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Naziv: Efekti polifenolnih molekula i fenol oksidaza na strukturu i
Il munol ogka svojstva al ergena

lzvod

Fenolna jedinjenja su velika i raznovr sna
sisteme nisu detaljno ispitani. Fenolna jedinjenja su pokazala brojne i raznovrsne

bi ol ogke efekte u, moagiknoj $sthudn g kena pokaz!
imunomodulatorne efekte koje ova jedinjenja ostvaruju.

Deo ove teze obraluje razvoj novi h prot okc
kao i analizu i identifikaciju fenolnih jedinjenja iz prehrambenih izvora alergena.

Pored toga, po prvi put je odredjen fenolni sastav polena A. artemisiifolia, kao i

fenol ni sastav ekstrakta s ubpuwglamefedolneh | es't
komponente polena mono-glikozidi i malonil-monoglikozidi flavonola, uglavnhom

kvercetina i kempferola. Detektovano je i nekoliko poliaminskih jedinjenja.

Por el enj eg sdsava gblana ambrozije i subpolenskih | e s t polera

pokazuje smanjenje koncentracije polifenola, kao i odsustvo v i @likdeida.

Umr egavanje mdmuml dg kdsteapkoina. Ispitivan je dejstvo

polifenol oksidaze lakaze n a u mr e gmoteman kikérikija i sastav fenolnih

jedinjenja. Tretman ekstrakta kikirikijja lakazom daje kovalentno umreg e n i

materijal velike molekulske t e ¢ i promenans a tercijarnoj strukturi proteina i

pobol j §aooms pjdloadgiewce ni h Teetmanrlagazomadovodi do

tal ogenj a [ i nkor poracij e veline fenol n
izoramnetina i procijanidina B. Tretman kompleksnih ekstrakata bogatih
polifenolima dov odi do umregavanj a proteina, k a

sastavu.
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Novija istragnavaapadaturkeazulj oage koje subpol
imati ur azvoju t egkgiihf sklkel iaksat mel.erPor elLenj e pr
ukupnog ekstrakta polena ambrozije, ek st r akt a subpolienskit
standardnog di j ag eksteaktd | k@ gi zvedeno kori gienjem

proteomike i analize 2D gelova. Ustanovljeno je postojanje jasnih razlika medju

uzorcima, koja se ogleda pre svega u visokoj koncentraciji Amb a 4 (Art v 1

homologa) u ekstraktu subpolenskih | e sa, kao i profilina, koji su visoko

zastupljeni u ukupnom ekstraktu. O v i rezul tat.i dodaju nagi m

I potencijalnoj ulozi koje subpolenske | e setmogu imati u razvoju alergija, ali su

iod neposrednog prakti | nogmewwdaaldbargtoaijskez a raz
dijagnostike.

Kl jul ndendlie|l proteini ki kirikillkazal Ambrosiae gavanj e
Isubpol enske | estice

Naul na oPbrbdacsmmat emati | ke nauke
Ug a n aablast:aBiohemija

UDK broj: 577.112
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Title: Effects of polyphenolic compounds and phenol oxidases on the
structure and immunological properties of allergens

Abstract

Phenolic compounds are a large and varied group of substances, whose effects
on living systems have not been investigated in depth. Phenolic compounds have
shown numerous and diverse biological effects in many studies, some of which
show significant immunomodulatory effects of these compounds.

One part of this thesis was the development of novel protocols for extraction of
phenolic compounds as well as the analysis and identification of phenolic
compounds from dietary sources of allergens. In addition, phenolic composition
of Ambrosia pollen and subpollen pollen extracts was determined for the first
time.

We determined that the main components of water-soluble pollen phenolics are
monoglycosides and malonyl-monoglycosides of flavonols, mostly quercetin and
kaempferol. Several polyamine compounds have also been identified.
Comparison of phenolic composition of Ambrosia pollen and subpollen particles
shows a reduction in polyphenol content, as well as an absence of higher
glycosides.

Cross-linking changes biological and immunological properties of proteins. We
investigated the effect of laccase, a polyphenol oxidase, on peanut protein cross-
linking and composition of phenolic compounds. Laccase treatment of peanut
proteins yielded covalently cross-linked material of high molecular weight, with

modified tertiary structure of peanut proteins and improved bioavailability of
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certain allergens. Laccase treatment depleted most phenolic compounds from the
mixture, with the exception of isorhamnetin and procyanidin B. Treatment of
complex food extracts, rich in polyphenols, by laccase results in both protein

cross-linking and modification of polyphenol compounds.

Recent findings suggest additional roles for subpollen particles in development of
severe forms of allergic asthma. A comparison of protein composition of total Ambrosia
pollen extract, Ambrosia subpollen particles extract and a standard diagnostic extract
was performed by shotgun proteomics and 2D gel imaging. Definitive differences were
noted, most notably a high concentration of Amb a 4 (Art v 1 homologue) in the
subpollen particles extract, as well as a comparatively higher amount of profilins present
in the total extract. These results add to our knowledge on allergies and the potential
role of subpollen particles in allergy development, but are also of direct practical

importance for development of better allergy diagnostics.

Keywords:f enol i [/ proteini ki kirikija / umregavan

/| subpol enske | estice

Scientific field: Life sciences

Scientific discipline: Biochemistry

UDK number: 577.112



Efektpolifenolnih molekula i feksidaza na strukturu i imunoloska svojstva alergena 2015

31 $2 %! *

(U LY O ] PP PP PPPPRPPTPPIR 8
2 OPGTI D O P T PP PP PPPPPPPPPPPTR 10
2.1 ALERGIJA oottt et e e e e ettt —— e ettt et eaeeeeeeetba————eeeetta e aaaeeearaaa, 10
A I = = 1] =1 | USSP 11
2.3 K LDBL2YL { IRBEE.N.A.L.kieOee ittt e e e e s e s rmr e e aans 11
2.4 UZROCI NASTAJANIARGEA. ... uuui i eeeeeeeettit e e e ettt e e e eaaeeeeet st e e e amteaa s eaeaassessstaan s eeaeaniannss 11
A ST 1 U L@ 1 = N = VSR 13
2.6 POLEN AMBROZIJE. ..uutuuuiiieeeiieeeitti et ime et s e e e e e e e e e e et te e e s amte e e s e eaeeeeeeesataaa s eeesamrannseeeeseeeessnnen 13
2.7 LAKAZA. ..ottt e e e e et eeem e aeeee e ettt aeesanans 14
2.8 FENOLNA JEDINIENIA . ..euttuue i e e e e ieeettttimee s eeettt s e eeeeeeeees s s me e e esseaa s eeaeesesessssnnsameesessanasaeaaes 15
2.8.1 FENOLNE KISELINE ..uuttttttteteeereeeeeeseeettteetaaeaaaaaaaaeassssssaasaassaaasasssssssssssssssssesssesserrrreereeteeeeaaeees 15
2.8.2 FLAVONOIDL......ciiiiiieeieec bbbt e e e eeeeeeeeeeeaaeeeaaaaaeeaaeeeaeesessassaasaaaaassssssssssassssresssssnnnnees 16
2.9 QLIEVL { € W! ¢ L.l bW e e ettt s e e e e e e e e e ettt e r et e aaaas 18
3 ANALIZA FENOLNOG BABA . ...ttt ie ettt ettt ettt e e e st iee s et e e e et e et e e eeeeeeeeees, 19
3.1 FENOLNI SASTAV POLENA{ ! . t h[ 9 lCAAMBROSPAARTEMISHE®L. ....cccvvvneerrrrnneeereriniernneeens 19
75 5 R U Yo | o TSP 19
3.1.2 MATERIJAL I METQDE ..tttiitiiiiiiiiiieetieeeeee e e e e e e e e e e e e e e e s e e s e s s e s e e e s e aaataa b abb e e beessasseeseeeeeeeeeeeaeaeaaaeens 20
3.1.3 REZULTATIIDISKUSIIA ..o i e eiee e et it et ettt ettt e s e e e e e e e e e e e eeeeeeeaaeaaeaaeaeeeaeeeeeaessaaaaannnns 24
3.2 FENOLNI SASTAV LAKAZTRETIRANOG EKSTRAKIKIRIKIIA ....cevviiriieeeeieeeeriiiimeeeeeesiinieeeeeeeeeennnnns 31
T2 R U Yo | o TSP 31
3.2.2 MATERIJAL I METQDE ..ttititiiiiiiiiiieeiieeeeee e e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e as s e aabba b bbb b e basbrassereeereereeeeeaeesaaaaens 31
3.23 REZULTATIDISKUSIIA. ....co i ittt e e e e e e e e e e e e e e e eeeeaaaaaaaaaaaeeaeeessaasaanaaananns 33
3.3 FENOLNI SASTAV ZELBNOZ L MM uuuuuiieeeeiiiitiiiieeeeeetetttaeeeeeeeeeesstta e eeeamtaneaeeassssssstanaeaaeessnaanss 35
I 75 R U Yo | o T PP PPP PSPPSR 35
3.3.2 IMATERIJAL | METODE ...uuuuuuuuutuutsstssssssssssesesesserseresteasaaaaaaaaaaaeaaaesaesasssssaaaaaaaassssssnssssssssssssssees 36
3.33  REZULTATI I DISKUSIIA .. .eittiiieieiiee e e et e e e e et e e e e e et e e e e e et e e e e e aaa e e e eeaea e eeeatan e eeeaanneeeeesnnannas 37
3.4 FENOLNI SASTAV KORE J ABUKE ....ouuiiiiiiiiiiieitie e et e e ieeeste e et eeeteeeat e e et e eameesaa e e et e aeaneeanneannas 40
G2 N R U Yo | o T PRSP PPPPRRRPR 40
3.4.2 MATERIJAIMETODE ... iiiiii e eeeeti e e e ettt e e e e e et e e e e eeta e e e ee st e e e e eata e eseatan e eeesttseaesasannaeeensnnneees 40
3.4.3 REZULTATI I DISKUSIIA ... iieiiti et ettt e e ettt e e e e e e e e e e et e e e e e et e e e e e st e e e eetaa e eeeeata e eeestanaaerensanns 42
4 ENZI MSKO UMRE PRUTAENA EIKIRIKIJA ..oooeeeeeeieien 45
4.1 OPTIMIZACIJAREAKCIJA W O ¢ | £ L. 0 MV it e e et me e e ea e e e e e e aanenes 45



Efektpolifenolnih molekula i feksidaza na strukturu i imunoloska svojstva alergena 2015

L S R 0 1Yo | o TP PPPPPRRPT 45
4.1.2 MATERIJAL I METQDE......uuuttiiteeeeiiitttaeeeeeesaaisstseeeaeeaasssssassseeesssasssseseaesaaasssssneaaeessasssssseeeessans 45
4,13 REZULTATI I DISKUSIIA . eteetttttuas it ee e e e eteeaetttaasssseeeeaeeeeeaee st s s eeeaeeeeesesssasaareeaeaeeeeesessrnnnn s 46
4.2 KARAKTERIZACIJA PROAEKIKIRIJA DOBIJBENDEISTVOM LAKAZE. ......ccvvvveeeeeeeeeeeeeieiennnnnnnnnnnnnnnnnns a7
5 R U Vo o T PO PP PRRSSPOPPSRPR a7
4.2.2 MATERIJAL I METQDE . iittttutuiiiiieeeettetttstttunssseeeeeeeseesssssaasseeeesseessstssssnn s aeaaeereresennnnnn 49
4.2 3  REZULT AT L ittt ittt ettt e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeesssaasaaaaeaanaesatbarrbrrerrarenneeees 52
A.2.8 DISKUSIJA....cieeettttiteiis e e e e e ettt s s e s e e e e e et e e e ettt bt s e eeeae et eeeaeteasaaeseeeeeeeessesssannsaeeeeeeeenensrnns 56

5 KOMPARATIVNA ANALIZA PROTEOMA AMBROSIA ARTEMISIHFOLIA POLENA |

SUBPOLENSKIH LESTLCA. . .\covveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiimesiiiiiiiiieeeeniinne e 59
S 00 00 R U V0 o PP 59
5.1.2 MATERIJAL | METQDE . ...itttuuiieiiituieeeeetteeeeeattaeesesstaaeeeetaaaeeeeatanaesestnnseeeestnnreesessnnneeeensnnnaeees 59
5.1.3 REZULTATI I DISKUSIIA ... ttetttteeeeetts e e sttt s e e e e eats s e e s eaa e e e e eata e e e e e et e e e eetan s e e ee e st s e e eearaneeereesanns 63
6 Yol Y[ W2l ittt 67
7 REFERENGCE.......ciiiiiiieeeeeeiiiie it ettt it i it iin it n s e et re e i n e e e rin e e e e e e e e e nnreeeeeees 68
8 BIOGRAFIJA. ... ..ttt ittt i 75




Efektpolifenolnih molekula i feksidaza na strukturu i imunoloska svojstva alergena 2015

1 Uvod

Alergije su medju najrasprostranjenijim oboljenjima modernog sveta. | pored visoke
preval ence alergijskih oboljenja, talni uzroci na
koj e pretenduju da objasne uzr ok ovog poremel aj
referentnim | asopi si ma.

Poznato je da slobodni radikaliu  manj o] il vel o] mer i doprinos
oboljenja, od kojih su neka (kao gto je na pri
funkcionisanje imunog sistema(Rastogi and Singh 2001).

Uloga antigenih proteina polena u indukciji alergijskh zapaljenja disajnih puteva je dobro
poznata. Nasuprot tome, doprinos ostalih sastojaka polenskih zrna je u velikoj meri
nepoznanica. Polen sadrgi enzim NADPH oksidazu,
korenskih dlalica i rast polenske cevi, kao i Z a
ova oksidaza u kontaktu sa plulnim igepksitoednagm do v o«
glutationa, kao i drugih proizvoda oksidativhog stresa. NADPH oksidaze, zajedno sa pomenutim
proizvodima oksidativnog stresa dovode do regr ut
reakcije. Novije teorije 0 nastanku respiratornih alergija pretpostavljaju mehanizam u kom je prvi
signal za alergiju generisan polenskim NAPDH oksi
al ergena poj al ava zapaljenje di sajnih put eva
odgovora(Boldogh, Bacsi et al. 2005) Utvrdjeno je da inhibicija tzv. prvog signala primenom
antioksidanasa dovodi do umanjenja intenziteta alergija indukovanih polenom ambrozije
(Dharajiya, Boldogh et al. 2008).

Linjenica je da je prevalenca alergijskih obol
ruralnim sredinama, kao i d a ihoe dajd pofpung edgovoeeo r i j e O
na pitanje z(EakseyandjCrmig 2001; Reterkad Music Milanovic et al. 2008). Kako
j e gradska sredina specifil na mabhorjesistematdkiispitati sa r az
mogulie uzroke, radi preduzimanja odgovarajulih pr

Usl ed sagorevanja fosilnih goriva, blizine ino

(najbitniji primer je azot dioksid, koji nastaje s agor evanj em benzina u motor.i

sagorevanjem), prisustva povelane koncentraciije
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znal ajno velie koliline slobodnih radika(Skorznego u
Briede et al. 2007).
l z tog razloga pristupilo se daljem ispitivanju

udela u nastanku alergije.

Pretpostavljeno je da u prisustvu povelane kol
nastanka neoalergena usl ed reakcij e odredjenih
prvenstveno proteina respiratornih barijera i digestivnog epitela.

Ambrozijajevrior asprostranjena biljka, koja je uzrolnil
Evropi [ Severnoj Americi . Ambrozija ima izuzetn
gradsku sredinu, gde je izlogen oksidatiaidom del o
Osim toga, ovaj polen je bogat razlilitim fenolim
Utvrdjeno je da fenoli imaju vrl o razl(Géngane i pon

Chen 2003; Akiyama, Sato et al. 2005; Franova, Nosalova et al. 2007). Alergena svojstva

fenola, ili haptena nastalih od fenola nisu opisana u literaturi.
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2 Opgti deo

2.1 Alergija

NI

Al ergija je poremel aj i munog si st e m@pstdaeeijzi | e i
okoline koje se nazivaju alergeni. Alergija predstavlja neadekvatan odgovor imunog sistema na
neek.i antigen iz spoljne sredine, koj i rezultuje s

mastocitima i IgE antitelima.

Alergija pripada prvom od 4 glavna tipa reakcija preosetljivosti imunog sistema(Coombs
1963).

Tip lili rana preosetljivosts e kar akteri ge produkcijom | gE ai
kojsu wuobi ]l ajeni u spoljagnjoj sredini, te ne pred
mogu biti npr . pol en, grinje, proteini vola itd..

|l gE receptoru na mastociti ma do visagina i pdstepenogno ment a

oslobalanja drugih medijatora, kao gto su | eukot |
polenska groznica, astma, atopilni dermatitis i a

Tip Il ili antitelima posredovana alergija na hranu s e dedgava kawda se
povrginskih antigena Ilelija samog organizma proiz
mogu da pokrenu citotoksilne reakcije aktivirajul
prirodnih ubica (NK lelije)imPnameemohvakivbgaodgem

Tip lIl'ili bolest imunih kompleksas e degava kada se iz razlilit]
vel e koliline i muni h kommlngk sgee n ) k kmglieksazlandtiitt

mehanizmi (a prvenstveno makrofagi) ne mogu da otklone. Lokalna akumulacija kompleksa

dovodi do aktiviranja sistema kompl ement a, [ do

Tip 'V il [ elijama spuosoee owankeo i enmkcsiyj especi
efektorske lelije. Najppeosatiji vpsit mesiu ¢tlagi mos be
dermatitis.

10
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2.2 Alergeni

Al ergen se moge definisati kao antigen koji mo¢
Al ergeni mogu biti unet.i u organizam na Vvige na
al ergenree nwagdzduhom (kao gto su pol en, pragina,

parenteralne alergene (npr. otrov insekata, vakcine), kontaktne alergene (npr. lateks, neke
hemikalije) i alergene hrane (npr. breskva, banana, kivi)(Moffatt, Hill et al. 1994)

Pri prvom izlaganju al er gen lzaziva senzibilizaciju, g
i munogl obulina E specifilnih za dat:i al ergen koj

mastocitima i njima srodnim bazofilima.

Ma s t felije su neophodne =za fuaubgud kod etvaar gi j s ki
urodjenog i stelenog imuniteta, (GaHi,dNakbeekab 2005 azvoj a
Unakrsno povezivanje | g E receptor a (Fc i munogl
multival entnim alergenima na mast | el i (Kandeme-r ezul t

Grzybowska, Kempuraj et al. 2006).
Osim toga, dolazi do sinteze i oslobadjanja proinflamatornih citokina i tkivnih medijatora

zapaljenja, gto dovodi ideo iljoakmaal nie iinnfflialnmarcaicjiej.e dr

23 +1 ET E¢€EE OEIi POI i E Al AOCEEA
Sezonski rinitis je najlegii atopijski poremel
kada su aeroal ergeni rasprostranjeni u vazduhu. N

polenska groznica, alergijska astma i ekcem. (Platts-Mills and Chapman 1987)

U najtegim slulajevima, usl edakbksgeeammogena@nha
anafilaktil]l kog goka, gde wusled edema mekih tkiv
obstrukcije disajnih puteva i gugenj a.

2.4 Uzroci nastajanja alergija
O uzrocima nastajanja alergija postoji nekoliko teorija, od kojih je najbitnije spomenuti

takozvanu Ohigijensku hipotezuo.

Hi gi j ensku hi potezu j e prvi predlogio Stracheée
rasprostranjenosti alergija i higijenskih uslova.(Strachan 1989)

Al ergijska oboljenja su izazvana neodgovaraju

antigene putem Th2 usmerenog imunog odgovora. Mnogi virusi i bakterije izazivaju Thl

11
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odogovor , koj i dovodi do supresiije Th2 odgovor
Ahigijenske hipotezeo predlage da nedovoljna stim
prejakog Th2 odgo v ouakergijskg botest(Eokertz, Walz gt al. 2QD@).i

Ov aj mehani zam, medj ut i m, n e ncenekpkko ali@imumib j as ni
bol esti koje su vezane za Th1l odgovor, kao gto su
di jabetes tipa 1. Glavno alternativno mehanistilk

da primi stimuluse (od infektivnin agenasa, simbiotskih bakterija, parazita itd.) kako bi se na
adekvatan nalin r-Aevije, regul deobmei Toset | jiviij.i
usled nedovoljno razvijenih Thl i Th2 odgovora (Guarner, Bourdet-Sicard et al. 2006).

Higijenska hipoteza ob uhv at a i interakciju J]oveka sa mik
kojim je bio izlogen tokom velikog dela evoluti\
razvoje balansiranog i regulisanog razvitka imunog sistema. Tokom poslednjih 50 godina razvoj

higijene i efektivne medicinske nege je smanjio ili el
tokom razvoj a. NeKki od mi kroorganizama koji Ssu ve
regul atorni lelija su | akt ob(RmkandBrunet2065).i | i te mi ko

Novija ispitivanja pokazuju da i oksidativni S
sa posebnim fokusom na respiratorne laldejega j e. Hi

nastanak respiratorne alergije neophodno prisustvo slobodnih radikala, koji su nastali dejstvom

pol enske NAPDH oksidaze il:. su bili prisutni u sp
prvi signal, dok p r i ®roils alergena fidvddia doi nastanka @otpune s pi r at
razvijenog alergijskog odgovora.

Jog jedna, relativno mal o poznat aterheiqubt e z a (
disertaciie) j e tzv. Aihl orna hipotezabo, koju, j@8 progi pio
Bernar d, koj i tvr di da je dugotrajna izlogenost
rizika za nastanak astme kod dece od 6-7 godina u bogatim zemljama. (Bernard, Carbonnelle et
al. 2003). Pretpostavljeni mehani zam pnati ahearan@gyv a pov
epitela, gto bi u dugem vremenskom periodu omogul
izazovu atopijski odgovor(Bernard, Carbonnelle et al. 2003).

Sem toga, utvrdjeno j e da postoji shagna na:
Zanimljivo je da se osetljivost na odredjeni alergen ne nasledjuje. Tako na primer, ako su
roditel ji alergilni na polen |ipe, deca mogu da b
se nasledjuje opgta predispozi cidolareakcge nadojeding i j i (t

alergene zavise od uslova sredine(De Swert 1999).

12
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2.5 Imunoterapija

|l munoterapija (specifilna desenzitizacija) |je 1
pacijenata sa alergijskim oboljenji ma. Ov aj treti
izl aganj a prirodnim alergeni ma. Procepecsdéi |lneast
hi posenzibilizaciij a, a sprovodi se aplikacijom m

sistema na pravilan odgovor. Pored pozitivhih efekata koje imunoterapija donosi mogu da se

jave i negel jene posl edi ce rdzioadetlivih parijersafa.iDb biket i | ki g
umaniji o rizik od nezeljenih (ponekad [ fatal nih
alternativne naline administracije alergena. Raz

lokalna nazalna (LNIT), lokalna bronhijalna imunoterapija (LBIT). Do sada su za imunoterapiju
kori gl ene smege alergena (npr. pun pol enski ekst
pacijenta nekim drugim alergenom, na koji do tada nije reagovao.

Sa razvojem molekulske alergologije, poj avl juje se sve vige | ist]
alergena. Ova terapija podrazumeva injektovanje |
pojave negeljenih efekata i munoterapiije, al i nag:

tretmana(Norman 1980; Nagata 2005).

2.6 Polen ambrozije
Polen je pre 150 godina prepoznat kao vodel:i u

na polen, koje se nazivaju i sezonski alergijski rinitis ili polinitis su od medicinskog kurioziteta

prerasle u najrasprostranjeniiji (Kingl976ni | ki naj vag
Familija Hel i nat heae (suncokreti) sadr gi rod
rasprostranjene anemofilne vrste koje izazivaju n
biljaka. Raz | i | sutglavniwvarok poknoze w Segernoj Andedci, gde je Ambrosia
artemisifoliaodgovorna za vel.i broj slul ajeva al ergijskocq
biljaka wuzetih zajedno. Ekstremno mala velilina z
nogeno vetrom hiljadama kil ometar a, tako da su a
Jugnoj Americi, kao i kontinental noj Evropi, Me d i
kl i matski usl ovi koje naseljawaramdguliiavan peov mjdi
gto izaziva povelano izlaganja |judi, i rezul tuj

(Frenz, Palmer et al. 1995).
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Pokazano je da kompleksna smega proteina koja
sadr gi neke od naj j-adelgénh. O¢ 52 amigenaikdji suazolovangizvodenog
ekstrakta polana ambrozije bar 22 su alergeni na oshovu reaktivhosti sa humanim

IgE(Bagarozzi and Travis 1998).

2.7 Lakaza

Lakaze (EC 1.10.3.2.) su enzi mi koj i sadrge ne
pl avi h oksidaza. Najizul avani j e swovienkimiinatjgrm e por e
[ u bakterijama i nekim insekti ma. Lakaze kat al
neorganskih jedinjenja. Tipilni organski supstrat

fenoli, anilini i benzentioli(Xu 1996).

Lakaze katalizuju jednoelektronske (slobodnoradikalske) oksidacije, uz redukciju
molekularnog kiesonika do vode, po reakciji: |akaza
4 Supstrata(redukovana) + O, + 4H"+ 40 ———» 4 Supstrata(oksidovana) + 4H,0

Tokom reakcije nastaju slobodni radikali koji su izrazito reaktivni i daju posebne osobine
reakcijama koje su katalizovane ovim enzimom. Lakaza dovodi do stvaranja polimera molekula
supstrat a, koj i mogu biti homo il i heteropol i mer.
proteina, alije nastanak pol i mer a otegan bez postojanja Alinker

niskomolekulski supstrat lakaze(Mattinen, Kruus et al. 2005).

Predlogeno je da |l akaze imaju ulogi u formiranju
l'ignol a, familije fenola iz biljaka. ikidmerams k i ak
tri mer a, dok sam enzim i ma md$plorhon ocSsrdaramzegal.adnj e
1996).

Lakaze su jedna od retkih klasa oksidoreduktaze koje su u upotrebi kao industrijski
katalizatori. losspti t mjniah ojvee miopgoutirne b e u gorivnim |

medijatori elektronskog transfera do metalnog provodnika. Enzim se Kkoristi za bojenje i

izbeljivanje tekstila, u i zradi |l epova od plute z
industriinauci o ¢gi votnoj sr (Mayil999)., dijagnostici itd
Kao i za velinu enzi ma, ihkvanfkagij eispekirafdtometrijsid,aiz det e k c

upotrebu supstrata {dimetoksienodi disnetil-pAeBildi@nin. Aktivribst se
14
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moge pratitd.i i ki seonilnom el ektrodom, jer je o
kiseonika do vode (Xu 1996; Mattinen, Hellman et al. 2006).

2.8 Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja su velika i raznovrsna gru
prisutvo jednog il vige fenolnih jezgara u struk
vige hiljada razlilitih fenolniiltamadimojenijpa,onadk

stotina jedinjenja. Glavna funkcija ovih jedinjenja u billkama je odbrambena i imaju ulogu u

zagtiti od UV zralenj a, kao i u odbrani od patoge

Fenolna jedinjenja se mogu klasifikovati u: fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane,
na osnovu broja fenolnih prstenova, kao i prirode veze izmedju prstenova. Osim raznovrsnosti
osnovnih struktura, daljoj raznovrsnosti doprinosi i vezivanje fenolnih jedinjenja za ugljene
hidrate, organske kiseline itd.

Razlilita f eanmkanup anti-aeletgijskg, ani-prterogene, antiinflamatorne,
antimikrobne,  antioksidansne,  antikoagulantne,  kardioprotektivne i  vazodilatorne
efekte(Manach, Mazur et al. 2005; Silva, Gomes et al. 2008; Sekhon-Loodu, Ziaullah et al.

2015), a poznato je i ispoljavaju brojne i raznovrsne efekte na komponente imunskog sistema.

Vredi napomen u t i da u velikom broju slulajeva postoje r
l aboratoriji i razlilitih populacionih i klinilKki
matriks hrane i drugi faktori mogu uticati na diskrepancu izmedju laboratorijskih rezultata i

k1 inil k({Mddleon, Kahdagwami et al. 2000)

2.8.1 Fenolne kiseline
Fenolne kiseline su klasa jedinjenja koja se, pored fenolnog jezgra odlikuje prisustvom

karboksilne grupe. Mogu se podeliti na derivate benzojeve i derivate cimetne kiseline. Derivati

benzojeve kiseline su | est su sastojak hrane, i ak
velim kolilinama u Valkw., Hiodkoksiibemzveejneowre ki sel i
slogenih struktura, kao gto su hidrolizabilni t al
srelu u prirodi, iako retko u sléabmégmnojpnskar mkaf HNa
kumarinska kiselina. Vezane forme su glikozilovani derivati ili estri kini | ne ki sel i ne, g
kiseline | vinske kiseline. Nal aze s emaiitdead i m kol

jedinjenja pokazuju antioksidativha svojstva in vitro i pretpostavlja se da protektivnho deluju na

kardiovaskularni sistem i prevenciju kancera.

15
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2.8.2 Flavonoidi
FIl avonoi di del e zajedni| ku strukturu koja se s

su vezani preko 3 C-atoma koji formiraju prsten C.Flavonoidi se mogu dalje podeliti na 6
podklasa - flavonole, flavone, izoflavone, flavanone, antocijanidine i flavanole (katehini i
proantocijanidini), na osnovu strukture prstena C . Flavonoli su najzastupljeniji flavonoidi u
hrani, a glavni predstavnici su kvercetin i kempferol. Najbogatiji izvori su luk, praziluk, brokoli, i
borovnica.Ova jedinjenja su naj | egli e pri sutnoma oblik u,gl iak orzaijl loev@al e

derivatizovani glukozom ili ramnozom.

Mnoga jedinjenja iz ove klase pokazuju jasne zdravstvene dobrobiti pri redovnom unosu,
a pokazano je da pored antioksidantnog dejstva mnogi flavonoidi ostvaruju funkciju kroz
inhibiciju enzimske aktivnosti. Ova jedinjenja i
ukljulenih u kritilne signalne puthajiej skesaps&digv
proliferacija, ekspresija gena i metabolizam nukleinskih kiselina, anabolizam i katabolizam

makromol ekul a i felijsku signalizaciju.

Pretpostavlja s e da su proteinske tirozin K i
flavonoida. Me dj u pr ot eini ma od znalaja na koje flavonoi
nal aze i protein kinaza C, mitogen aktivirana p

lipooksigenaze i ciklooksigenaze. Rezultanta ovih dejstava dovodi do antiinflamatornih efekata

na i munski fGomese IFérjamdesa et al. 2008). Flavonoidi mogu da izmene
funkcional nost praktilno svih imunskih flelija, ul
mast | el i j @iddletom Kandaswanii etlale2000). Tako, na primer, genistein inhibira
proliferaciju TRiiLél rpaeptesiatedokl|l kvercetin dovod
histami na pri st i m@Middletnjl986).mast [ el i j a
Flavanoli se u prirodi mogu nal i u monomernom il pol i mer

flavanoli se nazivaju katehini, dok polimerne nazivamo proantocijanidinima. Katehinis e nal aze u
mnogim vrstama vola (kajsije, eksujagbogatiidvory®og?2 50 mg
se nialu crvenom vinu, Katlinikepikatehiz sulglavnifavandiaj v ol u,

dok se galokatehin, epigalokatehin, i epigalokatehin galatmo gu wa§ i o g djZaradlikul aj u.

od drugih klasa flavonoida, flavanoli nisu glikozilovani u hrani. Kao i flavonoidi, ostvaruju brojne i
kompleksnebi ol ef k&t e. Pokazano je da katehin ol akgava
modelu artritisa(Lee, Huh et al. 2009), kao [ da uti| e na koncentr

organizmu(Stefanescu, Matache et al. 2001)

16
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Proantocijanidini su oligomeri ili polimeri katehina. Kroz formiranje kompleksa sa
proteinima ©pljuval ke, kondenzovanne karbkéenti @z | islui t © ¢h¢
namirnica i za gor| i®aa |l pkdliapgdenja su snagnikazakksi dan:

protektivne efekte za kardiovaskularni sistem i prevenciju kancera(Huang, Pan et al. 2015).

17
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29 #EI EAOE EOOOALEOAT EA

1.

Izolacija i karakterizacija fenolnih jedinjenja poreklom iz respiratornih alergenih
izvora:polenambr ozi je i subpolenskih | estica pol
Izolacija i karakterizacija fenolnih jedinjenja poreklom iz izvora nutritivnih

al ergena: | abikkigk zel eni | aj

3. Sinteza i karakterizacija lakazomu mr egeni h prateina ki kiriki]j

4. Uporedna anal i za proteoma pol ena ambr oz

18
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3 Analiza fenolnog sastava

31 &ATT1TE OAOOAO bPi i1 Al AAmBrosia &emidiifoliAT OEEE ¢é A
3.1.1 Uvod
Proteinski sastav polena j e vel dugi ni z godina predmet 0

poslednjih 10 godina sve vige pagnje se posveluje

s ubpol ens KBadsi, Gheudhury et al. 2006), ali jako mali broj radova obradjuje tematiku

fenol nog sastava i i munol ogki h svojsttamokkubenol a s

pol enu i s ubpol Anadekisiiolialdesadainie analeiran, i pored velikog broja

radova Kkoji obradjuju razlilita imunomodul atorna
Talna identifikacija fenol nipl gkesdamjzadat arko gza

uzorci mogu sadr gat.i v (Edrrerés) Olivieira etjal. 201at)z Kaa ilvaliki brop st r u k
derivata sa istim osnovnim planom molekula. HPLC/ESI-MS-MS se pokazala kao koristan alat u
regavanju ovog probl ema, zato gto maseni spektrom
da daju podat ke koj i bi omogul ili razlikovanje supstan
struktura(Quirantes-Pine, Lozano-Sanchez et al. 2013)

Poznato je da su polifenolna i poliamidna | e
(ukl julujuli piospeldéec)y, ngi doyeh brojnih biologkih
koja obradjuje tematiku fenolnog sastava pol ena
skupljale medonosne pl el e, dok j e fokus ovih
karakteristke pr eparata polena il.i geografsku deter mi na

s | u | Aagrtemisiifolia, jer se polen ove vrste prenosi vetrom. Osim toga, polen koji su skupljale
plele je u velini slul ajev aa Glae fgrlnipondtitaentapolena k o1 i k o
su flavonoidni glikozi di kvercetin, i zoramnet i n,
derivati(Negri, Teixeira et al. 2011).

Fenoli imaju sposobnost modulacije imunskog odgovora, i mogu imati ulogu u alergijskoj
reakciji na polen(Yoon, Lee et al. 2006). Vezivanje alergena za | gE
uticajem flavonoi da v e z(Hendrith 2008), dbkgel dirgktsakinteraknimmb r a n u
alergena sa biologki v a ¢ n (Martined-Sancleen, Gil-lzhuierd® etale | p ok a

2008; Stojadinovic, Radosavljevic et al. 2013). Pored toga, pokazano je da poliamidi, osim

inherentne toksilnosti, takodje mogu dopHoetnet i S |
and Nemery 2000). Utvrdjivanje detaljnog sastavana@vi h | ec
vagan zadat ak, s a perspektivom u ubl agavanju al
istragivanja razvijena j e nova procedur a zZa e k-
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subpolenskih | estica, kao i brz i robESHER met od
Orbitrap-MS-MS.

3.1.2 Materijal i metode

3.1.2.1 Hemikalije i standardi
Korigleni su organski rastvaral.i J. T. Baker

Fetalni govedji albumin, L-glutamin, penicilin, streptomicin, gentamicin i 3-(4,5-
dimethiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) su nabavljeni od Merck (Merck

KGa A, Dar mstadt , Ger many) . Ul tralista voda k
pripremana u Smart2Pure3E sistemu za preligila
MA, USA).

3.1.2.2 Uzorci polena
Polen A. artemisiifolia L. je dobavljen od Instituta za Virologiju, Vakcine i Serume

ATorl ako iz Beogr ada. Beodraaatokpneletnersezéne 2012jgedime. u o k ol i

Gl avni <cilj ovog segmenta istragivanja je prip
fenola polena i sAudntgmisiifodianLs. k i pho dl eusstliocvai ma ko] i e o]
usl ove nastanka subpol enski h dticeseé bstoladjaju Nokamme , s ul
kontakta polena sa kidgnicom, gt o dovodi do osmol i

fenoli iz polena A. artemisiifolia su izolovani novom metodom ekstrakcije.

Prvi korak nove procedure zasnovane na vodenoj ekstrakciij e ot kl anj anje biolo

lipidnih molekula. Ukratko, 2g polena A. artemisiifoliaL j e odmagi eno t ri put a sz
nakon | ega je polen osugen na sobnoj temperaturi
tokom 4 sata na 4°C. Nakon ovog korak a, smega je centrifugirana 20 n
je 16mL heksana Vo d e n i sloj je odvojen nakon 30 mithuta i
acetat a. Smega je ostavljena na 4AC tokom 10 sat
suva. Suviostata k j e rastvoren u 1mL destilovane vode, [

analizama. Sve ekstrakcije su radjene u triplikatu.

Subpolenske | estice su i zol Bacsa,nGhoudhuryeanal. r adu

2006), uz manje modifikacije.
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1g polena A. artemisiifolia L. je osmolizovan sa 10mL destilovane vode tokom 4 sata. Polenska
zrna su otklonjena centrifugiranjem na 1500g tokom 15 minuta. Supernatant je nakon toga

centrifugiran 30 minuta na 10.000g9g,l eistliwrastjie msstua

preko nol. na sobnoj temperatur.i

Ekstrakcija fenola iz supolenskih | estica je s
modi fi kacij e. 35mg subpolenskih Jestica je odmag
centrifugiranja na 10000g izme dj u kor aka. Nakon toga 950&elL heksa
odmagi enih subpol enskih |l estica |e osugen preko

jedinjenja su ekstr adtaataabtilaacetstae fra8kcij@ su 3pdjéne i upaeehei |
dosuvauevapor atoru tokom 1h. Suvi ostatak je rastvar
daljim anali zama. Usl ed ogranil ene koliline ma t

prel i gl av a ranint heomatagafijom.

3.1.2.4 Etanolna ekstrakcija fenola iz polenai OOA DT 1 AT OL£AE drtenésifiaialLE A

Kolilina fenola koji su dobijeni vodenom ekst
zbog |l ega je razvijena i brza etanolna ekstrakci
subpolenskih lzeptoilleama kermsalbipoil enski h | estica su ¢
zapreminskom odnosu 1: 20, tokom 50 minuta na 50A
ekstrakcija je ponovljena pod istim uslovi ma. N a

spojeni, upareni do suva i rastvoreni u destilovanoj vodi. Sve ekstrakcije su ponovljene u

triplikatu.

3.1.2.5 Preparativha hromatografija

Preparativna hromatografija je vrdgena kako bi
potencijalno prisutni u uzorku, amogu dainter f er i raj u sa rezultatima i mun
Rastvorni fenol i pol ena sfaznom hronjategrafijomena CIBi av an i
kol oni . Elucija je vrgena |inearnim gradijentom (
kiselina u 90% etanolu)uzpr ot ok od 1mL/ min tokom 19 minut a. Ko

ODS 2 250 x 4.6 mm, 5 em (Waters, Mi | ford, MA , (
detektorom (GE Healthcare, Uppsala, Sweden).
Frakcije u kojima su detektovani fenoli (a na osnovu podataka o apsorpcionim

maksi muma na & = 215 i & = 260 nm) su spojene i d
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3.1.2.6 Merenje ukupne koncentracije fenola
Za merenje ukupne koncentracija fenola u vodenim i etanolnim ekstraktima polena i
subpolenskih | estica k dakdl gol Felini Cipcalteam (Kdriuhen, kNiky- a n i pr

Paavolaetal. 1990), pr il agodjen za merenje u mikrotitar pl
Ukr at ko, 100 elLg FolnxCi oaabt agenaoeagensa |je dodato
pol ena | subpolenskih | estica i i nkubirano u mr

Nakon toga, dodato je 140¢ LCOsivegme (pa ijpe eimm K lelmiorga vz

sobnoj temperaturi u mraku. Merena je apsorbanca na 620n
triplikatu. UKkupni fenol i su izrageni kao miligra
uz koriglienje galne kiseline kaoO5smgmidarda (raspo

3.1.2.7 Merenje koncentracije flavonoida

Koncentracija flavonoida je odredjivana u etanolnim i vodenim ekstraktima polena i
subpolenskih | estica, uz koriglenje nRedarriéta, k ovano.
Alvarado et al. 2008). Ovaj metod se zasniva na nastanku obojenih kompleksa flavonoida i
al uminijuma. Ukrat ko, u smegiyd RO & Ls ADr%g0i A lCd I1eM

NaOH i 100 €L destil ovaner kvao die sme gdao dsaae 3i0reldubi r a
temperaturi, nakon | ega se mer.i apsorbanca na 405
kalibracionu pravu u opsegu 0.01-0. 125 mg/ mL. Rezul tati su izrage
kvercetina/g uzorka. Svamerenjasu vr gena u triplikatu.

3.1.2.8 Antioksidativni esej sa 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazilom (DPPH esej)

Antioksidantna svojstva ekstrakata su odredjivana
Ukr at ko, 100L uzorka je pomegano sa ITI0AEIi rastvo
inkubirano 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon toga, merena je apsorbanca na

540nm i ralunata je scavenging aktivnost, uz kor
i nhibicije j e i zralunavan naspr aam métamal tumestb n o g ra

ispitivanog rastvora. (Kikuzaki, Hisamoto et al. 2002).

3.1.2.9 Antioksidativni esej sa 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin -6-sulfonat ) katjonom (ABTS+
ese)
Procedura je radjena po metodi Re et al (Re, Pellegrini et al. 1999), uz modifikacije. Po 10mL

rastvora 7.4 mM ABTS+ solution i 2-6 mM kal i jum persulfata su pornmn
koncentracijama i inkubirani tokom 12 sati na sobnoj temperaturi u mraku. Rastvor je nakon

toga razbl agi van dcmwinefkakmhi seud&bio finalei reagans sa apsorbancom
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0.7 na talasnoj dugini od 734 nm. Sveg rastvor A
Esej je izvodjen meganjem 20¢lL ekstrakata pol ena
mr aku, n a k oarend apsgprbanda ra 784nm.

Procenat inhibicije apsorbance na 734nm je raluna

naspram podataka dobijenih merenjem antioksidativnih aktivnosti standarda kvercetina, u
rasponu koncentracija 0.01-0.5 mg/mL. Inhibici j a j e i zragavana kao koncel
standardnog antioksidanta.

3.1.2.10 UHPLC/ESI LTQ-Orbitrap -MSMS andiza
Vodeni ekstrakt.i fenola polena i subpol enskih

aparatom sa Orbitrap-linearna jonska zampa (LTQ) XL masenim spektrometrom (ThermoFisher
Scientific, Bremen, Germany). Razdvajanje je postignuto Hypersyl Gold reverzno faznom
kolonom visoke rezolucije (50 mm x 2.3 mm 1.8 um Hypersil Gold rapid resolution reverse-
phase column, ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany). Binarna mobilna faza se sastojala
od 0.1% mravlje kiseline u vodi (A)i 0.1% mravlje kiseline u 98% acetonitrilu(B), uz protok od

0.3mL/min. Komponente su eluirane linearnim gradijentom 5-95% B tokom 9 minuta.

I njektovano je legL wuzorka po anali zi

Za analizu je koriglen grejani ESI izvor ( HE
kapilare podegenu na 275AC. Rezeodaircd j aa OBBi DOAp
aut omat sku kontrol u intenziteta °jjanasZadeontrolsi gnal a
i nstrument a, akviziciiju podat aka [ anal i zu kori

MassFrontier 6.0.

312113 0A0EOOE¢EA Al Al EUA
Rezul tati s usvuda zgdea [@ apvinaenljivo) @ obliku srednja vrednost+

standarna devijacija. Kalibracione prave su konstruisane linearnom regresijom vrednosti
aposorbance rastvora standarda razlilitih koncen
programski paket GraphPad Pri sm 6. 0, u k-test a Ipargdjenje idve drupe,slit r a n i t
nesparena j ednostrana ANOVA pri poredjenju tri il

smatrane statistilKki znalajnim pri vrednost. p<O0.
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3.1.3 Reuzultati i diskusija

3.1.3.1 Koncentracija £ZAT T 1 A E & AOTTTEAA O AEOOOCAEOEI A DI
artemisiifolia L.
Utvrdjeno je da etanolni ekstrakt Ambrosia artemisiifolia L. pol ena sadr ¢gi fe
jedinjenja u koncentraciji od 6.79+0.05 mg GAE/g polena, dok ista vrednost za subpolenske
|l estice +n®&imgt. BAE/ g subpolenskih | estica, gt o
toga, ustanovl jeno je da flavonoi di |l ine do 98% c
| est i cam@all (nglg), 4 i oko 70% od ukupnih fenola za ekstrakt polena (4.71+0.04
mg/qQ).
Vodeni ekstrakt =+p.o2img GAE/gpaeta. Qva vrednost koncentracije
je znalajno niga od koncentracija koje se mogu n
4.35% totalne suve tegi ne (Maiklsjikmeo v(.4 3025 @rfgn/jge n Lev eo
rezul tata ttir ebar paoltirlaigtii m bi ol ogkim ul ogama koje
listova i stabljika (Falasca, Franceschetti et al. 2010). Flavonoidi su u vodenom ekstraktu polena

prisutni u koncentracijiod 3.95+t0 . 24 mg/ g pol ena, gto | iihfeno@7. 5% o
pol ena. Moge se zakl juliti da su flavonoi di gl avi
| estica, za razliku od cvetnih pupoljaka suve bi
ukupnih fenola. (Maksi movil 2biefi8Ja.vodahe eaanainet i k on
ekstrakte polena A. artemisiifoliaL.su t akodj e ni ¢gi od vrednosti koj e
su skupljale plele. U Iiteraturi nema podataka o
se uol i ti da submaj enslke tlredtiinmwe ni §i sadr gaj u k
pol ena, gt o moge biti od znalaja pri di skusiji S

razvoja alergija. Poznato je pored direktnih anti-alergijskih efekata(Yoon, Lee et al. 2006),
polifenolna jedinjenja mogu da ublage si mptome al
smanjenjem njihove alergenosti(Javanmardi, Khalighi et al. 2002; Martinez-Sanchez, Gil-

Izquierdo et al. 2008).

3.1.3.2 Karakterizacija u vodi rastvorn ih fenola polena A. artemisifolia L. masenom
spektrometrijom visoke rezolucije
Analiza rezultata masene spektrometrije je pokazala da fenoli polena A. artemisiifolia L.
i maju kompl eksan i raznoli k sastav, k ofina. Suik I j ul uj
fenolni glikozidi detektovani UHPLC/ESI-LTQ-MS/MS Orbitrap uredjajem su prikazani u tabeli 1.

Hromatogram je prikazan na Slici 1.
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Retenciono m/z Molekulska T

vreme m/z fragmenata formula Ime jedinjenja

0.38 179.0566 | 135.03 59.01 | CO9H704 k af ekis¢lima

0.49 191.0202 C7H1206 kininskakiselina

4.68 353.2009 | 309.25 295.09 | 262.48 | C19H2906 kafeoilkininskakiselina

1.72 449.1208 | 285.07 256.08 C21H21011 | kampferol h&sozid

3.94 462.9642 | 301.06 C21H19012 | kvercetire hé&sozid

2.09 463.0891 | 301.04 179.01 C21H19012 | kvercetinheksozid

2.25 477.1049 | 357.09 314.03 | 285.10 | C22H21012 | ramnetire h&ksozid

221 505.0999 | 463.10 445.06 | 300.09 | C23H21013 | ramnetin methiheksuronid

2.38 519.1200 | 487.14 403.11 C23H21013 | ramnetin aceliheksozid

2.31 533.0952 | 489.15 428.89 | 285.05 | C24H21014 | kampferol mabnil heksozid

2.15 549.0897 | 505.13 491.37 | 300.87 | C24H21015 | kvercetinmalonil glucozid

2.38 563.1055 | 519.03 487.15 | 403.11 | C25H23015 | ramnetinmalonilheksozid

2.09 593.1500 | 413.17 315.07 | 241.09 | C27H28015 | kampferol rutirozid

2.96 582.2619 | 462.22 436.17 | 342.16 | C34H37N30 | Tri-p-kuumaroi spermidin

2.93 598.2566 | 478.20 436.17 | 358.19 234H37N3O Di kumail-kafeoil spermidin

1.89 609.1472 | 445.16 315.10 | 300.05 230H25014 izomerramnetindiheksozida

1.97 609.1475 | 445.16 315.10 | 300.05 | C30H25014 | izomerramnetindiheksozida

1.87 625.1419 | 463.07 301.07 | 315.13 | C30H25015 | izomerramnetinrutinozida

5.07 625.3458 | 579.17 340.93 C30H25015 | izomerramnetinrutinozida

1.91 639.1578 | 477.16 315.11 | 300.08 | C30H39015 | izomer  ramnetin diramnod-
heksozida

3.03 785.3573 | 315.20 C36H47019 | ramnetin ramnoztidiheksozid

412 162.9829 | 119.05 93.03 C9H803 p-kumarinska kiselina

Tabela 1-jedinjenja detektovana u ekstraktu polena
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Slika 1. Bazni hromatogram ekstrakta polena E. artemisiifolia  analiziranog na UHPLC/ESI LTQ -Orbitrap

masenom spe ktrometru.

Svi detektovani glikozidi su derivati nekoliko glavnih flavonola - kvercetina, O-
metilkvercetina, izoramnetina i kampferola(Slika 2.Glavni aglikoni detektovani u vodenom
ekstraktu polena A. artemisiifolia. A 7 kvercetin, B-. Za svaki aglikon je detektovana serija

satelitskih pikova, koji predstavljaju nesupstituisane i malonilovane heksozide i heksuronide.
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Slika 2.Glavni aglikoni detektovani u vodenom ekstraktu polena A. artemisiifolia. AT kvercetin, B-kampferol,
Ciisoramnetin

Analiza fragmenata | e e@mME@ujidnaa ikdoejnit isu kkaeari g kut
3-Oomonoglikozide, gto potvrdjuje struktMukiceangr et pos
Guttman 2010).

Pored aglikonskog (Yo-) f ragment a, uol en j e i VorH]°0 gt bsut @
ukazuje na gubitak 3-O-glukozil fragmenta. NaMS’s pekt ri ma j e moelabedia uol i t i
aglikonskih jona (m/z 2 8 5, 301, 315) pwzaVvreadnqgotni ma &4, 300,
dalje dokazujedasu3-O-gl i kozi di dominantni derivati fenola p

Fragmentacija derivata kvercetina (kvercetin-3-glukozid-3-malonata) je prikazana na Slika

OH
HO. 0.
| OH
l' OH
OH 0

Formula: CH,0,* Formula: CH 0>
Mass: 152.01 Mass: 150.03

Slika 3. Gema f r ag me tOamaloiil)kveetina
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Odnos kolilina aglikona radikal a i uobil-ajenog
O glikozidne veze i raste sa porastom supstitucije " OH grupa oko B-prstena flavonoidnog
jezgra, dok 7-O gl i kozi di pokazuj u upMaxh, cewarsuigt al.o2006)o ponag
Ov aj fenomen se moge uvalberiviata kampferola pkvercetidg (ekoyina pi k o
RT 1.72 i 2.09, kao i 1.89 i 2.09). Identitet ag |l i kona j e pot'iBdandn®Aspral enj
fragmenata na MS? spektru. | kvercetin i izoramnetin fragmentacijom mogu da daju A,
fragment sa m/z o f 151 u negativnom modu snimanj a, do |
ukl j ul uj e-Aldeerhehamizad.i e | s

Jedi njenj a Kk oj-supstteed pafezujurslahijuordirs Diels-Alder fragmentaciju
u poredjenju sa fragmentacionim spektrima derivata kvercetina i izoramnetina. (RT 2.2 i 2.21,
1.72i1.93) (Fabre, Rustan et al. 2001).

3.1.3.3 Derivati spermidina u ekstraktu polena A. artemisiifolia L.

Fenolamidi su velika i raznovrsna grupa sekundarnih metabolita koja nastaje
konjugacijom fenolnih jedinjenja sa poliamidima, poput spermidina(Bassard, Ullmann et al.
2010). U ekstraktu polena A. artemisiifolia L je detektovano nekoliko derivata spermidina. Medju

njima, najprominentniji su di-kumaril-kafoil i tri-kumaril derivati.

Slika 4. prikazuje fragmentaciju derivata spermidina.

OH

(o]

H

HO. N
N N N/\/\/ N i
H
o
H o
162 <——» 45 464 119

47— 43¢

H
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Slka 4.Fragmentaci ona gema za derivate spermidina identifikovan
ambrozije

Utvrdjeno je da pik sa retencionim vremenom 2.93 i m/z [M TH] jona od 598.2573
pokazuje karakteri st i (Sobalev,fSy at@m2008), aacfiagmeniimagrézmu
478, gto se moge pr i pi-kematinske gselme M itH] f HOa@pHE-nt a p
CH=CH), m/z 436 (gubitak kumaroil ostatka) and m/z 358 (gubitak fragmenta od 120Da na N° i
raskidanje C-C veze kafeoil ostatka vezanog na N*. Jedinjenje je identifikovano kao di-

kumaroil-kafoil spermidin.

Sl'ilno, mpidd582. 262 wuolen na retencionom vren
fragmenata u MS’spektrima sa m/z 46 2, 436 i 358, prema identiln
mehanizmu, i uz razliku od 16 Da za fragmente m/z 46 2 | 436 . Razlika poti
kafeoil ostatka kumaril ostatkom. Jedinjenje je identifikovano kao tri-k u ma r i | spermidin.
mase se mogu objasniti nastankom homoliti|lkom raskida veza
tokom f ragmentaciij e, gt o sada jolgjavljemqp iliteraturiokojau se thavi

fragmentacijom poliamidnih fenola(Larbat, Olsen et al. 2012).

Spermidin i druga poliamidna jedinjenja su ¢gi.!
poznato je da su od vagnost i (RalascanFrapdesohetfietali ol o g Kk i
2010)(lgarashi and Kashiwagi 2010). Pokazano je da ova jedinjenja
h v a t siobodnih radikala(Ha, Yager et al. 1998). Spermidin acil derivati su ranije opisani u
polenu (Bassard, Ullmann et al. 2010; Kite, Larsson et al. 2013). Autori z a k | j dalswdj- iutri-
supstituisani hidroksicinamoil konjugati spermidina i putrescina glavni metaboliti polena i
predlogio da ova jedinjenja imaju ul ogu u odbr a
spermidina se povezuju i sa detoksikacijom fenolnih jedinjenja, i funkcijom depoa poliamina za
aktivno proliferiguia tkiva. Pored toga poliamid
nekoli ko imunologkih pr oces(@ueb Mdéuslietal 1991;uHogtand | er g i |
Nemery 2000), regulaciju funkciie T-l el i j a, felijsku migraciju i ras

procesima (Ferioli, Pirona et al. 2000).

3134 +AOAEOAOEUAAEEA AAT1T111¢ AEOOOAEOA OOADI I Al OE
Fenol ni sastav polena i subpolenskih | estica
vrstu. Jedan od cillevaovog i st r agiistearanjena karakteribacija ekstrakta, jer je

prethodno pokazano da fenolna jedinjenja poseduju imunonodulatorne efekte(Gonzélez
Romano, Gallego et al. 1996; Hoet and Nemery 2000; Koistinen, Soininen et al. 2005), kao i da
subpol enske |l estice I maj u i z r alergyskile simptbreakBacei, na r a
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Choudhury et al. 2006). UHPLC/ESI-MS-MS analizaf enol nog sasatava Rubpol er

izvrgena na Orbitrap instrumentu, uz korcelpd enj e i
pol ena. Rezul tati pokazuj uoidd ®-glikazidi glavne kompooemte s | ul| aj
fenol ne frakci | e AsartdmsifdlielLn(Fadbdlal?). | est i c a
Retenciong m/z Dijagnostil ki Molekulska Ime jedinjenja
vreme J 9 ’ formula J 1en]
(min)
1.87 625.142 | 463.06 301.07| 151.02 | CyH29047 Kvercetindiglukozid
Kvercetin3-O-glucosil6-
2.08 595.137 | 463.07 301.06| 255.0151| CyeH2g016 O-pentozid
KvercetinO-metil
2.18 490.981 | 301.04 179.1 | 151.03 | CxH2:015 heksuronid
RamnetinO-metil
2.21 505.100 | 461.1 315.04| 151.06 | Cy3H24013 heksuronid
2.29 477.110| 357.08 314.03| 285.08 | CyoH2042 Ramnetin3-O- glukozid
KaempferolO-malonil
2.34 533.095 | 489.15 428.89| 285.05 | CyH20014 acetil glukozid
IzoramnetinO-acetil
2.37 519.120| 487.11 403.11| 315.03 | CysH24013 glukozid
2.43 563.106 | 519.02 | 487.13| 403.11 | CogHpOys | 2Or@MNEtNG-malonil
glukozid
2.94 598.257 | 478.2 436.17| 358.19 | CoHaN,0, | di-koumaroil kafeoil
spermidin
2.87 582.265| 462.22 436.19| 342.18 | CssH3/N3Og tri-p-kumaroil spermidin
Izoramnetin rutinoz
3.03 787.359 | 477.20 374.06| 315.2 CzeH47019 glukozid
Tabela 2.Jedi njenja detektovana u ekst Aakempbifolrubpol enski h | estica
Pri poredjenju sa fenolima ukupnog polena, sub
al i manju kolilinu f enol afenolkirgetinjénja (mase jspod 450Da)j razl: i

Glavne komponente su monoglikozidni derivati izoramnetina i kvercetina, koji daju
karakteristilne fr alAgeand &°Boi foagmenti)(Tapadak 2).r Biglikozidi
izoramnetina nisu detektovani u ekstraktu polena. Pr i sut ni su i deri vat. spe
prostora za diskusiju o eventualnim imunomodulatornim efektima do kojih bi mogli dovesti.
3135 ' 1 OET EOEAAQEOI A 101 AETA AEOOOAEOA PiIT AT A E 00O
DPPH esej | esto koristi kako bi se utvrdila sy

slobonde radikale. Ekstrakt polena ambrozije koncentracije 1 mg/L pokazuje 73x2%
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neutralizacije slobodnih radikala, u poredjenju sa slepom probom (metanol). Ova vrednost je

ekvivalentna aktivnost:i neutralizaciije sl oebodni h
toluena(BHT) . E k s t stieakste kamaeriraciel femalaspkoi kha zlug e ni ge vr e
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala(56+2 %) , gto je smanjenje od
pokazujuju statistilki znal ajnu razliku (p<0.001)

antioksi dat i v n wrdjakidrugvautorisNegri, Tegikeoa epab 2011).
ABTS+ esej je korigien za merenje antioksidat.i
Ekstrakt polena je pokazao aktivnoste k vi val entnu 5. 9+0. 2 &M kverce
ekstrakta subpol enskih |l estica znal ajno ni ga (p:-
kvercetina (umanjenje za 31%). Obe vrednosti su
koncentacije fenola. lako je kvercentin(koriglen kao standar d)
sastojci ma smege, velina fenol a koji su prisuti

modif i kovani . gt o onkosgedada vuntii |lkeapmaci t et smege.
3.2 Fenolni sastav lakazom tretiranog ekstrakt a kikirikija

3.2.1 Uvod

Kikiriki je jako rasprostranjena namirnica koja j e i i zvor veoma znal aj
Prevalencija alergija na kikiriki je oko 8%, a kod odraslih 1-2%, ali su simptomi veoma ozbiljni i
mogu da imaju i fatalni ishod. Alergeni sastav ekstra k't a ki ki ri kija | éAl-veoma
Ahmed, Alsowaidi et al. 2008), kao i sastav polifenola poreklom uglavnom iz ljuske
kikirikija(Sobolev, Horn et al. 2006; Ma, Kosinska-Cagnazzo et al. 2014). Uticaj fenolnih
mol ekula na razvoj [ progresiju i munol @&Qbukligh obol |
al. 2013; McCarthy, O'Callaghan et al. 2014).Do sada nema podataka o efektima koji enzimi
poput fenol oksidaze mogu ostvaritina f enol e u kompl eksnivodens me g ama
ekstrakt kikirikja. Lakaza je enzim giroke supstr anomge Smeci f

katalizuje reakcije oksidacije fenola u smegi [ n

3.2.2 Materijal i metode

3.2.2.1 Identifikacija fenolnih jedinjenja ekstrakta kikirikija i lakazom -tretiranog ekst rakta
kikirikija
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Fenolna jedinjenja su ekstrahovana iz liofilizovanog netretiranog i lakazom-tretiranog
ekstrakta kikirikija. 20mg liofilizata je ekstrahovano 2x sa 0.5mL 80% etanola(Mihajlovic,
Radosavljevic et al. 2015). Etanolni ekstrakti su spajani i analizirani LC/MS.
Razdvajanje je vrgeno na sistemu za tel nu
kvaternarne pumpe Accela 600 i Accela autosamplera, koji su bili spojeni na lineearnu
jonsku zamku-Orbitrap hibridni maseni spektrometar (LTQ OrbiTrap XL) sa grejanjem
probe za elektrosprej jonizaciju HESI-II (ThermoFisher Scientific, Bremen, Germany).

Za identifikaciju i kvanti fikaciju je korig
2.1 mm, 1.7 Om velilina | estice) Mobil na faz
sirietne kiseline | (B) acetonitrila. &origle
protokom od 0.25mL/min: 0.07 1.0 min 2% B, 1.07 14.0 min od 2% to 98% (B), 14.01 14.1
min od 98 % do 2 % (B), zatim 2 % (B) tokom 5
Mas eni spektromet ar je koriglien u negativnom
jonsk og i zvor a: voltaga proiBle V4. 5rokYagaolitev@at o
59.11 V, temperatura kapilare 275 A C . Protok gasa omotal a i pomo

30, odnosno 7 (arbitrarnih jedinica). Spektri su snimani u rasponu m/z vrednosti od 120-
1000. Fragmentacioni (MS?) spektri SuU sni mani uz kori gl en
sudarima (CID) u modu snimanja zavisnom od MS1 podataka (data-dependant scan).

Normalizovana koliziona energija CID je postavljena na 35%.

Za kontrolu instrumenta, akvizici j u i anali zu podataka kori g
XCal i bur (verzija 2.1) . Fenol i s u identifiko
karakteristika: maseni spektar, tal na mas a, |

vremena. Podaci su provereni poredjenjem sa podacima drugih autora(Sobolev and
Cole 1999; Sobolev, Deyrup et al. 2006; Appeldoorn, Vincken et al. 2009).

Kvantifikacija odabranih jedinjenja je sprovedena na osnovu merenja egzaktne

mase (#5 p p m) pordjenjem sa retencionim vremeni ma
standarda. Ukupna kolilina svakog jedinjenja
i spod pika (Xcalibur) [ izragen u mg/ kg.

3.2.2.2 Priprema standardnih rastvora fenolnih kiselina

Svi stokovi fenol nih standarda su priprema
koncentracija od 0.025, 0.050, 0.100, 0.250, 0.500, 0.750, and 1.000 mg/L. Kalibracione
krive su dobijene iz zavisnost. povrgine i spooc

32



Efektpolifenolnih molekula i feksidaza na strukturu i imunoloska svojstva alergena 2015

visoka linearnost, sa R® vr ednost i ma preko 0. 99 (zavisnost

koncentracije).
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3.2.3 Rezultati | diskusija
Ekstrakt

kikirikija je

veoma

bogat po

2015

l' i fenol ni

ekvivalenti galne kiseline, iznosio je 1.0 = 0,2 mg L' u ekstraktima kikirikija u kojima je

koncentracija proteina kikirikija bila 5 mg/L. HPLC-MS/MS analiza fenolnih jedinjenja ekstrakta

kikirikija je pokazala prisustvo procijanidina a i b i ostalih flavonoidnih jedinjenja, kao i fenolnih

kiselina (Slika 5, Tabela 3).

Rel ati vne
m/z I(?r:itr:e)nmono VIEME | |dentifikovano jedinjenje E((?/:)l)olnlh jedinjenja
137.04 0.95 p-hidroksibenzoeva kiselina 1.32
153.02 1.47 Protokatehuinska kiselina ND
163.04 1.35 p-kumarinska kiselina 1.92
167.07 1.44 Vanilinska kiselina 9.01
169.04 0.95 Galna kiselina ND
193.08 1.22 Ferulna kiselina 5.08
179.06 1.26 0-7.11
Kafeinska kiselina
187.1 4.71 Derivat kumarina 0.612
289.08 5.17 Katehin/epikatehin izomeri 0.17
293.11 5.34 Katehin/epikatehin izomeri 1.21
295.02 3.13 Katehin/epikatehin izomeri ND
329.23 7.59 Izoramnetin-3-metoksi derivate|  9-72
329.23 7.32 isorhamnetir3-metoksi derivat ND
353.2 2.21 Hlorogena kiselina ND
457.08 4.10 Epigalokatehin galat ND
441.08 4.37 Izomeri epikatehin galata ND
441.08 4.45 Izomeri epikatehin galata ND
441.08 491 Izomeri epikatehin galata ND
441.08 5.12 Izomeri epikatehin galata ND
477.16 6.18 Derivate izoramnetiiiglukozida| 5.17
575.2 6.09 Procijanidinski dimer dipa 0.06
575.2 6.18 Procijanidinski dimer dipa 0.08
579.17 7.09 Procijanidinski dimer Hipa 0.512
579.17 7.15 Procijanidinski dimer Hipa ND
587.23 8.32 Flavonoidni derivate 0.13
619.24 4.10 Eigalokatehin galat glukozid ND
Tabela 3. Rel ati vne koliline fenol nih jedinjenja
| akazom, u p o neerdtiraninj ekstraktem kikirikija koje su uzimane kao 100 %. ND T
detektovano.
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Nakon enzimske reakcije, HPLC-MS/ MS anali za je pokazala da s
fenolnih jedinjenja znalajno smanjena. U ekstral

primetiti prisustvo derivata izoramnetina i procijanidinski dimer b-tipa, uz dodatne pikove koji

potilu od neidentifikovanih jedinjenja.
Fenolno jedinjenje Koncentracija fenolaSD(mg/kg)
I Lakazom tretirani ekstrak
Ekstrakt kikirikija Kikirikija

galna kiselina 50.38 1.24 ND /

vanilinska kiselina 115.05 5.71 10.37 0.56

ferulna kiselina 99.83 0.38 5.08 0.43

p-kumarinska kiselina] 5552.90 | 89.47 106.76 4.69
Tabela 4. Koncentracije izabranih fenolnih kiselina u ekstraktu kikirikija

Vel ina fenolnih jedinjenja, kao ¢gto su iz

galat i procijanidinski dimer b-tipa, nisu detektovani u enzimski tretiranom uzorku (Tabela
3). Koncentracije selektovaninh jedinjenja (galna kiselina, vanilinska kiselina, p-
kumarinska kiselina, ferulna kiselina) su bile vige od 10 puta v i @ enetretiranom, u

odnosu na lakazno tretirane uzorke (Tabela 4).
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Slika 5. UHPLC hromatogram polifenola kikirikija (crna linija) i polifenola kikirikija tretiranih lakazom
(crvena I|linija). Razlika u zastupljenosti fenola je jasno vi
Rezultati dobijeni nakon hromatografskog razdvajanja i detekcije masenom

spektrometrijom ekstrakta kikirikija pre i nakon tretmana lakazom pokazuju da su relativne
kolilimieh fjeadilnj enj a unsedpolmerizarije katabzovpne avem polifenol

oksidazom. Mada je nakon enzimskog tretmana kol il

na druge bitne klase fenolnih jedinjenja (npr. katehin i derivati) i njihova kolilina |
smanjena.
33 &QATTT1TE OAOOAO UAIATT C eAEA
3.3.1 Uvod
Zel eni | aj predst avl j aCareliajdinensisb koje js& koristz | e n o g

spremanje napitaka od 4000 pne.

Zel eni | aj j e n &atebina, polibidrdksd fipeah-3-ol dervata, uglavnom
(+)-katehina, (-)-epikatehina, (-)-epikatehin-O-galata i (-)-epigalokatehina(Chen, Zhao et al.
2009)Zahvaljujulid svom pol i fenol nom etauaantioksidativnu, zel e
aktivnost, a brojne studije su pokazale brojne pogodnosti po zdravlje koje redovna upotreba ove
namirnice donosi.(Shahidi and Zhong 2008; Shahidi and Zhong 2011)
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3.3.2 Materijal i metode

3.321Priprema ekstrakta zelenog | aj a

Fenol i iz bi | j kKamellia esinensisp gu idolavam iz (dva izvora 1
komericijalnog supl ement a biljnog e Ki s Nutrieek t a u
6 6 Ph ar maObrenowad &erbia), kao i osugenog (pbrékiprh & Kinee | eno g
rastresit list)

Sadr gaj kapsula zelenog | aja (250 mg) je ratvec
mi nuta medganja rastvor je centrifugiranpagokjoinvolb5

prenegen u novu +0QG)dotdalje upotreba.mr znut (

Ligle zelenog laja (5 g) j e homogenizovano u
azot a. Homogenat je prebalen u 100 ml kljul ale vo
|l ega j@zsysapestavljena da se ohl adi do sobne temp
40 ml met anol a i smega je mulkana na megalici t ok
bi se uklonile krupne | estice. Filtra®mnpme prebal
12000g. Supernatant je pagljivo prebalen u novu Kk

UKkupni fenol i ekstrakaana zsepleekntorgo flod joamedu i pd K e
Ciocalteu-ovog reagensa (Merck, Darmstadt, Germany)(Ainsworth and Gillespie 2007) i
izragavani su kao mg ekvi lekdtrekmat a gal ne kiseline
3.322LC/MS analizae k st rakta zelenog | aj a

Hr omat ograf sko razdvaj anjiaoderosaHPaCkESIHMS-TRQRe | e no g
aparatu Agilent 1100, koji poseduje DAD detektor (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA). Razdvajanje je vrgeno na ko l(Agient Techmologiesx. C18 1.
Mobilna faza se sastojala od 0.1% mravlje kiseline u vodi (A) i 0.1% mravlje kiseline u 90%
acetnitrilu (B) . Razdvajanj e {0%B tokog e20 aninutai near ni
I njekciona zapremina svih wuzor aka aApgdentl6%20 aOF1 ¢ L . M:
detektorom (G1969A, Agilent Technologies) koji je kuplovan sa hromatografskim sistemom.
Maseni spektri su snimani sa rasponomm/z od 100 do 3200. Kori gl eni su
vol taga pr oboj &apilarg, @OV pritisakl nébaligatora, 45 psig; protok gasa za

sugenj e, 12L/ min.
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Uzorci SuU snimani u negativnom regi mu. Podaci

Analyst QS 1.1 (Applied Biosystems,Foster City, CA, USA), kao i Chemspider bazom podataka

za strukturne pretrage (Royal Society of Chemistry, Cambridge, UK). Komponente | aj
ekstrakata su identifikovane prema m/z vrednostima, UV/Vis  apsorpcionim
spektrima(Chandrasekara and Shahidi 2011) i retencionim vremenima. Zbog razl i ka u n
razdvajanja i moder noj tehnol ogij i kol ona, vredno
na vrednost.i koje se mogu nal.i u |iteraturi Konc
povrgine ispod pikova hromatogr ama.

3.3.3 Reuzultati i diskusija
Tabela 5 i Slika 6 prikazuju rezultate dobijene nakon hromatografskog razdvajanja i masene

detekcije ekstrakta zelenog | aja iz kapsul a

INTENSITY (cps)

2

1

8
|
4
\A 3 J 13
5 [\}0 12
8.0e6 4
vjl xJ J\ / IV\V\J e \'\\f\ N\r’j\w\/%
s
[ AANE A A A VA AN /v«/w\/m/ N anrwd Wy \{‘\M\WM\-M

oW o o TiMEm) o e e e
Slika 6.LC-MS f enol a ekstrakta zelenog | aja iz komercijalnog supl €
Tabela 6 i slika 7 prikazuju sastavf enol a u ekstraktu zelenog | aja iz
ekstrakata iz kapsula i ekstrak@tavna tagliakpokag
gto fenol ni ekstrakt ligia zelenog | ajasusadr gi zn
naj prisutniiji dervivati kinilne i gal ne k4 seline,

kvercetina, kampferola, miricetina i sl.
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Broj Retenciong Zastupljenost
pika. | vreme ekstraktu (%) | m/z | Identitet jedinjenja
1 3.03 3.16 169 | Galna kiselina
2 4.71 3.71 305 | Galokatehin
3 5.82 17.22 305 | (-) Epigalokatehin
4 6.32 2.77 289 | Epikatehir(+)katehin
5 6.57 0.55 577 | ProantocijanidirB
6 7.11 n‘a 289 | epikatehirkatehin
7 7.17 38.33 915 | (-)epigalokatehin galat
8 7.41 6.39 457 | Galokatehin galat
9 8.14 1.45 471 | Kamferol heksozid
10 8.30 0.64 431 | Apigenin glukozid
11 8.53 20.57 883 | Epikatehin galat
12 9.15 0.40 447 | kamferol3 glukozid /kvercetin ramnozid
13 9.51 1.78 425 | Epiafzelehin galat
Tabela 5. Fenol ni sastav ekstrakta zelenog | aja iz
Porelenjem spektara uolava se pomeranje
matriksa.
a7 3 1
320 1
287 2
= Al s
) 9 . I8 )
—_— 1 12 21 25
W N § M\j Wit UM KILM\,MM
. Wigpgtreriii M- A e
o0 05 10 15 20 25 30 35 a0 ?l;?ME(ni?n) 55 60 65 70 75 80 85 2.0 95 100

Slika 7. LC-MS fenola ekstrakta iz
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peak | Retenciong % u| m/z glavne

no. vreme ekstraktu| komponentg identitet jedinjenja

1 1.04 1.11 273 nepoznat

2 1.16 4.42 409 nepoznat

3 1.25 15.39 191 izomer kininske kiseline

4 1.40 1.19 173 teanin

5 1.62 2.71 191 kininska kiselina

6 1.74 1.62 257 nepoznati flavonoid

7 1.94 0.59 331 galoil-glukoza

8 2.03 0.57 609 teasinenzirc

9 2.59 6.57 343 galoilkininska kiselina, galna kiselina

10 4.28 3.63 305 galokatehin

11 5.44 10.74 305 (-) epigalokatehin

12 5.70 0.31 339 dimer galne kiseline

13 5.91 1.55 289 (+)katehin

14 6.15 1.79 577 proantocijanidin b

15 6.51 0.86 593 kampferol ramnozil galaktozid

16 6.71 n/a 289 (-)epikatehin

17 6.77 22.13 457 (-)epikatehin galat

18 7.02 3.44 457 galokatehirgalat

19 7.31 0.78 479 miricetin 3-o-glucazid

20 7.42 2.85 771 kvercetino-glukozil-ramnozil galaktozid

21 7.59 0.42 755 kvercetin-o-diramnozil glukozid

22 7.74 2.35 771 kvercetino-galaktozitramnozil galaktozid

23 7.96 3.20 755 kamferol3-o-galaktozilrutinozid

24 8.11 10.16 441 epikatehin galat

25 8.38 0.68 593 kamferol3-o- ramnozil galaktozid
Tabela 6. Fenolni sastav ekstraktaiz | | gzleal enog | aj a

Rezultati dobijeni nakon hromatografskog razdvajanja i detekcije masenom spektrometrijom

ekstrakt a
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od 75 % fenolnih jedinjenja ekatzaktae kadilida

ki selina (3,16 %), u porelenju sa ekstraktom |igl

3.4  Fenolni sastav kore jabuke

3.4.1 Uvod
Ispitivana je promena fenolnog sastava ekstrakta jabuke (Malus domestica) pod

dejstvom enzima lakaze iz Trametes versicolor. Pl od j abuke sadrgi znal ajne
koji poseduju jake antioksidantne i potentne imunomodulatorne aktivnosti(Veeriah, Miene et al.
2008; Jung, Triebel et al. 2009), a narolito |je bogat fenol nim K
derivatima katehina(Kalinowska, Bielawska et al. 2014).

Cilj ovog segmenta istragivanja je utwmdjivan
lakaze, kao i identifikacija potencijalno interesantnih fenolnih jedinjenja radi daljih ispitivanja

njihovih imunomodulatornih svojstava.

3.4.2 Materijal i metode

3.4.2.1 Priprema ekstrakta fenola iz kore ploda jabuke
250mg ekstrakta kore jabuke iz komercijalnog preparata ( Applepoly, USA) je rastvoreno

u 5mL etanola HPLC | i st ol e. Nak on ¢ e h5t miruth unay 13408g dobijenit o0 k o m
supernatant j e -masen@rh spekitrometrjomt Kompomente ekstrakta jabuke su

i denti fi kovamg viednasii, ty\V/\&srapserpeionih spektara i retencionih vremena.

Koliline fenola su procenjivane na osnoJkupni povr gi
fenol i ekstrakata zelenog | aj a suuFolioGCiccatéuovwg spekt
reagensa (Merck, Darmstadt, Germany)(Ainsworth and Gillespie 2007) i izragavani su Kk

ekvivalenata galne kiseline JGAE)/L ekstrakta.

3.4.2.2 Polimerizacija fenola kore jabuke lakazom iz organizma Trametes versicolor
U cilju dobijanja polimernih katehina, fenoli jabuke su tretirani lakazom. Aktivnost lakaze

j e odrkedreingl ABMg-ae m (aZinols@B-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic kiselina)) kao
supstrata(Selinheimo, Autio et al. 2007). P fastvara lakaze (finalne koncentracije 0. 1
mg/mL, 5000 U/ml) je dodato u 430 ul fenolnog ekstrakta (50 mg GAE/mL) sa 0 ¢l 200 mM
acetatnog puferapH 45.Nakon i nkubiranja tokom 24 h na 37 C, s
15 min na 13400rpm i super-M@anaizut j e dalje korigilie
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3.4.2.3 LC/MS analiza
LC-MS analiza je izvedenananal i n Kk oj iuppgiavljw43i22 a n
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3.4.3 Rezultati i diskusija
Slika 8 i Tabela 7 prikazuju rezultate dobijene LC/MS analizom fenola kore jabuke.

Glavne komponente ekstrakta su hlorogena kiselina, glikozidi floretina i mono-, di-, i
trimerni katehini. Kompozicija fenolaizk or e j abuke kor i gTabemi7hbilaje ov o] S
slilna prethodno opisanom sadrgaju polifenola ek
pisut ni h komponent. manj i usl ed ekstenzivnog prel
komercijalnog preparata (Huber and Rupasinghe 2009)

Fenoli jabuke su tretirani lakazom kako bi se analizirale promene fenolnog sastava do
kojih dolazi. 1zlaganje ekstrakta kore jabuke lakazi rezultiralo je polimerizacijom polifenolnih
jedinjenat ako da je doglo do ekstenzivnog stvaranja t
Solubilna frakcija lakazom tretiranih polifenola je podvrgnuta LC-MS analizi. Tabela 8 i Slika 9
prikazuju identifikovane komponente. Mo ge s e pr i meiMBS tspektridtieetirarsog i L C

netretiranog fenolnog ekstrakta jabuke veoma sl i/

45¢6

©
2
3

INTENSITY (cps)
b
3

05 10 15 20 25 35 40 a5 50 55 8.0

30
TIME(min)

Slika 8. LC-MS hromatogram fenolnog ekstrakta kore jabuke
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Broj Retenciono % u m/z glavne
pika vreme (min) | ekstraktu| komponente | Idenifikacija
1 0.37 0.56 191 kininska kiselina
2 2.20 1.57 577 proantocianidin B
3 2.44 31.72 353 hlorogena kiselina
4 2.80 n/a 353 neohlorogeniselina
4b 2.89 25.74 289 epikatehin kumarikkininska kiselina
5 3.09 3.63 865 proantocignidin C
6 3.51 0.79 577 proantaijanidin B,kvercetin gukozid
7 3.77 8.97 567 floretin ksiloglukozid
8 4.02 23.35 435 floridzin
9 4.59 0.59 301 kvercetin
10 5.00 1.63 273 floretin

Tabela 7. Sastav fenolnog ekstrakta kore jabuke

INTENSITY(cps)

05 10

15 20

25

30
TIME(min)

35 40 a5 50 55 60

Slika 9. LC-MS hromatogram fenolnog ekstrakta kore jabuke nakon tretmana lakazom
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Broj Retenciono % u| m/z glavne

pika vreme (min) ekstraktu | komponente Idenifikacija

1 0.3618 0.4064 | 191 kininska kiselina

2 2.2107 3.4179 | 577 proantocianidin B

3 2.438 38.186 | 353 hlorogena kiselina

4a 2.7641 5.9226 | 353 neohlorogeniselina
epikatehin,  kumarikkininska

4b 2.894 14.1789 | 289 kiselina

5 3.0853 4.8057 | 865 proantocignidin C
proantaijanidin B, kvercetin

6 3.5038 0.5729 | 577 glukozid

7 3.7547 7.8507 | 567 floretin ksiloglukozid

8 4.0081 22.8885 | 435 floridzin

9 4.588 0.31 301 kvercetin

10 4.986 1.7704 | 273 floretin

Tabela 8. Sastav fenolnog ekstrakta kore jabuke nakon tretmana lakazom

Jedina znal ajna r azl i(Jepgkatshima wugorke tceiranam lakazahr, kpjaj¢ u

opao sa 25.74% do 14.17% od ukupnog fenolnog saf
se i neznatan porast koncentracije procijanidina C (trimerni epikatehin)i sa 3.63 na 4.8% nakon

enzi mskog t ruektammaunjae, ngat ot o da je e doglo do pol i me
katehina i porast koncentracije vigih oligomera.
katehina nisu detektovani, verovatno usled primenjene tehnike jonizacije i/ili precipitacije iz
reakcione smege.

Rezultati dobijeni nakon hromatografskog razdvajanja i detekcije masenom spektrometrijom

fenolnog ekstrakta jabuke pre i nakon tretmana lakazom pokazuju da ovaj enzim dovodi do

polimerizacije mahom epikatehina, usled njegove visoke hemijske reaktivnosti. Polimerizacijom

epikatehina nastaju nerastvorni polimeri velikin molekulskih masa.
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4 Enzi msko umregavanje proteina KkiKkir

s o~ PIRVN Ve

41 | DPOEIi EUAAEEA OAAEAEEA Oi OALAOAT EA

4.1.1 Uvod

Kikiriki (Arachis Hypogea) je medju najvagni j i m prehrambenim proizv
industrije hrane. Upotreba kikirikija i rlamzl i | i ti
zbog povelane i nci de n clspitivamjé eiticagai ¢namskoga tretan& na i Kk i

funkcionalna svojstva hrane je jednaod centr al ni h nhdudtrgekhene.nMediie r ne i
najvagnijim osobi nama hrane s u al ergenost i

gastrointestinalnog trakta.

Cilj ovog rada je sinteza i karakterizacija e

biti analizirani kako bi se ustanovile promene u alergenosti i svarljivosti.

Prethodnim istragivanjima je utvrdjeno da pro
umregavanju u nativnom st anGabanilias, @Quadkadonet al. @di3),0t no g t
kao i da se rastvorljivost pojedinal Bilhovgmr ot ei na
opsegu pH brojni enzimi koji se koriste u industriji imaju svoj optimum aktivnosti. Kako bi se
iznagl i opti mal ni upl ovei a nkiekier iukmrjeg.eni iprobane
reakcionih usl ova, koje wukljuluju pH, toplotni tr

enzimske reakcije.

4.1.2 Materijal i metode

4.1.2.1 Ekstrakcija proteina kikirikija
500g sirovog kikirikija je samleveno i odmagi eno sa 2x500mL acetona.

ki kiri ki j e osugen na sobnoj t e nbPreM arhomijurn [ ek
bikarbonatnog pufera pH 8.0 tokom 3 sata na 4°C. Smedga je filtrirana, n
centrifugirana 40 minuta na 5000g. Vodeni sloj je zamrzavan na -80°C | liofilizovan. Ovaj

material je korigien u daljem radu.

4.1.2.2 Postavka reakcija
Liofilizovani materijal (ekstrakt proteina kikirikija) je rastvaran u 100mM puferu,

koncentracija proteina je prilagodjena na 5 mg/mL, prema modifikovanoj metodi po
Loriju(Hartree 1972).
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Sve reakcione smege su inkubirane na 40AC. K e
enzi msku modifikaciju proteina, postavljane su r e
(pH6-8) kaoisarazll i ti m reakcionim vremeni ma (2, 6, 24h) .
smedge dodavan je fenolni medijator u f or mi I1mM K

koncentracije aktivnosti i 100 i 1000 nkat/g proteina.

Sve reakcije su zaustavljane zamrzavanjem (-20°C), i alikvoti uzoraka su pre koraka
zamrzavanja odmah pripremani za SDS-PAGE wubaci vanjem 10ulL u 40ulL r
zauzorke.Umregavanj e ¢ ®DSPAGE lamlizom na 12% poliakrilamidnim gelovima, u

redukujulim uslovi ma.

Paralelno su pralene i reakcione smege u kojim ni

4.1.3 Rezultati i diskusija
Slika 10 prikazuje SDS-PAGE gelove nakon bojenja.

Obim umregavanja je vizBAGBEogeplrocanj Poaabsa S&®&&n|
na trake promenjenog intenziteta u poredjenju sa kontrolnim uzorkom, kao i na aggregate

visokih molekul skih masa (a koji se mogu uol iti u

Uol ava se da sa produgavanjem traj anjaantenzie@ak ci on o

pojedinih proteinskih traka, kao i nastanka vele
Utvrdjeno je da je fenolni sadr gaj rastvora | iof
moge se izrazit.i kao 6mM ekveéelviahentDadatakhtkateilk

ispostavio kao nebitan za tok reakcije, jer su fenoli koji su prirodno prisutni u ekstraktu efikasni

medijatori ovih enzimskih reakcija.

l zabrani Ssu uslovi za proizvodnju ved 1000nkit/g!l i | i na
proteina, uz period inkubacije od 24h, na temperaturi od 40°C. Usled prisustva velike kol i | i ne
fenol nih jedinjenja, kafeilna kiselina nije dodayv
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>

>

Slika 10. SDS-PAGE proteina kikirikija nakon A) 2h, B) 6h, C) 2 4h. Uzorci 1. Proteini kikirikija+

100nkat/ g enzima 2. Proteini ki kirikija+ Poteim kidrikiatqg + 1 mM K
1000nkat/g enzima 4 . Proteini ki kirikija+ 1000nKk at PrgeintkikidkiaM & af ei | na
Proteini kikirkj a + 1mM kafeilna kiselEinps@. oMMamkava agregate viso
tegine.

4.2 Karakterizacija proteina kikirija dobijenih dejstvom lakaze

4.2.1 Uvod

Do umregavanja proteina u hrani mo g e dol i p
izlaganjem prirodnim kontaminantima(Singh 1991; Buchert, Ercili Cura et al. 2010; Aldini, Orioli
et al. 2011; Hu, Ren et al. 2011; Reddy, Jiang et al. 2012). Enzi msko umredgavanje g
dovodi do nastajanja agregata proteina (ili drugih jedinjanja prisutnih u hrani) visoke molekulske

tegine se | esto koristi u industriji gitarica, ml
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