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Naziv: ImunoloSka karakterizacija polena lipa i modulacija imunskog

odgovora prirodnim aromati¢nim jedinjenjima

Izvod

Ucestalost pojave alergijskog sindroma u poslednjih par decenija je znacajno
uvecana, te se alergije i1 alergijska oboljenja danas Cesto nazivaju ,bolest 21. veka®.
Prema trenutnim podacima, oko 25% svetske populacije pati od nekog oblika alergije,
dok u ekonomski razvijenim zemljama taj procenat seze i do 40%. Postoji nekoliko
hipoteza koje pokuSavaju da objasne ovaj trend porasta ucestalosti alergijske reakcije,
ali uzrok jos uvek nije poznat.

Alergijska reakcija se javlja kada IgE antitela alergicne osobe prepoznaju
specifi¢ne proteine iz polena, tzv. alergene. Poleni drveca, trava i korovskih biljaka
smatraju se jednim od najces¢ih izvora alergena, te samim tim i izazivacima alergijske
reakcije. Alergeni potencijal specifiénog polena ne zavisi samo od alergi¢ne osobe, ve¢
i od godiSnjeg doba i geografskog regiona. Tako, za predeo severne Evrope
karakteristi¢na je alergija na polen breze (Betula verrucosa), dok je u predelu juzne
Evrope i Mediterana prisutna alergija na polen masline (Olea europea). Medutim, pored
ovih poznatih izvora alergena, nije izu¢eno da li poleni drugih Siroko raspostranjenih
biljnih vrsta izazivaju alergijske reakcije. U ovoj doktorskoj disertaciji je izucavan
alergijski odgovor na polen koris¢enjem dva model sistema. U prvom je izuCavana
alergija humane populacije na polen lipe, dok je u drugom izucavan alergijski odgovor
populacije kuénih pasa na polen kratke ambrozije.

U ovoj doktorskoj disertaciji je, po naSem saznanju, po prvi put uradena
karakterizacija alergenog potencijala polena lipe u humanoj populaciji. Takode, u ovom
radu prikazana je analiza ukrStene reaktivnosti polena lipe sa polenima masline i breze u
humanim populacijama iz razliCitih geografskih i1 klimatskih regiona. Nasi rezultati
ukazuju da je lipa potencijalni izvor alergena, da postoji visok stepen ukrStene
reaktivnosti sa polenima drugih vrsta drveca i da je potrebno uvrstiti ovaj polen u
klinicku paletu polena koja se koristi u alergoloskoj dijagnostici. Takode, u ovoj
disertaciji potvrdeno je da polen kratke ambrozije u Srbiji uzrokuje atopicni dermatitis

kod populacije kuénih pasa, odredeni su njegovi glavni alergeni izazivaci, uradena je



uporedna analiza profila alergijskih reakcija pasa i humanih pacijenata na polen
ambrozije, 1 ustanovljene slicnosti i razlike u karakteru i identitetu glavnih alergena.

Pored opisivanja novih izvora alergena i karakterizacije pojedinacnih alergena, u
ovoj disertaciji ispitivani su i mehanizmi kojim prirodne aromati¢ne supstance sa
dokazanim blagotvornim dejstvima po organizam moduliSu imuni odgovor na nivou
strukture alergena, signalnih kaskada i ¢elija imunskog sistema. U ovom radu pokazano
je da polifenoli zelenog caja interaguju sa glavnim alergenom kokoSijeg jajeta,
ovalbuminom, i da uti¢u na njegovu strukturu i imunske reakcije u koje je ukljuc¢en ovaj
alergen. Takode, pokazan je i uticaj polifenola na modulaciju imunskog odgovora na
nivou promene signalnih kaskada u mononuklearnim ¢elijama periferne krvi, a pod
kontrolom citokina IL-4.

U zakljucku, rezultati ove dokotorske disertacije doprinose boljem razumevanju
mehanizama kojim sastojci hrane moduliSu alergijske reakcije, a takode su znacajni za

unapredenje dijagnostike i tretmana alergijskih oboljenja.

Kljuéne reci: Polenske alergije, polen lipe, polen breze, polen masline, polen
ambrozije, pse¢i atopini dermatitis, modulacija imunskog odgovora, katehini zelenog

¢aja, ovalbumin, IL-4 signalni put.

Nauc¢na oblast: Prirodno-matematic¢ke nauke
UZa naucna oblast: Biohemija

UDK broj: 577.27



Title: Immunological characterization of the linden pollens and
modulation of the immune response by naturally occurring aromatic

compounds

Abstract

The prevalence of allergic reactions has increased significantly in the last few
decades, which prompted the scientific community to name allergies and allergic
disorders as “the disease of the 21% century”. According to the current data,
approximately 25% of the world population suffers from some form of allergy, whereas
this number approaches 40% in the Western industrialized countries. Several
hypotheses had been put forward in an attempt to explain the basis for the increase in
the allergy prevalence, yet the cause remains unknown.

An allergic reaction appears when the IgE antibodies of the allergic individual
recognize specific proteins from the pollen, which are called allergens. Perhaps the most
frequent sources of allergens and causes of allergies are the pollens from trees, grasses
and weeds. The allergenic potential of the particular pollen depends not only on the
allergic individual, but also on the season and geographic region. For instance, allergy
against the birch pollen (Betula verrucosa) is present in the Northern Europe, whereas
the allergic reaction to the olive tree pollen (Olea europea) is widespread in the
Southern Europe and Mediterranean. However, besides the well-known sources of
allergens, it is not clear if pollens from other plant species that are well distributed
across the continent are capable of eliciting the allergic response. In this doctoral thesis,
the allergic response to pollen was studied by using two model systems. In one, the
allergic response of human patients against the linden pollen was characterized, while in
the other, the canine allergy in Serbia against the pollen from short ragweed was studied.

Herein, a detailed characterization of the allergenic potential of the linden pollen
among human patients is presented for the first time. Also, results supporting the cross-
reactivity between the pollens from the linden, birch, and olive trees in patients from
distinct climate and geographic regions in Europe are shown. The findings suggest that
the linden tree is a potential source of allergens, that there is a significant level of cross-
reactivity between the linden tree pollen and the pollens from other tree species, and

that it is advisable to incorporate the linden pollen into the clinical pallete of allergens.



Furthermore, the results confirm that the short ragweed pollen causes the canine atopic
dermatitis, reveal the identity of the major allergens, and explain both similarities and
differences in the allergic reaction profile between humans and dogs.

Besides the description and characterization of new allergen sources and
individual allergens, the mechanisms by which naturally occurring aromatic substances,
which have beneficial effect on human health, modulate immune response at the level
of allergen structure, signaling cascade in the cells and the immune cells antigen uptake,
were examined. The findings show that the green tea polyphenols, catechins, interact
with the major food allergen from the hen egg white, ovalbumin, and that they affect the
structure of the allergen and immune reactions in which this allergen participates. In
addition, the effects of polyphenols on change in the signaling cascade of peripheral
blood mononuclear cells under the control of the cytokine IL-4 are described.

In conclusion, the results of the doctoral thesis presented herein might be
important for improving both diagnostics and treatment of allergic diseases, and for the
improved understanding of the mechanisms by which food components modulate

allergic responses and reactions.

Key words: Pollen allergy, linden pollen, birch pollen, olive pollen, modulation of
immune response, canine atopic dermatitis, green tea catechins, ovalbumin, IL-4 signal

cascade.

Scientific field: Life sciences
Scientific discipline: Biochemistry
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Spisak skracenica

APC — antigen prezentujuée éelije

APS- amonijum-persulfat

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

BFP- bromfenol plavo

BSA - govedi serum albumin (Bovine Serum Albumin)
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EDTA - etilendiamin tetrasir¢etna kiselina
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IEF — izoelektricno fokusiranje

IFN — interferon

Ig — imunoglobulin

IL — interleukin

MHC - glavni kompleks histokompatibilnosti (Major Histocompatibillity Complex)
MM — molekulski markeri

MS — masena spektroskopija

NBT - 4-nitroblue tetrazolium

NC- nitroceluloza

SDS-PAGE - natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (Sodium
Dodecylsulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis)

TBS - TRIS-om puferisan fizioloski rastvor (7RIS Buffer Saline)

TCA- trihlorsiréetna kiselina

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilendiamine
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1. Uvod

Cinjenica da je ucestalost pojave alergijskog sindroma u poslednjih par decenija
znacajno uvecana, dovela je do toga da se alergije danas Cesto nazivaju i ,,bolest 21.
veka“. Prema trenutnim podacima oko 25% svetske populacije pati od nekog oblika
alergije, dok u ekonomski razvijenim zemljama taj procenat seze i do 40%. Postoji
nekoliko hipoteza koje pokusavaju da objasne ovaj trend porasta ucestalosti alergijske
reakcije, ali uzrok jo$ uvek nije poznat (von Mutius, 2007; Wjst, 2009).

Polen se smatra jednim od najc¢es¢ih izazivaca alergijske reakcije. Alergijska
reakcija se javlja kada IgE antitela alergicne osobe prepoznaju specificne proteine ili
glikoproteine iz polena, tzv. alergene. Glavni izvori alergena su poleni drveca, trava i
korova (D'Amato, Cecchi, Bonini, Nunes, Annesi-Maesano, Behrendt, et al., 2007). Za
predeo severne Evrope karakteristicna je alergija na polen breze (Betula verrucosa), dok
je predeo juzne Evrope i Mediterana okarakterisan alergijom na polen masline (Olea
europea) (D'Amato & Liccardi, 1994). Zanimljivo je da wuprkos Sirokoj
rasprostranjenosti lipe po celom evropskom kontinentu, alergija na polen ove biljne
vrste jo$ uvek nije opisana. Nedostatak podataka o alergijskom odgovoru na lipu moze
pre svega biti posledica preklapajucih sezona polinacije ovog drveta sa drugim biljnim
vrstama koje su poznati izvori alergena. Drugim re¢ima, imuna reakcija na alergene lipe
je ili prikrivena reakcijom na sli¢ne alergene prisutne u polenima drugih vrsta ili je
pogresno dijagnostifikovana kao alergija na ve¢ poznati izvor polenske alergije. U tom
smislu, karakterizacija novih potencijalnih alergena kao Sto je lipa predstavlja vazan
korak koji vodi do bolje dijagnostike i terapije alergijskih oboljenja.

Alergije nisu karakteristicne samo za humanu populaciju. Na primer, atopicni
dermatitis je vrlo rasprostranjena pojava u populaciji pasa (Olivry, Dunston, Murphy, &
Moore, 2001). Kao glavni uzroc¢nici ovog oboljenja oznaceni su grinje i polen, a
pogotovu polen ambrozije. Obzirom da je polen ambrozije detaljno ispitan na populaciji
humanih atopi¢nih pacijenata, interesantno je bilo istraziti da li jedan tako dobro
okarakterisan izvor alergena uzrokuje atopi¢ni dermatitis (AD) kod populacije pasa, i
ukoliko je ishodni rezultat pozitivan, odrediti njegove glavne alergene izazivace.

Opisivanje novih izvora alergena, kao i karakterizacija pojedina¢nih alergena je

vrlo bitan korak u razumevanju alergije kao fenomena. Medutim, ono $to nam jo$ vise
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daje uvida u to kako se alergija, kao neadekvatna reakcija imunskog sistema uopste
javlja, jeste ispitivanje mehanizama odgovornih za podesavanje odnosno modulaciju
imunskog odgovora na nivou ¢elije, signalnih kaskada i strukture alergena.

Zeleni Caj je svakodnevna namirnica sa dokazanim blagotvornim dejstvima po
organizam (Butt & Sultan, 2009; R. Singh, Akhtar, & Haqqi, 2010). U svakodnevnoj
ishrani moze do¢i do mesanja zelenog €aja sa drugim namirnicama koje se unose, kao
Sto je npr. mleko. Pokazano je da prirodni polifenoli zelenog ¢aja mogu da interaguju sa
alergenima hrane, §to dovodi do strukturne promene alergena, a samim tim i do
modulacije imunskog odgovora (Gruber, Vieths, Wangorsch, Nerkamp, & Hofmann,
2004; Yuksel, Avci, & Erdem, 2010). U skladu sa tim, korisno je bilo ispitati interakcije
izmedu polifenola zelenog ¢aja 1 jednog od glavnih alergena hrane, ovalbumina, i
bioloSke posledice takvih interakcija na ¢elijskom nivou. Pored direktnog uticaja na
strukturu alergena, polifenoli zelenog ¢aja mogu da moduliSu imuni odgovor na nivou
signalnih kaskada. U tom smislu, bilo je vazno opisati mehanizam pod kojim ove
supstance uti¢u na signalnu kaskadu koja je vazna za zapocinjanje i odrZavanje
alergijskog odgovora na primeru mononuklearnih ¢elija periferne krvi, PBMC (engl.

“Peripheral Blood Mononuclear Cells).
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2. Opsti deo

2.1. Alergije

Imuni sistem predstavlja odbrambeni sistem organizma i kod ki¢menjaka je
razvijen prevashodno u cilju odbrane od patogenih mikroorganizama. Medutim, u
nekim slucajevima ovaj odgovor moze biti preteran, neadekvatan, te se naziva reakcija
preosetljivosti. Alergija je najceSca od cetiri forme preosetljivosti i formalno se naziva
reakcijom preosetljivosti tipa I. Imuni sistem alergi¢nih osoba prepoznaje kao Stetne,
bezopasne supstance koje se nalaze u zivotnoj okolini i u kontaktu sa njima dovodi do
aktivnih imunih odgovora. Alergijski simptomi, kao S§to su alergijski rinitis,
konjuktivitis, astma, dermatitis, gastrointestinalni simptomi 1 anafilakticki Sok,
uzrokovani su oslobadanjem inflamatornih medijatora iz mastocita nakon njihove
aktivacije (Rosen & Mackay, 2001). Supstance koje izazivaju alergijsku reakciju
nazivaju se alergenima i naj¢eS¢e su proteinske prirode. Izvori alergena najcesée su
grinje, poleni drveca, trava i korova, zivotinjska dlaka, i razli¢ite hranljive namirnice
biljnog i Zivotinjskog porekla.

U danasnje vreme alergija je oznacena kao peta po redu najces¢a hroni¢na bolest
kod odraslih, a tre¢a kod osoba mladih od 18 godina. Medutim, ljudi su znali za
alergijske reakcije od davnina §to pokazuje i verovatno najstariji zapis o alergijama koji
je nastao 3,500 godina p.n.e. i u kome stoji da je kralj Egipta Menses preminuo od
posledica ujeda ose. Rimski pesnik i filozof Tit Lukrecije Kar (97-55 p.n.e) primetio je
kod nekih ljudi neuobicajene, preterane odgovore na supstance koje se normalno nalaze
u prirodi i u svom delu ,,De Rerum Natura® (,,O prirodi stvari®), koje ¢e kasnije imati
velikog uticaja na Vergilija i1 ostale rimske pesnike, piSe ,,ono $to je za jednog coveka
hrana, za drugog moze biti snazan otrov*. Moderna era alergologije pocinje u 19. veku
kada Dzon Bostok opisuje polensku groznicu, a Carls Blekli identifikuje polen kao
uzro¢nik alergijskih simptoma. Naziv ,alergija®“ prvi je 1906. upotrebio austrijski
pedijatar Klemens fon Pirket, da bi oznaio ¢udne simptome koji nisu povezani sa
drugim bolestima, a koje su neki od difteri¢nih pacijenata iskazivali nakon tretmana sa
konjskim antitoksinskim serumom. Re¢ poti¢e od grckih reci ,alol“ §to znaci
»drugacije” i ,ergon“ Sto zna¢i ,stanje”, da bi naznaCilo izmenjenu sposobnost
organizma da reaguje na strane supstance. Prvi alergen koji je opisan je Amb al (Sahoo,

1999) koji je svojevremeno nazvan ,,antigen E“ (King, Norman, & Connell, 1964).

14



2.2. Mehanizam alergijske reakcije

Alergijska reakcija ne javlja se odmah pri prvom izlaganju alergena imunom
sistemu. Naime, pri prvom susretu sa alergenom, antigen-prezentujuce éelije (APC)
(dendriti¢ne Celije, makrofagi i B ¢elije) fagocituju alergen i digestuju ga do peptida
endozomalnim proteazama. Ova faza je poznata kao procesovanje antigena. Nakon
procesovanja antigena dolazi do prikazivanja nastalih peptida naivnim T celijama u
sklopu kompleksa sa odgovaraju¢éim MHC molekulima klase II. Prepoznavanje peptid-
MHC kompleksa od strane T ¢elijskih receptora (TCR) dovodi do umnoZzavanja naivnih
T ¢Celija u procesu klonalne ekspanzije. Nakon toga, T ¢elije se diferenciraju u alergen-
specificne pomocne T ¢Celije, Th2 limfocite. Th2 ¢Eelije, pak, luce citokine IL-4, IL-5 i
IL-10 koji dalje stimuliSu diferenciranje naivnih B c¢elija u memorijske B celije.
Istovremeno, IL-4 i IL-13 stimuliSu klonalnu ekspanziju memorijskih B ¢elija i u njima
promenu klase imunoglobulina u IgE. Stimulisane B ¢elije produkuju IgE koji se vezuje
visokim afinitetom za IgE receptore (FceRI). Ovi receptori nalaze se na povrSini
mastocita u tkivima, i bazofila i eozinofila u krvi. Interakcijom izmedu IgE i FceRI
zavrSava se prva faza alergijskog odgovora koja je poznata kao senzitizacija (Slika 2.1.).
Prilikom sledeceg susreta sa alergenom, dolazi do njegovog vezivanja za IgE molekule
koji su ve¢ prisutni na mastocitima (Valenta, 2002). Vezivanje vise alergena za IgE
antitela dovodi do umrezavanja FceRI receptora, Sto dalje dovodi do oslobadanja
inflamatornih medijatora (histamin, leukotrijeni, prostaglandini, faktori aktivacije
krvnih plocica i citokini) iz sekretornih granula mastocita. Ve¢ u prvih nekoliko minuta
ovi molekuli uzrokuju mnoge patofizioloske promene, poput kontrakcije miSica glatke
muskulature, produkcije mukusa i povecane propustljivosti krvnih sudova, koji su
odgovorni za akutne simptome alergijske reakcije. Medijatori su, pored ovih trenutnih
promena, odgovorni i za pokretanje i odrzavanje dugotrajnijih inflamatornih procesa
vezanih za prikupljanje Th2 limfocita, eozinofila, bazofila i monocita na mestu kontakta
alergena i1 imunskog sistema. Regrutovane ¢elije potom luce inflamatorne faktore koji

uzrokuju simptome rane faze alergijske reakcije i oSte¢enje lokalnog tkiva (Slika 2.1.).
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Slika 2.1. — Mehanizam alergijske reakcije. Preuzeto i modifikovano iz (Valenta, 2002).

mukozni elitel

Reakcija kasne faze javlja se kod alergi¢nih pacijenata koji imaju hroni¢ne
manifestacije atopije. Na mestu kontakta sa alergenom T ¢elije se reaktiviraju, dolazi do
klonske ekspanzije, a pored IL-4 i IL-13 one luce i IL-5 koji privlaci i aktivira
eozinofile na mestu kontakta sa alergenom. Aktivirani eozinofili oslobadaju sadrzaj
svojih granula $to moze dovesti do masovnog zapaljenja i ozbiljnih ostecenja tkiva kod
hroni¢no alergi¢nih osoba.

Postoji par hipoteza koje pokusavaju da daju odgovor na pitanje zasto dolazi do
pojave alergijske reakcije. Jedna od najpopularnijih jeste tzv. higijenska hipoteza (von
Mutius, 2007) koja objasnjava da je do pojave alergijskog Th2 odgovora doslo, jer se u
sadasnjem modernom dobu mlad organizam ne izlaze infektivnim agensima i
parazitima, te dolazi do nepotpunog razvoja imunskog sistema. Izbegavanjem
infektivnih agenasa ne koristi se i ne razvija Thl imuni odgovor, $to ostavlja prostor za
razvoj alergijskog odgovora posredovanog Th2 ¢elijama. U prilog ovoj hipotezi ¢esto se
navodi ¢injenica da je primecen porast alergi¢nih osoba u industrijalizovanim zemljama,
Sto se objasnjava boljim higijenskim uslovima i manjom izlozeno$¢u patogenima. Sa
druge strane, protivnici ove hipoteze navode kao cCinjenicu da je u tim istim
industrijalizovanim zemljama primeéeno povecanje ucestalosti autoimunih oboljenja

koja su Thl indukovana. U poslednjih desetak godina sve viSe ¢injenica govori u prilog
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tome da su Thl i Th2 odgovori samo dve ekstremne forme, a ne potpuno nezavisni
CD4+ Th ¢elijski odgovori (Kidd, 2003; Muraille & Leo, 1998).

Vaznu ulogu u razvoju alergijskog odgovora ima IL-4. Interleukin-4 je
multifunkcionalni citokin koji reguliSe diferenciju antigen-stimulisanih naivnih T
limfocita u Th2 limfocite, koje dalje luc¢e IL-4, ali i druge citokine, poput: IL-5, IL-10 i
IL-13. Druga, vrlo vazna fizioloska funkcija IL-4 je kontrola specificnosti prilikom
imunskoglobulinskog prekopcavanja klasa. Ovaj citokin uti¢e na humane B limfocite da
promene ekspresiju imunskoglobulina u IgE i IgG4 , dok kod misijih B limfocita dovodi
do ekspresije IgE i IgG1 imunskoglobulina (Takeda, Tanaka, Shi, Matsumoto, Minami,
Kashiwamura, et al., 1996).

Ras
aktivacija

Slika 2.2. — Prikaz IL-4/IL-4R signalnog puta. Preuzeto i modifikovano iz
(Takeda, et al., 1996)

Ove efekte IL-4 postize nakon vezivanja za a-lanac IL-4 receptora i zajednicki
v-lanac, §to dovodi do pokretanja JAK-STAT (engl. “Janus kinases”, “signal
transducers and activators of transcription”) signalne kaskade (S/ika 2.2.). Vezivanje
citokina za receptor dovodi do aktivacije JAK1 1 JAK3 kinaza, koje dalje fosforiliSu i
aktiviraju signalne molekule u citoplazmi STAT6. Fosforilisani STAT6 molekuli se
dimerizuju 1 translociraju u jedro, gde uticu na gensku ekspresiju vezivanjem za

specificne DNK elemente.
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2.3. Dijagnostika alergena

Dijagnostika alergije na neki izvor zapoc€inje analizom simptoma i klinicke
istorije pacijenta. NajceS¢i laboratorijski testovi koji se koriste prilikom utvrdivanja
alergija su in vivo (kozZne probe) i in vitro metode (utvrdivanje prisustva specifi¢nih IgE
antitela u serumu 1 testovi aktivacije bazofila).

Kozne probe izvode se nanoSenjem kapi alergena rastvorenog u puferu ispod
koze na unutras$njoj stranu podlaktice. Pozitivnim rezultatom smatra se pojava otoka c¢iji
je pre¢nik za barem 3 mm veci od otoka koji se javlja u negativnoj kontroli, dok se
reakcija pri kojoj je precnik otoka veci za preko 8 mm od kontrolnog uzorka smatra
jakom pozitivnom reakcijom koja ukazuje na moguénost klinicke reaktivnosti (Antunes,
Borrego, Romeira, & Pinto, 2009). Medutim, iako se kozni test ne smatra preterano
pouzdanim 1 dalje se rutinski izvodi u alergoloSkim klinikama zbog svoje velike
osetljivosti, brzine izvodenja i niske cene. Dodatni problem ovog testa je i taj Sto na
oc¢ekivane precnike otoka utiu starost pacijenta, prethodno izlaganje pacijenta alergenu,
kao 1 priroda samog alergena.

In vitro 1gE testovi zasnivaju se na inkubaciji specifi¢nih IgE antitela iz seruma
pacijenta sa potencijalnim alergenima koji su prethodno imobilizovani na ¢vrstom
nosacu (Wide, Bennich, & Johansson, 1967). Vezivanje alergen-specificnih IgE antitela
prati se dodatkom specifi¢nih anti-IgE antitela koji imaju za sebe vezan sistem detekcije.
U =zavisnosti od koriS¢enog sistema za detekciju razlikujemo nekoliko testova:
radioalergosorbentni test, modifikovani radioalergosorbentni test, fluorescentni
alergosorbentni test i, u novije vreme, CAP test. Prednosti ovih testova u odnosu na
kozne probe jesu moguénost standardizacije, preciznije kvantifikacije rezultata,
bezbednost pacijenta, kao i moguénost duzeg skladiStenja uzoraka. Napredovanje
tehnologije utiCe na smanjenje cene ovih testova, njihovu automatizaciju i poveéane

mogucénosti visestrukih simultanih analiza IgE antitela.

2.4. Terapija alergija

Jo§ uvek se intenzivno radi na iznalazenju imunoterapija koje bi omogucile da se
neodgovaraju¢e reakcije imunskog sistema isprave ili bar ublaze. Kada je re¢ o

alergijama, jo§ uvek ne postoji univerzalni efikasni lek za njih i lekari preporucuju, kada
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god je to izvodljivo, izbegavanje alergena kao prvi korak u tretmanu alergijskih
oboljenja. U nekim slucajevima, kao kod polenskih alergija, izbegavanje alergena nije u
potpunosti moguce, i1 tada se primenjuju farmakoterapija i/ili imunoterapija.
Farmakoterapija reguliSe simptome alergijske reakcije, pri ¢emu se najcesc¢e primenjuju
antagonisti H;-receptora (antihistaminici), selektivni P,-agonisti (koji relaksiraju misice
bronhija) i1 inhalacioni kortikosteroidi. Medutim, alergen-specifiéna imunoterapija
(ASIT) predstavlja jedini tretman koji se bazira na tretiranju uzroka alergijskih reakcija
1 koja ublazave alergijske simptome i nekoliko godina nakon zavrSene terapije (Durham,
Walker, Varga, Jacobson, O'Brien, Noble, et al., 1999). Prilikom ASIT-a alergi¢ni
pacijent tretira se specificnim alergenom, intaktnim ili hemijski modifikovanim
(alergoid), sa ciljem da se pokrene mehanizam imunoloske tolerance, a samim tim i
smanjenje alergijskih simptoma prilikom slede¢eg izlaganja alergenu (Bousquet,
Lockey, Malling, Alvarez-Cuesta, Canonica, Chapman, et al., 1998). U klasicnom
ASIT-u, postepeno rastuce doze solubilnog ekstrakta alergena injektuju se potkozno dok
se ne postigne maksimalna doza, kada sledi period odrzavanja doze. Efikasnost ove
vrste terapije varira i zavisi od viSe faktora: od prirode alergena na koji je pacijent
osetljiv, kvaliteta 1 ukupne koli¢ine primenjenog alergena, kao i vremenskog rasporeda
primene ASIT-a (Mackay & Rosen, 2001).

Alergijski odgovor ostavlja mnogo otvorenih pitanja 0 samom imunom sistemu i
kako do danas ne postoji imunoterapija apsolutne uspesnosti, neophodno je nastaviti sa
izu¢avanjem alergija kao i samih mehanizama modulacije alergijskog odgovora, jer
nova saznanja mogu da unaprede kako dijagnostiku tako i tretman alergijskih oboljenja

(Mackay & Rosen, 2001).

2.5. Nomenklatura alergena

Na samom pocetku izolovanja i karakterizacije pojedinih alergenih komponenti
nazivi su alergenima davali sami naucnici, po svom nahodenju. Prvi alergen izolovan je
60.-tih godina proslog veka iz ekstrakta polena ambrozije i nazvan je “antigen E”, jer se
pojavio kao jedna od pet precipitacionih linija u difuznom testu, obelezenih abecedno
od A-E. Pojam glavnog alergena uveo je Dejvid Mars$ koji je glavni allergen definisao
kao izolovani protein visoke Cistoce, koji kod vise od 90% alergi¢nih individua dovodi
do neposredne pojave alergijske reakcije prilikom apliciranja u koZznim probama.

Nasuprot glavnom, majornom alergenu, minorni, sporedni su definisani kao oni koji
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dovode do reakcije kod <20% alergicnih pacijenata (Marsh, 1975). Danas se ipak, kao
glavni alergen definiSe onaj protein koji dovodi do pozitivne reakcije kod >50%
alergi¢nih pacijenata u koznim probama (Lowenstein, 1978).

Tokom XIII Medunarodnog Kolegijuma Alergologa u Kostanci, Nemacka, 1980.
godine usvojeno je da se alergenima daju nazivi tako Sto ¢e prva tri slova imena
oznacavati prva tri slova roda, zatim prvo slovo vrste i na kraju brojem koji oznacava
koji je po redu izolovan dati alergen iz tog izvora. Sama nomenklatura je do danasnje
verzije prosla kroz jo§ par promena. Svetska zdravstvena organizacija, WHO (engl.
World Health Organization) je izdala poseban spisak alergena 1986. godine sa finalno
usvojenim sistemom za nomenklaturu alergena, pri ¢emu se poslednji broj danas piSe
arapskim ciframa i oznacava koji je po potentnosti dati alergen iz izvora. Tako se danas

nekada nazvan antigen E, naziva Amb a 1 (Ambrosia artemisiifolie) (Chapman, 2008).

2.6. Polen i polenske alergije

Kao jedan od najceS¢ih uzor¢nika alergije oznacava se polen razli¢itih biljnih
vrsta. Uloga polena je u opraSivanju, tj. reprodukciji biljaka (Edlund, Swanson, &
Preuss, 2004). Zrela polenska zrna su vegetativne Celije koje sadrze i spermatic¢ne Celije.
Polen nastaje u mikrosporangijama; ubrzo posle mejoze majke celije dolazi do
asimetricne mitoticke deobe u kojoj nastaje velika celija koja guta manju sestrinsku,
generativnu ¢eliju. Nakon toga, generativna Celija prolazi kroz drugu mitozu Sto za
posledicu ima formiranje druge spermati¢ne celije koja je neophodna za dvostruku
fertilizaciju. “Trocelijski” polen zavrSava ovu deobu pre nego Sto biva otpusten sa
antere, dok “dvocelijski” poleni prolaze kroz ovu deobu kasnije, tokom elongacije
polenske tube. Polenske celije nalaze se unutar jedinstvenih polenskih zidova, koji
nastaju zajedno sa mejocitozom, pri ¢emu se povrsinski slojevi formiraju vremenom.
Kod zrelog polenskog zrna mozemo razlikovati tri glavna sloja: (1) spoljasnji, egzinski
sloj, koji je viSeslojan i sastavljen od hemijski otpornih polimera sporopolenina sa
otvorima koji se nazivaju apertusi, (2) unutrasnji sloj, koji isto moze biti viSeslojan i
koji je sastavljen uglavnom od celuloze i (3) polenski omotaé, koji je sastavljen od
lipida, proteina, pigmenata i aromati¢nih jedinjenja. Polenska zrna mogu biti vrlo
razlicitih oblika, veli¢ina i1 povrSinskih karakteristika. Smatra se da biljne vrste ¢ija

polenska zrna dostizu veli¢inu do 100 wm mogu biti opraSivane vetrom i da su stoga

20



moguci izvori alergija (Pleasants, Hellmich, Dively, Sears, Stanley-Horn, Mattila, et al.,
2001).

Polensko zrno mehanicki je vrlo otporno, $to zajedno sa ¢injenicom da se poleni
mogu razlikovati na osnovu razli¢ite povrSinske teksture dovodi do toga da se
prouCavanje polena danas koristi u forenzici, paleontologiji i arheologiji. Period
polinacije (ili opraSivanja) biljaka zavisi od vrste kao i od klimatskih uslova. Tokom
polinacije moze se pronacéi veliki broj Cestica polena u vazduhu. Pogotovo velika
koncentracija polenskih Cestica moZe se nac¢i tokom suvih i toplih jutarnjih delova dana.
Za vreme trajanja polinacije respiratorni putevi izlozeni su visokim koncentracijama
polena, §to predstavlja veliki problem za alergi¢ne pacijente. Dok pacijenti koji pate od
alergija na komponente hrane mogu da izbegavaju hranljive namirnice koje sadrze
alergene, pacijenti alergi¢ni na polen nemaju tu moguénost i zato su stalno izlozeni
uticaju polena. Za pacijente alergi¢ne na neku vrstu polena, simptomi mogu nastati i kad
nema samih polenovih zrna u vazduhu. Naime, pod odredenim klimatskim uslovima
polensko zrno moze da se fragmentiSe na manje, subpolenske Cestice, koje mogu da

prodru duboko u pluéa i da izazovu joS snaznije napade astme (Phelps, 2007). Zbog

2.6.1. Alergije na polen drveca

Polen drveca je Cest izvor alergijskih reakcija, pogotovo u rano prolece. Drvece
proizvodi velike koli¢ine polena, §to je dodatna otezavajuca okolnost za osetljive osobe.
Kao najcesci uzrocnici alergija u Evropi navode se polen breze (Betula) (D'Amato, et al.,
2007) u severnoj, centralnoj i isto¢noj Evropi, i polen masline (Olea europea) i

cempresa (Cupressus) u Mediteranskim regionima (D'Amato & Liccardi, 1994).
2.6.1.1. Alergije na polen breze

Breza je oznacena kao najces¢i uzrocnik alergija u severnoj Evropi sa periodom
polinacije koji uglavnom pocinje krajem marta u zapadnoj, sredinom aprila u isto¢noj, i

traje do kraja maja u severnoj Evropi. Procenjena veli¢ina polenskog zrna breze iznosi

oko 20 um (Sofiev, Siljamo, Ranta, & Rantio-Lehtimaki, 2006). U Evropi procenat
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alergicnih osoba na alergene breze kre¢e se od 5% u Holandiji do 54% u Cirihu
(Svajcarska). Do sad je karakterisano 7 alergena iz polena breze (Bet v 1 do Bet v 7).
Glavni alergen polena breze, Bet v 1, koji se takode naziva i PR-10, je protein priblizne
molekulske mase od 17 kDa. Oko 95% pacijenata alergi¢nih na polen breze poseduje
specificna IgE antitela na Bet v 1. IgE antitela na Bet v 2, profilin i/ili Bet v 4, i
kalcijum-vezujuéi protein su markeri za ukrStenu reaktivnost. Ako se kod pacijenta
detektuje povecanje IgE antitela na ove komponente, ali ne i na Bet v 1, pacijent je
verovatno primarno senzitivisan drugim polenom. IgE antitela na Bet v 2 su pokazatelji
ukrStene reaktivnosti izmedu mnogih polena i povréa, dok su IgE antitela na Bet v 4
pokazatelj ukrStene reaktivnosti samo izmedu alergena razli¢itih polena (Wolthers,

2012).

2.6.1.2. Alergija na polen masline

Polen masline smatra se najvaznijim uzroénikom alergija na podrudju Spanije,
juzne Italije, Grcke i Turske. Period polinacije masline pocinje u aprilu i traje do juna.
Veli¢ina polenskog zrna masline varira u zavisnosti od uzgajivaca i iznosi do 29 um
(Javady & Arzani, 2001). Do sad je identifikovano i okarakterisano 11 alergena iz ovog
polena (Ole e 1 do Ole e 11). Glavni alergen je Ole e 1, koji izaziva alergijski odgovor
kod viSe od 70% pacijenata alergicnih na maslinu. U pitanju je protein od 145
aminokiselina, sa kiselom pl vrednosti, i mestom glikozilovanja na Asnl11. FizioloSka
funkcija ovog proteina joS$ uvek nije poznata, ali na osnovu njegove cCelijske distribucije
1 mestima ekspresije, pretpostavlja se da ima ulogu u komunikaciji izmedu polenskog
zrna 1 pistila tokom rasta polenske tube. Ole e 4 1 Ole e 7 takode su pokazani kao glavni
alergeni masline. Zastupljenost alergena polena masline moze da varira u zavisnosti od
klimatskih faktora, kao i od geografskog predela u kojem alergi¢ni pacijenti zive (Hill
& DeBoer, 2001; Sture, Halliwell, Thoday, van den Broek, Henfrey, Lloyd, et al., 1995).
Neki od alergena su ¢lanovi poznatih proteinskih familija: profilinske (Ole e 2),
kalcijum-vezujuéih proteina (Ole e 3 i Ole e 8), superoksid dismutaze (Ole e 5) i

proteina lipidnog transfera (Ole e 7) (Rodriguez, Villalba, Monsalve, & Batanero, 2001).
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2.6.1.3. Alergije na polen lipe (Tilia)

Lipa pripada familiji Tiliaceae i ovaj rod ¢ini oko 30 vrsta drveca. Prirodna je
vrsta za vecinu severne hemisfere, u Aziji, Evropi i Severnoj Americi. Samo Cetiri vrste
se pojavljuju u Evropi i to su kavkaska lipa (7ilia dasystyla), srebrnolisna lipa (Tilia
tomentosa, slika 2.3.), malolisna lipa (7ilia cordata) 1 velikolisna lipa (Tilia
platyphyllos). Poslednje dve vrste prekrivaju skoro ceo kontinent Evrope, osim vecih
delova Skandinavije. Srebrnolisna lipa (7. tomentosa) je endemska vrsta za Balkan,
posebno za drzave bivse Jugoslavije, Bugarsku, Rumuniju i Gré¢ku. T. cordata 1 T.
platyphyllos formiraju prirodne medusobne hibride kada se nadu u blizini i nastali
hibrid se naziva Tilia europea ili Tilia vulgaris (Radoglou, Dobrowolska, Spyroglou, &

Nicolescu, 2008).

Slika 2.3. — Lice i nalicje lista srebrnolisa lipa (Tilia tomentosa)

Smatrano je da se polinacija lipe vr$i insektima, a ne vetrom, i samim tim lipa
nije posmatrana kao vazan izvor alergena. Isto tako, preklapanje perioda polinacije sa
drugim biljnim vrstama koji su poznati i okarakterisani izvori alergena, moZze dovesti ili
do ukrStene reaktivnosti ili do maskiranja alergenog potencijala lipe. Zanimljivo je da
kada se pogleda filogenetsko stablo biljaka uocljivo je da niti jedna vrsta reda Malvales,
kojem pripada Tilia, nije do sada uvrStena na spisak alergenih izvora, iako je za dosta

filogenetski bliskih vrsta pokazano da su uzrocnici polenskih alergija (Slika 2.4.).
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Ceratophylalles

Laurales (Persea americana)
Magnoliales (Vitis vinifera)
Piperales

Acorales

Alismatales

Asparagales (Asparagus officinalis, Allium cepa)
Dioscoreales

Liliales

Pandanales

Arecales

Poales
_—l_: Commelianales
Zingiberalis

Ranunculales
Proteales

Caryophyllales
Santalales

Saxifragales

ajfjoo0uow

swuadsoibuy

Geraniales

Malpighiales

Oxilidales

Fabales ( mahunarke)

[ Rosales ( kostunjicavo voce, bobice, badem)

|__: Cucurbitales ( Cucumis melo, Cucumis sativum)
Fagales ( Betula, Glycine max, Quercus, Corylus)

Myrtales (Punica granatum)

Brassicales ( Brassica oleracea, Brassica napus)

sjooipna

spiso.

e S— Sapindales (Mangifera indica, citrusi)

$}02Ipne 8109

Cornales
Ericales (Vaccinium, Actinidia deliciosa)
Garryales

oo (Mentha spicata, Olea, Plant:

. entha spicata, 4a, ago,
Lamiales Fraxinus, Plantago, Syringa, Ligustrum)
Solanales (Solanum, Pimenta)

Aquafoliales
Apiales (Apium, Daucus carota)
(Helianthus annus, Ambrosia,
As,terales Artemisia, Lactuca sativa)
—— Dipsacales

splejse

Slika 2.4. — Filogenetsko stablo skrivenosemenica (Angiosperme) sa naznacenim
rodovima i vrstama koje su dokazani izvor alergena. Crveno je oznacen red Malvales,
kojem pripada lipa. Iz ovog roda polen ni jedne vrste jos uvek nije opisan kao izvor
alergena.

Alergija na polen lipe i to vrste Tilia cordata do sada je opisana samo na slucaju
jednog pacijenta (Mur, Feo Brito, Lombardero, Barber, Galindo, Gomez, et al., 2001).
Kao IgE vezujuéi proteini identifikovani su proteini pribliznih molekulskih masa od 50,
23 1 10 kDa. Dalja identifikacija alergena polena lipe, kako imunoloska, tako i
strukturna, potrebna je da bi se poboljsala dijagnostika, a samim tim i terapija alergija

na ovaj polen.
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2.6.2. Alergije na polen korovskih biljaka

Pored polena drveca, polen trava i korovskih biljaka je svakako jedan od
najbitnijih izvora alergena. Nesumnjivo naj¢e$¢i uzrocnik alergija, kada su u pitanju
korovske biljke, jeste kratka ambrozija (Ambrosia artemisiifolia).

Polen kratke ambrozije (Ambrosia artemisiifolia) je najprisutniji sezonski
alergen u Severnoj Americi i delovima Evrope za koji je procenjeno da utice na 36
miliona ljudi (Wopfner, Jahn-Schmid, Schmidt, Christ, Hubinger, Briza, et al., 2009)
izazivajuci tako viSe alergijskih reakcija kod Coveka nego sve ostale biljne vrste zajedno
(Bagarozzi, Potempa, & Travis, 1998; D'Amato, et al., 2007; Weber, 2005). Takode,
kratka ambrozija postaje jedan od glavnih izvora alergena iz korovskog polena u
centralnoj 1 jugoisto¢noj Evropi (Bagarozzi, Potempa, & Travis, 1998; D'Amato, et al.,
2007; Janjic & Vrbnicanin, 2007; Weber, 2005). SkoraSnja fitogeografska i
aerobioloska merenja distribucije i prisustva kratke ambrozije pokazala su da je Srbija
pod znaCajnim uticajem ove biljke i da je ugroZena njenim polenom (Janjic &
Vrbnicanin, 2007; Sikoparija, Smith, Skjoth, Radisic, Milkovska, Simic, et al., 2009).
Izlozenost ovom polenu traje i do 100 dana koliko traje sezona polinacije kratke
ambrozije (Janjic & Vrbnicanin, 2007). Prevalenca alergije na ambroziju kod ljudi je u
stalnom porastu i kako pokazuje pan-Evropska studija GALEN, trenutno je vise od
2,5% evropske populacije izlozeno ovom polenu, a ¢ak 50% populacije u Madarskoj,
15,2% u Holandiji 1 14,2% u Nemackoj (Asero, Wopfner, Gruber, Gadermaier, &
Ferreira, 2006; Burbach, Heinzerling, Rohnelt, Bergmann, Behrendt, Zuberbier, et al.,
2009; Jager, 2000).

Do danas, 7 grupa alergena iz polena kratke ambrozije identifikovani su kao
uzroCnici alergija kod ¢oveka: (1) Amb a 1 ili antigen E (pektat lijaza) sa 5 izoalergenih
podgrupa, (2) Amb a 3/ Amb a 7 (plastocijanin), (3) Amb a 4 (protein slican defensinu),
(4) Amb a 5 homolozi, (5) Amb a 6 (protein lipidnog transfera), (6) Amb a 8 (profilin) i
(7) Amb a 9/Amb a 10 (polkalcin/protein slican polkalcinu). Otprilike 95% pacijenata
osetljivih na ambroziju sadrze IgE antitela na glavni allergen, Amb a 1 (Asero, Wopfner,
Gruber, Gadermaier, & Ferreira, 2006). U ovu grupu je od skora ukljucena i od ranije
poznata grupa alergena Amb a 2 (antigen K), koja je sada preimenovana u izoalergen
Amb a 1.05. Na ovaj alergen reaguje ¢ak 70% pacijenata (Griffith, Pollock, Klapper,
Rogers, & Nault, 1991; Rogers, Morgenstern, Griffith, Yu, Counsell, Brauer, et al.,
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1991). Ostale grupe alergena ambrozije za sada predstavljaju sporedne alergene i time

su manje znacajne u alergijskom odgovoru coveka.

2.7. Alergijski odgovor kod pasa, atopi¢ni dermatitis

Kada su humani pacijenti u pitanju, alergija na polen trava je detaljno izucen
fenomen. Medutim, alergijski simptomi uoc€eni su i kod pasa, te smo u cilju izucavanja
alergijskog odgovora na trave uporedivali humani i alergijski odgovor pasa alergi¢nih
na ambroziju.

Atopi¢ni dermatitis je jedno od najzastupljenijih oboljenja koze kod pasa
(Halliwell, 2006; D Scott, 1981) AD je definisan genetskom predispozicijom ka
inflamatornim 1 alergijskim oboljenima koZe pra¢enim svrabom i prisustvom IgE
antitela na alergene iz zivotne sredine (Halliwell, 2006). Dijagnoza AD-a kod pasa
zasniva se na pazljivoj proceni istorije oboljenja koja je dobijena od vlasnika psa, na
osnovu prisustva odgovaraju¢ih klinickih znakova, eliminacijom drugih oboljenja
pracenih svrabom, i moze biti potvrdena ili in vivo ili in vitro testovima na prisustvo IgE
molekula specificnih na odredene alergene (Favrot, Linek, Mueller, Zini, &
International Task Force on Canine Atopic, 2010).

Trenutno ne postoji slicna, multiregionalna studija o rasprostranjenosti
senzitizacije pasa na polen kratke ambrozije §to je mozda uzrokovano heterogenom
rasprostranjenos¢u ove biljke. Dok se nekolicina americ¢kih autora slaze da je kratka
ambrozija najznacajniji izvor alergena medju korovskim biljkama koji uzrokuje AD kod
pasa (Zur, Thrke, White, & Kass, 2002), autori iz Skandinavskih zemalja i Poljske,
recimo, nisu dosli do sli¢nih nalaza (Cunze, Leiblein, & Tackenberg, 2013; Taszkun,
2011). Ovo nesuglasje bi moglo da se pripiSe smanjenoj rasprostranjenosti ambrozije u
Skandinaviji i Poljskoj. Na osnovu rezultata intradermalnog koznog (IDK) testa u SAD,
Francuskoj i Gr¢koj, polen kratke ambrozije izaziva pozitivnu reakciju kod 7.7-59%
pasa sa AD-om, a ¢ak 77% atopi¢nih Zivotinja ima poviSen nivo IgE na ovaj polen (Hill
& DeBoer, 2001). Rezultati iz Srbije takode pokazuju da je polen kratke ambrozije
znacajan za razvice AD kod pasa posSto je 66% atopic¢nih Zivotinja bilo pozitivho na
njen ekstrakt u IDK testu. Iako je nekolicina alergena iz Zivotne sredine implikovana u

patogenezi pseéeg AD-a, glavni uzrocnici su grinje na prvom mestu i polen ambrozije
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na drugom mestu (Milcic-Matic, Popovic, Lazarevic, & Medenica, 2010; Nesbitt,
Kedan, & Cacciolo, 1984).

Napredak u imunoloskoj karakterizaciji glavnih humanih alergena omogucio je
razvitak unapredenih dijagnostickih metoda 1 novih pristupa u specificnim
imunoterapijama alergijskih oboljenja. Slicno kao kod atopi¢ne populacije ljudi,
unapredene dijagnosticke i terapeutske metode bi mogle da poboljsaju kvalitet Zivota
atopi¢nih pasa kroz poboljSanje brzine i tempa oporavka. Osim toga, detaljno
istrazivanje ovog oboljenja bi svakako unapredilo razumevanje mehanizama koji
dovode do AD kod pasa.

Identifikacija i1 karakterizacija alergena ambrozije koji su odgovorni za pse¢i AD
nije do sada uradena. Za razliku od coveka, psi su jako podlozni parazitskim
infekcijama, bilo naslednim ili ste€enim, i kao posledica odbrane od parazita Cesto je
nivo IgE antitela poviSen i kod zdravih Zivotinja (Ledin, Bergvall, Hillbertz, Hansson,
Andersson, Hedhammar, et al., 2006). Zbog toga je detekcija niskog nivoa specificnih
IgE antitela protiv odredenih alergena u odnosu na izuzetno visok titar ukupnih antitela,
izuzetno  komplikovana sa  metodoloskog  stanoviSta. = Medutim, razvoj
imunoproteomickih pristupa 1 metoda omogucava detaljnu karakterizaciju raznih

alergena, pa tako i kratke ambrozije, koji izazivaju AD kod pasa.

2.8. Modulacija imunskog odgovora

Imuni sistem ima vrlo tezak zadatak da odrzava finu ravnotezu izmedu zastite
organizma domacina od infektivnih, stranih agenasa, a da pri tom “toleriSe” sopstvene i
bezopasne materije iz okoline. Pored toga, prilikom zapaljenske reakcije, imuni sistem
mora brzo i efikasno da reaguje na Stetno strano telo u organizmu, ali tako da
istovremeno ta reakcija bude takva da lokalno tkivo pretrpi Sto manje oSte¢enje. Moze
se re¢i da je klju¢ uspesnog imunskog sistema u finom podesavanju njegove funkcije.

PodeSavanje, ili modulacija, imunskog odgovora moZze da se ispituje na nekoliko
nivoa. PocCevsi od izmene strukture samog alergena na koji imuni sistem reaguje,
stvaranja hipoalergenih varijanti, do modulacije celijskog i serumskog odgovora

imunskog sistema razli¢itim supstancama.
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2.8.1. Interakcije polifenola i alergena

Nekoliko studija je pokazalo da prirodni polifenoli zelenog ¢aja interaguju sa
alergenima hrane ¢ime dovode do strukturnih promena alergena, a samim tim i do
modulacije alergijskog odgovora.

Kokosije jaje je jedno od najznacajnijih izvora hranljivih materija u ljudskoj
ishrani. Ovalbumin (OVA) je glavni protein i glavna hranljiva komponenta belanceta
kokosijeg jajeta Sto se ogleda u Cinjenici da on predstavlja ~ 60-65% ukupne proteinske
mase belanceta. Medutim, ovaj glikoprotein od 385 amino kiselina istovremeno je i
glavni alergen pticijeg jajeta koji je odgovoran za IgE-posredovane alergijske reakcije u
decijoj ishrani. Razli¢ite procene ukazuju da je alergijska reakcija na OVA prisutna kod
~1.6-3.2% dece 1 kod 0.6% odraslih (Sampson, 2004). Na osnovu sli¢nosti amino-
kiselinske sekvence i tro-dimenzionalne strukture, OVA je svrstan u veliku porodicu
proteina poznatih kao SERPINI. Skra¢enica SERPIN potice od anglosaksonskog naziva
SERine Protease Inhibitors, koja pak oznacava proteinske makromolekule sacinjene od
jednog domena koji inhibiraju kataliticku aktivnost serinskih proteaza. Serpini su
okarakterisani jedinstvenom tro-dimenzionalnom strukturom koja je sainjena od tri j3-
plocice, koje predstavljaju srz strukture, i 8-9 o-heliksa koji se nalaze na povrSini
molekula. Povrh centralne B-plocice A nalazi se petlja dugacka od 15-20 amino kiselina.
Ova petlja, koja je potpuno izlozena rastvoru i koja, osim u slu¢aju OVA, nema
karakteristike uredene sekundarne strukture, poznatija je kao petlja reaktivnog centra.
Ona sluzi kako mamac za proteaze; proteaze prepoznaju odredenu sekvencu u petlji i
kataliSu reakciju hidrolize. Medutim, u toku reakcije proteaza ostaje kovalentno vezana
za serpin dovoljno dugo da biva uklonjena sa mesta delovanja zajedno sa iseCenim
serpinom i1 ovo ujedno predstavlja opsti mehanizam inhibicije serinskih proteaza. Za
razliku od inhibitornih serpina, OVA ne inhibira niti jednu poznatu proteazu i zato se
Cesto naziva neinhibitornim serpinom. Isto tako, za razliku od ostalih neinhibitornih
serpina, kao Sto su maspin i faktor iz pigmentnog epitelijuma, PEDF (engl. “Pigment
Epithelium Derived Factor”), koji imaju definisane bioloske uloge (regulacija
angiogeneze, supresija tumora, itd.), prava uloga OVA, pored moguce rezerve energije,
nije ba$ najjasnija. Uloga OVA u alergijskim reakcijama Coveka i interakcije ovog

proteina sa malim fizioloSki aktivnim molekulima prisutnim u hrani, kao S§to su
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polifenoli i purinski alkaloidi, naglaSava potrebu za detaljnim ispitivanjima uloge OVA
u imunom odgovoru (R. Q. Wang, Yin, Li, Wang, Pu, Wang, et al., 2013).

Glavnina dosadasnjih studija o interakcijama izmedu polifenola i proteina je
otkrila konstante vezivanja, identitet moguceg mesta vezivanja polifenola, karakter sila
znaajnih za prepoznavanje, kao i uticaj protein-polifenol kompleksa na stabilnost i
anti-oksidantne osobine polifenola (Caruana, Hogen, Levin, Hillmer, Giese, & Vassallo,
2011; Kanakis, Hasni, Bourassa, Tarantilis, Polissiou, & Tajmir-Riahi, 2011). Polifenoli
jabuke formiraju kompleks sa OVA 1 umanjuju vezivanje specifi¢nih anti-tela i
oslobadanje serotonina iz bazofila. PredloZzeni mehanizmi anti-alergijskog delovanja
polifenola jabuke su delomi¢no zasnovani na stabilnim interakcijama izmedu polifenola
1 OVA, koje, pak, umanjuju alergeni potencijal datog alergena (u ovom sluc¢aju OVA)
promenom epitopa (Zuercher, Holvoet, Weiss, & Mercenier, 2010). Gruber i saradnici
su objavili slicne rezultate u studiji koja se bavila interakcijama polifenola i glavnog
alergena visnje Pru av 1 (Gruber, Vieths, Wangorsch, Nerkamp, & Hofmann, 2004; Si-
Yin Chung, 2009). Pokazano je, naime, da interakcije izmedu Pru av 1 i polifenola kao
Sto su epikatehin, galna kiselina i kvercetin, izazivaju stalnu promenu u tercijarnoj
strukturi alergena i znacajno umanjuju sposobnost alergena da interaguje sa IgE
molekulima. Takode, alergeni potencijal kikirikija je umanjen nakon interakcije sa
polifenolima (Si-Yin Chung, 2009).

(-)-Epigalokatehin-3-galat (EGCQG) je najpotentnija komponenta zelenog caja
koja ima korisna svojstva po opste zdravlje coveka, ukljucujuéi oboljenja preosetljivosti
(Melgarejo, Medina, Sanchez-Jimenez, & Urdiales, 2010). Polifenoli se unose u ljudski
organizam u kombinaciji sa proteinima iz raznih izvora i na taj nacin oni ucestvuju u
razliitim procesima koji mogu da uti¢u na zdravlje coveka i koji mogu da moduliraju
imunoloSku reakciju na proteine hrane. Nekoliko studija je pokazalo da EGCG
interaguje sa glavnim proteinima hrane kao Sto su f-laktoglobulin (BLG) i kazein (1.
Hasni, Bourassa, & Tajmir-Riahi, 2011). Nekovalentne interakcije izmedu EGCG i
proteina izazivaju konformacione promene kod proteina (Kanakis, Hasni, Bourassa,
Tarantilis, Polissiou, & Tajmir-Riahi, 2011) i uticu na proteolizu datog proteina
pepsinom (Tagliazucchi, Verzelloni, & Conte, 2005; Tantoush, Apostolovic, Kravic,
Prodic, Mihajlovic, Stanic-Vucinic, et al., 2013). Konformacija proteina, podloZznost
proteolizi i formiranju agregata su osobine koje izuzetno utiCu na reakcije
hiperosetljivosti na hranu kao Sto su vezivanje IgE molekula, apsorpcija od strane

antigen-prezentujucih celija, aktivacija efektornih celija u alergijskom odgovoru, i
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senzitizacija od strane alergena hrane (Vissers, Blanc, Skov, Johnson, Rigby,

Przybylski-Nicaise, et al., 2011).

2.8.2. Uticaj polifenola na ¢elijsku signalizaciju

Pored direktne interakcije sa alergenima i uticaja na njihovu strukturu, prirodni
polifenoli mogu da uticu i na celijske procese koji su povezani sa alergijskim
odgovorom. U te procese spada i modulacija unutarcelijskih signalnih kaskada koje su
pod uticajem pro-inflamatornih citokina.

Konzumiranje zelenog ¢aja ima korisne uticaje na zdravlje ¢oveka, posebno u
mnogim hroni¢nim i inflamatornim oboljenjima, kao Sto su bolesti srca, dijabetes,
neurodegenerativna oboljenja, artritis i rak (Butt & Sultan, 2009; R. Singh, Akhtar, &
Haqqi, 2010). Postoje znacajni dokazi da polifenoli zelenog caja, a pogotovu glavni
polifenol (-)-epigalokatehin-3-galat (EGCG), inhibiraju enzimatske aktivnosti i signalne
kaskade, $to rezultuje suprimiranjem ¢elijskog rasta i poviSenim nivoom apoptoze, kao i
inhibicijom C¢elijske invazije, angiogeneze i metastaze razlicitih linija kancer celija
(Sarkar, Li, Wang, & Kong, 2009; Yang, Wang, Lu, & Picinich, 2009).

Polifenoli zelenog ¢aja, a EGCG posebno, uti€u na Sirok spektar imunih ¢elija.
Naime, ova jedinjenja utiu na rast i sazrevanje dendritskih ¢elija (Yoneyama, Kawai,
Tsuno, Okaji, Asakage, Tsuchiya, et al., 2008), inhibiraju oslobadanje histamina i
sekreciju citokina od strane bazofila (Fujimura, Umeda, Yamada, & Tachibana, 2008),
suprimiraju produkciju IgE u B ¢elijama i mononuklearnim ¢elijama periferne krvi
(PBMC) (Hassanain, Silverberg, Norowitz, Chice, Bluth, Brody, et al., 2010),
sprecavaju degranulaciju mastocita (Inoue, Suzuki, & Ra, 2010), prezivljavanje,
adheziju i mobilnost monocita coveka (Kawai, Tsuno, Kitayama, Okaji, Yazawa,
Asakage, et al., 2005; Melgarejo, Medina, Sanchez-Jimenez, & Urdiales, 2010), kao i
ekspresiju i IL-17 1 TNF-alfa u Th17 humani ¢elijama (Danesi, Philpott, Huebner,
Bordoni, & Ferguson, 2010). Takode, pokazano je da EGCG interferira sa IL-2/IL-2R
signalnim putem i1 da je stoga veoma potentan u modulaciji imunskog odgovora
(Lambert, Kennett, Sang, Reuhl, Ju, & Yang, 2010; J. Wang, Pae, Meydani, & Wu,
2012; D. Wu, Guo, Ren, Guo, & Meydani, 2009).

Najskoriji rezultati su pokazali da EGCG moze da stimuliSe inflamatorni

odgovor kod zivotinja koje su primile velike doze EGCG-a. Danas se mogu pronaci
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razni proizvoda zelenog caja u komercijalnoj upotrebi. Uprkos mnogobrojnim
rezultatima koji pokazuju da katehini iz zelenog ¢aja imaju uticaj na imunoloski sistem
coveka, nijedna studija nije izucavala efekat dijetalnih suplemenata zelenog caja
pojacanih katehinima i EGCG-om na generaciju ROS u PBMC i mogucu interakciju sa

IL-4/IL-4R signalnom kaskadom, koja je ukljucena u nastajanje alergijskog odgovora.
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3. Cilj istrazivanja

Za razumevanje alergije kao fenomena, bitan korak predstavlja izucavanje i
opisivanje novih izvora alergena, kao i karakterizacija pojedinacnih alergena. Ova
saznanja dalje mogu doprineti boljoj dijagnostici alergija, a samim tim i boljoj terapiji.
Medutim, ono §to nam jo$ viSe daje uvida u to kako se alergija, kao neadekvatna
reakcija imunskog sistema uopSte javlja, jeste ispitivanje mehanizama odgovornih za
podesavanje odnosno modulaciju imunskog odgovora na nivou ¢elije, signalnih kaskada
i strukture alergena. Obzirom da gore navedena polja nisu dovoljno istrazena i
objasnjena, cilj ove doktorske disertacije je ispitivanje novih polenskih izvora alergena,
njihova karakterizacija kod humanih i drugih ugrozenih Zivotnjiskih vrsta, kao i
ispitivanje mehanizama modulacije imunskog odgovora coveka, katehinima zelenog
caja.

Da bi cilj bio postignut nametnuli su se slede¢i istrazivacki zadaci:

* Karakterizacija humanog alergenog potencijala polena lipe (7ilia tomentosa).

* Ispitivanje humane ukrStene reaktivnosti polena lipe sa opSte poznatim izvorima
alergena, kao Sto su polen breze i masline.

* Karakterizacija alergijskog odgovora na polen lipe kod pacijenata iz tri razlicite
geografske i klimatske regije evropskog kontinenta.

* Karakterizacija alergijskog odgovora kuénih pasa na polen ambrozije i
uporedivanje sa alergijskim odgovorom coveka.

* ProuCavanje mehanizma modulacije imunskog odgovora katehinima zelenog
¢aja in vitro.

* Odredivanje mehanizma interakcije izmedu glavnog polifenola zelenog caja,
EGCG-a, i jednog od glavnih alergena hrane, ovalbumina, i bioloskih posledica
takvih interakcija.

* Proucavanje mehanizma kojim polifenoli iz zelenog Caja, a pogotovu EGCG,
moduli$u signalnu kaskadu pod kontrolom citokina IL-4, a koji je vazan za

alergijske reakcije.
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4. Rezultati

4.1. Karakterizacija alergenog potencijala polena lipe (7ilia

tomentosa)

Smatrano je da se lipa, zbog veliCine 1 tezine njenog polenskog zrna, ne oprasuje
vetrom ve¢ samo insektima. Zbog toga lipa nije uzimana u obzir kao izvor alergena i ne
nalazi se u alergenskoj paleti koja se koristi u svakodnevnoj klinickoj praksi. Medutim,
pojava pacijenata koji su alergi¢ni na lipu sugeriSe da je lipa izvor alergena koji
zavreduje detaljno ispitivanje. U ovom delu, koristili smo kombinaciju in vitro 1 in vivo

eksperimenata kako bismo karakterisali alergeni potencijal lipe.

4.1.1. Odredivanje veli¢ine polenskog zrna lipe mikroskopskim

metodama

Pre detaljne karakterizacije imunskog odgovora coveka na polen lipe bilo je
potrebno utvrditi veli¢inu polenskog zrna lipe i uporediti ga sa polenskim zrnima
razliCitih vrsta drveca, za koje se pouzdano zna da izazivaju alergijske odgovore kod
coveka. Za ova merenja koristili smo metodu konfokalne mikroskopije koja se zasniva
na osobini polena da autofluorescira. Autofluorescencija polena omogucéava da se
pomocu ove mikroskopske tehnike odrede veli€ina i oblik samog zrna, broj i vrsta pora
na zrnu, tekstura egzinskog sloja, procena celosti polenskog zrna, i postojanje polenske
opne preko povrsine polena.

Nasa merenja pokazuju da je veli¢ina polenskog zrna lipe (7ilia tomentosa)
priblizno 35 um (Slika 4.1.), Sto je prakti¢no veli¢ina polenskih zrna drveca koje su
poznati izvori alergena. Dobijena vrednost je u skladu sa literaturnim podacima za
veli¢inu polena velikolisne lipe (7ilia platyphyllos), koja iznosi 40 um, a evropske lipe
(Tilia europea) od 35 wum. Na osnovu ovih rezultata zakljucujemo da je polensko zrno
lipe (Tilia tomentosa) dovoljno malih dimenzija da bi se polinacija obavljala vetrom i

samim tim polen lipe zaista predstavlja potencijalni izvor alergena.
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Slika 4.1. — Konfokalna mikroskopija polenskog zrna lipe. Autofluorescencija je
snimana simultano koris¢enjem plavog (A), zelenog (B) i crvenog (C) filtera.
Preklopljeni snimci prikazani su na panelu D. Duzina crvene skale na slici je 40 um. Na

osnovu dobijenih snimaka moze se zakljuciti da velicina zrna polena lipe nije veca od
zrna polena ve¢ dokazanih alergenih izvora.

4.1.2. In vivo vezivanje IgE

U slede¢em koraku analizirali smo reaktivnost pacijenata na ekstrakt polena lipe.
Dvadeset pacijenata sa alergijskim simptomima u periodu polinacije lipe podvrgnuti su
koznim probama sa ekstraktom polena lipe, masline i1 breze. Maslina i breza su poznate
alergene vrste 1 njihov period polinacije preklapa se sa peridom polinacije lipe. Klinicke
karakteristike pacijenata u ovoj studiji su date u 7abeli 4.1. Kao pozitivna kontrola (+)
koriS¢en je histamin fosfat. Od 17 pacijenata 14 je imalo pozitivnu reakciju na ekstrakt
lipe (82.35%), dok je 10 od 13 pacijenta pozitivno reagovala na ekstrakt breze (76.9%) i
isto toliko na glavni alergen breze, Bet v 1. Na polen masline je odreagovalo 3 od 8
testiranih pacijenata, dok je na Ole e 1 reagovalo 2/5 (Tabela 4.1.). Pozitivhom
reakcijom smatrala se pojava otoka na mestu nanoSenja alergena €iji je precnik bar 3

mm veci od precnika negativne kontrole za koji je koris¢en samo fizioloski rastvor. Ovi

rezultati pokazuju da ekstrakt lipe moze izazvati alergijsku reakciju kod ¢oveka.
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Tabela 4.1. Klinicki podaci pacijenata koji su ucestvovali u studiji. Pol: M — muski, 7 —
Zenski; Dijagnoza: R — alergijski rinitis, K — alergijski konjuktivitis, B — bronhitis; NT —
nije testirano; broj “+” znakova oznacava jacinu reakcije na skali od 1-3. U in vitro
koloni predstavljen je intenzitet reakcije pacijenata u imunoblotu, dok je u ex vivo

koloni predstavljena jacina odgovora pacijenata u testu aktivacije bazofila.

_ g KoZne probe
No. % S §D ‘§ '§

= =~ £ = <

= 2 s S |52 % |& |H

AEEERERRRE

1 VM |M |R,K. |3 |4 |35 |3 |NT |[NT |+++ |+++
2 AM M | R 2 2 3 2 NT | NT ++ +++
3 M M | R 5 3 4 3 3 2.5 + ++
4 |GD |M |R. 25 |5 |NT |[NT |[NT |[NT |++ |[+++
5 MP M | R 5 4 3 2 3 2 =+ | ++
6 |ST Z |R 3 3 |4 3 2 3 ++ |+
7 |DC |Z |R,K.|5 3 0 1 2 2 =+ [+
8 |AD |M |R. 4 |6 |NT [NT [NT |NT |NT |NT
9 |BM |M |R 4 |6 |5 5 |NT [NT |[+++ [NT
10 |JR 7 |R.,K.[2 25 |1 2 1 0 NT |NT
11 |[BG |M |R,K.[4 |5 |NT |[NT |[NT |[NT |[NT |++
12 |AMB |Z |R. 3 5 4 3 NT |NT |+ NT
13 | IM M |[R,K. |3 5 5 4 |NT |NT |+ NT
14 |JpP Z |B,R. |3 1 3 3 1 0 +++ | NT
15 [AV |M |R,K. |6 |7 |4 8 |4 3 ++ | NT
16 |[AM |Z |R 2 4 2 3 1 0 0 NT
17 | DA R.,K. |3 3 |NT |NT |[NT |NT |[NT |NT
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4.1.3. In vitro vezivanje IgE

Rezultati koznih testova ukazuju da ekstrakt lipe moze da izazove alergijsku
reakciju kod coveka. Medutim, da bi se potvrdilo da se zaista radi o alergiji, potrebno je
uraditi niz in vitro merenja, kao i eksperimente u kojima se koriste odredene celije
imunskog sistema koje su izolovane iz pacijenata koji su prethodno pozitivno reagovali
na ekstrakt lipe u koznom testu. In vitro vezivanje IgE za proteine iz ekstrakta polena
lipe testirano je imunoblotom i ELISA testom sa pojedina¢nim serumima alergi¢nih
pacijenata, dok su testovi aktivacije bazofila i T celija koris¢eni kako bi se utvrdila

potentnost polena lipe na ¢elijskom nivou.
4.1.3.1. Imunoblot

In vitro vezivanje IgE iz seruma alergi¢nih pacijenata testirano je imunoblotom.
Prvo su elektroforetski razdvojeni proteini na 12% poli-akrilamidnom gelu, a zatim su
razdvojeni proteini preneSeni na membranu koja je koriS¢ena za probu sa 12
pojedinacnih seruma pacijenata koji su pokazali pozitivinu reakciju u testu kozne probe
na polen lipe. Kao negativna kontrola kori$¢en je serum neatopi¢ne osobe (traka 2). IgE

reaktivnost je detektovana kod vecéine pacijenata (Slika 4.2.).

Mw ekstrakt 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14
. . A3 *,—'; 7 « " 2= .

Slika 4.2. — Imunoblot analiza reaktivnosti na polen lipe. Traka Mw predstavlja
molekulske proteinske markere, traka pored - razdvojene proteine ekstrakta polena lipe.
Traka 1 je tretirana serumom nealergicnog pacijenta. Trake 2-14 su serumi
pojedinacnih pacijenata.

Proteini pribliznih molekulskih masa 14, 18, 25, 35 i 45 kDa su se pokazali kao
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dominanti IgE vezujuéi proteini i sa manjim ili ve¢im intenzitetom su prepoznati kod

svakog pojedina¢nog seruma.

4.1.3.2. Test aktivacije bazofila

Na povrsini bazofila nalaze se receptori (FceR) koji vezuju konstantni region
IgE antitela. Bazofili unutar ¢elije sadrze mnoge granule koje su ispunjene razli¢itim
aktivnim supstancama koje izazivaju alergijski odgovor nakon degranulacije. Bazofili
se aktiviraju kada se alergen-specifi¢no IgE antitelo veze za alergen i za FceR receptor
na bazofilima. Aktivirane ¢elije potom zapocinju degranulaciju, luc¢e aktivne supstance i
tako iniciraju alergijski odgovor. Degranulisani i aktivirani bazofili eksprimiraju CD63 i
CD 203c antigene na svojoj povrsini. Zato se detekcija aktiviranih bazofila iz pune krvi
moze pratiti pomocu protocnog citometra 1 koriS¢enjem antitela na CD63 i CD203c
proteina. Antitela su obeleZeni razli¢itim fluoroforama, najces¢e fluorescein
izotiocijanatom, FITC (engl. “Fluorescein Isothiocyanate”) i fikoeritrinom, PE (engl.
“phycoerythrin”) Sto omogucéava kvantifikaciju signala.

Radi utvrdivanja da li je ekstrakt polena lipe sposoban da dovede do aktivacije
bazofila, test aktivacije bazofila je odraden sa punom krvi 8 pacijenata sa prethodno
utvrdenom klini¢kom istorijom alergijske reakcije. Celije krvi pacijenata stimulisane su
sa serijskim razblazenjem (10 pg mL™", 1 pg mL™, 0.1 pg mL™", 0.01 pg mL™", 0.001 pg
mL™" 1 0.0001 pg mL™") ekstrakta polena lipe i praéena je aktivacija bazofila merenjem
ekspresije CD63 1 CD203c¢ molekula na povrsini ¢elija (Slika 4.3.). Ekstrakt lipe je bio u
stanju da izazove aktivaciju bazofila alergi¢nih pacijenata i do 33% u odnosu na

negativnu kontrolu.

S 2 L4
T 301 ‘T 304
O Q0
+ + L4
(2] Q
3 e
N 204 S 204
a [a)
Qo . Qo . .
+ Y [ ] + Y
3 104 3 104
=] [=]
o o
S o« ° S
0 T T T T T 1 ] T T T T T 1
0 0 1 100 0 0 1 100
koncentracija ekstrakta polena lipe koncentracija ekstrakta polena lipe

Slika 4.3. - Zavisnost % aktiviranih bazofila od koncentracije dodatog ekstrakta polena
lipe na primeru pacijenta IM (panel A) i pacijenta AM (panel B)
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4.1.3.3. Aktivacija T éelija

Poznato je da tokom alergijskog odgovora dolazi do proliferacije i uvecanja
broja alergen-specificnih Th limfocita. Nakon dokazane sposobnosti ekstrakta lipe da
aktivira bazofile, kako u in vitro, tako 1 u in vivo uslovima, odradeni su testovi
proliferacije T limfocita kod 8 pacijenta. Izolovana populacija limfocita iz pune krvi
tretirana je sa dve koncentracije ekstrakta polena lipe, 2 ug mL™" i 10 ug mL".
Inkubacija tetrodotoksinom je posluzila kao pozitivna kontrola, a inkubacija
medijumom za rast ¢elija je predstavljao negativnu kontrolu. U svakom od 8 slucajeva
moglo se zapaziti povecanje broja CD4+ /CD3+ T limfocita, nakon tretiranja

ekstraktom lipe. Rezultati na primeru dva pacijenta su prikazani histogramski (Slika

4.4).
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Slika 4.4. — Test proliferacije T Ccelija. Netretirane Ccelije predstavijaju negativnu
kontrolu, odnosno Ccelije u koje je umesto ekstrakta dodat samo Celijski medijum
(Medium). Pozitivau kontrolu predstavljaju celije tretirane teterodotoksinom (TT), dok
su dve koncentracije ekstrakta obelezene kao Tilia 10 i Tilia 2. Svi uzorci su postavljani
u duplikatu. Prikazana su dva pacijenta, pacijent IM (panel A) i pacijent AM (panel B).

4.1.4. Odredivanje ukrstene reaktivnosti sa polenom masline i breze

Kako je lipa karakteristi¢na za podrucje srednje Evrope, sa tim da je manje ima u
severnim i juznim krajevima, zanimljivo je bilo istraziti kako atopicni pacijenti iz tih
krajeva reaguju na polen lipe. U Svedskoj i Nemackoj najveéi procenat pacijenata
alergicnih na polen reaguje na polen breze, koja je svakako medu zastupljenijim

vrstama drveca u ovim krajevima. Kada govorimo o populaciji alergi¢nih pacijenata u
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Spaniji, najéeiée se govori o alergijama na polen masline, koja predstavlja jednu od
najznacajnijih poljoprivrednih kultura ovog predela.

U cilju utvrdivanja kako razli¢ite populacije pacijenata reaguju na polen lipe, iako
nisu izlozene ovom izvoru u tolikoj meri, odradeni su in vitro, imunoblot i ELISA
testovi. Pronalazenje odnosa izmedu imunoreaktivnosti razli¢itih populacija pacijenata
na polen lipe i polen breze ili masline omoguc¢ava nam da utvrdimo da li postoji
paralelna senzitizacija ovim izvorima ili da li je u pitanju ukrStena reaktivnost na ove
polene. U ovom drugom slucaju to bi znacilo da poleni lipe, breze i masline sadrze

alergene visokog nivoa sli¢nosti koje IgE antitela Coveka prepoznaju.

4.1.4.1. Imunoblot analize na ekstrakt polena lipe serumima alergi¢nih pacijenata tri

evropske populacije

Razvijanje blota radeno je pojedina¢nim serumima pacijenata iz tri evropske
populacije. Pacijenti iz nemacke i Svedske populacije birani su na osnovu pokazane
reaktivnost na brezu koja je dominantan izvor alergena u tim regijama, dok su pacijenti
iz Spanije birani na osnovu istorije alergije na polen masline, koji je, pak, glavni izvor
alergena u tom geografskom podrucju.

Da bi se utvrdilo da li u ekstraktu lipe postoje proteini za koje postoji specificno
IgE antitelo u serumima pacijenata koji nisu izloZeni ovom izvoru alergena, proteini iz
ekstrakta polena lipe prvo su razdvojeni pomo¢u SDS-PAG elektroforeze na 12% poli-
akrilamidnom gelu. Zatim su protein preneseni na nitroceluloznu membranu i tretirani
pojedina¢nim serumima pacijenata iz razli¢itih populacija.

Koris¢eno je 12 seruma breza-alergicnih pacijenata sa podruc¢ja Srbije, 7 seruma
sa podru¢ja Nemacke i 20 sa podrudja Svedske. Populacija pacijenata iz Srbije
prepoznala je kao dominantne IgE vezujuée proteine pribliznih masa od 10, 18 i1 45 kDa
(Slika 4.5., panel A). 1z populacije nemackih pacijenata troje je pokazalo IgE
reaktivnost i to pre svega na protein priblizne molekulske mase oko 36 kDa, a slabije na
protein od oko 14 kDa (Slika 4.5., panel B). U Svedskoj populaciji, slabijim ili ja¢im
intenzitetom svi pacijenti su prepoznali protei oko 36-38 kDa, dok se neSto slabijeg
intenziteta, ali kod svih testiranih pacijenata mogu videti trake na oko 18 kDa (Slika 4.5.,
panel C). Sa podru¢ja Spanije testirano je 7 pacijenata alergi¢nih na maslinu na
imunoblotu sa razdvojenim proteinima ekstrakta polena lipe. Zanimljivo je da je 6/7

pacijenata skoro jedinstevno prepoznala protein oko 18 kDa. Sedmi pacijent (Slika 4.5.,
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panel D, traka 9) je na koznim probama pokazao alergiju na ekstrakt polena masline, ali

ne i na glavni alergen Ole el, koji je mase oko 17 kDa.

A B
Mw i 1 3 5 7
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 116
116 66.2
66.2 45
45 35
35 25
% 18.4
184 14.4
14.4
c D

13 15 17 19

Mw 1 234567 8 91011 21 23

12 34 5 6 7 89 10

Slika 4.5. — Imunoblotovi alergicnih pacijenata razlicitih populacija Evrope na
elektorforetski razdvojene proteine ekstrakta polena lipe. (A)Imunoblot razvijen sa 12
pojedinacnih seruma breza-alergicnih pacijenata sa podrucja Srbije. Traka 1 —
Molekulski proteinski markeri. Trake 2-4 negativen kontrole, dok su trake 5-16 tretirane
pojedinacnim serumima pacijenata. (B) Imunoblot razvijen sa pojedinacnim serumima
7 breza-alergicnih pacijenata sa podrucja Nemacke. Mw — molekulski markeri, Ii —
traka obojena Indian ink-om, zarad provere uspesnosti transfera, traka 1 — negativni
serum, trake 2 — 8 serumi alergicnih pacijenata. (C) Imunoblot razvijen sa
pojedinacnim serumima 20 breza-alergicnih pacijenata sa podrucja Svedske. Mw —
proteinski molekulski markeri, traka 1 — serum nealergicnog pacijenta, trake 2 i 3 —
negativne kontrole za sekundarna i tercijarna antitela, trake 4-23 serumi breza-
alergicnih pacijenata. (D) Imunoblot sa pojedinacnim serumima maslina-alergicnih
pacijenata na podrucju Spanije. Prikazani su proteinski molekulski markeri, trake 1 — 9
pojedinacni serumi pacijenata alergicnih na polen masline, traka 10 — negativna
kontrola.
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4.1.4.2. Uporedivanje IgE reaktivnosti na polen lipe i polen breze, odnosno polen lipe

i polen masline

ELISA testom smo uporedili specificno IgE vezivanje za alergene polena lipe i
polena breze medu populacijom pacijenata alergi¢nih na brezu Svedske, Nemacke i
Srbije. Uporeden je i IgE specifi¢an odgovor na polen lipe i masline, na populaciji
pacijenata alergiénih na maslinu, sa podru¢ja Spanije. Vrednosti prikazane na graficima
su vrednosti apsorbancije (A4os) od kojih je oduzeta vrednost apsorbancije za negativnu
kontrolu. Ovim testom smo hteli da vidimo da li postoji korelacija izmedu IgE
reaktivnosti alergi¢nih pacijenata na polen lipe i polen breze, odnosno polen masline,
kada je u pitanju populacija pacijenata iz Spanije. U slu¢aju postojanja korelacije,
o¢ekivano je da prava bude §to pribliznija r=1. Kao $§to se moze videti sa slike 4.6.
najuocljivija korelacija je u panelu D, izmedu reaktivnosti maslina-alergi¢nih pacijenata

Spanije na polen masline i polen lipe.
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Slika 4.6. — Direktnim ELISA testom odredena je reaktivnost IgE antitela na alergene
polena lipe u serumima pacijenata razlicitih populacija Evrope (Srbija (4), Nemacka
(B), Svedska (C), Spanija (D)), a zatim uporedena sa IgE reaktivnoséu na polen breze,
tj. masline.
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4.1.4.3. Inhibitorni ELISA testovi

U cilju daljeg ispitivanja ukrStene reaktivnosti izmedu polena lipe i breze, kao i
izmedu polena lipe i masline uradeni su inhibitorni ELISA testovi sa grupisanim
serumima Cetiri razliite populacije pacijenata. U ovim testovima, prvo su proteini
ekstrakta polena lipe kuplovani za mikrotitar plocicu. Zatim su dodavani serumi
pacijenata alergi¢nih na lipu koji su preinkubirani serijskim razblazenjima ekstrakta
breze ili masline zavisno od vrste populacije. Potom je meren nivo vezivanja IgE za
ekstrakt polena lipe, preko merenja apsorbance na 405 nm, i taj rezultat je uporeden sa
kontrolnim uzorkom u kojem nisu koriS¢eni ekstrakti breze ili masline. Nasi rezultati
pokazuju da ekstrakti breze i masline smanjuju nivo vezivanja seruma za proteine iz
ekstrakta lipe $to ukazuje na postojanje ukrstene reaktivnosti medu polenima (Slika 4.8).
Smanjenje nivoa vezivanja je izrazeno kroz odnos nivoa vezivanja seruma za polen lipe
u odsustvu i u prisustvu polena breze ili masline. Taj odnos smo izrazili kao procenat
inhibicije.

Nasi rezultati nedvosmisleno pokazuju da je polen lipe potencijalni izvor
alergena, koji izaziva alergijski odgovor kod ¢oveka i koji bi morao da bude ukljuc¢en u

klini¢ku paletu alergena.
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® Breza inhibirana brezom
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Slika 4.7. — Inhibitorni ELISA testovi. (A) Na populaciji alergicnih pacijenata Srbije
odradena je inhibitorna ELISA gde su serumi dodavani na kuplovane proteine ekstrakta
polena lipe, a preinkubirani (inhibirani) sa ekstraktom polena breze i lipe (levi panel).
Isto je uradeno i sa kuplovanim proteinima breze (desni panel). Isti eksperimenti su
ponovljeni i za populaciju Nemacke (B) i za populaciju Svedske (C). Odreden je i stepen
ukrstene reaktivnosti izmedu polena lipe i masline na pridruzenim serumima alergicnih
pacijenata Spanske populacije (D), ali bez odgovarajucih kontrola.

43



4.1.5. Imunoproteomska karakterizacija alergena polena lipe

Kako je do sada u literaturi opisan samo jedan slucaj alergije na polen lipe, i to
vrste Tilia cordata, jasno je da ne postoji detaljna analiza i karakterizacija alergena
ovog izvora. U cilju bolje karakterizacije alergena lipe odradena je 2-D elektroforeza,
gde je prva dimenzija izoelektrofokusiranje, a druga SDS-PAG -elektroforeza pod
redukuju¢im uslovima. Proteini su zatim preneseni na NC membranu, gde su tretirani
pridruZenim serumima pacijenata alergi¢nih na polen lipe, sa podrucja Srbije. Rezultati

su prikazani na slici 4.8., panel B.

16

ovg',. 1 % GG S
@ s : e e
% 2 ;

15

]
é

Sl o 1

[ 5 I

Slika 4.8. — (A) Razdvajanje proteina polena lipe pomocu 2D SDS-PAG elektroforeze
visoke rezolucije. Brojevima su oznaceni proteini koji su zatim digestovani tripsinom, a
nastali peptidi su analizirani pomocu MS. (B) Western blot ekstrakta polena lipe
tretiranog sa serumima lipa-alergicnih pacijenata Srbije.

Nakon elektorforeze, imunoreaktivne tackice sa 2D gela su isecane i digestovane
tripsinom. Dobijeni peptidi su analizirani pomo¢u LC-MS/MS masene spektrometrije.
Dobijeni peptidi su uporedeni sa ve¢ postoje¢im u Tremble FASTA bazi UniProt
servera. Peptidi za koje je pokazano da imaju izvesno preklapanje sa ve¢ opisanim u

bazi podataka, prikazani su u Tabeli 4.3.
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Tabela 4.3. — Identifikacija “imunoreaktivnih” tacaka sa redukujuceg 2-D gela,
pomocu nLC-MS/MS. Pretraga je vrSena trazenjem homologije sa vec postojeéim

proteinima iz Tremble FASTA baze Rosidae i Asteracea.

Broj Sifra Protein Pogodak/ Peptidi Mr
tacke | (UniProt) pokrivenost (kDa)
1 049813 Ole el- like protein, 2.58/4.22 VYcDNcR 18.4
Betula pendula
3 P86104 Nepoznati protein 3.30/100 TNAENEFVTIKK 1.4
(fragment), Vitis
rotundifolia
4 A3F7Q3 Benzokinin reduktaza, 28.73/14.3 MPSELELAQAFHQGK 21.7
Gossypium hyrsutum VYIVYYSMYGHVEK
5 P86104 Nepoznati protein 3.30/100 TNAENEFVTIKK 1.4
(fragment), Vitis
rotundifolia
6 Q3KN67 Izoflavon reduktazi-nalik 34.11/19.48 GDHTNFEIEPSFGVEAS 33.9
protein, Vitis vinifera ELYPD
ILIIGGTGYIGK
DKVIILGDGNPK
FFPSEFGNDVDR
7 D7U4J6 Neokarakterisani protein, 5.71/12.1 AVFNKEDDIGTYTIK 33.9
Vitis vinifera VIILGDGNPK
ILIIGGTGYIGK
9 MS5XO0L9 Neokarakterisani protein, 38.2/23.8 KLASLADVYVNDAFGT | 47.5
Prunus persica A
FLKPSVAGFLMQK
MSHISTGGGASLELLEG
K
GVTTIHGGGDSVAAVEK
LVAQLPDGGVLLLENV
R
ELDYLVGAVGNPK
10 Q42962 Fosfoglicerat kinaza, 20.8/14.7 GVTTIIGGGDSVAAVEK | 42.3
Nicotiana tabacum VVPASEIPDGWMGLDIG
LSELLGVEVK
FAAGTEAIAK
11 MS5XO0L9 Neokarakterisani protein, 38.2/23.8 KLASLADVYVNDAFGT | 47.5
Prunus persica A
FLKPSVAGFLMQK
MSHISTGGGASLELLEG
K
GVTTIHGGGDSVAAVEK
12 Q42962 Fosfoglicerat kinaza, 20.8/14.7 GVTTIIGGGDSVAAVEK | 42.3
Nicotiana tabacum VVPASEIPDGWMGLDIG
LSELLGVEVK
FAAGTEAIAK
14 Q39766 Poligalakturonaza, 8.18/2.21 VKLSNISFK 43.9
Gossypium barbadense
16 M5W7Y7 | Neokarakterisani protein, 2.45/1.72 ALCcFPLLTRR 61.2
Prunus persica
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Analiza proteina od interesa na masenom spektrometru nam je dala bolji uvid u
proteinsku prirodu novog, do sada neokarakterisanog izvora. Protein iz tacke 1 sadrzi
jedan jedinstveni peptid (VYcDNcR), za koji sa velikom pouzdano$éu mozemo da
kazemo da je sli¢an Ole e 1-nalik proteinu iz breze (Betula pendula). Ole e 1 je glavni
alergen masline, a postoji i Ole e 1-nalik familija proteina koja takode ima alergena
svojstva. Na osnovu jedinstvenog peptida, moze se pretpostaviti da ovaj protein moze
da poseduje odredenu ukrStenu reaktivnost sa datim alergenom breze (Betula pendula)
ukoliko pri alergijskoj reakciji postoje antitela specifi¢na za sekvencu koja je homologa
u ovim proteinima. Ovo svakako ostaje da se ispita detaljnije u budu¢im studijama.
Protein iz tacke 3 sadrzi jedan peptid homolog nepoznatom (neokarakterisanom)
proteinu iz tamjanike (Vitis rotundifolia). Protein iz tacke 4 sadrzi jedan peptid koji je
homolog benzokinin reduktazi iz vrste pamuka poznatije kao Meksicki pamuk
(Gossypium hyrsutum), benzokinin reduktaza je reduktaza koja katalizuje redukciju
kinona i nema okarakterisana alergena svojstva. Protein iz tacke 5 sadrzi jedan peptid
homolog nepoznatom (neokarakterisanom) proteinu iz tamjanike (Vitis rotundifolia).
Tacka 6 sadrzi jedan peptid homolog izoflavon reduktazi iz grozda (Vitis vinifera).
Izoflavin reduktaza iz grozda (Vitis vinifera) ima alergena svojstva, Cak je naden i
odredeni stepen ukrstene reaktivnosti izmedu ovog proteina i alergena iz breze Bet v 6.

Protein iz tacka 7 sadrzi jedan peptid homolog nepoznatom (neokarakterisanom)
proteinu iz grozda (Vitis vinifera), dok proteini oznaceni brojevima 9, 11 1 16 na gelu
sadrze jedan peptid homolog nepoznatom (neokarakterisanom) proteinu iz breskve
(Prunus persica). Rezultati masene spektormetrije otkrili su da protein iz tacke 10
sadrzi jedan peptid homolog fosfoglicerat kinazi iz Americkog duvana (Nicotiana
tabacum) za koju nisu za sada okarakterisana alergena svojstva. Protein iz tacke 12
sadrzi peptid koji je homolog fosfoglicerat kinazi iz Ameri¢kog duvana (Nicotiana
tabacum) za koju nisu za sada okarakterisana alergena svojstva. Protein iz tacke 14 ima
peptid koji ukazuje da je ovaj protein slican poligalakturonazi iz pamuka (Gossypium
barbadense). Gossypium barbadense spada u istu familiju kao Tilia, a
poligalakturonaza je okarakterisana kao potentan alergen kod viSe vrsti kao Sto
su Platanus acerifolia, Cynodon dactylon, Phleum pretense iako za poligalakturonazu

Gossypium barbadense nisu za sada pokazana alergena svojstva.
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4.2. Imunoproteomska karakterizacija alergena ambrozije

(Ambrosia artemisiifolia) kod pasa

Polen ambrozije je ve¢ naSiroko poznat izvor alergija kod coveka i najceséi je
izazivac¢ alergije na podru¢ju Severne Amerike i delovima Evrope. Podatak da izaziva
viSe sezonskih alergijskih reakcija nego svi ostali poleni biljaka zajedno govori o
alergijskoj potentnosti ovog izvora (Bagarozzi, Potempa, & Travis, 1998).

Ne postoje studije na temu alergijskog odgovora na ambroziju kod pasa, ali se
mnogi autori slazu da je to svakako jedan od najznacajnijih izvora pseceg atopijskog
dermatitisa (Reedy, Miller, & Willemse, 1997; DW Scott, Miller, & Griffin, 2001; Zur,
Ihrke, White, & Kass, 2002). Za razliku od ljudi, psi su i dalje vrlo podlozni parazitnim
infekcijama 1 stoga je za njihov serum karakteristican visok nivo IgE antitela. Kao
posledica toga, detekcija veoma niskih koncentracija specifi¢nih IgE antitela znacajno
komplikuju metodologiju detekcije proteina koji su glavni uzrocnici pseceg atopijskog

dermatitisa.

4.2.1. Molekulska Kkarakterizacija glavnih alergena ambrozije u
psetem atopijskom dermatitisu pomocu 2D elektroforeze i 2D

imunoblota

Detaljna analiza i karakterizacija alergena ambrozije, kao i njihovih izoformi
odradena je 2-D elektroforezom, gde je prva dimenzija izoelektrofokusiranje, a druga
SDS-PAG elektroforeza pod neredukujué¢im uslovima. Proteini su zatim prenesSeni na
PVDF membranu, gde su tretirani serumima ljudi i pasa alergicnih na ambroziju.

Rezultati su prikazani na slici 4.9.
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Slika 4.9. — 2D Western blotovi ekstrakta polena ambrozije tretiranih sa serumima
alergicnih ljudi i pasa. IEF — izoelektricno fokusiranje, CBB — Coomassie Brilliant Blue,
M — proteinski molekulski markeri za pl vrednost; Uzorak — sirovi ekstrakt polena
ambrozije; pH skala odgovara pl vrednostima markera.

Uporedivanjem rezultata dobijenih 1D i 2D imunoblotom, vidljivo je da su sve
specificne trake koje su detektovane u 1D analizi i dalje prisutne u 2D u obliku tackica
sa pribliznim masama od 27, 38 i 45 kDa. Tacke od interesa su zatim isecane iz gela i

nakon tripsinske digestije, analizirane nLC-MS/MS masenom spektrometrijom.

4.2.2. Identifikacija proteina ambrozije koji su pokazali

imunoreaktivnost na 2D blotu sa 2D gela pomo¢u nLC-MS/MS
Nakon $to su detektovani proteini od interesa, isecani su iz gela, a zatim su

preciséeni 1 stavljeni na tripsinsku digestiju preko noc¢i. Dobijeni digesti su analizirani

pomocu masene spektrometrije.
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Tabela 4.3 — ldentifikacija celovitih izoformi alergena Amb a iz “imunoreaktivnih”
tacaka sa neredukujuéeg 2-D gela, pomocu nLC-MS/MS.

Broj
tacke

Kod
(UniProtKB)

Protein/
alergen

Pogodak/
pokrivenost

Broj
peptida

Broj
jedinstvenih
peptida

Mr
(kDa)

P27759

E1XUL4

E1XUL2

E1XUL3

E1XUL9

E1XUMO

PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0101
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0304
PredloZena pektin
lijaza/Amb a 1
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0202
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0402
PredloZena pektin
lijaza/Amb a 1

708/48

197/52

169/37

66/30

37/19

25/11

14

13

11

3

40

P27759

E1XUL9

E1XUL3

E1XUMO

PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0101
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0402
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0202
PredloZena pektin
lijaza/Amb a 1

450/58

449/63

50/27

52/11

17

17

16

34

P27759

E1XUL9

E1XUMO

E1XUL4

E1XUL3

PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0101
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0402
PredloZena pektin
lijaza/Amb a 1
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0304
PredloZena pektin
lijaza/Amb a
1.0202

934/51

88/34

44/15

31/16

26/21

15

14

38

Q2KN23
Q2KN24

QG64LHO

Profilin/Amb a
8.0102
Profilin/Amb a
8.0101
Profilin-3/Amb a
8

35/37

28/37

24/27

12

49



Tabela 4.4 — Identifikacija fragmenata izoformi lergena Amb a 1 iz “imunoreaktivnih”
tacaka sa neredukujuceg 2-D gela pomocu nLC-MS/MS.

Broj Kod Protein/ Pogodak/ Broj Broj Mr
tacke | (UniProtKB) alergen pokrivenost | peptida | jedinstvenih (kDa)
peptida

Predlozena pektin
E1XUMO lijaza (B 154/39 9 9
fragment)/Amb a 1 10
PredloZena pektin
E1XUL2 lijaza (B 75/10 2 2
fragment)/Amb a 1
Polenski alergen
Ambal.2 (a
fragment)/Amb a
1.0201
Polenski alergen
Ambal.2 (a
fragment)/Amb a
1.0201
Polenski alergen
Ambal.2 (a
fragment)/Amb a
1.0201

6 P27760 438/68 18 18 28

7 P27760 654/74 19 19 28

8 P27760 818/74 21 21 30

Analizirali smo 8 tacaka prikazanih na slici 4.9. Poput seruma Coveka, pseci
serumi su reagovali na svih 5 izoalergena Amb a 1 grupe. Tacnije, specificno IgE
vezivanje vidljivo na 38 kDa u 1D imunoblotovima odgovara celim Amb a 1
izoformama: Amb a 1.0102, 1.0202, 1.0304, 1.0402 i prirodnoj varijanti Amb a 1.0501,
E1XUMO (Tabela 4.3, tacke 1, 2 1 3). Uspesno se detektuju dva para Amb a 1 varijanti,
iako su aminokiselinske sekvence duzine 396 i1 398 i razlikuju se u samo jednoj
aminokiselini (prirodni varijeteti). Specificno vezivanje koje se javlja u regionu od 27-
30 kDa u 1D imunoblotu, odgovara o fragmentu Amb a 1.0201 (tacke 6-8), pre nego
Amb a 4 (Tabela 4.4). Zdruzeni humani serumi takode reaguju sa 3 fragmentom Amb a
1 i Amb a 8.0102 i profilinom 3 (7abela 4.3, tacka 5 i tabela 4.4, tacka 4). Svi
izoalergeni Amb a 1 grupe su identifikovani sa visokom sigurnosc¢u, §to je odli¢an
rezultat, ako se ima na umu da su Amb a 1 varijjante veoma sli¢nih sekvenci,
molekulskih masa i pI vrednosti.

Zahvaljuju¢i postojanju veceg peptida odredenih sa visokim stepenom
pouzdanosti, kao i onih “jedinstvenih” peptida koji se minimalno razlikuju, ali je ipak ta
razlika uocena medu izoformama, mogli smo po prvi put da pokazemo postojanje
nekoliko Amb a 1 varijanti na proteinskom nivou ¢ije postojanje je predvideno na

osnovu transkripata: E1XUL2-E1XUL4, E1XUL9 i E1XUMO (Slika 4.10.).
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Pristupna
Pozicija # i"r:

1 MGIKHCCYILYFTLALVTLLQPVRSAEDLQEILP-VNET-RRLTTSGAYNIIDGCWRGKA 58 P27759
MGIKHCCYILYFTLALVTLLQPVRSAEDLQEILP-VNET-RRLTTSGAYNIIDGCWRGKA 58 E1XUL2
————— CCYILYFTLALVILLQPVRSAEDLQQILPSVNET-RSLTTCGTYNIIDGCWRGKA 54 E1XUL9
MGIKHCCYILYFTLALVTLLQPVRSAEDVEEFLPSANETRRSLKACEAHNI IDKCWRCKA 60 P27760
MGIKHCCYILYFTLALVTLLQPVRSAEDVEEFLPSANETRRSLKACEAHNI IDKCWRCKA 60 E1XUL3
MGIKQCCYILYFTLALVALLQPVRSAEGVGEILPSVNET-RSLQACEALNI IDKCWRGKA 59 EI1XUL4
MGIKHCCYILYFTLALVTLVQAGRLGEEV-DILPSPNDTRRSLQGCEAHNI IDKCWRCKP 59 E1XUMO

%k ok k k ok ok ok ok ok ok ok *ak * Kk n kX *:* * ok .o *hkkk kkk Kk

el

59 DWAENRKALADCAQGFGKGTVGG DGDIYTVTS.LDDDVANPQEGTLRFGAAQNRPLWII 118 P27759
59 DWAENRKALADCAQGFGKGTVGGKDGDIYTVTSDLDDDVANPKEGTLRFGAAQNRPLWII 118 EIXUL2
55 DWAENRKALADCAQGFAKGT IGGKDGDIYTVTSELDDDVANPKEGTLRFGAAQNRPLWII 114 EI1XULS
61 DWANNRQALADCAQGFAKGTYGGKHGDVY TVTSDKDDDVANPKEGTLRFAAAQNRPLWII 120 P27760
61 DWANNRQALADCAQGFAKGTYGGKHGDVYTVTSDKDDDVANPKEGTLRFAAAQNRPLWITI 120 EIXUL3
60 DWENNRQALADCAQGFAKGTYGGKWGDVYTVTSNLDDDVANPKEGTLRFAAAQNRPLWITI 119 EIXUL4
60 DWAENRQALGDCAQGFGKATHGGKWGDIYMVTSDQDDDVVNPKEGTLRFGATQDRPLWII 119 EI1XUMO

kk ekkekk hhkhkhkkk k k kkk Khhkek hhkko hhkhkk khkhkhhkhhkAkk Kkokohkhkhkhhkk

119 FERDMVIRLDKEMVVNSDKTIDGRGAKVEIINAGFTLNGVKNVIIHNINMHDVKVNPGGL 178 P27759
119 FERDMVIRLDKEMVVNSDKTIDGRGAKVEIINAGFTLNGVKNVIIHNINMHDVKVNPGGL 178 E1XUL2
115 FARDMVIRLDRELAINNDKTIDGRGAKVEIINAGFAIYNVKNIIIHNIIMHDIVVNPGGL 174 E1XUL9Y
121 FKRNMVIHLNQELVVNSDKTIDGRGVKVNIVNAGLTLMNVKNIIIHNINIHDIKVCPGGM 180 P27760
121 FKRNMVIHLNQELVVNSDKTIDGRGVKVNIVNAGLTLMNVKNIIIHNINIHDIKVCPGGM 180 E1XUL3
120 FENDMVINLNQELVVNSDKTIDGRGVKVEIINGGLTLMNVKNIITHNINIHDVKVLPGGM 179 E1XUL4
120 FQRDMIIYLQQEMVVTSDKTIDGRGAKVELVYGGITLMNVKNVITHNIDIHDVRVLPGGR 179 E1XUMO

Koakek kaake s kkkkkkkk kksas Kkers  Kkk:kkkkKk skk: Kk KkK
179 IKSNDGPAAPRAGSDGDAISISGSSQIWIDHCSLSKSVDGLVDAKLGTTRLTVSNSLETQ 238 P27759
179 TIKSNDGPAAPRAGSDGDAISISGSSQIWIDHCSLSKSVDGLVDAKLGTTRLTVSNSLFTQ 238 E1XUL2
175 IKCNDGPPAPRKGSDGDAIGISGGSQIWIDHCSLSKAVDGLIDAKHGSTHFTVSNCLFTQ 234 E1XULS
181 IKSNDGPPILRQQSDGDAINVAGSSQIWIDHCSLSKASDGLLDITLGSSHVTVSNCKEFTQ 240 P27760
181 IKSNDGPPILRQQSDGDAINVAGSSQIWIDHCSLSKASDGLLDITLGSSHVTVSNCKFTQ 240 EI1XUL3
180 IKSNDGPPILRQASDGDTINVAGSSQIWIDHCSLSKSFDGLVDVTLGSTHVTISNCKFTQ 239 E1XUL4
180 IKSNGGPAIPRHQSDGDATIHVTGSSDIWIDHCTLSKSFDGLVDVNWGSTGVTISNCKFTH 239 E1XUMO

*k Kk kK Kk kkkk ok sak Krkkkkkkakkk: Kkkkak | Kka: _kokk Kk

239 HQFVLLFGAGDENIEDRGMLATVAFNTFTDNVDQRMPRCRHGFFQVVNNNYDKWGSYAIG 298 P27759
239 HQFVLLFGAGDENIEDRGMLATVAFNTFTDNVDQRMPRCRHGFFQVVNNNYDKWGSYAIG 298 E1XUL2
235 HQYLLLFWD----FDERGMLCTVAFNKFTDNVDQRMPNLRHGFVQVVNNNYERWGSYALG 290 E1XUL9
241 HQFVLLLGADDTHYQDKGMLATVAFNMFTDHVDQRMPRCRFGFFQVVNNNYDRWGTYAIG 300 P27760
241 HQFVLLLGADDTHYQDKGMLATVAFNMFTDHVDQRMPRCREFGFFQVVNNNYDRWGTYAIG 300 E1XUL3
240 QSKAILLGADDTHVODKGMLATVAFNMETDNVDORMPRCREGFFOVVNNNYDRWGTYAIG 299 E1XUL4
240 HEKAVLLGASDTHFODLKMHVTLAYNIFTNTVHERMPRCREFGFFQIVNNEFYDRWDKYAIG 299 E1XUMO
s, sx B * Kokek Kkko ok ekkk ok kk kekkk kaook kkak
299 GSASPTILSQGNRFCAPDERSKKNVLGRHGEA-AAESMKWNWRTNKDVLENGAIFVASGV 357 P27759
299 GSASPTILSQGNRFCAPDERSKKNVLGRHGEA-AAESMKWNWRTNKDVLENGAIFVASGV 357 E1XUL2
291 GSAGPTILSQGNRFLASDI--KKEVVGRYGESAMSESINWNWRSYMDVFENGAIFVPSGV 348 E1XUL9
301 GSSAPTILSQGNRFFAPDDIIKKNVLARTGTG—NAESMSWNWﬁTD=ELLENGAIFLPSGS 359 P27760
301 GSSAPTILSQGNRFFAPDDIIKKNVLARTGTG-NAESMSWNWRTDEDLLENGATFIPSGS 359 E1XUL3
300 GSSAPTILCQGNRFLAPDDQIKKNVLARTGTG-AAESMAWNWRSDKDLLENGAIFVTSGS 358 E1XUL4
300 GSSNPTILSQGNKFVAPDFIYKKNVCLRTGAQ-EPEWMTWNWRTQNDVLENGAIFVASGS 358 E1XUMO
kko kkkk kkkek Kk K *k ok kK koo kkokk hopokkkkkks Kk

Razlika u sekvenci Identiénost (%)

358 DPVLTPEQSAGMIPAEPGESALSLTSSAGVLSCQPGAPC 396 P27759:>1AA(1V) 10
358 DPVLTPEQSAGMIPAEPGESALSLTSSAGVLSCQPGAPC 396 EI1XUL2 o i 99
19%

349 |DPVLTPEONAGMIPAEPGEAVIRLTSSAGVLSCQPGTPC 387 ELXULIL Sger 81
360 DPVLTPEQKAGMIPAEPGEAVLRLTSSAGVLSCHOGARC: 398 P27760<jan (19) 76
360 DPVLTPEOKAGMIPAEPGEAVLRLTSSAGVLSCHQGAPC 398 EIXUL3Z 1o 76
359 DPVLTPVQSAGMIPAEPGEAATKLTSSAGVLSCRPGAPC 397 EIXUL4 ° 76
359 DPVLTAEQNAGMMQAEPGDMVPQLTMNAGVLTCSPGAPC 397 E1XUMO— 29% 76

* ok ok k ok Kk kkke hhkkhkko * % *kkk ok * ook k

Slika 4.10. — Prikaz preklapanja sekvenci Amb a 1 izoformi i pokrivanje sekvence
peptidima visoke pouzdanosti, dobijenih peptidnom digestijom i analiziranih na nLC-
MS/MS. Medu mnogim peptidima visokog nivoa pouzdanosti (obelezeni svetlo sivom
bojom) nalaze se i jedinstveni peptidi koji omogucavaju razlikovanje vrlo bliskih
izoformskih sekvenci, kao sto su sekvence uokvirene crnim pravougaonikom. Razlika od
jedne amino kiseline izmedu dve izoforme obelezena je tamno sivom bojom. Svrstavanje
i poravnanje sekvenci, kao i pretraga homologije (pBLAST) odradena je naspram
UniProt baze podataka, koja je objavijena 2013 03, a azurirana 6.3.2013. AA —
aminokiselina, pristupni broj — jedinstveni pristupni broj za protein u datoj bazi, “*” —
svi aminokiselinski ostaci u koloni su identicni; “:” — konzervirani aminokiselinski
ostaci; “.” — polukonzervirani aminokiselinski ostaci.
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4.3. Modulacija imunskog odgovora polifenolima zelenog ¢aja

Mnoge studije koje su se bavile interakcijama izmedu polifenola i proteina dale
su konstante vezivanja, prikaz moguceg mesta vezivanja polifenola, karakter sila
znaajnih za prepoznavanje, kao i uticaj protein-polifenol kompleksa na stabilnost i
anti-oksidantne osobine polifenola (A. Singh, Holvoet, & Mercenier, 2011; Zuercher,
Holvoet, Weiss, & Mercenier, 2010). Pokazano je da ekstrakt jabuke koji sadrzi
povecanu koli¢inu polifenola ublaZzava simptome alergije na ovalbumin kod miSeva sa
razvijenom alergijom na ovaj protein, i predloZzeni mehanizmi za ovaj fenomen su
delimi¢no zasnovani na stabilnim interakcijama izmedu polifenola i proteina (Zuercher,
Holvoet, Weiss, & Mercenier, 2010). Ali je svakako ovaj bioloski fenomen modulacije
imunskog odgovora pomocu polifenola, jos uvek nedovoljno razjasnjen.

U cilju daljeg razjasnjenja ispitivali smo mehanizam uticaja katehina zelenog
¢aja modulaciju funkcije imunskog odgovora, na primeru ovalbumina kao modela

proteina alergena hrane.

4.3.1. Spektrofluorimetrija i izotermalna titraciona Kkalorimetrija

ovalbumina u prisustvu EGCGa

Jo§ ranije je ukazano da biljni polifenoli specificno interaguju sa alergenima
hrane i1 da takve interakcije mogu da uticu na imuni odgovor Coveka. Zbog toga je
predlozeno da se polifenoli mozda mogu upotrebiti za tretman alergijskih oboljenja. Mi
smo postavili hipotezu da se EGCG vezuje za ovalbumin koji je glavni protein hrane i
glavni alergen belanceta kokosijeg jajeta. Da bismo utvrdili jacinu i prirodu interakcija
izmedu OVA 1 EGCG u rastvoru, upotrebili smo spektrofluorimetriju i izotermalnu
kalorimetrijsku titraciju (ITC).

Fluorescencija triptofana (Trp) dominira fluorescentnim spektrom OVA (Slika
4.11. A). OVA sadrzi tri Trp koji se nalaze na diskretnim mestima u polipeptidnom
lancu 1 koji zauzimaju razli€ite pozicije u odnosu na rastvor: Trpl60 je okrenut ka
rastvoru, Trp194 je zaklonjen od rastvora i uronjen je u hidrofobni dzep, dok je Trp275
delimicno izloZen rastvoru. Dodavanje rastucih koli¢ina EGCG-a rastvoru OVA izaziva
smanjenje (“gaSenje”) fluorescencije u talasnim duzinama izmedu 290 i 450nm (Slika

4.11. A). Takode, dodatak EGCG-a izaziva primetan pomeraj emisionog maksimuma
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OVA ka vi$im talasnim duzinama (tzv. “crveni pomeraj”) (Slika 4.11. A). Ovi rezultati
ukazuju da u prisustvu EGCG-a fluorofore OVA postaju vise izlozene rastvoru, Sto

povecava sposobnost Trp da uspostavlja vodoni¢ne (H-) veze.
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Slika 4.11. — Efekat EGCGa na fluorescenciju ovalbumina i CD spektri sugerisu da se
EGCG vezuje za ovalbumin. (A) “Gasenje” fluorescencije ovalbumina dodavanjem
EGCGa (1 — 16: 0 — 34.7 uM). Strelica pokazuje trend promene fluorescencije
ovalbumina nakon dodatka EGCG, kao i trend povecavanja koncentracije EGCGa
tokom eksperimenta. (B) Stern-Volmerov dijagram za kompleks OVA/EGCG. (C) ITC
termogram otkriva da je vezivanje EGCGa za OVA povezan sa promenom egzotermicke
entalpije i da ovalbumin moze da veZe veci broj ligandnih molekula pri vecim
koncentracijama EGCGa. Finalni molarni odnosi OVA:EGCG su: 1:0.5, 1:1, 1:1.5 i
1:10. (D) CD spektar ovalbumina snimljen sa i bez prisustva EGCGa

“Gasenje” emisije Trp na 340 nm se moze Koristiti za procenu jacine interakcije
izmedu OVA i liganda, u ovom slu¢aju EGCG-a, primenom Stern-Volmerove jednaéine
1 analize. Intenzitet “gaSenja”, koji se predstavlja kao linearni odnos izmedu Fo/F i

koncentracije izazivaca “gaSenja” (“kvencer”), daje vrednost tzv. Stern-Volmerove
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konstante. Posto je u naSem slucaju ova kriva linearna (Slika 4.11. B), mi smo odredili
da je konstanta “gasenja” (K) 3.9 x 10* M. Takode, nasa izra¢unavanja pokazuju da
je 70% fluorofora izloZeno rastvoru (fa = 0.70). Ako pretpostavimo da je polu-zivot Trp
u OVA 10ns (R. Q. Wang, et al., 2013) i posto je izmerena K, visa od brzine “gasenja”
difuzijom (k; = 10" M s (Gudgin, William, & Ware, 1981)), zakljutujemo da se
OVA/EGCG kompleks formira u rastvoru i da EGCG “gasi” OVA fluorescence
statickim mehanizmom, §to, pak, omoguc¢ava primenu dvostruke logaritamske jednacine
za odredivanje konstante vezivanja (Ka) i stoihiometrije OVA/EGCG kompleksa.
Konac¢no, nasa merenja pokazuju da je konstanta vezivanja (K,) EGCG za OVA 1.2 x
10* M (ili Kd = 83 uM) i da je stoihiometrija kompleksa 0.94 EGCG molekula po
molekulu OVA.

ITC merenja takode podrzavaju tezu da se EGCG stabilno vezuje za OVA. ITC
termogram pokazuje da je formiranje kompleksa praceno egzotermnom promenom
entalpije. Posto ITC rezultati nisu mogli da se objasne jednostavnim modelom sa jednim
mestom vezivanja, moguce je da OVA vezuje viSe molekula liganda pri poviSenim

koncentracijama EGCG-a koje su koris¢ene u ITC eksperimentima (Slika 4.11. C).

4.3.2. Vezivanje EGCG za OVA izaziva promene u sadrZaju

sekundarne strukture u OVA

Prethodne studije pokazale su da vezivanje polifenola za proteine hrane utice na
strukturu tih proteina (Kanakis, Hasni, Bourassa, Tarantilis, Polissiou, & Tajmir-Riahi,
2011; Yuksel, Avci, & Erdem, 2010). Na primer, pokazano je da vezivanje EGCG za -
laktoglobulin (BLG) povecava sadrzaj -plocica u proteinu i to na racun neuredene
petlje, Sto opet ukazuje da se struktura proteina ureduje i stabilizuje u prisustvu EGCG.
Da bismo utvrdili da li EGCG uti¢e na strukturu OVA 1 na sadrzaj sekundarne strukture,
obavili smo seriju CD spektrometrijskih merenja. CD spektrometrija je u sustini blaga i
osetljiva metoda za odredivanje promena u sekundarnoj strukturi proteina.

Nasa merenja pokazuju da dodatak EGCG-a u rastvor OVA povecava sadrzaj p3-
plo¢ica u OVA. Ovaj uticaj je prisutan pri molarnom odnosu od 1:1 i ostaje prisutan pri
viSim koncentracijama EGCG-a (Slika 4.11. D). Dalje, ovo povecanje sadrzaja -
ploc¢ica pojavljuje se pri koncentracijama EGCG-a oko i iznad izmerene vrednosti Kq4

(Tabela 4.5.). Kao u slucaju BLG-a, sadrzaj p-plocica je uvecan na racun smanjenja
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neuredene strukture. Dakle, zaklju¢ujemo da vezivanje EGCG za OVA uti¢e na
promenu sekundarne strukture OVA 1 da je ovaj uticaj verovatno posledica

konformacione promene OV A nastale po vezivanju EGCG.

Tabela 4.5. Sadrzaj sekundarnih struktura u ovalbuminu izmerene pomocéu CD

spektrometra

OVA/EGCG molarni a-heliks | p-plotica | zavojnica neuredena
odnos struktura

0 29,40 19,10 20,40 31,10

0,5 30,50 21,20 19,70 28,60

1 29,30 25,55 20,05 25,10

1.5 30,90 20,35 19,35 29,40

10 30.05 28,65 18,00 23,30

4.3.3. PronalaZzenje mogucih vezivnih mesta za EGCG na povrSini
OVA koris¢enjem metoda kompjuterske simulacije vezivanja

molekula

Kompjuterska simulacija vezivanja i teoretska izraCunavanja ukazuju na
nekoliko mogu¢ih mesta vezivanja EGCG-a na povrs$ini OVA. Tacnije, naSa analiza
otkriva 12 razli¢itih ligandnih struktura koje se vezuju za OVA vezivnom energijom
iznad 32.0 kJ mol. Na osnovu predvidene energije vezivanja i prirode moguéih
interakcija, najverovatnije mesto vezivanja nalazi se na vrhu heliksa E (hE) (Slika 4.12.
A). U stvari, 8 struktura ( od 12 ukupno) sa najnizom energijom vezivanja, vezuje se u
razliitim orijentacijama i sa razli€itim vezivnim energijama upravo za OvO Vezivno
mesto. Uslovno receno “najbolja” struktura medu njima vezuje se za OVA energijom od
-37.6 kJ mol™". Preostale &etiri strukture vezuju se za razliita mesta na OVA sa nesto
nizim energijama vezivanja, a koje su u opsegu od -29.3 do -32.2 kJ mol. Priroda
interakcija izmedu EGCG i OVA na ovim “slabijim” mestima vezivanja ukazuje da su
ta mesta od manje vaznosti i da su afiniteti vezivanja znacajno nizi. Zbog toga, mi smo

ovde detaljno opisali samo interakcije visokog afiniteta izmedu EGCG i OVA.
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Visoko-afinitetno mesto vezivanja je sastavljeno od amino-kiselinskih ostataka
iz nekoliko strukturnih elemenata. Bazu vezivnog mesta safinjavaju amino kiseline iz
hB, dok hD, plocica 2A (s2A) i petlja koja spaja hE i s1A (hE-slA) ¢ine zidove
vezivnog mesta (Slike 4.12. A). Trihidrobenzoatni i trihidrofenilni prstenovi EGCG-a
“sede” iznad petlje hE-s1A, sloZeni jedan iznad drugog i okrenuti ka s2A i hF, dok je
dihidrobenzopiranski prsten okrenut na suprotnu stranu, ka hD (Slika 4.12. A).
Karbonilni kiseonik trihidrobenzoata interaguje sa Oy atomom u Thr104 (svi brojevi
amino kiselina OVA u tekstu su u skladu sa sekvencom u PDBID 10VA), dok
hidroksilne grupe ovog prstena ostvaruju H-veze sa guanidinijum grupom Argl39 i
amidnom grupom Serl16 (Slika 4.12. B). Slicno, hidroksilne grupe trihidrofenilnog
prstena prave H-veze sa Oy atomom Ser59 i karbonilnim kiseonicima Ser116 i Argl139
(Slika 4.12. B). Sve ove interakcije pozicioniraju trihidrobenzoatni i trihidrofenilni
prsten EGCG-a na samo 4 A od Trpl60 koji se nalazi na fleksibilnom hF i koji je
potpuno okrenut ka rastvoru. Ova cinjenica je jako vazna za razumevanje ranije

pomenutih promena u fluorescentnim i CD spektrima OVA.

. W cce
mm IgE vezujuéi epitopi
mm [munodominantni IgE |
mm Predvideno EGCG vezuju¢e mesto

Slika 4.12. — Kompjuterska simulacija vezivanja molekula otkriva potencijalna EGCG-
vezujuca mesta na ovalbuminu. (4) Najjace vezivno mesto EGCGa se nalazi u supljini
zatvorenoj pomocu hB, hD, hE, s2A i hE-sIA petlje. Pravougaonikom je oznacena
oblast koja je detaljnije prikazana u panelu B. Glavni strukturni elementi ovalbumina su
prikazani i obojeni bez bojom. EGCG je obojen zutom bojom. (B) Detaljan pregled
EGCG vezivanja. Elementi sekundarne strukture koje cine EGCG-vezujuci dzep su
istaknuti; aminokiselinski ostaci koji su u bliskom kontaktu sa EGCGom i Trp160 su
obojeni bez bojom, kiseonik na Ser59 je obelezen sa zvezdicom. (C) Povrsinski dijagram
potencijalnog OVA/EGCG kompleksa pri cemu su glavna vezujuéa mesta istaknuta.
Prikaz levog dijagrama je iste orijentacije kao i u panelu A, dok se dijagram sa desne
strane rotiran za 180° suprotno od kazaljke na satu oko vertikalne ose. Povrsina koja
pokriva glavne IgE epitope je zelena, dominantni IgE epitop je plave boje, potencijalno
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EGCG vezujuée mesto je tamno crveno, dok je EGCG sive boje.

Sveukupno gledano, naSe kompjuterske simulacije predlazu postojanje bar
jednog visoko-afinitetnog vezujuc¢eg mesta za EGCG na povrSini OVA koje se nalazi u
neposrednoj blizini glavne fluorofore u ovom alergenu. Takode, nasi rezulati predlazu
da se vezivno mesto za EGCG samo delimi¢no preklapa sa IgE-vezivnim mestom 1
(amino kiseline 24-33 i 56-182) (Kahlert, Petersen, Becker, & Schlaak, 1992) i da je
razli¢ito od dominantnog IgE-vezujuéeg epitopa (amino kiseline 364-372) (Slika 4.12.

0.

4.3.4. Vezivanje EGCG za OVA ne spreCava aktivaciju bazofila u

pacijentima alergi¢nim na kokoSije jaje

Promene u konformaciji i povrsinskoj hidrofobnosti proteina mogu da izazovu
maskiranje IgE epitopa, Sto opet moze da uti¢e na interakcije alergena sa antitelima i
receptorima na celijskoj povrsini. Posledi¢no, te promene u proteinskoj strukturi mogu
da uti¢u na bioloske procese koji su zavisni od povrSinskog prepoznavanja, kao Sto je
endocitoza kod antigen-prezentujuéih ¢elija (APC). Sa ciljem da se utvrdi da li binarni
OVA/EGCG kompleks moduliSe pomenute bioloSke procese, mi smo upotrebili test
inhibicije IgE vezivanja i test aktivacije bazofila.

Test inhibicije vezivanja IgE molekula je upotrebljen da se utvrdi da li EGCG
sprecava specificnu interakciju izmedu OVA 1 IgE antitela iz seruma pacijenata
alergi¢nih na kokosSije jaje. NasSi rezultati jasno pokazuju da EGCG ne sprecava IgE-
OVA interakciju (Slika 4.13. A), §to ukzuje da je vezivno mesto za EGCG na razli€itoj
lokaciji od vezivnog mesta za IgE, kao i da je interakcija EGCG-OVA nizeg afiniteta u
poredenju sa IgE-OVA interakcijom. Vazno je naglasiti da su isti rezultati dobijeni bez
obzira na koncentraciju EGCG-a koja je koriS¢ena u eksperimentu (Slika 4.13. A).

Cilj testa aktivacije bazofila je bio da se utvrdi da li OVA/EGCG kompleks
zadrZzava sposobnost da spoji anti-OVA IgE antitela sa bazofilima izolovanim iz
alerginih pacijenata. Interakcija IgE sa bazofilima aktivira Fce 1 receptor,
degranulaciju bazofila i ekspresiju CD63 i CD203c na povrsini ¢elije. Neposredni efekti
dodatka EGCGa na alergene hrane nisu sprecili degranulaciju bazofila kod alergi¢nih
pacijenata. Ovim testom smo odredili procenat bazofila koji eksprimira CD63 i CD203c

aktivacione markere, pomocu proto¢ne citometrije, nakon in vitro stimulacije sa OVA i
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OVA/EGCG kompleksima, koriste¢i dvostruko obelezavanje monoklonalnim antitelima
anti-CD63-FITC i anti-CD203c-PE. Nasi rezultati pokazuju da i u prisustvu EGCG-a
OVA efikasno spaja specificne IgE molekule sa receptorima na povrsini bazofila i da
izaziva njihovu anafilakticku degranulaciju (Slika 4.13. B). Bazofili su izolovani iz dva
pacijenta alergi¢na na kokosSije jaje. Takode, nivo aktivacije bazofila ne menja se u
zavisnosti od toga da i je koriS¢en samo OV A kao stimulus ili, pak, smesa koja sadrzi i

OVA 1 EGCG (Slika 4.13. B).
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Slika 4.13. — IgE-ovalbumin inhibitorni esej i aktivacija bazofila ovalbuminom u
prisustvu EGCGa. (A) Uticaj OVA/EGCG kompleksa na vezivanje specificnih IgE
antitela za OVA. Traka 1 - molekulski markeri, traka 2 — transferovani protein na
membrani, obojen Ponceau S bojom, traka 3 — pozitivni serum, trake 4 — 7 - varirajuce
koncentracije EGCGa (1, 5, 10, 15 i 100 uM) inkubirane sa pozitivnim serumom, traka
8 — 100 uM EGCG i pozitivni serum, traka 9 — OVA/EGCG bez prisustva seruma, traka
10 — OVA/EGCG i negativni serum. (B) U testu aktivacije bazofila hteli smo da
proverimo da li dodatak EGCGa ovalbuminu utice na aktivaciju bazofila na dva
pacijenta (gornji i donji histogram) alergicna na kokosije jaje. Negativna kontrola (-)
predstavlja netretirani uzorak, dok su pozitivne kontrole uzorak krvi alergicnih
pacijenata tretiran sa dve koncentracije anti-humanog IgE antitela (0.1+ i 1+). Cetvrti
tretman na oba histograma predstavilja dodatak samog ovalbumina, a potom slede
uzorci sa dodatim EGCGom u odgovarajucoj koncentraciji (OVA/EGCG 1:1, 1:10,
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1:100).

4.3.5. EGCG sprecava apsorpciju OVA od strane monocita

Monociti i druge celije imunskog sistema koje mogu da sluze kao APC
predstavljaju prihvatljiv model sistem za izu€avanje apsorpcije i obrade modifikovanih
alergena i alergena asociranih sa bioaktivnim jedinjenjima ili polimerima (Marengo,
Bonomi, lametti, Prinz, Hempelmann, Boye, et al., 2011). U cilju efikasnog “hvatanja”
stranog molekula, APC koriste nekoliko endocitotskih mehanizama (Kitzmuller,
Wallner, Deifl, Mutschlechner, Walterskirchen, Zlabinger, et al., 2012). Medutim,
promene u strukturi alergena mogu da promene apsorpciju alergena od strane APC i da
uticu na alergijski odgovor kao Sto je ve¢ prikazano za varijante Bet vl alergena kod
kojih je uvijanje proteina bilo promenjeno (Thumann, Moc, Humrich, Berger, Schultz,
Schuler, et al., 2003).

Sa ciljem da utvrdimo da li EGCG moze da spreci apsorpciju OVA, uradili smo
testove apsorpcije alergena u kojima smo koristili humane monocite. CD14+ monociti
su preciséeni pozitivnom selekcijom i izlozeni dejstvu ili OVA obelezenim FITC bojom
(FITC-OVA) ili razli¢itim smesama OVA-FITC/EGCG u duzini do 3 sata. Uzorci su
nakon toga analizirani pomoc¢u proto¢nog citometra i rezultati su izrazeni preko srednje

vrednosti intenziteta fluorescence u odredenom vremenskom intervalu.
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Slika 4.14. — EGCG dovodi do smanjenog preuzimanja FITCom obelezenog ovalbumina
od strane humanih monocita izolovanih iz krvi nealergicnih pacijenata. (A) Srednja
vrednost intenziteta fluorescence (SVIF) CDI14+ monocita je merena pomocu protocne
citometrije nakon 0, 0.5, 1 i 3 sata od preuzimanja. (B) Analiza kinetike preuzimanja:
linearna regresija je postignuta kada su SVIF vrednosti za uzorke u viemenu t=0.5, 1 i
3 h podeljeni sa prosecnom vrednoscu za SVIF u t=0 h. Odnosi 1:1 i 1:10 predstavijaju
finalni odnos OVA/EGCG.
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Nasi rezultati pokazuju da sveze izolovani monociti efikasno apsorbuju FITC-
OVA (Slika 4.14. A). Svakako, vazniji rezultat je da EGCG smanjuje nivo apsorpcije
FITC-OVA kod monocita, tako §to smanjuje njenu brzinu. Ovaj rezultat ukazuje na
mogu¢i mehanizam kojim kompleksi izmedu polifenola i alergena modifukuju imuni

odgovor coveka.

4.3.6. Katehini zelenog Caja inhibiraju fosforilaciju STAT6 od strane
1L-4

Signalna kaskada IL-4/IL-4R tipa I u hemopoetskim celijama rezultuje
fosforilacijom Tyr461 i aktivacijom STAT6. STAT6 je transkripcioni factor odgovoran
za kriti¢ne bioloske funkcije citokina IL-4 (Nelms, Keegan, Zamorano, Ryan, & Paul,
1999). Ovde smo pokazali da tretman PBMC sa IL-4 rezultira fosforilacijom Tyr461 u
STATG (Slika 4.15.). Fosforilovani STATG6 je detektovan Western blot analizom lizata
PBMC ¢elija koje su prethodno tretirane sa IL-4. Dodatak visih koncentracija katehina
ili 10 uM EGCG PBMC ¢elijama koje su istovremeno tretirane sa IL-4, smanjilo je nivo
fosforilacije STAT6 do nivoa primeéenog kod kontrolnih uzoraka; ovo se najbolje vidi
po odnosima fosfoSTAT6/STAT6 1 fosfoSTAT6/B-aktin u celijskim lizatima (Slika
4.15.).
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Slika 4.15. — Odredivanje IL-4 indukovane fosforilacije STAT6 molekula u
monojedarnim Celijama periferne krvi tretiranim katehinima zelenog caja i EGCGom.
(A) Western blot fosforilovanog STAT6. Jednake kolicine celijskih lizata su analizirane
SDS-PAGE elektroforezom, a zatim transferovane na PVDF membranu. Fosforilovani
STATG6 je identifikovan koriséenjem antitela specificnih na fosforilovani Tyr641 na
STAT6 molekulu. Membrane su ponovo koris¢ene sa anti-STAT6 antitelima. Kao
kontrola ravnomernog nanosenja razvijeni su blotovi i sa antitelima na p-aktin. (B)
Finalna vrednost zastupljenosti fosforilovanog STAT6 proteina je normalizovana u
odnosu na zastupljenost STAT6 proteina u uzorku. Nivo statisticke znacajnosti: ##
statisticki se razlikuje od negativne kontrole za p<0.001, ## statisticki se razlikuje od
negativne kontrole za p<0.01, §§§ statisticki se razlikuje od pozitivne kontrole za
p<0.001, §§ statisticki se razlikuje od pozitivne kontrole za p<0.01, *** statsisticki se
razlikuje za p<0.001, ** statisticki se razlikuje za p<0.01. (C) Finalna vrednost
zastupljenosti fosforilovanog STAT6 proteina je normalizovana naspram p-aktinske
trake istog uzorka.
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5. Diskusija

5.1. Karakterizacija alergenosti polena lipe (7ilia tomentosa)

Lipa nije razmatrana kao alergeni izvor zato Sto je smatrano da se opraSivanje
ove biljne vrste vrs$i samo insektima. Medutim, pre¢nik polenskog zrna u vrstama Tilia
roda se kre¢e oko 35-45 um, a mi smo u ovom radu pokazali, koriste¢i mikroskopske
tehnike, da je prec¢nik polenskog zrna srebrnolisne lipe (7ilia tomentosa) oko 35 um.
Imajuéi u vidu da je za polene do precnika 90-100 um utvrdeno da mogu da poliniraju
vetrom, moze se re¢i da se i lipa moze opraSivati vetrom i da stoga predstavlja
potencijalni izvor alergena. Pored toga, period polinacije lipe preklapa se sa periodima
polinacije poznatih i dobro ispitanih izvora alergena, te cak i da alergijski odgovor na
lipu zaista postoji, znatna je verovatnoca da bi takav odgovor bio ili zamaskiran drugim
alergenima ili bi bio pogresno interpretiran kao alergija na, recimo, polen breze ili neke
druge vrste drveta, ve¢ dokazanog izvora alergije.

U literaturi je do sada opisan samo jedan slucaj pacijenta alergi¢nog na polen
lipe. Stoga smo odlucili da ispitamo da li je alergija na lipu prisutna u Srbiji. Pacijente
koji su ispoljili alergijske simptome u periodu polinacije lipe ispitali smo testom kozne
probe da bismo utvrdili da li dolazi do in vivo odgovora na ekstrakt polena lipe. Zaista,
nasa analiza je pokazala da je od 18 pacijenata, 14 pozitivno reagovalo na ekstrakt lipe,
Sto je dodatna potvrda o alergenom potencijalu polena lipe.

U cilju identifikacije proteina odgovornih za alergijski odgovor pacijenata na
polen lipe, uradene su Western blot analize. Proteinske trake koje su najintenzivnije
vezivale IgE iz seruma alergi¢nih pacijenata su molekulskih masa od 14, 18, 25, 35145
kDa. Dalja detaljna analiza ovih proteinskih traka je preko potrebna da bi se utvrdio
identitet ovih proteina polena lipe koji su potencijalni glavni alergeni. Takva analiza bi
poboljsala dijagnosticka sredstva i ukazala put ka razvoju terapeutskih agenasa za
suzbijanje alergijskog odgovora.

Aktivacija bazofila iz pune krvi osobe koja je bila pozitivha u koznom testu na
odredeni alergen, je standardni dijagnosticki in vitro test koji se koristi za utvrdivanje
nivoa alergenosti. Mi smo uradili ovaj test koriste¢i bazofile 8 pacijenata koji su

reagovali na polen lipe u koznom testu. Izmerena razlika izmedu aktiviranih bazofila
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tretiranih ekstraktom polena lipe u odnosu na negativnu kontrolu govori da je ekstrakt
lipe sposoban da dovede do dimerizacije FceR receptora koji dalje nastavljaju signalnu
kaskadu i zapocinju alergijski odgovor. Pored aktivacije bazofila, mi smo upotrebili test
proliferacije T ¢elija $to je joS jedan in vitro test koji se koristi za utvrdivanje alergenog
potencijala izvora alergena. U ovom slucaju, izolovali smo T limfocite iz krvi 8
alergi¢nih pacijenata i inkubirali ih nedelju dana ili sa ekstraktom polena lipe ili
odgovaraju¢im kontrolnim rastvorima. Zabelezen porast u broju CD3+/CD4+ pozitivnih
¢elija u odnosu na kontrolne uzorke ubedljivo pokazuje da T limfociti izolovani iz
alergi¢nih pacijenata pokrecu alergijski odgovor nakon kontakta sa ekstraktom polena
lipe. Ovaj rezultat ide u prilog hipotezi da je lipa izvor alergena.

Kako je lipa rasprostranjena Sirom Evrope, interesantno je bilo ispitati kako ¢e
geografski i klimatski razli¢ite populacije pacijenata, koji su inace izlozeni drugim
alergenim vrstama, da odreaguju na polen lipe. Analizirali smo populacije pacijenata
Nemacke i Svedske, koji su alergi¢ni na polen breze i pacijente sa podru¢ja juzne
Spanije koji su, pak, alergi¢ni na polen masline. Poredenje IgE reaktivnosti u ELISA
testu pokazuje da obe populacije pacijenata imaju IgE-posredovan odgovor na polen
lipe, bas kao i populacija iz Srbije. Medutim, postoje i razlike u karakteru alergijske
reakcije. Naime, profil proteina koje prepoznaju pacijenti alergi¢ni na brezu razlikuje se
od profila pacijenata alergi¢nih na maslinu; pacijenti alergi¢ni na brezu prepoznaju pre
svega proteinsku traku od 36-38 kDa, dok pacijenti alergi¢ni na maslinu prepoznaju
proteinsku traku od oko 18 kDa iz ekstrakta polena lipe. Zanimljivo, rezultati
inhibitornih ELISA testova su utvrdili da je moguce inhibirati IgE vezivanje za polen
lipe, preinkubiranjem seruma sa polenom breze/masline, S§to govori o postojanju
izvesnog stepena ukrStene reaktivnosti izmedu polena breze/masline i polena lipe.

U zakljucku, nasi rezultati nedvosmisleno upucuju da je lipa potencijalni izvor
alergena i1 da je alergijska reakcija na lipu rasprostranjena u ljudskoj populaciji na
Evropskom kontinentu. Takode, pokazali smo da postoji ukrStena reaktivnost izmedu
lipe 1 poznatih alergenih vrsta kao $to su breza i maslina, i da karakter te reaktvnosti
zavisi od geografskog podrucja i lokalnog klimata. Treba naglasiti da je dalja analiza
glavnih alergena lipe preko potrebna kako bi se unapredila klinicka dijagnostika i
tretman alergi¢nih pacijenata. Na kraju, nasi rezultati ukazuju da polen lipe treba

ukljuciti u standardnu klini¢ku paletu polena koji se koriste u alergo-testovima.
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5.2. Imunoproteomska karakterizacija alergena ambrozije

(Ambrosia artemisiifolia) kod pasa

Alergijski odgovor na polene drvecéa i trava mogu da se proucavaju i na model
sistemima Zzivotinja. Takve studije ne samo da mogu da pospeSe tretman alergi¢nih
zivotinja, ve¢ mogu da posluze i kao osnova za uporedenje alergijskih odgovora ¢oveka
i domacih Zivotinja. U ovom delu studije analizirali smo alergijski odgovor domaceg
psa na ambroziju i uporedili ga sa alergijom na ambroziju kod ¢oveka. Takode smo
predstavili glavne alergene ambrozije na koje reaguju specifi¢na IgE antitela iz seruma
pasa sa AD, a koji su identifikovani metodama 2D PAGE, imunoblota i nano-te¢ne
hromatografije spojene sa masenim spektrometrom.

Procenjuje se da 10-15% domacih pasa pati od atopi¢nog dermatitisa i taj broj je
u stalnom porastu (Hillier & Griffin, 2001; DW Scott, Miller, & Griffin, 2001). Glavni
uzrok ovog oboljenja jeste alergija na polen i grinje, a posebno alergija na polen
ambrozije. Isto tako, polen ambrozije je glavni sezonski izvor alergogenih proteina u
SAD i procenjuje se da je alergija coveka na polen ambrozije prisutna kod 50%
atopi¢nih pacijenata (Boulet, Turcotte, Laprise, Lavertu, Bedard, Lavoie, et al., 1997;
Wopfhner, et al., 2009). U Evropi, broj slucajeva alergije na ambroziju je u porastu, a to
se posebno odnosi na region Panonske ravnice na Balkanskom poluostrvu (Janjic &
Vrbnicanin, 2007). U skladu sa ovim zapazanjima, ¢ak dve trecine atopi¢nih pasa u
Srbiji je pokazalo pozitivnu reakciju u IDK testu na polen ambrozije (Milcic-Matic,
Ognjenovic, Burazer, Blagojevic, Popovic, & Stanic-Vucinic, 2013). Dakle,
karakterizacija sastojaka polena A. atremisiifolia sa ciljem definisanja glavnih i
sporednih alergena koji su odgovorni za izazivanje klinickih manifestacija alergijske
reakcije kod pasa je, pored ostalih razloga, potrebna kako bi se unapredili i
dijagnosticke 1 terapijske metode.

U ekstraktu polena ambrozije do sada je detektovano 52 antigena. Od tog broja,
najmanje 22 antigena klasifikovana su kao alergeni na osnovu reaktivnosti sa IgE
coveka i na osnovu sposobnosti da izazovu hipersenzitivnu reakciju I tipa. Nekoliko
studija je pokazalo je da je glavni alergen ambrozije Amb a 1 grupa alergena
(Lowenstein & Marsh, 1983). Ova grupa sadrzi nekoliko kiselih jednolanc¢anih
proteinskih izoformi koje imaju molekulsku masu od 38 kDa (King, Alagon,

Kochoumian, Kuan, Sobotka, & Lichtenstein, 1981). Prirodni protein biva
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proteolizovan na dva lanca koja su oznacena kao a- i B-fragment (King, Norman, &
Tao, 1974); a-lanac, koji je molekulske tezine od 26 kDa, nekovalentnim se
interakcijama vezuje za manji, f-lanac ¢ija je molekulska tezina 12 kDa (King, Alagon,
Kochoumian, Kuan, Sobotka, & Lichtenstein, 1981; King, Norman, & Tao, 1974;
Wopfhner, et al., 2009).

Glavno pitanje ovog dela naseg rada je: koji su to alergeni polena ambrozije na
koje psi sa AD reaguju? U ovoj studiji mi smo dali odgovor na ovo pitanje tako $to smo
2-D imunoblot tehnikama analizirali koje proteine polena ambrozije zdruzeni serumi
alergi¢nih pasa i serumi alergi¢nih ljudi prepoznaju kao imunoreaktivne. PoSto su
alergeni ambrozije detaljno obradeni u ljudskoj populaciji, rezultati tih istrazivanja su
posluzili kao dobra okosnica. Posebnost nase studije ogleda se u Cinjenici da smo
analizirali domace pse koji pate od AD u toku sezone polinacije ambrozije i koji su
pritom bili pozitivni u koznom testu. U naSoj studiji, 14 od 16 (88%) pasa sa pozitivnim
IDK testom su pokazali da sadrze specifican IgE in vivo. Medutim, poznato je da cak i
zdravi psi sadrze poviSen nivo IgE na alergene iz Zivotne okoline kao $to su grinje
(Nuttall, Hill, Bensignor, Willemse, & members of the International Task Force on
Canine Atopic, 2006). Zbog toga, u sledecoj studiji valjalo bi obraditi i slucajeve pseceg
AD-a koji nisu pokazali pozitivnu reakciju u koznom testu u vreme polinacije ambrozije.
Takva studija bi doprinela boljem razumevanju patogeneze ovog oboljenja.

Treba napomenuti da je metodoloski izuzetno tesko detektovati IgE antitela koja
su specificna na odredeni allergen u serumu psa. Medutim, mi smo jo§ ranije
optimizovali uslove za detekciju ovih antitela imunoblotom uz koris¢enje hromogenog
supstrata, streptavidina i Zelatina koji je koriS¢en kao blokirajuéi/stabiliziraju¢i agens
umesto proteina mleka (Milcic-Matic, Ognjenovic, Burazer, Blagojevic, Popovic, &
Stanic-Vucinic, 2013). Dalje, nespecificno vezivanje IgE je svedeno na najmanju
mogucéu meru izvodenjem Western blota pod neredukuju¢im uslovima, i koriSéenjem
ve¢ih razblazenja anti-pseeg IgE 1 alkalne fosfataze spojene streptavidinom
(streptavidin-AP). Razlog za koriS¢enje rezultata generisanih u neredukuju¢im uslovima
je posledica visokog nivoa nespecifi¢nog vezivanja IgE u redukujué¢im uslovima. Naime,
nakon SDS-PAG elektroforeze u redukuju¢im uslovima, potpuno razvijeni proteini se
prenose na membranu na kojoj, pak, mogu delimi¢no da se uviju. Medutim, proteini se
ne uviju u nativhu formu zbog nemogucnosti formiranja disulfidnih mostova. Stoga,

redukuju¢a SDS-PAGE verovatno uklanja efikasno konformacione epitope, ali ostavlja
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linearne epitope netaknute za interakciju sa IgE antitelima (Lombardero, Heymann,
Platts-Mills, Fox, & Chapman, 1990; Nuttall, Hill, Bensignor, Willemse, & members of
the International Task Force on Canine Atopic, 2006). Ovo je izuzetno vazno, jer u
slucaju kad IgE psa prevashodno vezuju konformacione epitope, intaktni linearni
epitopi predstavljaju idealna mesta za nespecificno vezivanje IgE. PoSto su
konformacioni epitopi manje-vise uklonjeni redukcionim sredstvima, postaje jasno kako
pod ovim uslovima nije moguce detektovati specificna IgE antitela. Pored toga, psi
imaju poviseni nivo IgE u serumu (1-41 ug mL™) $to je 100 puta vise od nivoa IgE u
serumu coveka (Ledin, et al., 2006). Ovaj visoki nivo IgE je posledica prisustva
mnostva crevnih parazita kojima covek nije izloZen u toj meri (Meeusen, 1999) i on kod
pasa ostaje povisen ¢ak i nakon regularnog tretmana anti-parazitskim lekovima (Pullola,
Vierimaa, Saari, Virtala, Nikander, & Sukura, 2006). Posto prakticno nema razlike u
nivou ukupnog IgE kod atopi¢nih i zdravih pasa, za oCekivati je da je veoma mali deo
antitela specifi¢nih za odredeni alergen prisutno u serumu. Taj mali udeo specifi¢nih
IgE je dovoljan da izazove imunu reakciju, ali nije dovoljan da znac¢ajno promeni nivo
ukupnog IgE u serumu (DeBoer, 2004). Potrebno je naglasiti da postoje studije koje se
bave imunoloskom karakterizacijom glavnih alergena u atopi¢nom dermatitisu, ali se te
studije bave alargenima u japanskom kedru i grinjama (Masuda, Tsujimoto, Fujiwara,
Kurata, Hasegawa, Taniguchi, et al., 2000; Masuda, Tsujimoto, Fujiwara, Kurata,
Hasegawa, Yasueda, et al., 1999; Nuttall, Hill, Bensignor, Willemse, & members of the
International Task Force on Canine Atopic, 2006; Sakaguchi, Inouye, Taniai, Ando,
Usui, & Matuhasi, 1990; Yasueda, Yui, Shimizu, & Shida, 1983). Po nasim saznanjima,
ovo je prva studija koja se bavi karakterizacijom alergena iz kratke ambrozije koji
izazivaju AD kod domacih pasa.

Nasi rezultati ukazuju na tri proteina iz polena ambrozije koji jako interaguju sa
IgE iz seruma psa: (i) protein molekulske tezine 38 kDa (nalazi se u 81% seruma), (if)
protein molekulske tezine od 45 kDa (u 38% seruma) i (iii) protein od 27-30 kDa (u
13% seruma). Prvi protein je najverovatnije glavni alergen ambrozije koji izaziva
alergijske reakcije kod coveka, Amb a 1, koji je i najprisutniji alergen u ovom polenu I
koji ¢ini skoro 6% od ukupnog proteinskog sadrzaja (King, Norman, & Connell, 1964;
Rafnar, Griffith, Kuo, Bond, Rogers, & Klapper, 1991). Preostala dva IgE-vezujuca
proteina predstavljaju manje vazne alergene. Na osnovu molekulske tezine i izgleda
trake na SDS-PAGE, pretpostavljali smo da bi tre¢i protein mogao biti nedavno

identifikovani alergen Amb a 4 (Leonard, Wopfner, Pabst, Stadlmann, Petersen, Duus,
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et al., 2010) ili da bi u pitanju mogao biti a fragment (26 kDa) izoforme Amb a 1 koji
nastaje proteolizom alergena tokom pripremanja polenskog ekstrakta (King, Norman, &
Tao, 1974; Wopfner, et al., 2009). Potvrda i konacno utvrdjivanje identiteta ovog
proteina dobijena je analizom peptida tandem-masenom spektrometrijom.

Nas cilj je bio da identifikujemo glavni, najprisutniji, alergogeni protein u
polenskom eskstraktu 1 da naSu analizu usmerimo ka glavnim imunoreaktivnim
proteinima koji su reagovali sa IgE antitelima psa. Upotrebom imunoproteomickih
metoda, mi smo identifikovali dve izoforme Amb a 1 (duzine 396 i 398 amino kiselina)
koje se razlikuju za samo jednu amino kiselinu. Na osnovu sekvence (Slika 4.10.) i
molekulskih tezina tataka na 2-D gelu (Slika 4.9.), mi smo identifikovali o 1 8
fragmente Amb a 1 alergenske grupe $to je u skladu sa prethodno objavljenim studijama
(King, Norman, & Tao, 1974). Svi izoalergeni identifikovani su sa visokim stepenom
sigurnosti uprkos visokom nivou slicnosti amino-kiselinske sekvence (1-29%
razli¢itost), izuzetno pribliznim molekulskim teZinama i pI vrednostima (svi se nalaze u
opsegu pH od 4,5-6). Takode, ovo je prva studija koja je potvrdila, metodom masene
spektrometrije, postojanje izoformi Amb a 1 na proteinskom nivou, a ¢ije postojanje je
ranije predloZeno na osnovu analize mRNK transkripata. Uspeh naSeg pristupa lezi
svakako 1 u €injenici da smo uspeli da dobijemo veliki broj peptida za analizu masenim
spektrometrom (Slika 4.10.). Sli¢no alergi¢nim ljudima, atopi¢ni psi takode reaguju pre
svega na glavni alergen ambrozije. Naime, nasi rezultati pokazuju da psi reaguju na svih
pet izoalergena Amb a 1 grupe alergena (poznat pod imenom: antigen E), ukljuciv i
Amb a 1.05 izoalergen (od ranije poznat pod imenom Amb a 2 grupa ili antigen K).
Protein mase od 27-30 kDa je a fragment varijante polenskog alergena Amb a 1.0201
(Tabela 4.3.). Poznato je da rekombinantni Amb 1 o fragment ima hipoalergenska
svojstva, da vezuje IgE smanjenim afinitetom, ali da zadrzava sposobnost indukovanja
reaktivnosti T-¢elija kod atopi¢nih pacijenata Coveka (Wopftner, et al., 2009). Nije jasno
da 1i je smanjeni afinitet prema IgE uzrok niskom nivou prepoznavanja od strane
seruma izolovanih iz atopi¢nih pasa (2/16) i ovaj aspekt studije zasluzuje viSe paznje u
buduénosti. Pored o fragmenta, pridruzeni serumi ¢oveka reaguju i na f§ fragment Amb
aliAmb a 8. Ovo nije iznenadujuée obzirom da [ fragment sadrzi veéinu epitopa
prirodnog Amb a 1 za koje se vezuju IgE antitela. Nasuprot tome, spojeni serumi pasa
nisu pokazali reaktivnost ka proteinima ekstrakta ambrozije male molekulske tezine

ukljuc¢iv i spomenuti Amb a 1 § fragment. Na prvi pogled ovo izaziva paznju posto je
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predlozeno da 3 fragment vezuje IgE Coveka istim afinitetom kao i intaktni protein, pa
je za ocekivati da 1 IgE psa vezuje i1 fragment i celi alergen sli¢nim afinitetima. Medutim,
na osnovu naSih rezultata mi predlazemo da alergen-specificna IgE antitela psa
prepoznaju pre svega protein vefe molekulske tezine i1 da su selektivni ka
konformacionim epitopima. U prilog ovoj tvrdnji ide i studija iz 2001. godine (Nuttall,
Hill, Bensignor, Willemse, & members of the International Task Force on Canine
Atopic, 2006) koja je pokazala da psi reaguju na alergene iz familije Dermatophagoides
koji su velike molekulske mase, a da prakticno ne reaguju na alergene malih
molekulskih masa grupe 1 i 2. Na kraju treba naglasiti da je potrebna je podrobna
analiza imunoreaktivne trake mase 45 kDa. Od velike je vaznosti da se odrede i
karakteriSu i glavni i sporedni alergeni kod domaceg psa zato Sto se IDK test moze
raditi samo sa odredenim alergenom ili grupom alergena. Karakterizacija alergena ce,
dakle, nesumnjivo poboljSati specifi¢nost i osetljivost dijagnosti¢kog intradermalnog
testa.

U zakljuc¢ku, ovaj deo nase studije je, po prvi put, okarakterisao i definisao
imunoproteomic¢kim metodama glavne alergene iz kratke ambrozije koji izazivaju AD
kod domaceg psa. Specificna proteinska traka molekulske mase 38 kDa, koju je
prepoznalo 13 od 16 seruma iz atopi¢nih pasa, predstavlja glavnu alergensku grupu iz
kratke ambrozije koja izaziva pse¢i AD. Ova traka, kao i kod ¢oveka, predstavlja svih
pet izoalergena Amb a 1 grupe (pektin lijaza): Amb a 1.0101 i njegov prirodni varijetet
E1XUL2; Amb a 1.0202; Amb a 1.0304; Amb a 1.0402; i prirodni varijetet alergena
Amb a 1.0501, EXUMO. Pored toga, nasi rezultati pokazuju da i a fragment polenskog
alergena Amb a 1.0201 igra vaznu ulogu u razviu pse¢eg AD. Potrebno je joS i
naglasiti da je nasa studija ukazala i na ralike izmedu psa i ¢oveka. Naime, zdruzeni
serumi psa nisu reagovali na alergene male molekulske mase kao $to su  fragment
Amb a 1 i varijeteti Amb a 8 (profilini) za koje je poznato da su potentni alergeni kod

coveka.

5.3. Modulacija imunskog odgovora polifenolima zelenog Caja

Interakcija prirodnih polifenola sa proteinima je opste prihvacena €injenica i

smatra se da ove interakcije utiCu na razli¢ite bioloSke procese. One su takode, od
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posebnog znacaja za alergene, jer direktno vezivanje katehina za alergene proteine

moze da im promeni strukturu i da tako uti¢e na imuni odgovor.

Detaljno smo analizirali interakcije izmedu glavnog katehina iz zelenog caja,
EGCG, 1 jednog od glavnih alergena hrane, ovalbumina (OVA), metodama
fluorescencije, CD spektrometrije, kalorimetrije i in silico simulacijama protein-ligand
interakcija. Pored toga, uloga EGCG/OVA interakcija u bioloskim procesima je
analizirana (7) testom inhibicije vezivanja IgE iz seruma pacijenata alergi¢nih na jaja,
(if) merenjem uticaja kompleksa na nivo aktivacije bazofila i (iii) merenjem nivoa
reapsorpcije alergena od strane sveze izolovanih CD14+ monocita. Nasi rezultati
pokazuju novi molekulski mehanizam delovanja EGCG koji uti¢e na alergijski
potencijal OVA.

Interakcije jakog afiniteta i nespecificna adsorpcija polifenola za proteine su od
znacaja u sloZenim sistemima ishrane. PoSto je fizioloska koncentracija EGCG vrlo
niska, za ocekivati je da ¢e visoko-afinitetna interakcija izmedju EGCG 1 globularnih
proteina hrane biti od narocitog znacaja za bioloSke procese. Upravo smo ovaj tip
interakcije ispitivali metodom “gasenja” fluorofore (Xiao, Mao, Yang, Zhao, Zhang, &
Yamamoto, 2011). Tim pristupom smo izmerili da je konstanta vezivanja (Ka) EGCG
za OVA u nivou 104 M, §to je u nivou izmerenog afiniteta vezivanja EGCG za
proteine mleka i purinskih alkaloida za OVA (I Hasni, Bourassa, Hamdani, Samson,
Carpentier, & al., 2011; Kanakis, Hasni, Bourassa, Tarantilis, Polissiou, & Tajmir-Riahi,
2011). Medutim, vazno je napomenuti da nasa kalorimetrijska merenja pokazuju da
EGCQG, pored jakog i specifi¢nog vezivanja, gotovo sigurno uspostavlja nespecifi¢ne
interakcije sa povrSinom OVA (Slika 4.11.C). Ovaj rezultat podrzava hipotezu da je
povrsinska adsorpcija polifenola odgovorna za agregiranje i talozenje proteina (Dobreva,
Frazier, Mueller-Harvey, Clifton, Gea, & Green, 2011).

Nase in silico simulacije predvidaju postojanje visoko-afinitetnog EGCG-
vezivnog mesta na poviSini OVA, koje je verovatno okupirano pri niskim
koncentracijama EGCG. Ovo vezivno mesto se nalazi pored Trp160 koji je okrenut ka
strukture okrenut ka rastvoru i ¢esto se koristi kao proba za prac¢enje konformacionih
promena kod serpina. Dakle, vezivanje EGCG pored Trpl60 objasnjava “gaSenje”
fluorescentnog signala i promene u CD spektrima OVA po dodatku EGCG. Konacno,

predvideno EGCG-vezivno mesto se samo delimi¢no preklapa sa IgE-vezivnim mestom
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na OVA, sto je, pak, u saglasju sa nasim rezultatima da EGCG ne inhibira direktnu
interakciju izmedu IgE i OVA. Znacajno je napomenuti da naSe in silico simulacije
pokazuju da se i kofein, fizioloski aktivni alkaloid, vezuje pre svega za isto mesto na
OVA za koje se vezuje EGCG. Ova karakteristika hidrofilnog “dzepa” u OVA da
vezuje fizioloski aktivne supstance nije primecena ranije i upucuje na novu ulogu OVA
u vezivanju, za$titi i transportu hidrofilnih supstanci slozenih sistema hrane do mesta
njihovog fizioloskog delovanja. Takode, vazno je napomenuti da molekulske simulacije
1 ITC merenja predvidaju nekoliko vezivnih mesta niskog afiniteta koja bi mogla da

budu od =znacaja pri viSim fizioloSkim koncentracijama EGCG. Jedno od

glikozilacije u OVA (Sheares & Robbins, 1986).

Promene u CD spektrima i u sadrZaju sekundarnih struktura u OVA predlazu da
vezivanje EGCG za OVA izaziva suptilne promene u strukturi alergena. NaSa merenja
pokazuju da segment od ~20 amino kiselina menja konformaciju iz neuredene petlje u
[B-strukturu. Analiza kristalne strukture OVA je pokazala da postoje tri petlje koje mogu
da promene svoju konformaciju nakon vezivanja EGCG za OVA: (1) N-terminalni deo
hB, (2) petlja koja spaja hD i s2A, i (3) petlja izmedu hE i s1A. Uredenje petlje izmedu
hD i s2A je vrlo moguce posto je sli€na promena strukture ve¢ primecena u serpinu
crmA. U tom slucaju, petlja hD-s2A je promenila konformaciju u f-strukturu koja je
nazvana s1’A (Simonovic, Gettins, & Volz, 2000). Dakle, svakako je mogucée da
vezivanje EGCG za OVA ne utiCe samo na globalnu strukturu proteina, ve¢ i na
strukturu 1 konformaciju epitopa za vezivanje IgE.

Medutim, kod vecine alergena hrane, ukljucujuc¢i i OVA, linearni epitopi su
vazniji za vezivanje IgE od konformacionih epitope (Honma, Kohno, Saito, Shimojo,
Horiuchi, Hayashi, et al., 1996; Johnsen & Elsayed, 1990; Kahlert, Petersen, Becker, &
Schlaak, 1992; Stanic-Vucinic, Stojadinovic, Atanaskovic-Markovic, Ognjenovic,
Gronlund, van Hage, et al., 2012). Nasi rezultati takode predvidaju da su IgE-vezivni
epitopi otporni na konformacione promene u OVA koje su izazvane EGCG vezivanjem.
Zaista, in vitro 1 ex vivo merenja nivoa vezivanja IgE upucuju da su vezivna mesta za
EGCG i IgE na povrsini OVA potpuno razlicita. Ovo je u saglasju sa ranije objavljenom
studijom koja je pokazala da se glavni epitopi za vezivanje IgE na povrSini OVA nalaze
na N- (region 1; amino kiseline 24-33 1 56-182) i C-terminusu (region 2; amino kiseline

307-391), dok se najsnazniji epitop nalazi pored petlje reaktivnog centra (RCL; amino
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kiseline 364-372). Vezivno mesto na OVA za EGCG je razlicito od sva tri epitopa i
samo delimi¢no se preklapa sa regionom 1 IgE-vezivnog mesta. Dakle, nije
iznenadujuc¢e da EGCG ne utic¢e na direktnu interakciju izmedu IgE i OVA.

Zbog Cinjenice da se vezivna mesta za EGCG 1 IgE na OVA ne preklapaju, mi
zakljucujemo da je uticaj EGCG na interakcije izmedu OVA 1 IgE od malog znacaja za
razumevanje mehanizma alergije na proteine hrane. Od mnogo veée vaznosti je uticaj
EGCG na razne Celijske procese kao §to su signalne kaskade, ekspresija receptora i
regulacija imunskog sistema. Na primer, interakcija EGCG sa membranskim
strukturama (“lipid rafts”) moZe da uti¢e na endocitozu, koja je, pak, znacajna za
transdukciju signala, reapsorpciju antigena, ukrStenu prezentaciju, prac¢enje imunih
procesa i odrzavanje ¢elijske homeostaze.

Reapsorpcija antigena od strane antigen-prezentuju¢ih celija je obicno
posredovana razli¢itim endocitotskim procesima koji uvecavaju efikasnost “hvatanja”
struktura 1 molekula stranih organizmu. Zanimljivo, OVA se Cesto koristi kao model
sistem za izuCavanje endocitoze 1 pinocitoze koje su posredovane manoznim
receptorom na povrsini “nezrelih” dendritskih ¢elija (DC) (Kindberg, Magnusson, Berg,
& Smedsrod, 1990). Za razliku od toga, svezi monociti “hvataju” OVA preko
endocitoze posredovane tecnom fazom 1 ne Kkoriste receptore (Hilmenyuk,
Bellinghausen, Heydenreich, Ilchmann, Toda, Grabbe, et al., 2010). Monociti igraju
vaznu ulogu u inicijaciji 1 razvoju imunskog odgovora, kao i odredivanju sudbine
imunskog odgovora. Pod odgovaraju¢im uslovima, monociti se razvijaju u izuzetno
potentne antigen-prezentujuée DC koje imaju efikasne makropinocitozne mehanizme i
koje su efikasne u procesovanju antigena.

U vezi sa ovim, pokazano je da EGCG moze efikasno da inhibira endocitozu
FITC-dekstrana od strane “nezrelih” DC, ali da ne moZe da spreéi endocitozu od strane
“nezrelih” DC tretiranih LPS-om (Yoneyama, et al., 2008). Dalje, EGCG mozda igra
ulogu u regulaciji rane faze makropinocitoze, poznatije kao “ruffling” (“talasanje”).
Naime, EGCG inhibira protein kinazu C i fosfolipazu A2 (Moraru, Laky, Stanescu,
Buzila, & Popescu, 1990). Poznato je da je protein kinaza C bitna za endocitozu u
neutrofilima, dok proizvodi enzimatske aktivnosti fosfatidil-3-kinaze i1 fosfolipaze A2
moduliSu polimerizaciju aktina koja je vazna za “ruffling”. EGCG takode inhibira
internalizaciju kaveola u endotelijskim ¢elijama verovatno kroz direktno vezivanje sa
lipidima membrane i mikrostruturama membrana (“lipid rafts”). Kona¢no, EGCG se

vezuje visokim afinitetom za laminin receptor koji igra vaznu ulogu u remodeliranju
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aktina kroz supresiju fosforilacije regulatornog lakog lanca miozina II (Fujimura,
Umeda, Kiyohara, Sunada, Yamada, & Tachibana, 2006).

Zakljucno, nasi rezultati daju podrSku hipotezi da direktno vezivanje EGCG za
antigene hrane igra vaznu ulogu u bioloSkim funkcijama EGCG. Inhibicija reapsorpcije
OVA/EGCG kompleksa od strane antigen-prezentujucih éelija gotovo sigurno utice na
transport 1 prezentaciju antigena, kao i na modulaciju imunskog odgovora. Na osnovu
nasih 1 rezultata drugih istrazivackih grupa, mi predlazemo da glavni proteini hrane
sluze kao specifi¢ni prenosioci bioloski aktivnih i potentnih polifenola do ciljnih ¢elija i
membranskih receptora gde polifenoli ostvaruju svoju fiziolosku ulogu.

Pored uloge i uticaja na nivou strukture alergena, polifenoli takode mogu da
ucestvuju u modulaciji alergijskog odgovora na ¢elijskom nivou, tj. na nivou specifi¢nih
signalnih kaskada koje su aktivirane od strane definisanih citokina. U ovom delu studije
smo upravo analizirali ulogu katehina zelenog ¢aja i glavne komponente, EGCG-a, u
prenosenju signala posredovanih citokinom IL-4, koji igra vaznu ulogu u alergijskom
odgovoru.

Tacna doza polifenola zelenog ¢aja koja ima blagotvorno dejstvo na zdravlje
coveka nije poznata i predstavlja predmet rasprave u nau¢nim krugovima. Uprkos tome,
opste je prihvacena Cinjenica da katehini zelenog €aja, a posebno EGCG, imaju jako
antiinflamatorno, antialergijsko i imunosupresivno dejstvo in vitro i in vivo (Braicu,
Pilecki, Balacescu, Irimie, & Neagoe, 2011; R. Singh, Akhtar, & Haqqi, 2010; J. Wang,
Pae, Meydani, & Wu, 2012; Wong, Nguyen, Noh, Bray, Bruno, & Ho, 2011). EGCG je
glavni sastojak ekstrakta zelenog ¢aja i on predstavlja do 45% od ukupnog polifenolnog
sadrzaja. Fizioloska koncentracija EGCG je od 0.1 do 0.6 uM, a oralna doza od 1600
mg EGCG-a pod uslovima posta rezultira maksimalnim nivoom EGCG-a u plazmi
Goveka od 3.4 pg mL™ (ili oko 7,4 uM) (Ullmann, Haller, Decourt, Girault, Girault,
Richard-Caudron, et al., 2003). EGCG je glavna komponenta zelenog ¢aja sa najja¢im
dejstvom, ali treba re¢i da ostali katehini mogu ili da pojacaju korisne efekte EGCG-a
(S. Y. Wu, Silverberg, Joks, Durkin, & Smith-Norowitz, 2012) ili da podsti¢u ve¢
utvrdene Stetne efekte nekontrolisane upotrebe dijetalnih dodataka na bazi zelenog caja
(Schontal, 2011).

U ovom delu studije, mi smo se usredsredili na izuc¢avanje efekata glavnih
polifenola zelenog caja, katehina, na IL-4/IL-4R signalnu kaskadu. Analizirali smo
uticaj Sirokog spektra koncentracija katehina, od fizioloskih do onih koje se dostizu

nakon unosSenja suplemenata koji sadrze koncentrat katehina zelenog ¢aja.
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Da bismo utvrdili efekat katehina i EGCG-a na IL-4/IL-4R signalnu kaskadu,
merili smo nivo fosforilacije STAT6 molekula u PBMC ¢elijama koji su stimulisne 1L-4,
u prisustvu 1 odsustvu katehina/EGCG-a. U poredenju sa kontrolnim ¢elijama koje su
bile izloZene uticaju samo IL-4, fosforilacija STAT6 je bila inhibirana i u prisustvu
visokih koncentracija katehina i samog EGCG-a.

Nekoliko ihibitornih mehanizama na nivou IL-4/IL-4R sprega mogu da
doprinesu opisanom efektu katehina na nivo fosforilacije STAT6. Ve¢ je opisan efekat
EGCGa na fosforilaciju STAT molekula koje su posredovane razli€itim citokinima:
STAT 5 kao odgovor na citokine IL-2, IL-7 1 IL-15 (Hillier & Griffin, 2001), STAT3
kao odgovor na IL-6 (Lin, Hou, Chen, Kao, Yu, Funayama, et al., 2012) i STAT1 kao
odgovor na INF-y (Cheng, Shieh, Lin, Chen, Lin, Kuo, et al., 2010), te je verovatno
inhibicija IL-4/IL-4R signalnog puta posledica direktnog uticaja katehina i EGCGa na
nivo fosforilacije STAT®6.

IL-4 aktivira nekoliko puteva transdukcije signala u imunim ¢elijama, sa tim da
STAT®6 predstavlja najvazniji molekul za bioloske funkcije IL-4. Ovaj znacaj je pojacan
¢injenicom da nekoliko lekova koji se koriste za leCenje i prevenciju alergijskih
oboljenja upravo napada aktivnost STAT6. Inhibicija signalne sprege IL-4/IL-4R od
strane EGCG moze se dovesti u vezu sa odranije poznatim procesima u kojima EGCG i
srodna jedinjenja uti¢u na aktivnost IL-4: inhibicija sazrevanja dendritskih ¢elija koja je
posredovana IL-4, smanjenje nivoa formiranja IgE u PBMC i U266 ¢elijama i pojacanje
inhibitornog efekta INF-y na sekreciju eotaksin-3 iz alveolarnih epitelijalnih ¢elija, a
koja je posredovana IL-4.

U zakljucku, nasi i rezultati drugih istrazivackih grupa ukazuju da glavni
polifenoli zelenog ¢aja uticu na IL-4/IL-4R signalnu spregu i aktivaciju STATS,
proteina u razli¢itim celijskim tipovima. Na taj nacin, polifenoli inhibiraju nekoliko
znacajnih funkcija IL-4 citokina u inicijaciji i odrZavanju alergijskog odgovora, kao §to
su promena klase i produkcija IgE u B ¢elijama, diferencijacija Th2 ¢elija, 1 ekspresija

MHC II molekula na povrsini B ¢elija.
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6. Zakljucak

Na osnovu rezultata ove doktorske disertacije mozemo da izvedemo sledece

zakljucke:

* Po prvi put je pokazano da je polen lipe je bitan izvor alergena u cetiri
geografski i klimatski razli¢ite populacije pacijenata Evrope.

* Utvrdeno je da postoji odredeni stepen ukrStene reaktivnosti izmedu polena lipe
i ranije utvrdenih izvora alergena polena breze i masline.

* Potvrdeno je da populacija kuénih pasa pati od alergije na ambroziju, koja je
uzrocnik atopicnog dermatitisa kod ovih Zivotinja 1 savremenim
imunoproteomi¢kim metodama smo odredili i opisali glavne alergene polena
ambrozije, uzroCnike atopi¢nog dermatitisa kod pasa, uporedivsi taj alergijski
odgovor sa alergijom na ambroziju kod ¢oveka.

* Detaljno je proucen uticaj katehina zelenog ¢aja na strukturu jednog od glavnog
alergena hrane, ovalbumina i pokazali smo da interakcije katehina zelenog Caja i
ovalbumina dovode do modulacije imunskog odgovora na ¢elijskom nivou.

» Pratili smo uticaj katehina zelenog ¢aja na signalni put pod uticajem citokina IL-
4, koji je glavni citokin alergijskog odgovora, i na osnovu dobijenih rezultata

predlozen je mehanizam modulacije ovog signalnog puta.
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7. Eksperimentalni deo

7.1. Konfokalna mikroskopija polena

Polen lipe (Tilia tomentosa) 1 ambrozije (Ambrosia artemisiifolia) koriséeni u
ovom radu, nabavljeni su od Instituta za imunologiju, vakcine i serume - Torlak
(Beograd), gde je proveren njihov kvalitet i ispravnost. Polen lipe je pomeSan sa Cistim
glicerolom, nanet na predmetno staklo, poklopljen predmetnim stakalcem i nakon
suSenja posmatran pod konfokalnim mikroskopom. Autofluorescencija polena
posmatrana je na uveliCanju 40x sa konfokalnim laser-skeniraju¢im mikroskopom

FluoView FV-1200 (Olympus, Japan) istovremeno koristeci plavi, zeleni i crveni filter.

7.2. Priprema ekstrakta polena

Za ekstrakciju proteina iz polena lipe koris¢en je 20 mM fosfatni puffer pH 7.4 u
odnosu 1:10 u odnosu na masu polena. Ekstrakcija je obavljena na +4°C preko no¢i uz
konstantno meSanje. Nakon toga ekstrakt je centrifugiran 30 minuta na 3000 x g.
Uzorak je zatim stavljen u celulozno crevo za dijalizu (MWCO 3000 Da, Spectropor),
dijalizovan naspram odgovaraju¢e zapremine 20 mM (NH4),CO; pufera pH 8.0, uz
mesSanje i tri izmene pufera u toku 24 h. Zatim je odredena koncentracija proteina u
uzorku Bradford-ovom metodom. Uzorak je izdeljen u alikvote od po 500 ug proteina i

zatim koncentrovan liofilizovanjem.
7.3. Odredivanje koncentracije proteina - Metoda po Bradfordu

Jedna od najceS¢e koriS¢enih metoda za odredivanje koncentracije proteina je
Bradford-ova metoda (Bradford, 1976). Ovaj metod je zasnovan na merenju pomeranja
maksimuma apsorbancije boje Comassie Briliant Blue sa 470 nm na 595 nm u
zavisnosti od toga da li je boja slobodna u rastvoru ili vezana za protein. Metoda je brza,
jeftina, specifi€na za proteine (ne vezuje slobodne aminokiseline i kratke peptidne
fragmente) i vrlo osetljiva. Mane ove metode su u tome $to standarna prava nije linearna

u Sirem opsegu koncentracija, a odgovor na razliite proteine varira.
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Postupak rada:

Test je raden u mikrotitar plo¢icama (F tip), a apsorbancija je oCitavana ELISA
¢itacem (LKB Micro plate reader 5060-006), upotrebom filtera talasne duzine od 595
nm. Boja je rastvorena u etanolu uz meSanje na magnetnoj mesalici, zatim su dodate
kiselina i voda do potrebne zapremine. Pre upotrebe, boja je razblazena pet puta vodom
i filtrirana. U 200 pL rastvora boje odmereno je 5 pL uzorka za makro test, odnosno 20

uL uzorka za mikro test. Apsorbancija je o¢itavana nakon 5 minuta.

Rastvor boje:
CBB G-250 250 mg
95% etanol 50 mL
fosforna kiselina, 96% 100 mL
destilovana voda do 200 mL

Za konstruisanje kalibracione prave kori§¢en je rastvor govedeg serum albumina
(Bovine Serum Albumin, BSA) koncentracije 1,0 mg/mL, razblazen vodom do finalnih
koncentracija od 0,75 mg/mL, 0,50 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,10 mg/mL. Za mikro
metode, rastvor koncentracije 0,1 mg/mL razblazi se vodom do finalnih koncentracija

0,075 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,025 mg/mL i 0,010 mg/mL.

Vrednosti za koncentraciju proteina su izracunate iz jednacine prave:
Apsorbancija = f(koncentracija proteina (mg/ml)), dobijene metodom linearne

regresione analize.

7.4. Elektroforetske tehnike

7.4.1 Natrijum dodecilsulfat poliakrilamid gel elektroforeza (SDS-PAGE)

Elektroforetska razdvajanja proteina su radena na Hoeffer SCI aparaturi po
instrukcijama proizvodaca. SDS-PAGE je radena po originalnoj Laemmli-jevoj

proceduri (Laemmli, 1970).

76



Rastvori:

A: monomerni rastvor akrilamida (30%)

akrilamid 584¢g
bisakrilamid l.6g
destilovana voda do 200 mL

B: Pufer za razdvajajuci gel (1.5 M Tris HCI, pH 8.8)

Tris

363 ¢

destilovana voda do

200 mL

*pH se podesava dodatkom 4M HCI

C: Pufer za koncentruju¢i gel (0.5 M Tris HCI, pH 6.8)

*pH se podesava dodatkom 4M HCI

D: 10 % rastvor SDS-a

E: 10 % rastvor APS-a

Tris 60g
destilovana voda do 100 mL
SDS 10g
destilovana voda do 10 mL
APS 0.1g
destilovana voda do 1.0 mL

*pozeljno je rastvor inicijatora polimerizacije napraviti pre upotrebe

F: Pufer za nadslojavanje gela pri polimerizaciji

-n-butanol zasi¢en vodom
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G: Pufer za elektroforezu (0.25 M Tris, 0.192 Gly, 0.1% SDS, pH 8.3)

Tris 30g
Gly 144 ¢
SDS 10g
destilovana voda do 1000 mL

H: Pufer za pripremu uzorka (5x koncentrovan)

reagens zapremina (mL) finalna koncentracija
0,5 M Tris, pH 6,8 1.2 60 mM

98 % glicerol 5.0 25%

10 % SDS 2.0 2%
2-merkaptoetanol*® 0.5 14.4 mM

1 % bromfenol plavo 1.0 0.1 %

destilovana voda do 10.0

*Rastvor H za neredukujucu elektroforezu ne sadrzi 2-merkaptoetanol, tako da se u

ovom koraku dodaje destilovana voda.

I: Rastvor boje za PAA gelove (0.1 % CBB, 50 % metanol, 10 % siréetna kiselina)

CBB Gili R 250 05¢g
metanol 100 mL
sir¢etna kiselina 10 mL
destilovana voda do 200 mL

J: Rastvor za fiksiranje (50 % metanol, 10 % sir¢etna kiselina)

metanol 500 mL
sir¢etna kiselina 100 mL
destilovana voda do 1000 mL

K: Rastvor za obezbojavanje (25 % metanol, 5 % siréetna kiselina)

metanol 250 mL
sir¢etna kiselina 50 mL
destilovana voda do 1000 mL
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Pripremanje PAA gelova razlicite koncentracije
-10 ml gela za razdvajanje

Tabela 7.1 Priprema poliakrilamidnog gela za razdvajanje

finalna koncentracija akrilamida u gelu (%)

rastvor 8 10 12 14
A (mL) 2.67 |13.33(4.00 |4.67
B (mL) 2.50 12501250 |2.50

H20 (mL) | 4.67 | 4.00|3.33 |2.67
TEMED (uL) | 5 5 [5 |5

D (mL) 0.10 |0.10]0.10 | 0.10
E (mL) 0.05 | 0.05]0.05 | 0.05

- 4% gel za koncentrovanje

Tabela 7.2 Priprema poliakrilamidnog gela za koncentrovanje

finalna zapremina gela za koncentrovanje (mL)

rastvor 4

A (ml) 0.53

C (ml) 1.00

H20(ml) 2.40
TEMED(uL) 2
D (ul) 40
E (ul) 20

Postupak:

Gel za razdvajanje napravljen je prema Tabeli 7.1. 1 iz njega uklonjen vazduh.
Nakon deaeracije dodati su rastvori SDS-a i APS-a. Deaerisani rastvor je naliven
izmedu staklenih plo¢a (10x8 cm) 1 nadslojen rastvorom n-butanola. Nakon
polimerizacije, povrsina gela je isprana vodom i nalivena rastvorom gela za razdvajanje
koji je pripremljen prema Tabeli 7.2. U gel je potom uronjen ceSalj. Plo¢e se nakon
polimerizacije gela za koncentrovanje i nalivanja uzoraka u bunare urone u kadu sa

puferom (rastvor G).
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Uzorci su pripremljeni zagrevanjem na 95°C u periodu od 5 minuta u rastvoru H
vode¢i racuna o razblazenju (5x). Nakon zagrevanja, uzorci su centrifugirani i nakon
hladenja do sobne temperature naneseni u bunare.

Elektroforeza je radena na konstantnoj struji od 25 mA (dok BFP ne stigne na
oko 0.5 cm od donje ivice gela). Nakon zavrSetka elektroforeze, ploce su pazljivo
razdvojene 1 gel je prebacen u odgovarajuc¢u posudu. Nakon brzog ispiranja vodom, gel

je tretiran na sledec¢i nacin:

Fiksiranje (rastvor J) 15 min

Bojenje (rastvor I) 15 min

Obezbojavanje 1 (rastvor J) 30 min
Obezbojavanje 2 (rastvor K) do potpunog obezbojavanja

7.4.2.1. I1zoelektri¢no fokusiranje (IEF)

PAA gel sa inkorporiranim amfolitima je naliven izmedu plo¢a dimenzija 8 x 13
cm, debljine 0.75 mm i ostavljen da polimerizuje. Elektrode su potom natopljene u
katodnom i anodnom rastvoru, visak rastvora je pokupljen papirnom vatom i pazljivo su
naneSene na krajeve gela, pritom vodec¢i racuna da su postavljene paralelno. Uzorci su
naneSeni nakon predfokusiranja gela u periodu od 30 min na 800 V. Elektroforeza je
trajala 1 h i 45 min pri uslovima: maksimalna jacina struje 50 mA, maksimalni napon
2000 V i maksimalna snaga 10 W. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel je pazljivo
sklonjen sa staklene ploce, ispran vodom i fiksiran. Po zavrSetku fiksiranja gel je
ostavljen preko no¢i u 200 mL 1% TCA i zatim sutradan obojen rastvorom za bojenje

PAA gelova.

30% akrilamid 3.75 mL

Amfoliti Sirokog opsega | 1.25mL

voda 9.9 mL
TEMED 10 mL
APS 100 mL
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Katodni rastvor (150 mM NaOH)

Anodni rastvor (75 mM sumporna kiselina)

Rastvor za fiksiranje ( 30 % TCA)

NaOH 0.6¢g
vode 100 mL
dezaeracija 15 min
sumporne kiseline 0.42 mL
destilovana voda 100 mL
TCA 60 g
destilovana voda do 200 mL
vreme 1h

7.4.2.2. 1zoelektri¢no fokusiranje visoke rezolucije na IPGphore trakama

Za visoko-rezolutivno razdvajanje proteina prema pl vrednost ima koriS¢ene su

imobilinske IPG trake pH opsega od 3 do 10, 13 cm.

Imobilinske trake su rehidratisane preko no¢i rehidratacionim puferom sa rastvorenim
uzorkom. Uzorci su pripremljeni tako §to je 950 pL. pufera pomesSano sa 50 puL sveze

mapravljenog rastvora I M DTT-a. U liofilizovani ekstrakt polena lipe (250 ug proteina

po uzorku) dodato je 250 uL rehidratacionog pufera sa DTT-jem

Rehidratacioni pufer:

Reagens Koli¢ina finalna koncentracija
Urea 12 ¢ &M
Triton X-100 05¢g 2%
IPG pufer 125 uL 0.5%
(istog opseg kao IPG traka)
1% BFP $tok rastvor 50 uL 0.002%
destilovana voda do 25 mL
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Nakon prekono¢ne rehidratacije proteini su razdvajani prema

koris¢enjem sledeceg protokola:

pl vrednostima

Korak Voltaza Vreme kVh
1 Step and Hold 500 1:00 0.5
2 Gradient 1000 1:00 0.8
3 Gradient 8000 2:30 11.3
4 Step and Hold 8000 0:30 4.4
5 Ukupno 5:00 17.0

Posle zavrSenog izoelektrofokusiranja trake su ekvilibrisane potapanjem 15 min

u ekvilibracioni pufer sa DTT-om, a zatim 15 min u ekvilibracionom puferu sa dodatim

jodacetamidom.

SDS ekvilibracioni pufer:

Reagens koli¢ina finalna koncentracija
Urea 72.1¢g 6 M
Tris-HCI, pH 8.8 10.0 mL 75 mM
Glicerol (87% w/w) 69 mL 29.3%
SDS 40¢g 2%
1% BFP $tok rastvor 400 pL 0.002%
destilovana voda do 200 mL

SDS ekvilibracioni pufer sa DTT-om:

SDS ekvilibracioni pufer sa jodacetamidom:

DTT 100 mg
SDS ekvilibracioni pufer 10 ml
Jodacetamid 250 mg
SDS ekvilibracioni pufer 10 ml
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7.4.3 Dvodimenzionalna poliakrilamid gel elektroforeza (2D PAGE)

U prvoj dimenziji proteini su razdvajani prema pl vrednosti (IEF), a u drugoj
dimenziji prema njihovoj molekulskoj masi (redukuju¢a SDS-PAGE). Nakon zavrSenog
IEF, traka gela koja sadrzi razdvojene proteine kratko je inkubirana u redukuju¢em
puferu za ekvilibraciju i zatim pazljivo preneSena na povrSinu gela u bunar
odgovaraju¢ih dimenzija (dimenzija se bira prema duzini trake). Nakon 40 min
inkubacije u puferu, elektroforeza je radena prema opisanoj proceduri za SDS-PAGE.

Pufer za ekvilibraciju (redukujuéi):

[-merkapto etanol 0.5 mL
0.5M TRIS pH 6.8 1.25mL
glicerol I mL
10% SDS 2.3 mL
BFP do pune plave boje
destilovana voda do 5mL

7.5. Digestija proteina u gelu i analiza peptida masenom

spektrometrijom

Nakon razdajanja proteina polena ambrozije 2D elektroforezom, prvo prema pl
vrednosti, a zatim 1 molekulskoj masi, gel je obojen CBB bojom. Tacke od interesa su
isecane iz gela, obezbojene i digestovane preko no¢i tripsinom iz govedeg pankreasa po
protokolu (Shevchenko, Tomas, Havlis, Olsen, & Mann, 2006).

* Isecene tacke sa 2D gela su ispirane sa 100 uL 25 mM NH4HCOj; puferom, 60
min uz mesanje na 600 rpm

* Nakon inkubacije sledi centirfugiranje 5 min, 13400 rpm i ispiranje 45 min. sa
100 uL 50% NH4HCO5/50% acetonitril smeSom

* Posle centrifugiranja uklonjen je supernatant i dalje je tretman nastavljen na
57°C, u mraku, dodatkom 100 uL 10 mM DTT rastvorenog u NH,HCO;
puferu.

* Centrifugiranjem je uklonjen supernatant i dodato je 100 uL acetonitrila.
Uzorak je inkubiran 6 min sa muckanjem na vorteksu, nakon cega je

centrifugiran.
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*  Uklonjeni supernatant je zamenjen sa 100 uL. 50 mM IAA u NH4HCO; puferu i
uzorak je inkubiran 45 min u mraku.

* Nakon inkubacije uzorak je centrifugiran, supernatan uklonjen, a zatim se krece
u seriju ispiranja. Prvo se doda 100 uL 25 mM NH4HCOs;1i uzorak se inkubira
pola sata.

* Sledi centrifugiranje i odlivanje supernatanta i dodatak 100 uL 50%
NH4HCO3/50% acetonitrila. Ponovo inkubacija traje 30 min na sobnoj
temperaturi, bez meSanja.

* Nakon toga sledi centrifugiranje, odlivanje supernatanta i dodatak 100 upL
100% acetonitrila.

e (Odliti supernatan i dodati 10 uL. 15 ng mL! tripsina MS-stepena Cistoce,
rastvorenog u 25 mM NH4HCOj; puferu. Inkubirati uzorak preko noc¢i na 37°C.

* Reakcija se zaustavlja dodatkom 1 puL 1% mravlje kiseline. Uzorak se potom

vorteksira, centrifugira i odvojeni supernatan je spreman za analizu peptida u

njemu.

Nakon tripsinske digestije, peptidino mapiranje je radeno na Easy nano-Liquid
Chromatography II masenom spektrometru povezanim sa linearnim jono-vezujuéim i
kvadrupolnim filterom masa (LTQ Orbitrap XL, Thermo Scientific Inc., Waltham,
Massachusetts, USA). Razdvajanje peptida je radeno pomo¢u EASYPrecolumn C18-Al
kolone, pri ¢emu je rastvara¢ A bila 0.1% mravlja kiselina u vodi, a rastvara¢ B 0.1%
mravlja kiselina u 98% acetonitrilu. Primenjen je linearni gradijent od 5 — 95%
rastvaraéa B (70 min) sa protokom od 300 nL min™. Injekciona zapremina uzorka bila
je 2 uL. Voltaza spreja podesena je na 1.8 kV, kapilarna voltaza na 6V i temperatura na
250°C. Podaci su prikupljeni pomocu Xcalibur 2.1 programa, dok je analiza radena u
programu Proteom Discoverer 1.3.0339. Pretraga je ograni¢ena na UniProtKB/Swiss-
Prot bazu koriste¢i SEQUEST algoritam. Zadati parametri bili su: dve nekontrolisane
tripsinske digestije (“missed cleavages”) po peptidu, peptidna tolerancija je podeSena na
10 ppm, a MS/MS na 0.5 Da. Pretraga je suzena time $to su rezultati filtrirani tako da je

minimum podeSen na 2 peptida od visoke uverljivosti po proteinu.

84



7.6. Elektrotransfer proteina sa PAA gela na nitroceluloznu ili PVDF

membranu

Za potrebe detekcije proteina u imunoblotu upotrebom specificnih antitela, neki
uzorci su posle razdvajanja elektroforezom (SDS PAGE) preneseni sa PAA gela na

nitroceluloznu membranu. Pufer za polu-suvi transfer:

TRIS 2,900 g
Glicin 1,450 g
SDS 0,185¢g
metanol 100 mL
destilovana voda do | 500 mL

Polu-suvi (eng. semi-dry) transfer proteina na nitroceluloznu membranu nakon
SDS-PAGE raden je pod dejstvom elektriéne struje jadine 1 mA/cm?® gela u sendviéu od
3 sloja kvantitativnog filter papira odgovaraju¢ih dimenzija. Nitroceluloza je
postavljena prema pozitivnoj elektrodi. Polu-suvi uslovi podrazumevaju da sendvi¢
mora dobro da bude oceden od pufera za blot. Elektrotransfer traje 1 h.

Vizualizacija proteina na membrani radena je petominutnim bojenjem u 0.2%
rastvoru Ponceau-S u 5% sirCetnoj kiselini uz naknadno ispiranje viska boje

destilovanom vodom.
7.7. Detekcija proteina u imunoblotu
7.7.1 Opsti protokol

Potrebni puferi:

1. Fizioloski rastvor puferisan Trisom (TBS): 30 mM Tris, pH 7,6 150 mM NaCl

TRIS 3.63 ¢
NaCl 9¢g
destilovana voda 1L

2.tTBS: 0,1% Tween 20 u TBS

3. Rastvor za blokiranje: 5% odmaséeno mleko u tTBS
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4. Rastvor za razblaZivanje antitela: 0.1% rastvor odmas¢enog mleka u tTBS

5. Pufer za AP: 100 mM TRIS, pH 9,6, 50 mM MgCl,

TRIS 121¢g
MgClx5H,0 10 mg
destilovana voda 100 mL
* pH podesiti 3M NaOH.
Priprema supstrata
Supstrat 1 Supstrat 2
BCIP 50 mg NBT 100 mg
pufer za AP 20 mL pufer za AP 300 mL

Smesa supstrata je pripremana neposredno pred upotrebu. PomeSana je jedna zapremina

supstrata 1 sa 9 zapremina supstrata 2 i nakon toga procedena. Proizvod ima plavo-

ljubicastu boju.

Protokol:

Obezbojavanje NC membrane u tTBS, 10 min

Blokiranje membrane u 5% odmaséenom mleku (u tTBS-u), 1 h na ST uz

mesanje.

Ispiranje, tTBS 3 x 10 min.

Inkubiranje sa prethodno optimizovanom koli¢inom primarnog antitela, 2-4 h na

ST uz mesanje.

Ispiranje, tTBS 3 x 10 min.
Inkubiranje sa sekundarnim antitelom, 1 h na ST uz meSanje.

Ispiranje, tTBS 3 x 10 min.

Inkubiranje sa tercijarnim antitelom obelezenim alkalnom fosfatazom, 1h na ST

uz mesanje

Ispiranje, tTBS 3 x 10 min.

Ispiranje,

TBS 1 x 10 min

Detekcija: BCIP/NBT (precipitirajuci supstrat alkalne fosfataze)
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7.7.2 Detekcija alergena koriS¢enjem seruma pacijenata
Nakon elektrotransfera, immunoblot je razvijan prema opStem protokolu uz
upotrebu slede¢ih antitela:
Primarna antitela: Serum pacijenata alergi¢nih na lipu/ambroziju (4h na ST uz
mesanje, razblazenje 1: 10, v:v u tTBS puferu sa 0.5% odmasc¢enim mlekom)
Sekundarna antitela: kozija anti-humana IgE antitela (Sigma-Aldrich) (2 h na ST
uz mesanje, razblazenje 1: 5 000, v:v u tTBS puferu sa 0.5% odmas¢enim mlekom)
Tercijarna antitela: miSja anti-kozija IgG antitela obeleZena alkalnom
fosfatazom (Sigma-Aldrich) (1h na ST uz mesanje, razblazenje 1: 30 000, v:v, u tTBS

puferu sa 0.1% odmas¢enim mlekom).

7.8. ELISA testovi

ELISA testovi su modifikacija metode po Voller-u (Barlow, Thompson, Cuckle,
Wald, & Voller, 1986; Ebruster, 1959).

7.8.1. Indirektni ELISA test

ELISA testovi radeni su po modifikovanoj Voller-ovoj metodi. ELISA testovi
radeni su na mikrotitar plo¢ama sa ravnim dnom za detekciju IgE (*’MaxiSorb’’). Svi

postupci su izvodeni na 37 °C bez meSanja.

1. Kuplovanje antigena za mikrotitar plo€icu: Antigen koncentracije 5 pg/ml u 50 mM
karbonatno-bikabonatnom puferu pH 9,6 je naliven u bunare (po 50 pl) i ostavljen tokom

no¢i na sobnoj temperaturi.

Pufer za kuplovanje:

Na2CO3 0.159 g
NaHCO; 0,293 g
Destilovana voda do 100 mL

* pH se podesi na 9,6

2. Ispiranje: Nevezani antigen je ispran 3 puta po 10 min sa TTBS (300 pL).
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3. Blokiranje: Bunari mikrotitar plo¢ice su inkubirani tokom 1 h sa 1 % BSA u TTBS

radi blokiranja antigenom neokupiranih mesta u bunarima.

4. Vezivanje primarnog antitela: Primarno antitelo moze biti IgG ili IgE iz seruma
alergi¢nih pacijenta, ili IgG iz seruma zeca imunizovanog na dati antigen. Za dobijanje
saturacione prave vezivanja IgG ili IgE, humani serum je naneSen u dvostrukim
razblazenjima po 50 pL. Svaka proba je radena u tri ponovka. Serum nealergi¢nih osoba,
tj. preimuni zeciji serum je koriS¢en kao negativna kontrola. Primarno antitelo razblazeno

jesa 0.1 % BSA u TTBS. Plo¢ica je inkubirana tokom 2 h za IgG, tj. 3.5 - 4 h za IgE.

5. Ispiranje: Ispiranje nevezanog primarnog antitela radeno je 3 puta po 10 min sa TTBS
(300 pL).

6.Vezivanje sekundarnog antitela: Sekundarno antitelo je anti humani IgG ili IgE ili anti
zecCiji IgG sa vezanom alkalnom fosfatazom (Sigma). Sekundarno antitelo je razblazeno
po uputstvu proizvodaca u 0.1 % BSA u TTBS. Nakon nanoSenja u bunare (50 pL),

plocica je inkubirana tokom 2 h.

7. Ispiranje: Nevezano sekundarno antitelo isprano je 2 puta po 10 min sa TTBS (300 pL)
ijednom sa TBS (300 pL) tokom 10 min kako bi se uklonio deterdZent.

8. Vizuelizacija: Bunari su inkubirani sa supstratom (50 pL) za alkalnu fosfatazu koji
daje rastvoran proizvod do razvijanja Zute boje. Rastvor 0.1 % p-nitrofenil fosfata (pNPP)
u DEAE puferu pripremljen je neposredno pred upotrebu. Apsorbanca razvijene boje
merena je 405nm u ELISA c¢itac¢u. U suprotnom, reakcija se moze zaustaviti dodatkom 50
pL 3 M NaOH.

DEAE pufer za alkalnu fosfatazu:

dietanolamin 2,10 g
Na Cl 1,17 g
100 mM MgCI2 10 mL
Destilovana voda do 200 mL

* pH podesiti na 9,5

7.8.2. Inhibitorna ELISA

Sve faze izvodenja ELISA inhibicije, kao i svi rastvori koji su kori$¢eni bili su isti kao

kod indirektne ELISE osim koraka vezivanja primarnog antitela.
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1. Humani serum je razblazen u 0.1 % BSA u TTBS na 80-90% platoa u prethodno
odredenoj saturacionoj krivoj.

2. Ovaj serum je zatim inkubiran tokom 30 min na sobnoj temperaturi sa
standardnim razblazenjima inhibitora koji je testiran.

3. Nakon toga humani serum je naneSen u mikrotitar plocicu i test je dalje raden po
proceduri za indirektan ELISA test. Kao kontrola (bez inhibitora) koriS¢en je razblazeni
humani serum inkubiran u puferu u kom je rastvoren inhibitor. Za negativnu kontrolu se
umesto seruma primarnog antitela (u koraku vezivanja) dodaje 0.1 % BSA u TTBS.

4. IC50 vrednost inhibitora predstavlja onu koncentraciju inhibitora koja je potrebna
da bi se postigao nivo od 50 % inhibicije u odnosu na kontrolu. Metodom linearne
regresione analize na linearnom delu prave (% inhibicije = f(log konc. Inhib.)) odredena
je koncentracija inhibibtora kojom se postize 50 % inhibicije (A50%) u odnosu na

kontrolu (Ac).
% inhibicije = ((Ac-Ai)/Ac) x 100 gde je

Ac — srednja vrednost dobijena za apsorbancu kontrolnog uzorka (humani serum bez
inhibitora)
Ai — srednja vrednost apsorbance dobijene za odredenu koncentraciju ispitivanog

inhibitora.

7.9. KoZne probe

KozZne probe su radene na dobrovoljcima sa prethodnom klinickom istorijom
alergije na polen lipe i ambrozije. Pacijentima je dezinfikovana koza unutrasnjeg dela
podlaktice i zatim nanesena kap razliCitih ekstrakata polena: lipe, breze i masline
koncentracije od 30 ug mL™ (u rastvoru PBS pufer/glicerol, 1:2 v:v). Kao pozitivna
kontrola naneSena je kap histamin-fosfata (10 mg mL™), a kao negativna kap
fizioloskog rastvora (0.9% rastvor NaCl). Nakon toga, koZa na mestu nanosenja je blago
probodena lancetom i posle 20 minuta izmeren je precnik nastalog otoka. Pozitivnom

reakcijom smatra se pojava otoka €iji je precnik za viSe od 3 mm veci od onog koji

nastaje na mestu nanosenja negativne kontrole (Ebruster, 1959).
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7.10. Funkcionalni in vitro testovi

Svi funkcionalni in vitro testovi radeni su na FACSCalibur proto¢nom citometru
(Becton Dickinson Biosciences, USA) uz odgovaraju¢i potro$ni materijal istog

proizvodaca.

7.10.1.Test aktivacije bazofila

Za test aktivacije bazofila su koriS¢eni alikvoti od 100uL heparinizirane pune
krvi pacijenta sa prethodnom klini¢kom istorijom alergije. Uzorak krvi je stimulisan
serijskim razblazenjem koncentracija ekstrakta polena lipe rasponu od 0.0001 do 100 pg
mL™". Nestimulisane Celije i éelije stimulisane sa anti-humanim IgE su sluzile kao
negativna, tj. pozitivna kontrola. Uzorci su inkubirani 20 min na 37°C. Nakon toga 5 pL
FITC-konjugovanih anti CD63 i 5 pL fikoeritrin-konjugovanih anti-CD203c antitela
(Immunotech, Marselle, France) je dodato u svaki uzorak i uzorci su zatim inkubirani
20 min na 37°C. Nakon lize eritrocita i centrifugiranja (400 g, 5 min) merenja su radena

na protoc¢nom citometru (FACS Calibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA).

7.10.2. Test proliferacije limfocita

Za postavljanje primarne kulture limfocita koriS¢ena je sterilno vadena
heparinizirana puna krv alergi¢nog pacijenta koja nije stara duze od 6 h od vadenja.
Kompletan postupak zasejavanja ¢elija vrSen je u sterilnim uslovima. Limfociti izolovani
prema protokolu (Beyum, A. 1968) i koncentracije 1,05 x 10°¢elija mL™, razliveni su u
FACS epruvete po 190 pL suspenzije ¢elija i po 10 pL rastvora alergena (finalno 10 pg
mL™"). U epruvetu sa negativnom kontrolom umesto alergena je dodato 10 pL
kompletnog medijuma, a u pozitivne kontrole po 10 pL PHA (finalno 25 pg mL™) tj.
TTD (finalno 6,25 pg mL™"). Celije su zatim ostavljene da rastu na 37°C u vlaZnoj
atmosferi sa 5 % CO,. Proliferativni odgovor ¢elija na PHA (fitohemaglutinin koji je jak
mitogen) meren je nakon 72h, a na TTD 1 alergene nakon sedam dana. Takode,
supernatant je Cuvan za svaki uzorak koji je dalje koriS¢en u testu odredivanja citokina.

Nakon proliferacije, ¢elije su staloZzene centrifugiranjem na 400 xg tokom 10
min na 4°C. Po 100 pL supernatanta sterilno je odvojeno za odredivanje koli¢ine citokina

i odmah ostavljeno na -80°C, jer su citokini jako nestabilni proteini. U ostatak
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(proliferisanih ¢elija) dodat je 1 pL anti-humanog CD3 antitela obelezenog sa FITS i 1
pL anti-humanog CD4 antitela obelezenog sa PE. Tube su zatim kratko promeSane na
vortexu (2-3 sekunde) i inkubirane tokom 30 min na 4°C u mraku. Nevezana antitela su
isprana dodatkom 1 mL PBS. Nakon centrifugiranja (400 xg tokom 10 min na 4°C)
supernatant je pazljivo aspiriran (ostavljaju¢i oko 100 pL na dnu epruvete), a éelije su

resuspendovane u 400 uL. PBS-a. Analiza je dalje radena na proto¢nom citometru.

7.11. Cirkularni dihroizam (CD)

Uzorci ovalbumina su dijalizovani preko no¢i naspram 10 mM natrijum
fosfatnog pufera, pH 6.5. Koris¢ena je koncentracija ovalbumina od 1 mg mL™, a zatim
je dodavan EGCG u molarnim odnosima 1:1 i 1:10. CD spektri su zabelezeni na J-815
spektrometru (Jasco Corporation, Tokyo, Japan).

CD spektri u dalekom ultravioletnom spektru su obuhvatali spektralnu oblast od
185-250 nm 1 nacinjeni su u kiveti Sirine 0.001 cm i na 25°C. Podaci su prikupljani u
intervalu od 0.1 nm, pri brzini od 100 nm po minutu i sa osetljivos¢u od + 200 mdeg.
Za merenja u bliskom delu ultravioletnog spektra (260-320 nm) koriS¢ena je kiveta
Sirine 0.1 cm.

Svi spektri su mereni sa Cetiri akumulacije, nakon cega je od spektra uzorka
oduziman referentni spektar pufera (10 mM natrijum fosfatni pufer, pH 6.5) (Stanic-
Vucinic, et al.,, 2012). Grafici su predstavljeni u jedinicama srednje vrednosti

elipti¢nosti po aminokiselinskom ostatku (deg cm® dmol 'residue™).

7.12. Spektrofluorimetrija

Fluorescentni spektri su snimani na FluoroMax-4 spektrofluorimetru (Horiba
Scientific, Kyoto, Japan). Eksperimenti su radeni na 22°C u kvarcnim kivetama od 3.5
mL, 20 mM fosfatnom puferu pH 7.2. Proteinski rastvor (25 ug mL™) je titrovan sa 11 x
1 uL i 4 x 1.25 uL EGCG rastvora (2.5 mg mL™") pri pH 7.2. Nakon dodatka svakog
alikvota sniman je fluorescentni spektar sa ekscitacijom na 280 nm i emisijom u
intervalu od 290-500 nm. Izmedu svakog merenja kiveta je ispirana tri puta
destilovanom vodom, a slepa proba je pravljena za svaku koncentraciju polifenola.

Spektar slepe probe je oduziman od emisionog spektra odgovarajuceg rastvora. Svi
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eksperimenti su radeni u tri ponovka i srednje vrednosti su kori§¢ene za izraCunavanje
parametara vezivanja. Spektri su dalje analizirani pomocu programa OriginPro8
(Northampton, MA, USA). Fluorescentni spektri su analizirani pomoéu Stern-
Volmerove jednacine (Lakowicz, Gryczynski, Gryczynski, & Dattelbaum, 1999).
“Gagenje” fluorescence je opisano Stern-Volmerovom jednaginom:
Fo/F=1+Ksv*[Q]
gde su Fo i F intenziteti fluorescence pre i nakon dodatka “kvenéera”, Ksv — Stern-
Volmerova konstanta gaSenja, a [Q] koncentracija “kvencera”.
Deo fluorofore koja je dostupna rastvaracu (f,) moze se izraCunati prema
modifikovanog Stern-Volmarovoj jedna¢ini:
Fo/(Fo-F)=(1+1/Ksv*[Q])*1/f..

Srednja vrednost tri merenja je koriS¢ena za raCunanje vezujucih parametara.

7.13. Izotermalna titraciona kalorimetrija (ITC)

Svi ITC eksperimenti su uradeni na MicroCal iTC200 (GE Lifesciences, USA).
Rastvor ovalbumina (30 uM) stavljen je u 1.4 mL ¢eliju za uzorke na kalorimetru i
rastvor EGCG-a (370 uM) je nanesen u injekcioni Spric. EGCG je injektovan u ¢eliju sa
OVA u sekvenci od 20 injekcija od po 10 uL. Vreme ostavljeno za ekvilibraciju izmedu
dva dodavanja je bilo 60 sekundi. Sadrzaj u ¢eliji sa uzorkom je tokom eksperimenta
mesSan na 100 rpm. Sirovi podaci su dobijeni kao grafik toplote, izraZzene u uJ naspram
broja injekcije, a zatim je obraden da se dobije grafik promene entalpije po molu
injektanta (AHgp, kJ mol') naspram molarnog odnosa. Kontrolni eksperimenti su
ukljucivali titrovanje pufera EGCG-om. Korigovani rezultati su dobijeni kada su od
eksperimentalnih oduzete vrednosti dobijene titrovanjem samog pufera. Podaci dobijeni

na ITC-u analizirani su pomoc¢u MicroCal ITC programa.

7.14. In silico simulacija vezivanja katehina za ovalbumin

7.14.1. Priprema proteinske strukture

Svi ostaci vode i1 atomi liganda su uklonjeni iz structure pre analize. Kiselost
svake aminokiseline koja je podlozna titrovanju procenjeno je koriS¢enjem H-++

programa (Anandakrishnan, Aguilar, & Onufriev, 2012). Da bi se uklonili mogu¢i sterni
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sudari izmedu aminokiselinskih bo¢nih ostataka, struktura ovalbumina je optimizovana

u CHARMM programu (verzija c35b1).

7.14.2. Priprema strukture liganda

Struktura je optimizovana pomoc¢u kvantnog hemijskog MP2 metoda koris¢enjem
standardnog 6-31G** seta u Gaussian03 programskom paketu (Frisch, Trucks, Schlegel,
Scuseria, & al., 2004).

7.14.3. Studija “ukotvljavanja”

Optimizovane strukture proteina i liganda dodatno su pripremljene za analizu u
AutoDockTools programu. Svi proteinski ostaci postavljeni su da budu rigidni, a sve
veze liganda rotacione. Ukupno 420 pokuSaja je ucinjeno u cilju pokrivanja cele
povrsine proteina. Ova simulacija ukotvljavanja je odradena uz pomo¢ AutoDock Vina

programa (Trott & Olson, 2010).

7.15. Preuzimanje proteina od strane monocita

Monojedarne celije periferne krvi su izolovane iz venske krvi 3 zdrava donora
pomocu gradijenta gustine Ficoll-a (Histopaque, Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Nemacka). Monociti su izolovani iz PBMC imunomagnetnim sortiranjem ¢elija prema
uputstvima proizvodaca (MACS; MiltenyiBiotec, Bergish-Gladbach, Nemacka) sa
Cistocom preko 95% CD14+ ¢celija. Da bismo ispitali preuzimanje proteina, FITCom
obelezeni ovalbumin (1.1 uM) bez ili sa dodatkom EGCG-a (1.1 uM, 11 uM) 50x10’
sveze izolovanih monocita je razblazeno u 200 uL medijuma za kultivisanje celija
(RPMI 1640 medijum sa 10% fetalnog teleceg seruma i antibioticima 0.1% gentamicin,
100 U mL™" penicilina i 100 ug mL™ streptomicina). Preuzimanje je pra¢eno na 0, 0.5, 1
i 3 sata na 37°C u vlaznoj atmosferi sa 5% CO,. Srednja vrednost intenziteta
fluorescence FITC-pozitivnih monocita merena je na protocnom citometru (FACS
Calibur, BD Biosciences, SAD). Kao kontrola, monociti su inkubirani sa FITC-om
obelezenim ovalbuminom (1.1 uM) u svim vremenskim intervalima na 4°C. Za analizu

podataka kori$¢en je GraphPad program.
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7.16. Priprema i karakterizacija katehina zelenog Caja

Suplementi zelenog ¢aja (Pharmanova, Obrenovac, Srbija) kupljeni su u lokalnoj
prodavnici i pripremljeni prema ranije opisanom protokolu (Tagliazucchi, Verzelloni, &

Conte, 2005).

7.16.1. Priprema ukupnih fenolnih jedinjenja iz suplemenata zelenog
caja

Na 0.8 g suplemenata zelenog ¢aja dodato je 20 mL 70% etanola i smesa je
ostavljena 60 min u vodenom kupatilu na 75°C, uz mesanje. Fenolni ekstrakt je

prikupljen nakon centrifugiranja 15 min na 3500 rpm.

7.16.2. Odredivanje ukupne koncentracije katehina zelenog ¢aja

Odredivanje ukupne koncentracije katehina zelenog c¢aja radeno je
spektrofotometrijski i1 koriS¢enjem Folin-Ciocalteu-vog reagensa. Rezultat je izrazen
preko mg ekvivalenata galne kiseline po mL ekstrakta zelenog ¢aja. Fenolni sastav je
odreden pomocu te¢no masenog spektrometra i utvrdeno je da su najprisutniji katehini
EGCG, EGC 1 ECG.

Esej je izvoden u mikrotitar plo¢icama (F tip), a apsorbanca je ocitavana ELISA

¢itacem UNISKAN II, uz odgovaraju¢i filter.

* U 0.1 ml razblazenog uzorka dodati 0,9 ml vode i 0.1 ml Folin-Ciocalteu-ovog
reagensa.

* Posle 5 min dodati 1.4 ml 5 % Na,CO3 i ostaviti reakcionu smesu da stoji 90
min na sobnoj temperaturi.

* Naspram slepe probe meriti A;so. Za konstruisanje kalibracione krive koristiti
standardni rastvore galne kiseline u vodi u opsegu 50-500 pg mL™. Vrednosti
za koncentraciju ukupnih fenola izracunavati iz jednacine prave: A750 = f (mg
mL" ekvivalenata galne kiseline), dobijene metodom linearne regresione

analize na vrednostima za standardne rasvore galne kiseline.
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7.17. Primarna kultura monojedarnih celija periferne krvi (PBMC)

PBMC c¢elije su uzgajane u RPMI1640 medijumu sa 10% fetalnog teleceg
seruma i dodatim antibioticima: 0.1% gentamicin, 100 U mL™" penicilina i 100 ug mL"'

streptomicina.
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IMpuior 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

[ToTnucanu-a Jana Ormenosuh
6poj ynuca ___n6 5/2008

H3jaB/byjem
Jla je IOKTOpPCKa AUcepTanyja noJ, HacJl0BoOM

VimyHosonka KapakTepusalyja mojIeHa JIMa 1 MOTyJIalfja UMYHCKOT OJrOBOpa

MPUPOJHUM aPOMATUYHHUM jeAUEHUMA

* pes3yJITaT CONCTBEHOI UCTPAXUBAYKOT Pajia,

* Ja MpejJioKeHa JAucepTalyja y LeJUHU HU Yy JeJoBUMa HUje 6uia
npeasiokeHa 3a JloOujalbe OWJIO KOje JUIJIOME MpeMa CTYAUjCKHUM
nporpaMuMa Apyrux BUCOKOLIKOJICKHUX YCTaHOBA,

* /la Cy pe3yJITaTU KOPEKTHO HaBeJleHU U

* Jla HMCaM KpLIKO/Ja ayTOpCKa IpaBa U KOPUCTUO UHTEJIEKTya/Hy CBOjUHY
JpyTUX JuLa.

IloTiuc foKTOpaHAa

Y beorpagy, _01.10.2013.




ITpuior 2.

M3jaBa 0 NCTOBETHOCTU LUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOpPCKOr paaa

WMe u npe3suMe ayTopa Jana OrmeHoBuh
Bpoj ynuca 16 05/2008
CTyZujcky nporpam JloKkTOp OMOXEMH]CKUX HayKa

HacsioB paga HmyHosomika kapakTepuzaligja 1mojieHa Juna i MOAyJIalnja IMyHCKOT

oATroBOpa NpUpOJHUM apOMATHYHUM ieHI/IHneHJI/IMa

MeHnTop npod. ap Tamwa hupkosuh Beanukosuh

[lornucanu/a Jana OrmeHoBuh

v3jaB/byjeM Ja je LITaMlaHa Bep3Hja MOr JOKTOPCKOI paja HCTOBETHA
eJIEKTPOHCKOj Bep3uju KOjy caM IMpejao/ja 3a o6jaB/bUBalkbe Ha MOPTaIy
JurutasHor penosuropujyma Yuusepsurera y beorpaay.

Jlo3Bo/baBaM Jia ce obGjaBe MOjU JIMUHU MOJAALM Be3aHU 3a Jlo0Ujabe aKkaJeMCKOT
3Bama JIOKTOpa HaykKa, Kao LITO Cy UMe U Ipe3uMe, FoJiMHA U MeCcTO pohema U
JlaTyM oZibpaHe paja.

OBM JIMYHU NOJALMU MOTY ce 00jaBUTH HAa MpEXHHUM CTpaHUILAMa JAUTMTaJIHe
6ub/IMOTEeKe, Y eJIeKTPOHCKOM KaTaJoTy W y INy6JuKauujaMa YHHUBep3uTeTa y
Beorpapny.

IloTnuc goKTOpaHza

Y Beorpagy, __01.10.2013.




ITpuior 3.

UsjaBa o kopuwheky
OpnamhyjeMm YHuBep3uTeTcky 6Oubauoreky ,CBeto3ap MapkoBuh“ pga y
JUrutajHu penosuTopujyM YHuBep3uteTra y beorpagy yHece Mojy JOKTOPCKY

JucepTalujy noJ HacJIOBOM:

VimyHosomIKa KapakTepu3alyja moJIeHa JIMIa U MOy Ialfja UMYHCKOT OJroBOpa

MPUPOJHUM APOMATUYHHUM jeAUbEHUMA

KOja je Moje ayTOpPCKO JeJ10.

JlucepTanujy ca CBUM INpUJI03MMa Ipejao/ja caM y eJeKTPOHCKOM ¢opMaTy
IIOTOIHOM 3a TPajHO apXUBUpabe.

Mojy [OKTOpPCKY JucepTanvjy MNoxpaweHy y /JUrUTalHA peno3uTOpHUjyM
YHuBep3uTeTta y bBeorpasgy Mory Ja KOpUCTe CBM KOjU MNOLITYjy onpezo6e
cajip>kaHe y ojabpaHoM Tuny JjuneHne KpeatuBHe 3ajesnune (Creative
Commons) 3a Kojy caM ce oAJ1y4uno/ia.

1. AytopcTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMePLHjaJTHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepIIMjaJIHO — 6€e3 npepajie

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIMjaJIHO — JeJIUTH N0/, UCTUM YCJIOBUMA

5. AytopcTBo - 6e3 npepajse

6. AyTOPCTBO — [eJIMTHU N10J, UCTHUM YCJI0BUMA

(MosiuMo fja 3a0KpyKUTe caMo jeiHY OJi LIeCT NOHyhHeHUX JINLeHIM, KpaTaK OMUC
JIMLIEHLIM AAT je Ha noJiehuHu nucra).

IloTiuc goKTOpaHAa

Y Beorpagy, __01.10.2013.

1. AytopcTBo - /lo3Bo/baBaTe YMHOXaBake, JUCTPUOYIIMjy U jaBHO CAOMIITABabEe
Jles1a, ¥ Tipepa/jie, ako Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauuH oZpeheH of cTpaHe ayTopa
WJIM JlaBaolla JIMLEHIE, YaK U y KoMepluujasHe cBpxe. OBO je Hajcob0AHHUja Of
CBUX JIMLEHIH.

2. AytopcTBO - HekoMepuujaaHo. /lo3Bo/baBaTe yMHOKaBakbe, JUCTPUOYILIU]Yy U
jaBHO caolllTaBamwe Jiesa, U Npepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HAa4yuH
oApebheH oJ cTpaHe ayTopa WJHM JaBaola JuleHle. OBa JuLeHLa He [J03BO/baBa
KOMepI{jaJIHy YIIOTPeOy Aea.



3. AyTopcTBO - HekoMeplujaJHO - 6e3 mpepaje. /03Bo/baBaTe YMHOXKaBakbe,
JUCTPUOYLHjy Y jaBHO CaolIlTaBame JeJa, 6e3 NpoMeHa, NpeobJIMKOBamba UIU
ynoTpebe Jiesia y CBOM JieJly, aKO Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HayuH ojpebeH o
CTpaHe ayTopa WM JaBaola JuleHle. OBa JMlLeHIa He 03B0/baBa KOMEPLUjaTHY
ynoTpeoy AeJa. Y 0JHOCY Ha CBe OCTaJle JIMLeHlle, 0BOM JIMLIEHLOM Cce OrpaHU4YaBa
HajBehu 06MM npaBa kopuilhewa Aesa.

4. AyTOpPCTBO - HEKOMEPLUjAIHO — JEeJUTH 10/ UCTUM ycaoBUMa. /03Bo/baBaTe
yMHOXKaBake, JUCTPUOYLHj)y M jaBHO CaoNIUTaBame Jesa, U Ipepajie, ako ce
HaBeJle UMe ayTopa Ha HAa4uH o/ipeheH of cTpaHe ayTopa WM JaBaola JHLEeHIEe U
ako ce mpepajia AUCTpUbyupa 1noJ, UCTOM MJIU CAUYHOM JuLeHIoM. OBa JiMIeHLa
He /103B0/baBa KOMeEPIMjaJHy yIOTpeOy Aesia U npepaja.

5. AytopcTBo - 6e3 npepajie. /lo3Bo/baBaTe yMHOXKaBakbe, JUCTPUOYLIUJY U jaBHO
caomlITaBame Jiesa, 6e3 NpoMeHa, NpeobJMKOBamba UM YIOTpebe Aesia y CBOM
JleJly, aKo ce HaBeJle MMe ayTopa Ha HauuH oJpehbeH of cTpaHe ayTopa Wau

JlaBaona juneHue. OBa JiMieHIla J03B0/baBa KOMepPLUjaJHy ynoTpeoby aeJa.

6. AyTtopcTBO - [genuTu nog wWCTMM ycnosBuma. [o3BorbaBaTe YMHOXaBahe,
anctpubyuujy 1 jaBHO caonwTaBakwe Aena, u npepage, ako ce Haeeae ume aytopa Ha
HaunH ogpeheH of cTpaHe ayTopa wunuM [daBaoua nuueHle W ako ce npepaja
auctpmbympa nog WUCTOM WM crivyHOM nuueHuoM. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuumjanHy ynotpeby gena v npepaga. CnvyHa je copTBEepCKMM nuueHuama,
OHOCHO nu1LieHLamMa OTBOPEHOr kKoaa.



