puta nedeljno je menjan medijum u plo¢icama sa insertima. Nakon tri
nedelje (21 dan) ¢elije su koriS¢ene za eksperimente. Pre eksperimenta i po zavrsSetku trans-
epitelijalni elektri¢ni otpor (TEEO) je meren pomocu Millicell-ERS Volt-Omometra
(Millipore). Samo c¢elijski monoslojevi koji su pre pocetka ekperimenta imali TEEO veci
od 500Q su koris¢eni. Po zavrSetku eksperimenta TEEO se meri radi utvrdivanja stanja
¢elija nakon tretmana, ukoliko otpor drasticno opadne, testirana supstanca je toksi¢na po
¢eije. Pri merenju otpor svakog monosloja je umanjen za vrednost koju pokazuje insert bez
¢elija.

Transport BLG i CL-BLG-a je uraden sa 50 i 500 pg proteina u 500 pl kompletnog
DMEM medijuma koji su dodati sa apikalne strane polarizovanih ¢elija. U okolnom
bazolateralnom delu bilo je 1.5 ml medijuma. Nakon odredenih vremenskih intervala, 0-3h,
alikvoti od 750 pl su uzimani i skaldiSteni. Svaki put kad je uzet alikvot dodat je svez
medijum. U alikvotima je kasnije odredena koncentracija transportovanih proteina pomocu
komercijalno dostupnog ELISA seta za detekciju BLG-a (Bethyl Laboratories, Inc.,
Montgomeri, SAD). Eksperimenti su ponovljeni Cetiri puta sa ¢elijama iz dva razli¢ita
pasaza. Pri racunanju ukupne koncentracije BLG-a i peptida BLG-a u bazolateralnom delu
radena je korekcija:

|Cn| = [Cn]izmerena — 0.5x|Cn — 1],

gde je Cn koncentracija u alikvotu n, a Cn-1 koncentracija u alikvotu pre njega n-1.

6.3.4.2. Apsorpcija proteina in vivo

BALB/c misevi (n=3/grupi) su hranjeni oralnom gavazom (i.g.) sa po 4 mg FITC
obelezenog BLG ili CL-BLG-a. Kontrolna grupa je hranjena PBS-om. Nakon 15 i 30 min
zivotinje su zrtvovane i celi crevni trakt je izvucen, ispran detaljno sa dosta PBS-a (crevo se
navuce na iglu sa kuglic¢astim vrhom i ispira iznutra sa po 10-20 ml PBS-a). Visak PBS-a je
pazljivo sklonjen bez oSte¢enja crevnog zida jer veéi kristali soli mogu da oStete tkivo

nakon zamrzavanja. Crevo je spakovano u rolnicu namotavaljem oko drvenog Stapica i
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odmah zaledeno u parama te¢nog azota. Sedam M Siroki preseci tkiva su rezani pomocu
Leica CM3050/CM3000 kriostata i transferovani na polilizinska predmetna mikroskopska
stakla. Nukleus je bojen sa 4',6-diamidino-2-fenilindol dilactatom (DAPI, Sigma-Aldrich)
a M-celije sa specificnim antitelom naspram glikoproteina-2 koga one eksprimiraju (MBL
International, Voburn, Masacusets, SAD). Fluorescentne mikroskopije su napravljene na
mikroskopu Olympus BX60 koji je opremljen sa Color CCD kamerom Leica DFC425C i
analizirane LEICA-LAS AF softverom (Leica Microsystems GmbH, Nemacka).

6.3.5. Invitro test dvofazne digestije

Simulirana gastricna 1 intestinalna digestija su uradene sa propisima US
Pharmacopoeia-je. Simulirana gastriéna digestija je uradena sli¢no kao ranije (Thomas,
2004). Ukratko, u ependorf tubu od 1.5 ml je odmereno 0.76 ml prethodno zadrejanog na
37°C simuliranog gastri¢nog fluida (0.084 M HCI, 35 mM NacCl, pH 1.2, sa 4000 U pepsin
A (2540 U/mg, Sigma-Aldrich)) i 40 pl of 5 mg/ml BLG ili CL-BLG-a. Digestija je trajala
60 min na 37°C uz stalno meSanje. Reakcija je stopirana dodavanjem 0.24 ml 0.3 M
Na,COs. Pankreatin iz pankreasa svinje (Sigma-Aldrich) je rastvoren u PBS-u. U 0.84 ml
smeSe nakon pepsinske digestije dodato je 0.21 ml rastvora pankreatina tako da je finalna
koncentracija bila 1% (w/v). Digestija je nastavljena na 37°C uz konstantno mesSanje.
Maseni odnos pankreatina i proteina je bio 13:1 kao $to je ranije opisano (Stanic, 2010).
Alikvoti od 0.25 ml su vadeni 5, 15, 30 i 60 min intestinalne digestije i reakcija je u njima
stopirana kuvanjem 5 min na 95°C. U preostalih 0.2 ml sme$e nakon pepsinske digestije
dodato je 0.05 ml temperaturno inaktiviranog pankreatina, ovo je bilo vreme 0 za
intestinalnu digestiju. Svi digesti su analizirani na 14% SDS-PAGE gelu pod redukujuc¢im
uslovima (3.4.1.4).
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6.3.6. Preuzimanje i obrada proteina od strane dendriti¢nih celija
6.3.6.1. Preuzimanje antigena

DC-je su izolovane i diferencirane iz éelija kostane srzi miSeva kao $to je opisano u
6.4.3.2. Koris¢ene su samo DC-e stare Sest dana. DC-e u koncentraciji 1x10° su inkubirane
sa 10 ug FITC ili pHrodo Green-obelezenih proteina u 1 ml kompletnog medijuma 0, 15,
30, 60, 120, 180 i 240 min na 37°C u atmosferi 5% CO,. Nakon inkubiranja, ¢elije su
,sastrugane sa dna Petri Solja, centrifugirane, isprane 2x PBS-om i resuspendovane u
ratvoru za fiksiranje PBS/4% formaldehid. Procenat FITC ili pHrodo Green-pozitivnih
¢elija je odreden nakon snimanja na FACS Calibur-u (BD Biosciences, USA). Svaki

eksperiment je raden u triplikatu.

6.3.6.2. Invitro endolizozomalna degradacija

Eksperiment je uraden po proceduri koja je publikovana ranije (Matthias, 2011).
Endozomi i lizozomi su izolovani iz mi§jih DC-a diferencijalnim centrifugiranjem. Celije
su homogenizovane u Poterovom homogenizatoru u 10 mmol Tris-acetatnom puferu pH 7.0
koji je sadrzao 250 mM saharozu (1x10® éelija u 1 ili 2 ml pufera). Efikasnost
homogenizacije je pra¢ena bojenjem sa Trypan blue bojom. Krupniji ostaci ¢elija su
odvojeni centrifugiranjem 10 min na 6 000 g. Supernatant je transferovan u Kivetu za
ultracentrifugu gde je centrifugiran 60 min na 100 000 g na 4°C. Endolizozomalna frakcija
se nalazi u peletu. Supernatant je prosut, pelet je paZljivo ispran i resuspendovan u
minimalnoj zapremini 10 mM Tris-acetatnog pufera pH 7.0 (iz 1x10% 100-200 pl). Sadrzaj
endolizozomalnih vezikula je osloboden u toku 5 ciklusa zamrzavanja u te€nom azotu i
odmrzavanju na sobnoj temperaturi, a zatim je zamrznut na -20°C.

Aktivnost preparata je uporedena sa ranije publikovanim za peroksidazu iz rena
(Sigma-Aldrich) koja ima kratak poluzivot u ovim uslovima digestije. Efikasnost
degradacije je procenjena na osnovu brzine razlaganja proteina i analize na gelu za SDS-

PAG elektroforezu. Aktivnost preparata je bila slicna. Reakcione smeSe su sadrzale 0.25

119



mg/ml BLG ili CL-BLG i 0.4 mg/ml ukupnih proteina endolizozoma u 20 pl 100 mM
citratnog pufera pH 4.8 sa 2 mM ditiotreitolom. Degradacija se odvijala na 37°C uz
konstantno mesanje, posle 0, 3, 6, 12, 24, 36, 48 h reakcije su zaustavljene kuvanjem 5 min
na 95°C. Digesti su analizirani Tris-Tricinskom elektroforezom na 10% poliakrilamidnom

gelu kao §to je opisano ranije (Schagger i von Jagow, 1987).

6.3.6.2.1 LC-ESI MS/MS analiza BLG peptida koji nastaju nakon
endolizozomalne degradacije

Kvalitativna analiza digestovanih uzoraka je wuradena te¢no-masenom
spektrometrijom. Peptidi su analizirani na EASY nLC Il sistemu koji je povezan sa LTQ
Orbitrap XL (Thermo scientific Inc.). Ukupno je 240 ng proteina injektovano na EASY-
Spray PepMap C18 kolonu (150x0.075 mm, 3 um prec¢nik Cestica matriksa). Kao eluent A
kori$¢en je vodeni ratvor 0.1% mravlje kiseline, a kao eluent B 0.1% mravlja kisleina u
acetonitrilu. Uzorci su eluirani sa gradijentom eluenta B 5-70% u toku 50 min pri protoku
od 300 nl/min. Vrednost za CID normalizovanu kolizionu energiju je bila 35%. Vrednosti
parametara Nano electroSpray jonizacije (NSI) su bili: voltaza spreja +3.91kV, kapilarna
voltaza 6.00 V, kapilarna temperatura 275.00°C, cev soc¢iva 100V. Spektri su snimljeni u
pozitivnom modulu u opsegu m/z 500-2000. Pet najintenzivnijih monoizotopskih pikova u
spektru je fragmentisano pomocu CID-a i mereno u linearnoj jonskoj zamci. Analiza
podataka je uradena pomo¢u SEQUEST pretrazivaa i Proteome Discoverer 1.3.0339
softvera (Thermo Scientific) po slede¢im uslovima: FASTA databaza, Bos Taurus
validovane sekvence sa Uniprot-a; enzim, nespecifi¢na digestija; broj promasenih mesta za
proteolizu, 2; tolerancija greske za peptide, £10 ppm; MS/MS tolerancija, +0.5 Da;

dinamicke modifikacije, oksidacija metionina.
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7. ZAKLJUCCI

U skladu sa ciljevima iznetim u odeljku 1.1, izvode se slede¢i zakljucci:

B-laktoglobulin (BLG) je izolovan i preciSéen iz sirovog mleka na jednostavan i
efikasan nacin koriS¢enjem samo jedne metode- jonoizmenjivacke hromatografije.
Metoda nije skupa za izvodenje, reproduktivna je i mogucée je izolovati u
laboratorijskim uslovima gramske koli¢ine BLG-a. Prinos BLG-a je bio 80% a
Cisto¢a 97-99%. Takode, razdvojene su i izoforme A 1 B u pristojnoj koli€ini ¢istoce
99 i 91%. lzolovani BLG je u nativnoj sekundarnoj i tercijarnoj strukturi, pa je
pogodan za studije koje se bave izu¢avanjem strukturnih i funkcionalnih osobina

proteina.

Stern-VVolmer-ovom analizom ispitane su interakcije izmedu polifenola i BLG-a. Na
fizioloSkim pH vrednostima gastrointestinalnog trakta (pH 1.2, 2.5 1 7.2) formirale
su se nekovalentne interakcije. Uticaj pH na jacinu interakcija nije bio dramatican 1
varirao je u zavisnosti od sastava polifenolnih ekstrakata. Polifenoli vezani za BLG
Stite protein od digestije pepsinom, Sto se jasno uocava stabilizacijom sekundarne
strukture kada je to potrebno na pH 1.2, a direktna posledica toga je duzi poluzivot
BLG-a u zelucu, $to pozitivno korelira sa povecanjem alergenosti. Formiranje
nekovalentnih interakcija utice na smanjenje antioksidativnog kapaciteta protein-
polifenol kompleksa. Jacina nekovalentnih interakcija izmedu polifenola i BLG-a
rukovodi intenzitetom uocenih bioloSkih efekata smanjenja digestibilnosti proteina i

ukupnog antioksidativnog kapaciteta.
Variranjem temperature prilikom sonifikacije BLG-a zapazili smo formiranje dve

strukturno razli¢ite forme proteina. Kada temperatura sistema nije bila kontrolisana

doslo je do grejanja uzorka do 65°C 1 izrazitih promena u tercijarnoj strukturi BLG-
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a koje su dovele do formiranja polimera, gubitka afiniteta za vezivanje retinola i
brze degradacije pepsinom. Kada je sistem hladen, temperatura u uzorku nije
prelazila 35°C, doslo je do promena u sekundarnoj strukturi koje su uslovile samo
formiranje dimera bez promena u digestibilnosti i vezivanju retinola. Posledice
strukturnih promena se ogledaju i u vecoj efikasnosti reakcije umreZzavanja
lakazom. Afinitet sonifikovanih formi za vezivanje IgE antitela i indukciju IgE
posredovane aktivacije bazofila i mastocita nije bio naruSen. Za alergenost BLG-a

vedinski su odgovorni sekvencijalni epitopi koji se ovakvim tretmanima ne menjaju.

BLG je tretiran ultrazvukom 60 min bez hladenja sistema a potom efikasno umreZen
lakazom iz Trametes versicolor u prisustvu kafeinske kiseline. Umrezeni BLG je
bio molekulske mase >50-60 MDa i fibrilarne strukture. Enzimsko umrezavanje
BLG-a u multivalentne Cestice izazvalo je jak alergijski imunski odgovor in vivo u
misjem modelu alergije na hranu i in vitro u mesanoj kulturi specifi¢nih CD4" T-
¢elija 1 dendriti¢nih celija. Usled povecanja veli¢ine, otpornosti na proteolizu i
smanjenja rastvorljivosti BLG-a nakon umrezavanja dolazi do translokacije mesta
apsopcije proteina u gastrointestinalnom traktu. Preuzimanje proteina preko
Pejerovih plo¢a crevnog trakta promoviSe jak celijski Th2 odgovor. Polako i
ravnomerno preuzimanje umrezenog BLG-a od strane dendriticnih celija
obezbeduje ravnomernu proteolizu, oslobadanje MHC II vezuju¢ih peptida u

endolizozomalnim vezikulama 1 posledi¢nu aktivaciju T-¢elija.

Rezultati ove teze imaju direktnu primenu u industriji hrane i medicini. pB-

laktoglobulin bi mogao da se koristi kao nosa¢ bioloski aktivnih polifenolnih jedinjenja jer
Stiti njihove hidroksilne grupe bitne za antioksidativnu aktivnost. Sonifikacija moze biti
bezbedan postupak za preradu mleka, jer odrzava hranljivu vrednost 1 ne povecava alergeni
potencijal p-laktoglobulina. lako efekti promena u digestibilnosti, koje su zapazene usled
interakcija sa polifenolnim jedinjenjima i nakon tretmana ultrazvukom, nisu ispitani in vivo,
mogu imati uticaj na alergenost BLG-a. Sa druge strane, koris¢enje postupaka za obradu

hrane koji promoviSu agregaciju solubilnih proteina poput enzimskog umrezavanja BLG-a,
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¢e se verovatno povecati ucestalost alergija na hranu. Zbog toga bi proizvodaéi hrane i
terapeutskih proteina trebalo da obrate posebnu paznju na stepen agregacije proteina

prilikom pripreme.
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9. PRILOZI

PRILOG 1.

Tabele sa sastavom polifenolnih ekstrakata koriséenih u eksperimentima opisanim u

poglavlju 4.

Tabela 9.1. Sastav polifenolnog ekstrakta crnog ¢aja koji je odreden pomocéu LC-MS

metode. RT- retenciono vreme, m/z- odnos masa/naelektrisanje.

Ime jedinjenja m/z  RT (min) Sadrzaj (%)
5-galoil-kvini¢na kiselina 343.067 0.57 5.18
Galna kiselina 169.014 0.6 13.10
(-)-galokatehin 305.067 1.34 2.62
3-kafeoil-kvini¢na kiselina 353.087 1.63 5.41
Kvercetin-3-galaktozid 463.182 1.72 0.40
(-)-epigalokatehin-3-galat 457.077 1.79 5.86
5-O-p-kumaroil-kvini¢na kiselina 337.093 1.84 17.92
Teaflavin 563.14 1.9 3.58
Kvercetin-ramnozil-heksozil-ramnoza 755.204 2.04 1.60
Kvercetln-ra_mn02|I-_gala_kt02|d 609.146 206 12 99
Kvercetin-3-rutinozid
Kamferol-ramnozil-heksozil-ramnoza 739.209 2.1 0.82
(-)-epikatehin-3-galat 441.083 2.11 6.68
Kamferol-3-rutinozid 593.151 2.19 10.67
(+)-katehin/(-)-epikatehin 289.072 2.21 2.18
Kamferol-galaktozid
Kamferol-3g-glukozid 447.093 2.28 11.00
Kvercetin-3-glukozid 463.255 2.52 0.14
5-kafeoil-kvini¢na kiselina 353.200 4,75 0.55
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Tabela 9.2. Sastav polifenolnog ckstrakta zelenog ¢aja koji je odreden pomocéu LC-MS

metode. RT- retenciono vreme, m/z- odnos masa/naelektrisanje, i.g.d.- ispod granice

detekcije.

Ime jedinjenja m/z  RT (min) Sadrzaj (%)
Galna kiselina 169.014 0.56 2.13
5-galoil-kvini¢na kiselina 343.067 0.57 1.99
5-O-p-kumaroil-kini¢na kiselina 337.093 1.6 5.301
3-kafeoil-kvini¢na kiselina 353.087 1.69 3.75
Kvercetin-3-galaktozid 463.182 1.76 1.00
(+)-katehin/(-)-epikatehin 289.072 1.79 3.47
(-)-epigalokatehin-3-galat 457.077 1.8 20.77
Teaflavin 563.14 1.92 8.21
Kvercetin-ramnozil-galaktozid 609.146 2.01 i.g.d.
Kvercetin-3-rutinozid 609.146 2.01 i.g.d.
Kvercetin- ramnozil-heksozil-ramnoza 755.204 2.06 6.31
Kvercetin-ramnozil-galaktozid 609.146 2.07 8.38
Kvercetin-3-rutinozid 609.146 2.07 n/a
(-)-epikatehin-3-galat 441.083 2.12 18.12
Kamferol-ramnozil-heksozil-ramnoza 739.209 2.16 5.60
Kamferol-3-rutinozid 593.151 2.19 8.30
Kamferol-galactozid
Kamferol-??—glukozid 447.093 2.26 4.90
Kvercetin-3-glukozid 463.255 2.65 0.82
5-kafeoil-kvini¢na kiselina 353.2 4.76 0.95
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Tabela 9.3. Sastav polifenolinog ekstrakta kafe koji je odreden LC-MS metodom.

RT- retenciono vreme, m/z- odnos masa/naelektrisanje.

4-0-kafeoil-5-O- feroil-kvini¢na kiselina

Ime jedinjenja m/z  RT (min) Sadrzaj (%)
3-0- kafeoil-kvini¢na kiselina
4-O- kafeoil-kvinicna kisclina 353087 163 33.09
5-O-p-kumaroil-kvini¢na kiselina 337.092 1.84 5.86
3-O-feroil-kvini¢na kiselina
4-0O- feroil-kvini¢na kiselina 367.103 1.94 28.89
5-O- feroil-kvini¢na kiselina
Pretpostavljeni 3-O- kafeoil-kvini¢ni lakton 335.077 2.01 12.34
Pretpostavljeni di-kafeoil-kvini¢ni lakton ~ 497.334 2.18 2.26
3,4-0O- di-kafeoil-kvini¢na kiselina
3,5-0O- di-kafeoil-kvini¢na kiselina 515.119 2.23 13.19
4 5-0O- di-kafeoil-kvini¢na kiselina
3-O-feruoil-4-O- kafeoil-kvini¢na kiselina
529.135 2.46 4.43

Tabela 9.4. Sastav polifenolnog ekstrakta kakaoa koji je odreden LC-MS metodom.

RT- retenciono vreme, m/z- odnos masa/naelektrisanje.

Ime jedinjenja

m/z

RT (min) Sadrzaj (%)

Luteolin-8-C-glukozid (orientin) 487.167 0.78 4.81

Apigenin-8-C-glukozid (viteksin) 431.133 0.89 6.57

Procijanidin dimeri 577.134 1.68 18.11

Katehin 289.072 1.78 19.77

Epikatehin 289.072 1.78 19.77

Procijanidin trimeri 865.199 1.83 8.47
Kvercetin-3-0-galaktozid

(hiperozid) 463.088 2.12 4.72

Kvercetin-3-O-glukozid (izokvercitrin)

Luteolin-7-O-glukozid 447.093 2.12 3.87

Luteolin-6-C-glukozid (izo-orientin)  487.305 2.17 4.69

Kvercetin-3-O-arabinozid 433.078 2.22 451
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PRILOG 2.

Klinic¢ki simptomi pacijenata testiranih u koZnim probama, dodatak poglavlju 5

Tabela 9.5. Reakcije pacijenata alergi¢nih na mleko na nativni BLG 1 sonifikovane forme

BLG-a (C5, H60) u koznim probama (,,prick® test). Pre¢nik otoka 1 iritacije je izmeren i

1zrazen u mm.

“prick to
prick” test  Histamin Pozitivan na
Br. Pol God.  Simptomi k,i\gUE/L ”%tr(;‘lie)'(‘o Ifltt‘;'élj‘a BLG/H60/C5
iritacija (mm)
(mm)

1 7Z 2 Urtikarija 5.33 5x 25 3x12 H60

2 M 3 Urtikarija 14.5 14 x 40 10 x 25 BLG, C5, H60
3 M 1 Urtikarija 11.5 20 x 30 10 x 15 ne

4 7 1 Urtikarija 11.2 13 x 20 5x15 ne

5 7 05 Urtikarija 0.53 3x 20 6 x 25 ne

6 M 2 Urtikarija 0.75 5x 20 5x 20 ne

7 7 05 Urtikarija 58.9 15 x 20 5x 25 C5, H60

8 M 05 Urtikarija 1.41 5x 25 4x15 ne

9 M 2 Urtikarija 0.65 4x10 4x10 ne

10 M 3 Urtikarija 0.90 3x10 3x12 BLG

11 M 9 Angioedem 0.37 3x10 3x10 ne

12 7 1 Urtikarija 2.82 10 x 25 5x 15 ne

13 M 3 Urtikarija 1.02 15x 30 6 x 25 ne

14 7 2 Urtikarija 0.60 10 x 25 3x20 ne

15 Z 05 Urtikarija 36.9 3x5 3x6 BLG, C5, H60
16 M 3 Urtikarija 3.69 3x5 3x5 ne

17 M 4 Urtikarija 0.00 10 x 20 5x10 ne

18 7 4 Urtikarija 0.00 5x15 5x10 ne

19 M 12 AMOMEMT g5 4x20 3x35  BLG, C5, H60

ijanje
20 M 2 Urtikarija 11.6 5x15 3x15 ne
21 M 7 dtticalat o0 5 5 x 10 ne
kijanje

22 M 7 Urtikarija 0.71 5x10 4x7 ne

23 7 2 Urtikarija 11.9 10 x 20 8 x 25 H60

24 M 2 Urtikarija 65.9 10 x 30 5x15 BLG, C5, H60
25 M 05 Urtikarija 2.70 8 x 20 6 x 20 ne

26 M 2 Urtikarija 0.00 8x10 7x12 ne

21 7 1 Urtikarija 1.68 5x8 6x7 ne
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“prick to

prick” test  Histamin Pozitivan na

Br. Pol God. Simptomi 30 ”itr;ie)'(‘o Ifftc;‘élj‘a BLG/H60/C5
iritacija (mm)
(mm)
28 7 2 Ekcem 1.50 5x 10 5x8 ne
29 M 3 Urtikarija 13.9 10 x 10 5x15 ne
30 M 2 Ekcem 11.9 6 X 25 3x10 ne
31 M 1 Ekcem 0.65 4x4 3x4 ne
32 7 1 Ekcem 0.40 3x7 3x7 ne
33 M 1 Ekcem 0.50 3x8 3x10 ne
34 7 1 Ekcem 0.37 6 x 10 7x8 ne
35 M 1 Urtikarija 0.97 10 x 25 4 x 20 ne
36 M 1 Urtikarija 3.55 4 x 20 3x15 ne
37 M 3 Ekcem 0.90 3x15 3x12 BLG
38 M 3 Ekcem 2.92 4x18 4x 20 ne
39 7 2 Urtikarija 2.88 5x20 3x20 BLG, C5, H60
0 M 1 Ana?;ll:mk‘ >100 12 x40 3x15  BLG, C5, H60
a1 M o5 Jmicarmat o, 5415 3x20  BLG, C5, H60
angioedem
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MoTnucaHe u3sjaBe:

UsjaBa o ayTopcTBY

MoTnucaHa Mapwuja CrojaguHosuh

6poj ynuca A6 5/2009

UsjaBmwyjem
0a je AOKTOPCKa AncepTaumja nog, HaCN10BOM

YTUuaj 06page XxpaHe U UHTepPaKLMja KOMNOHEHTU MAaTPUKCa XpPaHe Ha

CTPYKTYpPY U PYHKUM]y anepreHa xpaHe

® pPEe3ynTaT CONCTBEHOTr UCTPaXXMUBAYKOTl paaa,

e [a npeanoXKeHa Auceprauuja y UEAUMHW HM Yy Aenosuma Huje 6una npedsioxeHa 3a
Aobujarbe 6MNO Koje annaome npema CTyAMjCKMM NPOrpamuMma Apyrnx BUCOKOLIKOICKMUX
yCTaHOoBa,

® /[1a Cy pe3yntath KOPEKTHO HaBedeEHN U

® [a HMCaM Kpwno/na ayTopcka npasa M KOPUCTMO MHTENEKTYaHY CBOjUHY APYrvX Anua.

MoTtnuc AoKTOpaHTa

Y Beorpagy, 11.10.2013. // ) /
A byt
‘ / / /



U3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme n npesnme aytopa  _Mapwuja CtrojaguHoBuh

Bpojynuca Ab 5/2009

CTyamjckun nporpam  BOKTOP 6MOXEeMUjCKUX HayKa

Hacnos paga YTuuaj o6page XxpaHe U MHTEPaKLMja KOMNOHEHTU MAaTPUKCA XPaHEe Ha CTPYKTYPY

n GYHKLUMjy anepreHa XxpaHe

MeHTop npod. ap Tawa hupkosuh Beanukosuh

notnncann Mapuja CrojaguHosuh

n3jas/byjemM Aa je WTamnaHa Bep3urja MOr OKTOPCKOT paja UCTOBETHA €/IEKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy
cam npegao/na 3a objas/buBarbe Ha MopTany AurutanHor penosutopujyma YHusep3uteta y
beorpapgy.

[o3Bo/baBam aa ce objaBe Moju NMYHM NoJaLM Be3aHM 3a Aobujarbe akaJeMCKOr 3Batba AOKTOpa
HayKa, Kao LUTO Cy MMe M Npe3nume, rogmnHa U Mecto pohera 1 aatym oabpaHe paaa.

OBM AMYHM nogauM mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHWuama AuruTanHe 6ubaunoteke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTanory vy nybankaumyjama YHuBepsuteTa y beorpagy.

MoTnuc AOKTOpaHTa

Y beorpagy, 11.10.2013. vy / | /
,,////'{/217,}\ ((ﬁ/f’//lqu /{L,YL



UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBep3uTeTcky 6ubanoTeky ,CBeTosap Mapkosuh® pma vy [AurutanHu
penosutopujym YHusepsuteTa y beorpasy yHece mojy LOKTOPCKY ANcepTaunjy nog Hacl0BOM:

YTuuaj o6page xpaHe U MHTEPAKLUMja KOMMOHEHTU MAaTPUKCa XPaHe Ha

CTPYKTYpPY U dYHKUM]Y anepreHa xpaHe

KOja je MOje ayTOpCKO Aeno.

[ucepTaumjy ca CBUM NpUIO3MMa Npeaao/na cam y eNeKTPOHCKOM ¢popmMaTy NorofHOM 3a TPajHO
apxvBuparse.

Mojy AOKTOPCKY AucepTaumjy noxparbeHy y AurutanHm penosmtopujym YHusepsuteTa y beorpaay
MOy [a KOpUCTe CBM Koju noluTyjy oapeabe cagpykaHe y ogabpaHom Tuny avueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oanyymo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjaNHO
@AyTOpCTBO — HeKkomepuwmjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpcTBO — HEKOMEPLMjaZIHO — Ae/IUTU NoA UCTUM YCI0OBUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AeAuUTU NoL4 UCTUM YCIOBUMA

(Monmmo fa 3a0KpyKuTe camo jeaHy of WwecT NoHyhHeHMX ANLEeHUM, KpaTaK Onuc AMLeHUM AaT je
Ha nonehuHu nuncra).

MoTnuc AoKTOpaHTa

Y beorpaay,11.10.2013.

gy byt



1. AytopcTBo - [lo3BOrbaBaTe YMHOXaBake, AUCTpMOyLmjy 1 jaBHO caoniluTaBawe gena, u
npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH odpeheH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua

nuueHue, Yak n 'y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja o CBUX NNLEHUMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, OUCTPUbYLMjy U jaBHO
caonwTaBawe ferna, u npepage, ako ce HaBede UMe ayTopa Ha HaudvH ogpeheH of
CTpaHe ayTtopa unv gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He A03BOSfbaBa KomepuwujarnHy

ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
AncTpubyuujy 1 jaBHo caonwTaBakwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBama unmn ynotpebe
[enay CBoM Jeny, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu
Aasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He [03BOMbaBa koMepumjandy ynotpeby aena. Y ogHocy
Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM JMLEHLOM ce orpaHuyaBa Hajehu obum npaBsa

Kopuwheha gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuujanHoO — [enuTu MNof UCTMM ycrnoBuma. [lo3BorbaeaTe
yMHOXaBah€e, AUCTpUGYLMjy 1 jaBHO caonliTaBawe Aena, U npepane, ako ce HaBede uve
ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa unv gaBaola NuueHLe 1 ako ce npepaga
avcTpubympa nog WCTOM WM CNMYHOM nvueHuom. OBa nuueHua He [03BOrbasa

komepumjanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBOo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)y W jaBHO
caonwTasarwe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBawa nnu ynotpebe gena y csom Aeny,
ako ce Hasede MMe ayTopa Ha HauynH ogpefeH oA CTpaHe ayTopa Unu Aasaoua fnueHLe.

OBa nuueHua ao3sorbaBa kKoMmepuumjanHdy ynotpeby agena.

6. AyTOpCTBO - AenuTu Noa uctum ycnosuma. [losaBorbaBaTe yMHOXaBakwe, AUCTpubyunjy
M jaBHO caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH
oA CTpaHe ayTopa vnu faBaoua N1LeHLEe 1 ako ce npepaaa auctpubyvpa nog nctom unu
cnnyHom nuueHuom. OBa nuueHua 003BOrbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena n npepaga.

CninyHa je copTBEPCKMM NnLeHLama, 0OHOCHO fuLeHLaMa OTBOPEHOT Koaa.



