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Naslov doktorske disertacije: Ispitivanje alergenosti prirodne i rekombinantno proizvedene
S-adenozil-L-homocistein hidrolaze iz banane

IZVOD

Banana je namirnica koja se zbog svog nutritivnog sastava i blagog ukusa veoma rano
uvodi u ishranu odoj¢adi. Uprkos brojnim prednostima, primeceni su slucajevi pojave alergijskih
reakcija. Uglavnom su registrovani blazi simptomi, ali su zabelezeni i slucajevi anafilaksije.

Trenutno se za dijagnostiku alergija na bananu koriste reagensi koji nisu pouzdani. Sa
ciljem unapredenja dijagnostike alergije na hranu, preporucuje se upotreba pojedinacnih
precis¢enih prirodnih ili rekombinantno dobijenih alergena u okviru "component-resolved allergy
diagnosis". Do sada je registrovano Sest alergena iz banane, ali je pokazano da postoji joS IgE
reaktivnih proteina (WHO/IUIS baza podataka) koji do sada nisu opisani kao alergeni. Medu ovim
proteinima je i S-adenozil-L-homocistein hidrolaza koja je izolovana iz banane i proizvedena
rekombinantnom DNK tehnologijom kako bi se ispitao njen alergeni potencijal. IgE reaktivnost
nSAHH i rSAHH je pokazana u imunoblotu sa pulom seruma, kao i sa pojedina¢nim serumima
pacijenata alergicnih na bananu. Na osnovu naSih istrazivanja 1 literaturnih podataka
pretpostavljeno je da SAHH ucestvuje u ukrstenoj reaktivnosti. BLAST pretragom NCBI baze
podataka nadeni su homolozi SAHH u tri poznata alergena izvora: ljulj (Lolium perenne), kivi
(Actinidia chinensis) 1 lateks (Havea brasiliensis). Merenjem enzimske aktivnosti pokazano je
prisustvo SAHH u proteinskom ekstraktu ljulja, kivija i lateksa, a imunoblot analizom je pokazana
IgE reaktivnost na SAHH iz banane kod pacijenata alergi¢nih na ljulj, kivi 1 lateks.

In silico analizom je pronadeno pet visokokonzerviranih linearnih B-¢elijskih epitopa, §to
potvrduje hipotezu o u¢es¢u SAHH u ukrStenoj reaktivnosti, a utvrdeni su 1 T-Celijski epitopi, bitni
kod CRD dijagnostike. Oni pruzaju uvid u obrasce ukrStene reaktivnosti, mogu poboljsati
preciznost dijagnostike alergija 1 mogu predstavljati potencijalne kandidate za imunoterapiju
(AIT).

Visoka homologija u aminokiselinskoj sekvenciji SAHH kod viSe alergenih izvora ukazuje
na potrebu za sveobuhvatnom dijagnostikom 1 terapijskim pristupom koji uzima u obzir i
mehanizme ukr$tene reaktivnosti posredovane IgE antitelima 1 T-¢elijama.

Kljuéne reci: Alergija na hranu, banana, S-adenozil-L-homocistein hidrolaza (SAHH),
panalergen, ukrStena reaktivnost

Nauc¢na oblast: Prirodno-matematic¢ke nauke

UZa naucna oblast: Biohemija
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Title of Doctoral Dissertation: Testing of allergenicity of natural and recombinantly
produced S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase from banana

ABSTRACT

Banana is a food that, due to its nutritional composition and mild taste, is introduced very
early into the diet of infants. Despite the numerous benefits of bananas, cases of allergic reactions
have been observed. Milder symptoms were mostly registered, but cases of anaphylaxis were
recorded as well.

The reagents in use for the diagnosis of banana allergies are not reliable. In order to improve
the diagnosis of food allergy, the use of individual purified natural or recombinantly obtained
allergens in "component-resolved allergy diagnosis" is recommended. There are six banana
allergens registered so far, but it has been shown that there are more IgE reactive proteins
(WHO/IUIS database) that have not been described as allergens yet. Among these proteins is S-
adenosyl-L-homocysteine hydrolase, which was isolated from banana and produced by
recombinant DNA technology to investigate its allergenic potential. IgE reactivity to nSAHH and
rSAHH was demonstrated in an immunoblot with pooled serum, as well as with individual sera
from banana-allergic patients. Based on our research and literature data, it was hypothesized that
SAHH participates in cross-reactivity. A BLAST search of the NCBI database showed that SAHH
homologs can be found in three known allergen sources: ryegrass (Lolium perenne), kiwifruit
(Actinidia chinensis) and latex (Havea brasiliensis). Measuring the enzyme activity showed that
SAHH is present in the protein extract of ryegrass, kiwifruit and latex, and immunoblot analysis
showed IgE reactivity to SAHH from banana in patients allergic to ryegrass, kiwifruit and latex.

Five highly conserved linear B-cell epitopes were found by in silico analysis, which
confirms the hypothesis that SAHH participates in cross-reactivity, and T-cell epitopes were also
identified, which is significant in CRD diagnostics because it provides insight into cross-reactivity
patterns and can improve the accuracy of allergy diagnostics, and also shared T-cell epitopes may
represent potential candidates for immunotherapy (AIT).

The high homology in the amino acid sequence of SAHH among multiple allergen sources
indicates the need for a comprehensive diagnostic and therapeutic approach that takes into account
the mechanisms of cross-reactivity mediated by IgE antibodies and T-cells.

Key words: Food allergy, banana, S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase (SAHH), panallergen,
cross-reactivity

Scientific field: Life sciences

Scientific subfield: Biochemistry
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CRD - dijagnostika sa razdvojenim komponentama (eng. component-resolved diagnostics)

DTNB - 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoata

EDTA — etilendiamin tetrasiréetna kiselina

ELISA - enzim-vezani imunosorbentni test (eng. Enzyme-linked immunosorbent assay)

FceRI - visokoafinitetni receptor za IgE
GIT - gastrointestinalni trakt

IEF - izoelektrofokusiranje

IgE - imunoglobulin E

IMAC - imobilizovana metal-afinitetna hromatografija
chromatography)

ImmunoCAP - eng. Immuno Solid-phase Allergy Chip
IPTG - izopropil-p-D-tiogalaktopiranozid

MHC — glavni kompleks tkivne podudarnosti

MS - masena spektrometrija

NBT- 4-nitroblue tetrazolium

NC — nitroceluloza

PCR - lancana reakcija polimeraze

SAHH - S-adenozil-L-homocistein-hidrolaza

nSAHH - prirodna SAHH

(Immobilized metal

affinity
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rSAHH - rekombinantna SAHH

SDS-PAGE - eng. Sodium Dodecylsulphate-Polyacrilamide Gel Electrophoresis
SPT - koZne probe (eng. skin prick test)

TBS - TRIS-om puferisan fizioloski rastvor

TCA - trihlorsiréetna kiselinaTEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

Th 1 — pomo¢nicke T Celije tipa 1

Th 2 — pomo¢nicke T cCelije tipa 2

WHO - Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization)
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1. UVOD

Alergije predstavljaju prekomerni odgovor organizma na inae bezopasne supstancije iz
nase okoline. Trenutno su jedno od naj¢es¢ih hroni¢nih oboljenja u svetu. Osobe sa porodicnom
istorijjom imaju povecan rizik ka razvijanju alergija. Izmedu 20 1 30% svetske populacije pati od
nekog oblika alergije (1). Na globalnom nivou, prevalenca oboljevanja od alergija je u porastu
kako u razvijenim, tako i u nerazvijenim zemljama. Ovaj porast je posebno dramati¢an kod dece.

Izmedu 200 1 250 miliona ljudi na planeti (2) pati od alergija na hranu. Najces¢e namirnice
koje izazivaju alergijske reakcije su jaja, mleko, kikiriki, morski plodovi, koStunjavo voce i riba.
Simptomi alergijskih reakcija mogu varirati od blagih kao $to su crvenilo i koprivnjaca, pa sve do
zivotno ugrozavajucih - kao §to je anafilaksija.

Banana (Musa acuminata) je namirnica koja se zbog svog nutritivnog sastava, blagog
ukusa i niskog alergenog potencijala veoma rano uvodi u ishranu odoj¢adi (3). Medutim, primeceni
su slucajevi alergijskih reakcija na bananu i kod beba starosti 5 - 7 meseci. Uglavnom su
registrovani blazi simptomi ali su zabelezeni i1 slucajevi anafilaksije. Do sada je registrovano 6
alergena iz banane. Smatra se da alergenih proteina u banani ima znatno vise, ali ih je zbog
kompleksnosti matriksa teze izolovati i strukturno i imunoloski okarakterisati (4,5).

Sa ciljem da se unapredi dijagnostika alergije na hranu, umesto alergenskih ekstrakata u
kojima postoji varijacija u sastavu i1 koncentraciji alergena, preporucuje se upotreba pojedinacnih
precis¢enih prirodnih ili rekombinantno dobijenih alergena $to je oznaceno kao ,,component-
resolved allergy diagnosis® (6).
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2. OPSTI DEO

2.1 Alergija

Termin alergija prvobitno je definisan od strane svetski priznatog pedijatra austrijskog
porekla, Klemens fon Pirke (Clemens Von Pirgete, 1874 - 1929) koji je ovim nazivom opisao
promene u reaktivnosti organizma nakon kontakta imunskog sistema sa stranim antigenima koje
je nazvao alergeni (7, 8). Opisujuéi ,,serumsku bolest* kod dece kojima je dat zivotinjski serum
primetio je da se reakcija razvija u dva pravca: dolazi do razvoja zastite od infekcije, ali
istovremeno dolazi i do senzitizacije koja moze imati fatalan ishod. Prepoznao je i da senzitizacija
alergenom dovodi do ubrzanog odgovora nakon ponovljenog kontakta. Prvobitna definicija
alergija predlozena 1906. godine se odnosila uopsteno na kvalitativne i kvantitativne promene u
reakciji organizma, u smislu 1 hiper- i hipo- reaktivnosti izazvane stranom supstancijom koju je
nazvao alergen. Danas je definicija alergija izmenjena (9) i odnosi se na specifi¢ne hipersenzitivne
reakcije organizma na strane antigene koji su u principu bezopasni.

2.1.1 Imunoglobulin E (IgE) 1 alergijske reakcije posredovane IgE antitelima

Definicijom reakcija preosetljivosti koju su 1963. god predlozili Gel 1 Kumbs- (Gell 1
Coombs) a kasnije dopunio Rajan (Rajan) (10) preosetljivosti se dele na Cetiri tipa: brze reakcije
preosetljivosti posredovane IgE antitelima uz aktivaciju Th2 celija — tip I, tip II — citotoksi¢na
reakcija posredovana antitelima, tip Il — reakcija gde dolazi do stvaranja imunskih kompleksa,
uklju€ena su IgG 1 IgM antitela 1 tip [V — reakcija posredovana T ¢elijama ili odloZena reakcija.
Kada se govori o alergijama, obi¢no se misli na reakcije preosetljivosti tipa I koje su posredovane
IgE antitelima. IgE ima molekulsku masu oko 190 kDa 1 u odnosu na ostale klase antitela, najmanje
je zastupljen u organizmu. Kod atopi¢nih osoba nivo IgE antitela moze biti viSestruko povecan,
Sto predstavlja predispoziciju za pojavu imunskog odgovora na razlicite alergene. Mehanizam
nastanka alergijske reakcije obuhvata dve faze. Prva je oznacena kao senzitizacija i u toj fazi dolazi
do prvog kontakta alergena sa organizmom. U ovoj fazi alergen biva prepoznat od strane celija
imunskog sistema, 1 kao krajnji rezultat stimuliSe se sinteza specifi¢nih IgE antitela koja se vezuju
za visokoafinitetne receptore na povrSini mastocita 1 bazofila. U drugoj fazi koja je oznacena kao
reaktivna faza, pri ponovnom kontaktu sa alergenom ova specificna IgE antitela prepoznaju
alergen, vezuju ga 1 dolazi do pokretanja mehanizma kojim se oslobadaju medijatori iz Celija a
zatim 1 do alergijske reakcije (11, 12).

Prepoznavanje alergena od strane IgE antitela koja se nalaze na povrSini mastocita vezana
za visokoafinitetne receptore (FceRI) dovodi do aktiviranja tirozin-aktiviraju¢ih motiva (ITAM)
koji aktiviraju MAP kinaznu kaskadu 1 fosfatidilinozitol specifi¢nu fosfolipazu C koja katalizuje
oslobadanje inozitol trifosfata (IP3) i diacilglicerola (DAG) sa membranskog fosfatidil inozitola 2
(PIP2). Inozitol trifosfat (IP3) izaziva oslobadanje unutarcelijskog kalcijuma iz endoplazmati¢nog
retukuluma §to dovodi do degranulacije mastocita i oslobadanja medijatora. MAP kinaza i
kalcijum aktiviraju citosolni enzim fosfolipazu A2 koja stimuliSe sintezu lipidnih medijatora
prostaglandina i leukotrtijena. Ras/MAP kinaza u prisustvu kalcijuma i PKC stimuliSe ekspresiju
gena za citokine, dovodi do oslobadanja TNF i citokina, izmedu ostalih IL-4, IL-5, IL-6, IL-13.
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Lipidni medijatori, citokini 1 histamin dovode do inflamatornog odgovora pra¢enog klinickim
simptomima alergije (13 - 16).
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Slika 1. Put IgE posredovane reakcije na alergen (17).

Medijatori oslobodeni iz ¢elija utiu na razlicita tkiva i organe, dovode do kontrakcije
glatke muskulature ukljucujuc¢i bronhije i creva, kao i do dilatacije kapilara, ¢ime se povecava
njihova propustljivost i moze do¢i do otoka (18).

2.1.2  Alergeni

Alergeni predstavljaju supstance koje su inafe bezopasne koje kod pojedinih osoba
(atopiari) mogu izazvati alergijsku reakciju. Mogu se klasifikovati na viSe nacina: na osnovu
prirode alergena, porekla i na¢ina na koji dolaze u kontakt sa organizmom (19).

Alergeni prema nacinu unosenja u organizam mogu biti

inhalatorni (polen drvecéa, trava, korova, spore plesni, unose se udisanjem)

nutritivni (alergeni iz razli¢itih vrsta hranljivih namirnica, unose se ishranom)

venomi (otrovi insekata, penicilini, unose se injektovanjem)

kontaktni alergeni (otrovne biljke, lateks, nakit, Zivotinjska dlaka, unose se kontaktom)

N =

U pocetku alergeni su opisivani koris¢enjem generi¢kih imena kao Sto su Antigen E, Rye
1, Cat 1 i deSavalo se da se koriste razli¢ita imena za isti alergen. Na medunarodnom simpozijumu
alergologa odrzanom 1980. godine, ustanovljena je nomenklatura i kriterijumi koji su se odnosili
na biohemijske osobine i vaznost koji bi kvalifikovali alergene u novi sistem. Nomenklatura je
prihvacena 1986, a zatim revidirana 1994 godine. Alergeni se imenuju kori§¢enjem prva tri slova
roda, zatim jedno slovo (sa razmakom) koje oznacava vrstu i na kraju je broj koji predstavlja
hronoloski redosled kojim je alergen izolovan 1 prec€iS¢en (npr. glavni alergen macke koji je
prethodno oznacen kao Cat-1 je postao Felis domesticus Allergen 1 ili Fel d 1) (19).

3
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Slika 2. Tipovi alergija (https://jivahealth.com/what-is-allergy/ ).

Specificna IgE antitela prepoznaju odredene strukture na alergenima za koje se vezuju,
oznacene kao epitopi (20). Epitopi mogu biti linearni ili konformacioni. Linearni epitopi su kratke
sekvencije od nekoliko uzastopnih aminokiselina koju prepoznaju antitela. Konformacione epitope
formiraju sekvenciono udaljene, ali prostorno bliske, aminokiseline koje formiraju trodimenzionu
strukturu koju prepoznaju specificna antitela (21).

Alergen

Epitop

Antitelo

|
e

Kontinuirani niz
aminokiselina —
linearni epitop

Diskontinuirani niz
aminokiselina —
konformacioni epitop

Slika 3. Linearni i konformacioni epitopi (22).

Pocetkom 21-og veka formirana je Strukturna baza alergenih proteina (Structural Database
of Allergenic Proteins — SDAP), kompjuterska baza podataka i prvi vebsajt koji omogucava brzu
pretragu struktura i sekvenci alergenih proteina, omogucéava identifikaciju sekvencije i
funkcionalne sli¢nosti medu ovim proteinima (23 - 24) i predvida potencijalnu alergenost novih
proteina (25).
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2.1.3 Nutritivne alergije

Evidentan je porast oboljevanja od alergija u poslednjih nekoliko decenija, sto se dovodi u
vezu sa uslovima zivota, zloupotrebom hemikalija, razvojem industrije, viSe vremena provedenog
u zatvorenom prostoru. Primecen je znatan porast oboljevanja od inhalatornih alergija od 60-tih
godina proslog veka dok je oko 1990. ovaj trend poprimio epidemijski oblik (26) posebno u
industrijski razvijenim zemljama. Od 1990 primecen je znacajan porast oboljevanja od nutritivnih
alergija. U svetu je oko 8% dece 1 10% odraslih pogodeno alergijama na hranu (27- 29). Alergije
na hranu su poseban problem u pedijatrijskoj populaciji. Razvijaju se u prve dve godine Zivota, u
periodu koji je kljucan za rast i razvoj. lako bilo koja namirnica moze dovesti do alergijske
reakcije, nekoliko namirnica se izdvajaju kao najceséi uzro¢nici. Oko 85% svih nutritivnih alergija
izazivaju kikiriki, mleko, jaja, pSenica, riba, orasasti plodovi, Skoljke, i soja (30). Alergije na hranu
su povezane sa brojnim jasno opisanim simptomima i mogu obuhvatiti vise sistema kao §to su
koza, gastrointestinalni i respiratorni trakt 1 kardiovaskularni sistem. Reakcije na kozi su najcesca
klinicka manifestacija alergijskih reakcija na hranu i obuhvataju akutnu urtikariju, angioedem i
crvenilo (31). Tipi¢ni simptomi vezani za respiratorni trakt su edem larinksa, rinoreja 1
bronhospazam (32). Simptomi koji se javljaju u gastrointestinalnom traktu su mucnina,
povracanje, bol u trbuhu, dijareja (33). Reakcije se mogu pojaviti veoma brzo, nekoliko minuta
nakon kontakta sa odredenom namirnicom, a rede do pojave simptoma moze do¢i i nakon nekoliko
sati. Simptomi mogu biti u rasponu od blagih (svrab, pojava crvenila) do teskih (oticanje usana 1
jezika, otezano disanje, ucestalo povracanje i dijareja) koje mogu biti 1 zivotno ugrozavajuce
(anafilaksija). Anafilaksija je najozbiljnija reakcija koja se razvija u rasponu od 2 minuta do 2 sata
nakon uzimanja hrane (34). U SAD se registruje oko 200 smrtnih slucajeva godisnje zbog alergije
na hranu (35 - 37). Postoje brojni simptomi i znaci anafilaksije i ove rane znake ne treba ignorisati.
Iako su kikiriki, kostunjavo voée i Skoljke najodgovorniji za razvoj anafilaksije, mogu je pokrenuti
1 drugi alergeni hrane (35).

Slika 4. Alergeni hrane.
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Kod alergija na hranu dve glavne strategije tretmana su izbegavanje unosa namirnica koje
izazivaju alergiju (38) i leCenje akutnih simptoma medikamentima (39 - 40). Iskljucivanje
namirnica iz ishrane ima uticaja na kvalitet zivota, a moze nastati deficit odredenih nutrijenata sa
posledicama po zdravlje. Ishrana dece sa alergijama na hranu zahteva pracenje, kako bi se izbegla
alergijska reakcija, a u isto vreme potrebno je obezbediti sve potrebne makro (ugljeni hidrati,
proteini i masti) i mikronutrijente (vitamini, minerali, elementi u tragovima). U tom smislu,
potrebno je uvesti alternativne namirnice koje mogu adekvatno zameniti one koje su izbacene iz
ishrane. Koli¢ina nutrijenata potrebna za normalan rast i razvoj zavisi od godina, pola, prisustva
nekih bolesti (41). Novija istrazivanja pokazuju da ranije uvodenje jaja, mleka 1 kikirikija u ishranu
dece moze spreciti razvoj alergija na ove namirnice (31, 42).
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Slika 5. Nastanak 1 tok alergijske reakcije na alergene hrane (43).

Kada se pominju alergije, na prvom mestu se misli na imunoloSke reakcije posredovane
IgE antitelima. Pored ovakvog odgovora koji izaziva oralni alergijski sindrom 1 deluje na
gastrointestinalni trakt (GIT), postoji 1 imunoloska reakcija na hranu koja nije posredovana IgE
antitelima i kombinovana reakcija gde su udruZeni IgE posredovani i IgE neposredovani, odnosno
¢elijski odgovor. Reakcija koja nije posredovana IgE antitelima obuhvata enteropatiju,
enterokolitis 1 proktokolitis. Uglavnom se javljaju abdominalni simptomi kao §to su gréevi,
povracanje, krvarenje ili dijareja. Ova stanja se najces¢e javljaju u ranom detinjstvu, obi¢no ga
izazivaju proteini kravljeg mleka (65 - 80%), i nestaju tokom prve godine Zivota (41).

Treci oblik reakcije na hranu obuhvata udruzenu IgE-posredovanu i IgE-neposredovanu

reakciju. Ovaj kombinovani odgovor dovodi do eozinofilne gastroenteropatije koju karakterise
inflamacija u kojoj dominiraju eozinofili (44).
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Slika 6. Bolesti povezane sa alergijama na hranu (35).

Pored alergija na hranu postoje i nezeljene reakcije na hranu koje nisu posredovane
imunskim odgovorom. Ove reakcije su oznacene kao netolerancija na hranu koja nastaje zbog
metabolickih poremecaja (intolerancija na laktozu) ili kao reakcija na toksi¢ne ili farmakoloski
aktivne sastojke hrane (35).

Mnoge alergije na hranu, naroCito alergija na mleko, jaja, soju i pSenicu mogu biti
prevazidene u prvih 10 godina zivota (45). Nasuprot tome, alergije na kikiriki, orasaste plodove,
ribu, Skoljke su uglavnom dozivotne. Kikiriki i oraSasti plodovi su odgovorni za mnoge teske
alergijske reakcije i vrlo Cesto se zavrSavaju smrtnim ishodom (46).

2.1.4 Nastanak nutritivnih alergija posredovanih IgE antitelima

Gastrointestinalni trakt je slozeni organ koji ucestvuje u digestiji hrane i1 apsorpciji
hranljivih materija, predstavlja barijeru i pruZza odbranu od patogena. Mukozni imunski sistem
GIT-a se svakodnevno susrec¢e sa velikim brojem antigena 1 smatra se najve¢im imunoloSkim
tkivom u organizmu. Kolonizovan je sa preko 1000 mikrobnih vrsta sa 10'? éelija po gramu
intestinalnog sadrzaja samo u tankom crevu koje simbiotski uti¢u na svarljivost 1 apsorpciju hrane
(47), 1 udruzeno se opiru invaziji patogena i odrZzavaju homeostazu (48, 49).

Gastrointestinalna mukoza zajedno sa proteolitickim enzimima, niskom pH 1
komponentama urodenog i adaptivnog imunskog sistema predstavlja aktivnu fizicku i imunolosku
barijeru za odbranu od bakterija, virusa i stranih antigena. Uprkos sloZenosti 1 funkcionalnosti ove
barijere oko 2% uneSenih antigena iz hrane prolazi kroz GIT u imunoloski nepromenjenoj formi.
Ovi antigeni retko izazivaju alergijsku reakciju, jer velika ve¢ina populacije razvija toleranciju
(50, 51).

Kod alergija na hranu senzitizacija se moze desiti unutar GIT-a ili moZe nastati kao
posledica prethodne senzitizacije na inhalatorne alergene (52, 53). Osobe koje imaju genetsku
predispoziciju su u ve¢em riziku od razvijanja alergijskih reakcija (54). Studije su pokazale da
pozitivna porodi¢na istorija predstavlja znacajan faktor rizika za razvoj alergija na hranu (55).
Deca ¢ij1 su roditelji alergi¢ni na kikiriki imaju 7 puta veci rizik od razvijanja alergije na kikiriki
(56, 57). Prevalenca za razvoj alergija na hranu je niza u zemljama u razvoju. Migranati iz ovih
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zemalja razvijaju alergije na hranu nakon preseljenja u razvijene zemlje (58), Sto pokazuje da i
uslovi sredine i moderan nacin zivota doprinose razvoju alergija.

Tanko crevo Debelo crevo

o% )

IgA-MAFF _

B cell Treg cell Le

Slika 7. Stabilna intestinalna barijera kod zdravog tankog creva i kolona (48).

2.1.5 Nutritivni alergeni

Uprkos velikom broju nutrijenata koji su prisutni u svakodnevnoj ishrani i njihovoj
raznolikosti, glavni uzro¢nici koji dovode do nastanka alergija su proteini i glikoproteini. Pored
njih 1 razni aditivi, pojacivaci ukusa, pesticidi, konzervansi koji se dodaju u hranu mogu izazvati
alergijsku reakciju (59, 60).

Krajem osamdesetih godina prosSlog veka prvi put su alergeni prouc¢avani na molekulskom
nivou. Od tada je identifikovano nekoliko stotina alergena iz razli€itih izvora 1 ustanovljene su
baze alergena koje ih klasifikuju uglavnom po izvoru iz kojeg poti¢ul. Na osnovu homologije u
aminokiselinskoj sekvenci ili po sli¢nosti u strukturi 1 funkciji izvrSena je klasifikacija alergena u
proteinske familije (61), a slicne familije u superfamilije. Ovakvom klasifikacijom jasno se uocava
da se alergeni svrstavaju u nekoliko proteinskih familija (60). Poredenjem homologije sekvenci
utvrdeno je da 60% svih nutritivnih alergena biljnog porekla pripada jednoj od Cetiri proteinske
superfamilije (prolamini, kupini, Bet v 1 1 profilini) (62). Sli¢no je sa polenima i nutritivnim
alergenima zivotinjskog porekla. Nutritivni alergeni zivotinjskog porekla su klasifikovani u tri

Y International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature Subcommittee
(http://www.allergen.org), the Allergome (http://www.allergome.org), the Food Allergy Research
and Resource Program Allergen Database (http://www.allergenonline.com), InFormAll Database
(http://foodallergens.ifr.ac.uk/) https://doi.org/10.1016/j.allerg.2008.02.001 (61).
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superfamilije (tropomiozini, parvalbumini i kazeini) (63) a alergeni polena u 29 od 7868
proteinskih familija (64). Ovi podaci ukazuju na to da odredene strukture proteina imaju veéi
alergeni potencijal. Klasifikacija alergena u proteinske familije moze pomo¢i u predvidanju
ukrstene reaktivnosti i moze olaksati utvrdivanje alergenosti novootkrivenih alergena.

Tabela 1. Prikaz najvaznijih proteinskih familija namirnica biljnog i Zivotinjskog porekla (65)

Proteinska . Molekulska
T Funkcija T (A Poreklo alergena
Alergeni hrane biljnog porekla
Prolamini Rezervni proteini semenki 65 Zitarice
2S albumini Rezervni proteini semenki 15-17 Kikiriki, ko$tunjavo voce, senf
Prolaminska Nespecifiéni LTP derambena, transport 7-9 Sva biljna hrana, lateks
superfamilija lipida
Bifunkcionalni a-
amilazni/proteazni ~ Proteazni inhibitori 15-16 Zitarice
inhibitori
.. . .. . Leguminoze, semenke,
Kupinska 7/8 S globulini Rezervni proteini semenki 150 - 190 T A
superfamilija ) ) o )
11S globulini Rezervni proteini semenki 60 Kikiriki, koStunjavo voce
Profilin Aktin vezujuca; regulatorna: 14 Sva biljna hrana, lateks
Proteini srodni Odbrambena: transfer 17 Sva bilina hrana
Bet v 1 (PR-10) steroida !
Oleozini Stabilizuju lipidna tela 14-17 LS, S e,
koStunjavo voce
Endohitinaze liilitl)l;ambena; Sl 25-35 Banana, avokado, kesten, lateks
p-1,3-glukanaze Odbrambena 25-35 Banana, avokado, kesten, lateks
Proteln.l slicni Odbrambena 20-30 Banana, kivi, grozde, citrusi
taumatinu
Alergeni hrane Zivotinjskog porekla
Tropomiozini Regulisu kontrakciju misica 36 — 38 Ljuskari, mekusci
Parvalbumini Ca*" vezujuéi 12 Ribe, vodozemci
Kazeini Ca*" vezujuéi 20— 30 Kravlje, kozje 1 ov¢ije mleko
p-laktoglobulini Nosaci malih molekula 18 Mleko
Lizozomalna/a-
laktoglobulinska Prenos hidrofobnih molekula 14 Kravlje mleko, kokosije jaje
familija
Serin-proteazni C e
TS i Proteazni inhibitori 28-44 Kokosije jaje
Transferini Transport gvozda 67— 69 Kravlje mleko, kokosije jaje
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Stabilnost proteina u digestivnom traktu je jedna od bitnih svojstava koje utiCu na alergenost
pojedinih namirnica (66). Alergeni iz namirnica su uglavnom visoko zastupljeni proteini, stabilni
na termiCku obradu hrane 1 stabilni u digestivnom traktu (67, 68). Protein koji je stabilan u
proteolitickim uslovima 1 kiseloj sredini u digestivnom traktu ima veée Sanse da stigne do
intestinalne mukoze gde se odvija resorpcija. Radeno je istrazivanje gde su proteini iz odredenih
namirnica inkubirani u uslovima simulirane gastricne te¢nosti. Nadeno je da su jaki alergeni
stabilni 1 do 60 min u hidrolitickim uslovima bez pojave fragmenata. Proteini biljnog porekla koji
nisu alergeni bili su digestovani ve¢ nakon 15 sekundi (69). Obrada hrane uti¢e na strukturu i
stabilnost proteina, a posledicno i na njihovu alegenost (70), tako Sto se menjaju stabilnost 1
aktivnost alergena hemijskim modifikacijama, izmenom strukture proteina i/ili agregacijom sa
komponentama hrane (71) (Besler et al.,2001). Clanovi PR-10 Bet v 1 proteinske familije gube
alergenost nakon zagrevanja zbog denaturacije i izmene 3D strukture (72). U svetlu uticaja
termicke obrade, sastav hrane, a posebno sadrzaj lipida i ugljenih hidrata su od velikog znacaja.
Maillard-ovom reakcijom na temperaturi 140 - 165°C, dolazi do kovalentnog vezivanja Secera za
proteine preko slobodnih amino grupa najces¢e lizina i arginina i karbonilne grupe redukujucih
Secera, §to moze dovesti do promena alergenosti proteina (73). Nekoliko studija je pokazalo da se
pecenjem kikirikija povecava njegov IgE vezujuéi kapacitet kao posledica Maillard-ove reakcije
(74).

Prema otpornosti na temperaturu i digestiju alergeni hrane se mogu podeliti u dve grupe.
Prvu grupu ¢ine mali glikoproteini (10 - 70 kDa), prisutni u ve¢im koli¢inama, rastvorljivi u vodi,
otporni na digestiju i poviSene temperature, Sto im omogucava da izazovu senzitizaciju domacina
u gastrointestinalnom traktu (75). Primeri ovakvih glikoproteina su kazein iz mleka, ovomukoid
iz jaja. Na povecanu otpornost i stabilnost utice 1 prisustvo disulfidnih veza (76). Prisustvo
ugljenohidratne komponente takode stabilizuje protein i ¢ini ga otpornim na denaturaciju (77). U
drugoj grupi su biljni proteini osetljivi na toplotu i podlozni enzimskoj digestiji, pa se brzo
razgraduju 1 slabiji su alergeni (75).

Alergene komponente se mogu klasifikovati prema proteinskim familijama na osnovu
strukture 1 funkcije 1 prema ovim klasifikacijama mozZe se predvideti ozbiljnost reakcije koju mogu
izazvati.

Neke alergene komponente su specifi¢ne za vrstu dok su druge oznacene kao markeri za
ukrStenu reaktivnost zahvaljujuéi sliénim strukturama i sliénim IgE vezujuéim epitopima kod
razli¢itih vrsta (78). Kod ukrStene reaktivnosti razvija se senzitizacija 1 alergijska reakcija
alergenom iz jednog alergenog izvora, a pri susretu sa homologim alergenom (ukrSteno-
reaktivnim) iz drugog izvora se takode razvija alergijska reakcija iako taj alergen nije ucestvovao
u senzitizaciji. Uocena je ukrStena reaktivnost alergija na hranu sa alergijama na polen. Ova pojava
je poznata kao sindrom polen-hrana, posredovana je IgE antitelima, a zasniva se na ukrStenoj
reaktivnosti izmedu proteina polena i odredenih proteina iz biljaka. Uglavnom su u pitanju
profilini, ali 1 drugi proteini mogu dovesti do ukrStene reakcije (79 - 81). Obi¢no je u pitanju
alergijska reakcija na voce ili povrée sa pojavom svraba usana, grla, usiju, rinokonjuktivitisa ili
angioedema.
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2.1.6 B ¢elijski epitopi i T Celijski epitopi alergena

Imunski sistem se sastoji od urodene i adaptivne imunosti. Urodena imunost obuhvata
nespecificne odbrambene mehanizme koji deluju odmah, odnosno nekoliko ¢asova nakon pojave
mikroba u organizmu. Svi visecelijski organizmi poseduju urodeni imunitet. Za razliku od njega,
adaptivni imunitet je prisutan samo kod ki¢menjaka i veoma je specifican. Ima sposobnost da
pamti patogene protiv kojih se bori, obezbedujuéi dugotrajnu memoriju koja omogucéava jaci
odgovor pri svakom slede¢em kontaktu. Urodeni i adaptivni imuni odgovor funkcionisu zajedno a
nastanak adaptivnog odgovora zavisi od prethodne aktivacije urodenog imunog odgovora (82).
Adaptivni imunitet reaguje preko limfocita, B 1 T ¢elija koje su odgovorne za humorali imunitet i
imunitet posredovan ¢elijama. B i T ¢elije prepoznaju molekulske komponente patogena koje su
poznate kao antigeni, preko specifi¢nih receptora prisutnih na povrsini B 1 T ¢elija.

B limfociti eksprimiraju membranska IgM i IgD antitela koja funkcioniSu kao
visokoafinitetni receptori za antigene koji su nekovalentno povezani sa dva proteina, Iga i IgP sa
kojima zajedno ¢ine B-Celijski receptorski kompleks. Ovi proteini u citoplazmatskom domenu
sadrze konzervirane motive (ITAM, imunoreceptorski tirozinski aktivacioni motiv) koji preko niza
signalnih molekula ucestvuju u prenosu signala i aktivaciji gena ¢iji produkti uti¢u na proliferaciju
i diferencijaciju B-¢elija. Vezivanjem antigena za membranski imunoglobulin dolazi do endocitoze
antigena i prezentacije njegovih peptida u okviru MHC molekula klase II na povrsini B-¢elija.
Ovako prezentovane peptide prepoznaju pomocnicke T-Celije. B 1 T ¢Celije prepoznaju razlicite
epitope istog proteinskog antigena.

Epitop

Antigen vezujuce mesto
& ) \\I‘ <— Antigen CD4 T-cell CD8 T-cell
Fab |
region ‘\ Ca CB T elijski T éelijski ~ Ca Cp -
4 receptor receptor
% Laki | CDh4 —
I | aki lanac Va VB Va VB <—CDs
Peptid Peptid
B-¢elijski receptor U/ M
- | Imunoglobulin Bl (’xl al — a2
region . ' MHCII MHC ;
&— Teskilanac
B2 a2 B 5
3
. J
B celija APC APC

Slika 8. Prikaz B 1 T ¢elijskih receptora (22).

T pomo¢nicki limfociti koji su prepoznali antigen prezentovan na povrsini B Celije,
aktiviraju ove B-Celije (stimuliSu proliferaciju i sekreciju antitela) vezivanjem eksprimiranog
CDA40 liganda na povrSini pomoc¢nickih T-Celija za CD40 receptor na povrSini B limfocita.
Istovremeno, citokini koje lu¢e pomo¢nicke T-Celije se vezuju za receptore na povrsini B-Celija i
pojacavaju odgovor (83) . Bez T pomoc¢nickih ¢elija proteinski antigeni pokrecu slab ili nikakav
humoralni odgovor. Da bi doslo do pokretanja odgovora potrebno je da dode do unakrsnog
povezivanja receptora vezivanjem dva ili viSe antigenih molekula ili ponovljenih epitopa na
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jednom antigenom molekulu za medusobno bliske membranske imunoglobulinske receptore. B-
¢elijski epitopi su delovi antigena za koje se vezuju imunoglobulini, i uglavnom su iskazani na
povrsini proteina, a mogu biti linearni ili konformacioni.

T-Celijski epitopi su peptidi duzine 8 - 17 aminokiselina. T ¢elije ih prepoznaju preko
receptora koji se nalaze na povrsini antigen-prikazujucih ¢elija kada su prikazani u okviru MHC
molekula. Postoje dve klase MHC molekula: MHC I, koja se nalazi na povrS$ini svih celija sa
nukleusom, i MHC II koji se nalazi na povrs$ini specijalizovanih antigen-prikazujucih ¢elija (APC)
(83). Aktivacija T ¢elija nastaje prepoznavanjem izmedu T-Celijskih receptora (TcR) i
odgovaraju¢ih antigenih epitopa prezentovanih u okviru MHC kompleksa. T-Celijski receptori
(TcR) CD8+ T ¢elija prepoznaju epitope prikazane u okviru MHC I molekula, a nakon aktivacije
CD8+ T c¢elije postaju citotoksi¢ni T limfociti. CD4 T+ ¢elije preko TcR prepoznaju epitope u
okviru MHC II molekula, a nakon aktivacije postaju T helper (Th) ili T regulatorne ¢elije (Treg).
Th ¢Celije amplifikuju imuni odgovor. Postoje tri glavne podklase Th ¢elija: Thl (uestvuju u
¢elijski posredovanom imunitetu protiv intracelularnih patogena), Th2 (imaju ulogu u imunitetu
koji je posredovan antitelima) i Th17 (ucestvuje u inflamatornom odgovoru i odbrani protiv
ekstracelularih patogena) (22).

Predvidanje T ¢elijskih epitopa ima za cilj da identifikuje najkrace antigene peptide koji su
imunogeni, tj. sposobni da aktiviraju CD4+ ili CD8+ T-Celije (22). Razvijeni su brojni
kompjuterski programi koji omogucavaju uspesno predvidanje i detekciju epitopa. Identifikacija
epitopa ima brojne praktiéne primene ukljucujuéi razumevanje etiologije bolesti, pracenje
imunskog odgovora, razvoj dijagnosti¢kih eseja, dizajniranje vakcina koje je zasnovano na T-
¢elijskim epitopima i antikancer imunoterapija (22, 84, 85).

2.1.7 UkrStena reaktivnost alergenih proteina

Ukrstena reaktivnost izmedu alergena iz razli€itih alergenih izvora je posledica slicnosti
trodimenzione strukture epitopa, koju prepoznaje paratop na specificnim IgE antitelima. Smatra
se da kada homologija proteinske sekvence dostigne 70%, raste mogucnost ukrStenih reakcija (86,
87).

UkrsStena reaktivnost je karakteristika alergena hrane koji pripadaju istoj proteinskoj
familiji koja je prisutna u alergenima trave, korova ili polenu drvec¢a. Primeceno je da proteini sa
slicnom 3D strukturom, oznaceni kao panalergeni, mogu izazvati ukrStenu reaktivnost izmedu
nesrodnih vrsta biljaka ili Zivotinja. Najznacajniji panalergeni su profilini, transportni proteini
lipida (eng. Lipid transfer protein, LTP), proteini povezani sa patogenezom (PR)-10 familija,
tropomiozini, 2S albumini, 7S globulini, parvalbumin, polkalcin i serumski albumini (88).

Veza izmedu alergija na hranu (banana, avokado, kivi, krompir) i lateksa se naziva sindrom
voce-lateks, a molekulske osnove ove ukrStene reaktivnosti su u vezi sa strukturno sli¢nim
epitopima na razli¢itim proteinima koji su filogenetski blisko povezani. Primeri su klasa I hitinaze
prisutna u lateksu (Hev b 11), banani (Mus a 2), kiviju (Act d hitinaza); beta-1,3-glukanaza prisutna
u lateksu (Hev b 2) i1 banani (Mus a 5); profilin prisutan u banani (Mus a 1), kiviju (Act d 9),
lateksu (Hev b8); 1 nsLTP identifikovan u banani (Mus a3), kiviju (Act d 10) i lateksu (Hev b 12)
(89 - 94).
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Alergolozi se u praksi veoma Cesto srecu sa posledicama ukrstene reaktivnosti alergena
hrane kod vecine pacijenta sa utvrdenom alergijom na hranu. Brojna su pitanja i nedoumice o vrsti
namirnica koje bi trebalo izbegavati zavisno od one na koju je pacijent primarno alergican.
Molekularna dijagnostika (CRD) je doprinela unapredenju dijagnostikovanja i razumevanja
molekulskih osnova ukrstene reaktivnosti (95).

2.2 Banana (Musa acuminata)

Pre 7000 godina banane su se razlikovale od banana koje su danas dostupne. Imale su crne
semenke unutar ploda i bile skoro nejestive. Jeli su se uglavnom cvetovi banane i gomolji koji
rastu ispod zemlje. Banana se koristila 1 u druge svrhe, koris¢eno je liS¢e za pravljenje zaklona, i
vlakna za proizvodnju odece i uzadi (96). U odnosu na prvobitne banane, danasnje su izgubile
seme, mesnatije su i slade. Ne zna se ta¢no kada i kako su se desile ove promene. Najveci deo
banana koje su danas u upotrebi su dobijene ukrStanjem podvrsta M. acuminata 1 M. balbisana
(97). Gajeni hibridi su uglavnom triploidni, rede diploidni i tetraploidni (98). Danas postoji vise
od 1000 vrsta banana. Proizvode se u zemljama tropskog i suptropskog pojasa (99), i predstavljaju
peti najpopularniji usev u svetu u smislu trgovine, iza kafe, Zitarica, Secera i kakaoa (100). Veci
deo proizvedenih banana (85%) se koristi lokalno, a ostatak (15%) se izvozi (99). Sa proizvodnjom
ve¢om od 100 miliona tona godi$nje, banana je jedan od najbitnijih useva, 1 glavni izvozni
proizvod zemalja Sirom Azije, Afrike i tropske oblasti Amerike sa velikim znacajem za ekonomiju
ovih zemalja. Po podacima iz 2021. godine, izvoz banana je na globalnom nivou povecan za 7%
(101) u odnosu na 2019. godinu.

Pored dezertnih banana koje se konzumiraju sirove, u upotrebi su i plantani, banane koje
se moraju termicki obraditi pre upotrebe. Dezertne banane, posebno vrsta Cavendish su u Sirokoj
upotrebi, prijatnog su ukusa i obiluju korisnim sastojcima. Banana je niskokalorijsko voce koje u
100 grama sadrzi 89 kalorija. U sastavu ima 75% vode, 23% ugljenih hidrata 1 1% proteina. Pulpa
banane sadrzi brojna bioaktivna jedinjenja, vlakna, prirodne Secere, minerale, vitamine,
antioksidante koji su vazni za pravilno funkcionisanje imunskog sistema 1 imaju antiproliferativnu
1 protektivnu ulogu kod kancera i povoljno uticu na kardiovaskularna oboljenja (102 - 104).

Zrenje voca je kompleksan proces tokom kojeg se deSavaju promene u boji, mirisu, sastavu
1 koli¢ini odredenih nutrijenata (105). Etilen je glavni biljni hormon koji uti¢e na ove promene.
Pored etilena bitni faktori zrenja su 1 temperatura, svetlo, vlaznost vazduha (106). Etilen indirektno
utice na ukus tako Sto stimuliSe stvaranje amilaze, enzima koji razgraduje skrob do oligosaharida.
Zelene banane sadrze vec¢i udeo skroba (12 - 35%, zavisno od vrste), dok kod zrelih banana on
moze biti i manji od 1% (107). Banana ima i antioksidativni kapacitet koji zavisi od vrste banane
1 stadijuma zrelosti. Pokazano je da se tokom zrenja antioksidativni kapacitet povecava i moze se
uporediti sa dejstvom vitamina E 1 melatonina (108).
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2.2.1 Alergeni iz banane

Uprkos brojnim korisnim jedinjenjima i znacaju za zdravlje, voce je prepoznato i kao bitan
izazivacg alergija kod 0,6% celokupne populacije (104, 109). Zbog visoke nutritivne vrednosti, lake
svarljivosti i prijatnog ukusa banana se rano uvodi u ishranu dece (110). Alergija na bananu je
zabelezena 1990. god. (81). Registrovani su slucajevi alergijskih reakcija kod dece mlade od
godinu dana. Uglavnom su zabelezeni blazi oblici reakcije, gde je doslo do razvoja crvenila 1
koprivnjace (110 - 113), a zabeleZena je 1 pojava anafilaksije (80, 110, 111, 114). U studiji
sprovedenoj na 250 pacijenata prose¢ne starosti 10,2 godine, koji su imali anafilaksiju izazvanu
vo¢em, kod 10,8% ispitanika reakcija je bila izazvana konzumacijom banane (79, 110, 115).

Kod pacijenata sa respiratornom alergijom, zbog postojanja ukrstene reaktivnosti izmedu
aeroalergena i nutritivnih alergena moze se razviti i alergija na hranu (116) . Primarna senzitizacija
na polen je Cesto okida¢ za razvoj alergija na voce i povrée (116). Anderson i saradnici (117) su
jos 1970. opisali povezanost alergije na ambroziju i alergije na pojedine namirnice (dinje i banane).
Osobe alergi¢ne na bananu ¢esto pokazuju alergijsku reakciju i na neke druge namirnice kao §to
su kivi, avokado, kesten, orasi, dinja, pomorandza, paradajz i krastavac (118). Opisana je i ukrStena
reakcija lateks — banana (118 - 120). Opisan je slucaj anafilakti¢ke reakcije izazvane ukrStenom
reaktivnoc¢u koja je pripisana prisustvu proteina od 30 kDa iz voc¢a na koje je pacijent imao
razvijena specifi¢na IgE antitela (81). Za pojavu ukrStene reaktivnosti izmedu razli¢itih namirnica
koje pripadaju istoj ili evolutivno udaljenoj familiji odgovorni su proteini koji su strukturno
konzervirani i imaju visok stepen homologije (80). Ova ocuvanost strukture i visok stepen
homologije se odnosi na sekvencijske epitope (121).
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Slika 9. UkrStena reaktivnost banane i drugih namirnica biljnog porekla (118).

Pored senzitizacije nastale konzumacijom namirnica postoji jos nekoliko puteva kojim se
senzitizacija moze dogoditi. Opisan je slucaj petomesecne bebe koja je dozivela generalizovanu
urtikariju 20 minuta nakon unosa kase od banane, jabuke i pomorandze. Testiranjem alergije na
bananu u koznim probama zabelezeni su pozitivni rezultati. Majka je konzumirala banane u ve¢im
koli¢inama tokom trudnoce i laktacije i pretpostavlja se da je do senzitizacije bebe doslo preko
placente i maj¢inog mleka (112), §to je u suprotnosti sa tezom da je manje alergija ako se namirnica
ranije uvede u ishranu (31, 42).
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Molekulske osnove alergija izazvanih konzumiranjem banane mogu se pripisati prisustvu
Sest IgE reaktivnih proteina koji su do sada identifikovani i opisani (104, 119, 122, 123), i prikazani
su u tabeli 2.2.

Tabela 2. Identifikovani alergeni iz banane (123)

Pristupni broj proteina u

Alergen Molekulska masa (kDa) Biohemijski naziv ) ]
UniProt bazi podataka
Musal 15 Profilin Q94JN3
Mus a 2 33 Hitinaza klase | Q8VXF1
Mus a3 9 LTP P86333
Mus a4 20 TLP 022322
Mus a 5 33 B 1,3 glukanaza 022317
Mus a 6 27 Askorbat peroksidaza

Pored pomenutih Sest alergena, utvrdeno je da je katalaza iz banane takode IgE reaktivan
protein (119). Povecana ucestalost anafilaksije u pedijatrijskoj populaciji privukla je paznju zbog
pretpostavke da postoji siroki spektar jos uvek neidentifikovanih IgE reaktivnih proteina banane
(110, 114, 115, 122).

2.2.2 S-adenozil-L-homocistein-hidrolaza iz banane

S-adenozil-L-homocistein-hidrolaza (SAHH, EC 3.3.1.1) je enzim koji katalizuje
reverzibilnu hidrolizu S-adenozil-L-homocisteina (SAH) do adenozina (ADO) 1 L-homocisteina
(HCY). Dalje se HCY konvertuje do S-adenozil-metionina (SAM) koji je bitan donor metil grupa
u procesima kovalentne modifikacije razli¢itih biomolekula kao Sto su proteini, nukleinske
kiseline, fosfolipidi (124). Inhibicijom SAHH, SAH se akumulira u citoplazmi i blokira dalju
metilaciju malih molekula i biomakromolekula putem ,feedback“ inhibicije SAM-zavisne
metiltransferaze, Sto ukazuje na to da je aktivnost SAHH vazna za odrZavanje ukupnog
metilacionog kapaciteta Celije. Kod visih biljaka SAHH ima klju¢nu ulogu u odgovoru biljke na
biotski i abiotski stres. Uc¢es¢em u metilacionim reakcijama u ¢elijama, SAHH utice na klju¢ne
metaboli¢ke procese: replikacija i popravka DNK, metabolizam metionina, sinteza poliamina i
biosinteza fosfolipida (125). 1z ovoga proizilazi da je SAHH jedan od najkonzervativnijih enzima
u svim zivim organizmima (126, 127).

SAHH poreklom iz biljnih izvora je bila van fokusa istrazivaca sve dok nije identifikovana
kao alergen u nekoliko biljnih vrsta (https://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=1114,
(130,131). Prirodni SAHH precisc¢en iz Platanus acerifolia, registrovan kao respiratorni alergen
Pla a 5 pokazao je IgE reaktivnost u imunoblotu kod 57% testiranih pacijenata iz Kine
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(https://wwwe.allergen.org/viewallergen.php?aid=1114). U grupi od 26 pacijenata iz Austrije koji
su pokazali pozitivan SPT i ImmunoCAP na Plantago lanceolata, 23.1% je pokazalo IgE
reaktivnost na SAHH iz ove biljke (130).
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Slika 10. Metabolicki put koji katalizuje SAHH (128).

Koncept panalergena obuhvata familije srodnih proteina koje su ukljuéene u vitalne
procese u ¢eliji i Siroko su rasprostranjene u prirodi. Biljni panalergeni dele visoko konzervirane
delove sekvence, strukture i funkciju. Odgovorni su za mnoge ukrstene reakcije posredovane IgE
antitelima izmedu nesrodnih polena i nutritivnih alergena iz biljnih izvora (87). lako su u pitanju
minorni alergeni, senzitizacija na panalergen moze biti problemati¢na, jer nosi rizik od multiple
senzitizacije na razli¢ite izvore alergena. Panalergeni su klasifikovani u nekoliko proteinskih
familija. Najucestalije familije panalergena biljnog porekla su profilini, polkalcini, nespecifi¢ni
lipid-transfer proteini, proteini povezani sa patogenezom i familija proteina zivotinjskog porekla
— tropomiozini (131). Dalja istrazivanja panalergena, njihova identifikacija i karakterizacija vodi
unapredenju dijagnostickih testova i efikasnosti imunoterapije (132).

2.3 Dijagnostika nutritivnih alergija i potencijali unapredenja dijagnosti¢kih
reagenasa za alergije

Ekstrakti namirnica koji se koriste u dijagnostici alergija su kompleksne smese
biomakromolekula, od kojih su samo neki alergeni, Sto ¢ini komplikovanim standardizaciju
ovakvih ekstrakata namenjenih za in vitro dijagnostiku. Ekstrakti biljnih alergena su podlozni
varijacijama poSto je ekspresija proteina regulisana raznim biotickim 1 abiotiCkim faktorima,
stepenom zrelosti, na¢inom transporta i uslovima skladistenja. Studija je pokazala da alergeni
potencijal kivija jako zavisi od stepena zrelosti i vremena branja (133). Promene u pulpi banane
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tokom transporta, ¢uvanja i zrenja kao i niska zastupljenost SAHH u biljnim tkivima otezavaju
strukturna i funkcionalna istrazivanja (122,126,130). Kroz dva prikaza slucaja pokazana je
znacajna razlika izmedu dijagnostickog testiranja sa komercijalnim ekstraktom banane i
individualnim alergenima banane: 7-mese¢ni decak je imao negativan kozni test (Skin prick test
SPT) sa komercijalnim ekstraktom banane, nakon $to je doziveo anafilaksiju nakon konzumiranja
iste, i osoba koja je nakon anafilaksije imala negativan IgE na komercijalno dostupan ekstrakt
banane raden na automatizovanom ELISA aparatu, je pokazala IgE reaktivnost u imunoblotu sa
individualnim alergenima banane (114, 134). Ovi rezultati ukazuju na to da su neki relevantni
alergeni nedovoljno zastupljeni u komercijalno dostupnim ekstraktima alergena, 1 naglasavaju
vaznost dijagnostike sa pojedinacnim alergenima (CRD - Component Resolved Diagnostics) U
molekulskoj alergologiji (6). Pored toga, neki fizioloski uslovi u biljkama dodatno uti¢u na
ekspresiju proteina, na primer ekspresija SAHH u duvanu zavisi od citokinina (135), a ekspresija
i aktivnost SAHH u paradajzu je povezana sa biotskim stresom usled suse (136), $to utice na
funkcionalnost enzima i otezava precisc¢avanje. Brojni problemi povezani sa proizvodnjom,
reproduktivnos$cu i standardizacijom prirodnih alergena za primenu u dijagnozi i terapiji alergija
mogu se prevazici koris¢enjem rekombinantnih alergena (119).

2.3.1 Alergeni proizvedeni rekombinantnom DNK tehnologijom

Koris¢enje tehnologije rekombinantne DNK je otvorilo novo polje u istrazivanju i primeni
rekombinantno dobijenih proteina u dijagnostici 1 leCenju alergija. Jedna od prednosti
rekombinantnih proteina je moguénost kompletne fizickohemijske, strukturne i imunoloske
karakterizacije. Alergeni proizvedeni na ovaj nac¢in mogu biti ekvivalentni prirodnim ili se mogu
modifikovati tako da imaju smanjenu IgE reaktivnost, zavisno da li se proizvode u dijagnosticke
ili terapeutske svrhe. Do sada je nekoliko stotina alergena proizvedeno rekombinantnom
tehnologijom S$to je omogucilo detaljniju dijagnostiku alergija a rekombinantne hipoalergene
varijante alergena se razvijaju za sublingvalnu i1 subkutanu terapiju alergija (137). Izolovanje
alergena iz prirodnih proizvoda zahteva mnogo vise vremena, retko se dobija potpuno prec€isc¢en
alergen i u manjem prinosu u odnosu na rekombinantni koji se moze proizvoditi u neograni¢enim
koli¢inama 1 sa znatno ve¢im stepenom cistoce. Postoji velika baza podataka rekombinantnih
alergena koji se koriste za dijagnostiku razdvojenu na komponente (Component Resolved
Diagnostics — CRD) (138).

Prva ¢cDNK koja kodira alergen je izolovana i sekvencirana pre 25 godina (139), a nakon
toga se razgranala primena rekombinantnih alergena za in vitro IgE dijagnostiku alergija (140), za
proucavanje T-¢elijskih epitopa (141), proizvode se rekombinantni hipoalergeni polena lesnika Cor
a I sa smanjenom alergenos¢u (142), napravljena je trodimenziona struktura rekombinantnog Bet
v 1 (143). Rekombinantni alergeni su nasli primenu u in vivo koZznim testiranjima (144) i in vitro
proucavanjima (145), i alergen-specifi¢noj imunoterapiji (ASIT) (146).

Rekombinantna DNK tehnologija ima veliki potencijal u razli¢itim aspektima istrazivanja,
kao 1 u klinickoj primeni. Mnogobrojni wild-type ili imunoloski modifikovani alergeni ili delovi
alergena su proizvedeni u razli¢itim ekspresionim sistemima za upotrebu u istrazivacke svrhe kao
Sto je molekularna karakterizacija alergena (trodimenziona struktura ili mapiranje epitopa),
standardizacija alergena, ili za klinicku primenu u izradi vakcina, Component-resolved
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dijagnostici, alergen-specificnoj imunoterapiji (ASIT). Proizvodnja rekombinantnih alergena je
razvijena u nekoliko pravaca: produkcija wild type alergena koji zadrzavaju sve osobine
odgovarajuceg prirodnog alergena, sinteza peptida koji sadrze T-Celijske epitope alergena bez IgE
reaktivnosti, sinteza hipoalergena koji imaju znatno snizen IgE vezujuéi kapacitet i alergenost, a u
isto vreme zadrzavaju alergen-specificne T-Celijske epitope ili B-Celijske epitope (147).

Izbor ekspresionog sistema je od velike vaznosti, a zavisi od karakteristika samog proteina
i namene za koju se proizvodi. Prvi izbor za produkciju prokariotskih i veliki broj eukariotskih
proteina koji imaju mali broj disulfidnih veza i ne zahtevaju posttranslacione modifikacije je E.
coli (148). Kvasci (P, pastoris, S. cerevisiae), ¢elije insekata ili sisarske ¢elije se mogu Koristiti za
proizvodnju slozenijih rekombinantnih proteina, jer obezbeduju pravilno uvijanje proteina i
posttranslacione modifikacije (149).

2.3.2 Dijagnostika razdvojena na komponente (Component resolved diagnostic - CRD)

,Component Resolved Diagnostics* odnosno dijagnostika razdvojena na komponente je
novi pristup dijagnostike alergija koji se zasniva na koriS¢enju precis¢enih prirodnih ili
rekombinantnih proteina (150) za detekciju specificnog IgE na individualne alergene kako bi se
napravila razlika izmedu stvarne i1 ukrStene reakcije (6). Znac¢aj CRD je u porastu u klini¢kim
ispitivanjima IgE posredovanih alergija kao 1 kod personalizovane alergen-specifi¢ne
imunoterapije (ASIT) (151 - 153). Kod ukrstenih reakcija, CRD ima vaznu ulogu u razlikovanju
znacajnih 1 irelevantinh sIgE rezultata i doprinosi razjasnjavanju puteva senzitizacije. CRD mozZe
smanjiti upotrebu provokacionih testiranja i moze poboljsati specifi¢nost alergen-specifi¢ne
imunoterapije (138). Takode, omogucava predvidanje razvoja alergija i rizika od nastanka
ozbiljnih simptoma (154).
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3. CILJ RADA

Zbog porasta alergija na bananu i detektovanih sluCajeva ukrStene alergijske reakcije
banane i polena, banane i lateksa i banane i drugih namirnica, cilj rada je bio da se izoluje i
deteljnije biohemijski okarakteriSe S-adenozil-L-homocistein hidrolaza kao moguci novi alergen
banane, i da se ispita njegov eventualni doprinos ukrstenoj reaktivnosti izmedu alergena iz polena
biljaka, voca 1 lateksa.

Ciljevi rada su:

1. izolovanje i preciScavanje prirodne S-adenozil-L-homocistein hidrolaze (nSAHH) iz
banane

2. optimizacija uslova za proizvodnju rekombinantne S-adenozil-L-homocistein hidrolaze

(rSAHH) u ¢elijama E. Coli

izolovanje i preci§¢avanje rSAHH

karakterizacija rSAHH

ispitivanje alergenosti prirodne i rekombinantne S-adenozil-L-homocistein hidrolaze sa

serumima pacijenata alergi¢nih na bananu i

6. potvrda hipoteze da je S-adenozil-L-homocistein hidrolaza panalergen, analizom B i T
¢elijskih epitopa i poredenjem sa S-adenozil-L-homocistein hidrolazom iz ljulja, kivija i
lateksa

ok w
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4. REZULTATI

4.1 Priprema proteinskog ekstrakta banane

Zrele banane (Musa acuminata) koris¢ene za rad kupljene su u lokalnoj prodavnici.
Blenderom je homogenizovana pulpa (300g) u 600 mL pufera (50mM NH4HCO3, 1%
polivinilpolipirolidon (PVPP), 0,01% CaCl2, 5mM askorbinska kiselina, pH 8,5) i ekstrahovana
mesanjem na magnetnoj meSalici tokom 3 h na 4°C. Nakon centrifugiranja, izdvojeno je 610 mL
sirovog proteinskog ekstrakta. Koris¢enjem Bradford-ovog reagensa, odredena je ukupna
koncentracija proteina u ekstraktu banane (1,06 mg/mL). Kako bi se koncentrovao ekstrakt, radena
je precipitacija pomoc¢u amonijum-sulfata (zasi¢enje 20-70%). Precipitat dobijen nakon
centrifugiranja je rastvoren u 20 mM NHsHCO3s puferu, pH 8,5. Centrifugiran supernatant je
rasoljen na koloni HiTrap Desalting G25 na HPLC (Akta purifier).

116
66.2

45

35

25

18.4

14.4

1 2 Mm kDa

Slika 11. Elektroforeza banana ekstrakta nakon precipitacije amonijum-sulfatom (1- ekstrakt
banane pre precipitacije, 2- Rastvoreni talog nakon precipitacije, Mm- Molekulski markeri).

4.2 Izolovanje 1 preciS¢avanje nSAHH iz banane

Nas cilj je bio da razvijemo jednostavan postupak za dobijanje nSAHH proteina iz banane
zadovoljavajuce Cistoce 1 da se biohemijski okarakteriSe i ispita IgE reaktivnost imunohemijskim
metodama.

Nakon rasoljavanja frakcije su analizirane SDS elektroforezom. U frakcijama 1 i 2 je
prisutna traka koja odgovara nNSAHH pa su ove dve frakcije prvo koncentrovane liofilizacijom a
zatim je nastavljeno precCisc¢avanje prvo katjonskom pa anjonskom jonoizmenjivatkom
hromatografijom.
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Liofilizovane frakcije su rastvorene u 0,1 M CH3COONa pH 5,0 puferu. Nakon nanosenja
uzorka na kolonu nSAHH je eluiran pomoc¢u 0,1 M CH3COONa sa 1 M NaCl, pH 5,0. Katjonskom
jonoizmenjivaCkom hromatografijom proteini sa ukupnim negativnim povrSinskim
naelektrisanjem su eluirani u frakciji sa nevezanim proteinima, dok je nNSAHH eluiran gradijentom
pufera B.

SAHH Desalting 9 24jan2022:10 UV1 280nm ~— — _SAHH Desaiting 9 24jan2022:10 Fractions — — _SAHH Desalting 9 24ij3n2022:10 Logbook

mAU

1200

1000

600

400

200

6 — T 7 8 _ frakcije
0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 min

Slika 12. Rasoljavanje proteina banana dobijenih frakcionisanjem amonijum-sulfatom (20 - 70 %)
na HiTrap Desalting koloni.
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Slika 13. SDS elektroforeza proteinskih frakcija nakon rasoljavanja (Mm - molekulski markeri, 1-
6 frakcije nakon rasoljavanja).

Sakupljene frakcije su analizirane SDS PAGE na 12% gelu i merena je aktivnost nNSAHH.
Frakcije koje su pokazale aktivnost su spojene i dijalizovane preko no¢i naspram 20 mM TRIS
pufera pH 7,5 nakon Cega je uradena anjonska jonoizmenjivacka hromatografija na HiTrap QFF
koloni. Frakcije u kojima je detektovana enzimska aktivnost su spojene, odredena je koncentracija
proteina Bradford-ovom metodom i izmerena je aktivnost nNSAHH. Dobijeno je oko 7 ng SAHH
po g banane. Molekulska tezina nSAHH u denaturiSu¢im uslovima je odredena SDS PAGE
elektroforezom. Rezultati su prikazani na slici 15.
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Slika 14. Izolovanje nSAHH iz proteinskog ekstrakta banane: A - katjonska jonoizmenjivacka
hromatografija na HiTrap SP FF; B - anjonska jonoizmenjivacka hromatografija na HiTrap QFF
koloni. Frakcije koje pokazuju SAHH aktivnost oznacene su zvezdicom.

Mm nSAHH

25

184

144

Slika 15. SDS PAGE nSAHH nakon anjonske hromatografije.

SDS-PAGE nakon preciS¢avanja nSAHH je pokazala prisustvo dodatnih traka na 55 kDa
i 60 kDa pored trake na 53 kDa koja potice od nSAHH (slika 15).
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4.3 Masena spektroskopija prirodne SAHH

Masenom spektrometrijom prirodnog uzorka je potvrdeno da traka od 60 kDa odgovara D-
glukozidazi (UniProtKBAOA804KJZ1), dok traka od 55 kDa poti¢ce od UTP-glukozo-1-fosfat
uridiltransferaze (UniProtKB AOA804KNT77) i serin proteaze EDA2 (UniProtkKB A0A8041WQ09).

Tabela 3. Lista nSAHH peptida detektovanih pomocu ,,otiska prsta“ (mass fingerprint)

Peptide El/lejs\f/ge Position ?I]D/;) I(\g;pt) ?élarlc) Score
K.VKDLSQADFGR.L 1 16-26 618.32  1234.63 1234.63 70
K.DLSQADFGR.L 0 18-26 504.74  1007.47 1007.47 54
R.AEFGPAKPFAGAR.I 0 44-56 440.24  1317.69 1317.68 59
R.AEFGPAKPFAGAR.I 0 44-56 659.85 1317.69 1317.68 45
R.DSAAVFAWK.G 0 102-110 497.75 99349 99349 51
K.GETLAEYWWCTER.C 0 111-123 850.87  1699.73 1699.73 52
K.GETLAEYWWCTER.C 0 111-123 850.87 1699.73 1699.73 69
K.GETLAEYWWCTER.C + Carbamidomethyl (N-term) 0 111-123 879.39  1756.76 1756.75 54
K.TGKLPDPASTDNAEFQIVLGIIR.D 1 160-182 819.11  2454.32 245431 58
K.LPDPASTDNAEFQIVLGIIR.D 0 163-182 1085.08 2168.15 2168.15 34
R.LVGVSEETTTGVK.R 0 199-211 660.36  1318.70 1318.70 115
R.LVGVSEETTTGVKR.L 1 199-212 49261 147480 147480 67
R.LVGVSEETTTGVKR.L 1 199-212  738.41 147480 147480 92
R.LYQMQASGALLFPAINVNDSVTK.S + Oxidation (M) 0 213-235 832.77  2495.28 2495.27 42
R.LYQMQASGALLFPAINVNDSVTK.S + Oxidation (M) 0 213-235 832.77  2495.28 2495.27 63
R.LYQMQASGALLFPAINVNDSVTK.S + Oxidation (M) 0 213-235 1248.65 2495.28 2495.27 68
R.ATDVMIAGK.V + Oxidation (M) 0 255-263 461.24 92047 92046 60
K.RITIKPQTDR.W 1 368-377  409.91 1226.71 1226.71 66
K.TGIIVLAEGR.L 0 385-394 51481 1027.60 1027.60 68
K.TGIIVLAEGR.L + Carbamidomethyl (N-term) 0 385-394 543.32 1084.63 1084.62 60
K.VYVLPK.H 0 436-441 359.73 717.44 71744 35
K.VAALHLGK.L 0 447-454  404.76  807.50 807.50 35
K.LTPSQADYISVPIEGPYKPAHYR.Y 0 462-484 868.12 2601.33 2601.32 57
K.LTPSQADYISVPIEGPYKPAHYR.Y 0 462-484 651.34 2601.33 2601.32 53
K.LTPSQADYISVPIEGPYKPAHYR.Y + Carbamidomethyl (N-term) | O 462-484 887.12 265835 2658.34 54

Da:dalton; Mr:molekulska masa, expt:eksperimentalno dobijena masa peptida; calc:masa izracunata iz peptidnih
sekvenci

S obzirom da ova dva proteina imaju slicne molekulske mase (55,72 kDa i 51,34 kDa,
redom) i pl vrednosti (6,50 i 5,57, redom) kao i nSAHH (53,06 kDa i pl 5,95), nije bilo moguce
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potpuno precistiti i izdvojiti nSAHH od ovih proteina koriste¢i opisani protokol. Dodatna
otezavajucéa okolnost koja je onemogucila dalje precis¢avanje je nizak prinos nSAHH (7ug po g
pulpe banane). Ovi rezultati su u saglasnosti sa inducibilnom ekspresijom SAHH kao odgovor na
bioti¢ke uslove (zrenje) i stres vezan za okruzenje (skladistenje, transport) (126,130).

MALLVEKTST
PFAGARISGS
RDSAAVFAWK
VKAEEEYEKT
GVSEETTTGV
GLMRATDVMI
ALMEGLPVLT
FDNEIDMHGL
ATGHPSFVMS
HLGKLGAKLT

GREYKVKDLS
LHMTIQTAVL
GETLAEYWWC
GKLPDPASTD
KRLYQMQASG
AGKVAVVCGY
LEDVVSEADI
ETYPGVKRIT
CSEFTNQVIAQ

QADFGRLEIE
IETLTALGAE
TERCLDWGPN
NAEFQIVLGI
ALLFPAINVN
GDVGKGCARAA
FVTTTGNKDI
IKPQTDRWVE
LELWKEKTTG
SVPIEGPYKP

LAEVEMPGLM
VRWCSCNIFS
GGPDLIVDDG
IRDGLKVDPK
DSVTKSKEDN
LKQAGARVIV
IMVDHMKKMK
PETKTGIIVL
KYEKKVYVLP
AHYRY

ACRAEFGPAK
TODHAARATA
GDATLLTIHEG
KYRKMKERLV
LYGCRHSLPD
TEIDPICALQ
NNATIVCNIGH
AEGRLMNLGC
KHLDEKVAAL

KLTPSQADYT

Slika 16. Pokrivenost sekvence nSAHH u MS (potvrdena aminokiselinska sekvenca SAHH je
prikazana crvenim slovima)

4.4 Analiza zastupljenosti SAHH u pulpi banana razlicitih stadijuma zrelosti

Idealno vreme za branje banana je u pocetnom stadijumu zrenja dok voce jo§ uvek ima
zeleno obojenih delova (155). Prvi vidljivi znak zrenja je promena boje od zelene u Zutu, $to je
objasnjeno Von Loesecke klasifikacijom koja opisuje sedam stadijuma zrelosti (156-157). U
ranom stadijumu zrenja, banana sintetizuje alkaloide i tanine koji imaju ulogu u odbrani od
infekcija i daju nezrelim bananama gorak i opor ukus. Sazrevanjem, ¢elije skladiste vodu, Secere,
skrob, organske kiseline i vitamine. Kako kora menja boju u zutu i postepeno dobija braon tacke
raste udeo Secera, alkaloidi i tanini nestaju, pojac¢ava se miris, menja se sastav proteina i tekstura
postaje meksa (158 -160).

Za poredenje aktivnosti NSAHH, kori$éene su Cetiri zrele banane razlicitog stepena zrelosti
(slika 17). 1z dobijenih proteinskih ekstrakata merena je koncentracija proteina Bratford-ovom
metodom i odredivana je hidroliticka aktivnost SAHH. Za analizu je kori$¢ena ista koli¢ina
pocetnog materijala, banane su tretirane istovremeno i istovetno, a dobijeni rezultati su prikazani
u Tabeli 4.
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Slika 17. Banane razli¢itih stadijuma zrelosti

Tabela 4. Uporedne vrednosti dobijenih koli¢ina sirovog ekstrakta, ukupna koncentacija proteina
u sirovom ekstraktu i aktivnost SAHH

Zapremina . Hidroliticka
i Koncentracija )
Banana sirovog proteina aktivnost
ekstrakta (mg/mL) SAHH
(mL) (U/mgP)
1 180 0.846 1.64
2 180 1.024 3.06
3 190 0.871 243
4 200 1.010 1.01

Koli¢ina (mL) dobijenog sirovog ekstrakta blago raste sa stepenom zrelosti banana sto je
u skladu sa procesom zrenja, promenom teksture, omeksavanjem pulpe i povecanjem sadrzaja
vode. Koncentracija ukupnih proteina se ne razlikuju zna¢ajno dok je najvecéa aktivnosti SAHH
izmerena u uzorku 2, sto je u skladu sa podacima iz literature o dinami¢nim promenama u strukturi
I sastavu sa pojavom braon tacki na kori (158), pa su ovakve banane kori$¢ene U radu za izolovanje
1 preciS¢avanje NSAHH.

4.5 Rekombinantna S-adenozil-L-homocistein-hidrolaza

EnsemblPlants Musa acuminata (primary_assembly CAJGYNO010000006) pretraga, dala
je jedan transkript (ID Ma06_t08140.1) od 1867 bp, koji kodira banana SAHH (XP_009415939.1)
protein od 485 aminokiselina u okviru gena Gene: Ma06_g08140 (161). Gen sadrzi 3 egzona, 2
introna i 5’ 1 3’ neprevedene regione (UTP).

Nukleotidna sekvenca S-adenozil-L-homocistein-hidrolaze (1720 bp) (NCBI
XM _009417664) je preuzeta sa GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_009417664.27report=fasta) i sintetisana u Synbio
Technologies (New Jersey, USA). Na slici 18 prikazana je aminokiselinska sekvenca enzima.
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Slika 18. Aminokiselinska sekvenca
https://www.nchi.nlm.nih.gov/protein/.

prirodnog banana SAHH (XP_009415939.1)

Rekombinantna S-adenozil-L-homocistein-hidrolaza sa 6 x His tagom ima 1732 bp, na
osnovu koje je izvedena proteinska sekvenca od 493 ak. Teorijska molekulska masa iznosi
54124.42 Daapl: 6,12,

Upotrebom bioinformati¢kog programa (http://web.expasy.org/protparam/), na osnovu
prikazane proteinske sekvence, izraGunate su osnovne osobine rekombinantnog SAHH.

Tabela 5. Osnovne osobine rSAHH

Molekulska Broj pl Alifati¢ni o o
o ) Ekstinkcioni koeficijent
masa (Da) aminokiselina | vrednost indeks
60110 M1 cm™? za oksidovan cistein (-S-S-)
54124 493 6,12 89.84 L
59360 Mt cm™  za redukovan cistein (-SH)

4.6 Dizajn pET-23b-SAHH plazmida

Za dobijanje rekombinantne SAHH primenjena je strategija zasnovana na kloniranju gena
za SAHH u pET-23b vektor pri ¢emu se rekombinantnom proteinu dodaje His tag na C
terminalnom Kkraju. Prvo je umnozen gen za SAHH i pET-23b vektor, tako $to su celije E.coli
DH5a transformisane ovim vektorima, zasejane na ¢vrstu LB podlogu sa ampicilinom 1 ostavljene

preko no¢i na 37°C. 1z prekonoénih kultura zasejanih transformisanim ¢elijama izolovano je po
50uL plazmida pUC57-SAHH i pET-23b.

Ligacija SAHH gena u pET-23b vektor je izvedena u molarnom odnosu 3 : 1 (SAHH gen
. pET-23b-vektor) po protokolu opisanom u eksperimentalnom delu. Nakon toga je uradena
transformacija kompetentnih E.coli DH5¢a Celija ligacionom smeSom, transformisane céelije su
zasejane na ¢vrstu podlogu sa ampicilinom 1 ostavljene preko no¢i na 37°C. Sve izrasle kolonije
(ukupno 11) su umnozene pomocu colony PCR nakon ¢ega je uradena agarozna elektroforeza kako
bi se proverilo prisustvo gena za SAHH (Slika 19).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Mm(bp)

Slika 19. Agarozna elektroforeza nakon colony PCR. 1-11 kolonije nakon transformacije pET-
23b-SAHH vektorom, 12 - DNK markeri.

Ligacija je bila uspeSna kao i transformacija ligacionom smeSom za 9 od 11 izraslih
kolonija. 1z svih pozitivnih kolonija su izolovani plazmidi i provereno je prisustvo gena
dvostrukom digestijom i agaroznom elektroforezom. Gen za rSAHH koji sadrzi 1732 bp se nakon
digestije nalazi na odgovarajuc¢oj masi.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 Mm (bp)

Slika 20. Agarozna elektroforeza nakon dvostruke digestije izolovanih plazmida iz ¢elija
transformisanih pET-23b-SAHH vektorom.

U uzorku digestovanim samo jednim restrikcionim enzimom se uocava traka na oko 5500
bp. U uzorku nakon dvostruke digestije se uocavaju dve trake. Traka vise molekulska mase
odgovara praznom pET-23b vektoru (3665 baznih parova). Druga traka odgovara genskom insertu
za SAHH (Slika 21).

27



Tatjana PuraSinovi¢ Doktorska disertacija

1 2 Mm (bp)

Slika 21. Agarozna gel elektroforeza pET-23b-SAHH (Pozicija 1 - pET-23b-SAHH digestovan
restrikcionim enzimom Xhol; pozicija 2 - pET-23b-SAHH digestovan sa restrikcionim enzimima
Ndel i Xhol; Mm - DNK markeri (O Gene Ruler 1kb DNA Ladder).

4.7 Proizvodnja rekombinantne SAHH u E. coli

Transformisane su E.coli BL21 ¢elije pET-23b-SAHH vektorom i zasejane na ¢vrstu
podlogu sa antibiotikom ampilicinom (Amp). Nakon inkubacije 16 h na 37°C, jedna kolonija je
preneta u LB medijum i ostavljena preko noc¢i na 37°C. Svezi LB medijum je inokulisan
prekono¢nom kulturom do ODs00o=0,6 pa je indukovana ekspresija sa 1 mM IPTG-om. Ekspresija
je radena preko noci na sobnoj temperaturi (22°C, 250 rpm).

116

66.2

45

35

25

18.4

14.4

1 2 3 4 Mm  (kDa)

Slika22. SDS PAGE rSAHH (1 - kontrola ekspresije, 2 - ekspresija, 3 - supernatant nakon liziranja
¢elija, 4 - talog nakon liziranja, Mm - molekulski markeri.

Uzorci pre dodatka IPTG i nakon zavrSetka ekspresije su elektroforetski analizirani
pomoc¢u SDS PAGE (Slika 22).
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4.8 Optimizacija ekspresije rekombinante SAHH
4.8.1 Selekcija ekspresionog sistema

Nakon uspesnog umnozavanja i izolovanja pET-23b-SAHH plazmida optimizovali smo
ekspresiju sa ciljem dobijanja $to veceg prinosa rSAHH. Za ekspresiju SAHH odabrana je E. coli
zbog svojih jedinstvenih svojstava. E. coli ima metilacioni sistem koji se znacajno razlikuje od
drugih Archebacteria, Eubacteria i Eucariota jer njegov metilacioni sistem ne sadrzi gen za sahh,
Sto je za nase potrebe vazno, jer omogucava dobijanje zeljenog enzima u visokom prinosu.

Za ekspresiju rekombinantne SAHH iz parazita, patogenih bakterija i nekih biotehnoloski
relevantnih ekstremofila i drugi istrazivaci su koristili E.coli (125,162-168).

Za odabir najpogodnijeg ekspresionog sistema testirana su tri razliita soja E.coli:
BL21(DE3), Rosetta™(DE3) i SHuffle®T7. BL21(DE3) je osnovni IPTG-inducibilni soj, koji ima
ADE3 lizogen sa genom za T7 RNA polimerazu pod kontrolom LacUVS5 promotora. Ima deficit
lon i ompT proteaze i pogodan je za ekspresiju proteina. Rosetta™(DE3) je nadograden BL21
derivat, dizajniran za ekspresiju razli¢itih eukariotskih proteina koji sadrze kodone koji se retko
koriste u E. coli. SHuffle®T7 je relativno novi E. coli ekspresioni soj koji omogucava pravilno
uvijanja proteina sa disulfidnim vezama (169).

Ekspresija je radena po opisanom protokolu uz koriS¢enje odgovaraju¢ih antibiotika:
ampicilina za BL21(DE3), ampicilina i hloramfenikola za Rosetta™(DE3) i spektinomicina,
streptomicina i ampicilina za SHuffle®T7 ¢elije. Ekspresija je indukovana sa 0,5 mM IPTG i ¢elije
su rasle tokom 28 h na 20°C, uz konstantno mesanje na 250 rpm.

U sva tri testirana soja E.coli indukovana je produkcija rSAHH $to se na gelu nakon
uradene SDS PAGE vidi kao karakteristi¢na traka na poziciji koja odgovara Mm 55 kDa. Intenzitet
trake dostize maksimum izmedu 20 i 24 h od pocetka indukcije - zavisno od soja (slika 23).

BL21 (DE3) Rosetta™{DE3) SHuffle® T7 Mm (kDa)

116
66.2

i ] 45
35

25
18.4
14.4

0 3 5 7 200 2428 0 3 5 7 20 2428 0O 3 5 7 20 24 28

r.
-

Vreme (h)

Slika 23. SDS PAGE profil ekspresije rSAHH u tri soja E.coli.
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4.8.2 Pracenje proizvodnje rSAHH u razli¢itim sojevima E.coli

Proizvodnja rSAHH je praéena u E.coli BL21(DE3), Rosetta™(DE3) i SHuffle® T7
sojevima zavisno od vremena indukcije. Prekono¢na kultura je zasejana u sveze pripremljenom
LB medijumu. Alikvoti ¢elijskih kultura (1 mL) su uzimani pre indukcije sa 0,5 mM IPTG, kao i
3,5,7, 20, 24 i 28 ¢asova nakon indukcije. Nakon liziranja ¢elija proteinski ekstrakt je izdvojen i
¢uvan na -20°C do izrade enzimskog eseja. Vremenska zavisnost ekspresije rSAHH u razli¢itim
ekspresionim sistemima je prikazana na u tabeli 6.

Tabela 6. Hidroliticka aktivnost SAHH u sojevima E.coli

Hidroliticka aktivnost SAHH (IU/mg protein)

Vreme (h)
BL21(DE3) Rosetta™ (DE3) SHuffle® T7

0 0 0 0
3 0.146 0.730 0.584
5 0.219 0.730 0.876
7 0.219 0.584 0.657
20 1.752 0.735 1.898
24 3.066 1.095 1.314
28 2.191 0.834 0.803

E 35 —8—BL21(DE3)

g. : —&— Rosetta™ (DE3)

£ s

3 _ —8— SHuffe® T7

gL ?

52

£5 15

= 1

% 0.5

=

=

(=]

Q 5 10 15 20 25 30
Vreme (h)

Slika 24. Aktivnost rSAHH u tri soja E.coli: BL21(DE3) (m), Rosetta™(DE3) (A), i Shuffle® T7
(®).

Za sva tri testirana soja, kinetika ekspresije daje zvonastu krivu sa jasno izraZenim
maksimumom enzimske aktivnosti (slika 24) sto se poklapa sa intenzitetom trake iz alikvotiranih
uzoraka u navedenim vremenskim intervalima na SDS PAGE (slika 23).
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Profil enzimske aktivnosti pokazuje da rSAHH proizvedena u BL21(DE3) celijama
pokazuje znacajno visu hidrolitic¢ku aktivnost u poredenju sa rfSAHH proizvedenu u druga dva
soja, pa su ove ¢elije izabrane za ekspresioni sistem za dalju produkciju rSAHH.

4.8.3 Optimizacija temperature, koncentracije IPTG i vremena ekspresije

Kako bi se u potpunosti iskoristio potencijal BL21(DE3) ¢elija u proizvodnji rfSAHH,
detaljnije smo ispitivali uticaj temperature, koncentracije dodatog IPTG i vremena trajanja
ekspresije. Celije E.coli BL21(DE3) su transformisane konstruktom pET-23b-SAHH, po gore
opisanom postupku, a zatim je uradena indukcija pomoc¢u 1 mM 10,5 mM IPTG. Nakon indukcije,
ekspresija je nastavljena na 20°C i 30°C, uz meSanje tokom 5 h i 20 h. Uzorci su elektroforetski
analizirani na 12% SDS-PAGE.

Najbolji odnos ¢istoce i prinosa rSAHH je dobijen kada je ekspresija indukovana sa 0,5
mM IPTG na 20°C. Pri ovim uslovima rSAHH se dobija u vecoj koli¢ini u solubilnoj formi. Duze
vreme ekspresije takode pozitivno deluje na produkciju rSAHH. Ovi rezultati su u korelaciji sa
kinetikom ekspresije i u saglasnosti sa literaturnim podacima o optimalnim uslovima za na$
ekspresioni sistem (166, 169, 170). Treba pomenuti da je modulacija uslova ekspresije rezultirala
dupliranjem prinosa, tako da je u optimalnim uslovima dobijeno 10 mg proteina iz 1L Celijske
kulture.

Primeéeno je da se sa porastom temperature na kojoj je radena ekspresija povecava
koncentracija proteina u inkluzionim telima. Sa porastom koncentracija IPTG, koncentracija
proteina je takode bila veéa u inkluzionim telima. Na nizim temperaturama i sa nizom
koncentracijom IPTG povecava se koncentracija proteina u solubilnoj frakeiji.

A B
0.5 mM IPTG 0.5 mM PTG
TmMMIPTG | 05mMIPTG| 1mMIPTG | 05mMIPTG | Mm kDa
20 °C 20°C 30°C 30°C 5h Min 20h kDa
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L3 - 66.2
- = 116
oo - 66.2 = 45
) 4 y 45
- - - 35 - 35
- - e~
B! g gl = » = s
! : 18.4 .
’ . i - ! 14.4 - 18.4
o e a " 144
123456 7 8910 111213141516 17 § .3 S

Slika 25. Uticaj temperature, koncentracije IPTG, i vremena ekspresije na prinos rSAHH u
BL21(DE3). A - Uticaj temperature i koncentracije dodatog IPTG (pozicije 1, 5, 9, 13 - alikvoti
pre indukcije ekspresije; pozicije 2, 6, 10, 14 - alikvoti nakon 20 h ekspresije; pozicije 3, 7, 11, 15
- solubilna frakcija nakon liziranja éelija; pozicije 4, 8, 12, 16 - talog sa inkluzionim telima nakon
lilziranja celija; pozicija 17 - molekulski markeri); B - Uticaj vremena inkubacije. Ekspresija
rSAHH je indukovana 0,5 mM IPTG a ekspresija je trajala 5 h i 20 h na 20°C (pozicije 1 i 3 -
inkluziona tela nakon 5 h i 20 h ekspresije; pozicije 2 i 4 - solubilna frakcija ¢elijskog lizata nakon
5 hi 20 h ekspresije; Mm - molekulski markeri).
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4.9 PreciS¢avanje rekombinantne SAHH metal-afinitetnom hromatografijom

Za afinitetnu hromatografiju koriS¢ena je Hi TrapIMAC kolona zapremine 1 mL. Metalni
jon koriéen za afinitetno vezivanje rekombinantnog proteina sa His tagom je Co?".

Hromatografija je uradena u nativnim uslovima. Za ekvilibraciju kolone je koris¢en 50 mM
TRIS, 0,15 M NaCl, 10 mM imidazol, pH 7,4, a za eluiranje vezanih proteina 50 mM TRIS, 0,15
M NacCl, 0,3 M imidazol, pH 7,4. Vezane frakcije su eluirane puferom za eluciju.

Nakon precis¢avanja metal afinitetnom hromatografijom, na SDS PAGE je vidljiva jedna
traka na poziciji oko 55 kDa koja poti¢e od rSAHH (Slika 26).

Celijski
lizat
rSAHH

E
kDa =

116
66.2

45
35

25

18.4

14.4

Slika 26. SDS elektroforeza celijskog lizata i SAHH nakon prec¢is¢avanja afinitetnom
hromatografijom.

4.10 Karakterizacija rekombinantne S-adenozil-L-homocistein-hidrolaze

U cilju karakterizacije preciS¢enog rekombinantnog SAHH odredena je molekulska masa
SDS PAGE elektroforezom i gel filtracijom. Izoelektricna tacka je odredena izoelektri¢nim
fokusiranjem (IEF), imunodetekcijom je provereno prisustvo His taga u rSAHH, proverena je
aktivnost enzima, uradeni su pH i temperaturni optimum, i masena spektrometrija (MS).

4.10.1 Odredivanje molekulske mase i p/ vrednosti rSAHH

Molekulska masa monomera SAHH je odredena pomocu SDS-PAGE na 12%

akrilamidnom gelu poredenjem traka sa molekulskim markerima koji su bili u opsegu od 14.4 do
116 kDa.

IEF razdvajanje je pokazalo prisustvo jedne homogene trake sa pl 5.83 i molekulskom
masom od 55 kDa (Slika 27). Ovi eksperimentalno dobijeni podaci su skoro identi¢ni sa teorijskom
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molekulskom masom od 54.124 kDa i pl 6.12 izra¢unatom na osnovu aminokiselinske sekvence.
Ova razlika u pl i molekulskoj masi se pripisuje prisustvu C terminalnog 6His taga u
rekombinantnoj SAHH.

ﬁ T markeri

EE:thmggngﬁﬁmomwmﬂg
kba = O @ M m ¢ om = @ o4 8 B M~ M~ o@ oW @
116 =
06.2 —

p— SAHH
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184 e ’h;
14.4 [ % L

SDS PAGE IEF

Slika 27. Odredivanje molekulske mase i pl rekombinantne SAHH.

Molekulska masa nativhe rekombinantne SAHH je odredena gel filtracionom
hromatografijom na Superdex 75 PC 3.2/30 koloni, koris§¢enjem markera koji su bili u opsegu 14.3
do 290 kDa. Dobijena molekuska masa na oba opisana nacina je odgovarala masi od 55 kDa.
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Slika 28. A — Imunodetekcija 6His rSAHH (pozicija 1 — kontrola sekundarnih antitela, pozicija 2
— His tag rSAHH, Mm — molekulski marker); B — Odredivanje molekulske mase rSAHH gel

filtracijom.

4.10.2 Imunodetekcija 6His rISAHH

Imunodetekcija 6His rSAHH je radena po protokolu opisanom u eksperimentalnom delu. Kao
primarna, kori§¢ena su misja monoklonska anti-His antitela, a kao sekundarna, anti-misja IgG
antitela obelezena alkalnom fosfatazom. Western blot na slici 28 potvrduje prisustvo 6His taga.
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4.10.3 Odredivanje enzimske aktivnosti SAHH

Enzimski esej za pracenje aktivnosti SAHH se zasniva na hidrolizi S-adenozil
homocisteina (SAH) pomoc¢u SAHH pri ¢emu nastaje L-homocistein koji reaguje sa Ellman-ovim
reagensom (DTNB) i nastaje obojeno jedinjenje TNB koje se detektuje spektrofotometrijski na
405nm (Slika 29).
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HO,C - ) S—S§ (f‘ /;; NO, + O,N A\ Vs S (412 nm)
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Slika 29. Sematski prikaz reakcije hidrolize S-adenozil homocisteina pomo¢u SAHH i nastanak
obojenih proizvoda koji se detektuju spektrofotometrijski (166).

Hidroliti¢ka aktivnost SAHH je odredivana na 37°C, pH 5.5 meSanjem supstrata (50 pM
SAH, 250 uM Ellman-ov reagensa) sa SAHH enzimom. Apsorbanca na 405 nm je merena u
nultom minutnu, neposredno nakon dodatka enzima u supstrat i nakon inkubacije od 20 minuta.
Hidroliticka aktivnost SAHH je rafunata pomo¢u molarnog apsorpcionog koeficijenta
redukovanog Ellman-ovog reagensa od 13 600 L/mol cm. Jedna jedinica hidroliticke aktivnosti
SAHH (IU) je definisana kao koli¢ina enzima koja produkuje 1 pmol L-homocisteina (HCY) po
minuti.

4.10.4 Odredivanje temperaturnog i pH optimuma enzimske aktivnosti rekombinantne
SAHH

Za odredivanje pH optimuma, SAHH je inkubiran sa supstratom u 50 mM Na-fosfatnom

puferu ¢iji je pH bio u opsegu od 3.5 do 8.5. Utvrdeno je da je optimalna vrednost pH 5.5.

Temperaturni optimum je odreden na optimalnom pH inkubiranjem SAHH sa supstratom
na temperaturama koje su bile u opsegu 20°- 50°C. Utvrdeno je da je optimalna temperatura 37°C.
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Slika 30. Temperaturni i pH optimum rSAHH: zvonasta kriva na grafiku levo ukazuje da je
temperaturni optimum na 37°C, a na grafiku desno da je optimalna pH 5.5.

4.10.5 Odredivanje kinetickih parametera SAHH

Kineti¢ki parametri SAHH su radeni u hidrolitickom smeru koji je dominantan u
fizioloskim uslovima. Kineticki parametri SAHH u hidrolizi SAH su racunati iz Hanes-Woolf-ove
krive: S/v = S/vmax + Km/vmax. Izradunati su Km 1,81 uM, vmax 3,14 pmol min*mg? i Kcat
1.11 s, Prema literaturnim podacima, kineti¢ki parametri SAHH variraju znacajno zavisno od
izvora SAHH. Km variraod 1,0 uM SAH za SAHH iz jetre hr¢ka (171) do 84 uM SAH za SAHH
iz A. Calcoaceticus (172). Literaturni podaci za Vmax ukljucuju vrednosti od 0,163 pmoL/min mg
za SAHH iz S. Solfataricus (173) do ¢ak 610 pmoL/min mg za SAHH iz C. Efficiens (174). Sve
izraCunate vrednosti za SAHH se uklapaju u opsege nadene u literaturi. Velika variranja primeéena
u kinetickim parametrima izmedu razli¢itih SAHH enzima su verovatno posledica u varijacijama
izmedu kvatenerne strukture enzima kao 1 sadrzaja NAD+.
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Slika 31. Kineticki parametri rSAHH pri hidrolizi SAH: Hanes-Woolf-ova linearizacija.
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4.11 Masena spektrometrija rekombinantne SAHH iz banane

Analiza rfSAHH peptida pomo¢u Mascot Server™ servera je potvrdila 98% poklapanja u
proteinskoj sekvenci (Slika 32), odnosno od 493 aminokiseline, 484 je identifikovano MS/MS
analizom.

MALLVEKTSTGREYKVKDLSQADFGRLEIELAEVEMPGLMACRAEFGPAKPFAGA
RISGSLHMTIQTAVLIETLTALGAEVRWCSCNIFSTQDHAAAAIARDSAAVFAWK
GETLAEYWWCTERCLDWGPNGGPDLIVDDGGDATLLIHEGVKAEEEYEKTGKLPD
PASTDNAEFQIVLGIIRDGLKVDPKKYRKMKERLVGVSEETTTGVKRLYQMQASG
ALLFPAINVNDSVTKSKFDNLYGCRHSLPDGLMRATDVMIAGKVAVVCGYGDVGK
GCAAALKQAGARVIVTEIDPICALQALMEGLPVLTLEDVVSEADIFVTTTGNKDI
IMVDHMKKMKNNAIVCNIGHFDNEIDMHGLETYPGVKRITIKPQTDRWVFPETKT
GIIVLAEGRLMNLGCATGHPSFVMSCSFTNQVIAQLELWKEKTTGKYEKKVYVLP
KHLDEKVAALHLGKLGAKLTKLTPSQADYISVPIEGPYKPAHYRYLEHHHHHH

Slika 32. Masena spektrometrija rfSAHH, potvrdeni peptidi su oznaceni plavom bojom.

4.12 CD karakterizacija 1 3D modelovanje

Cirkularni dihroizam (CD) je spektroskopijska tehnika koja se pored proucavanja protein-
protein interakcija sve viSe koristi 1 kao metoda za odredivanje sekundarne strukture proteina u
rastvoru (175). CD meri razliku u apsorpciji levo i desno cirkularno polarizovane svetlosti. CD
spektar proteina je podeljen u tri oblasti: daleki UV region (178 - 260 nm) gde je dominantan
doprinos peptida i ova oblast je bitna za odredivanje sekundarnih struktura, bliska UV oblast (350
- 260 nm) gde apsorbuju bo¢ni aromati¢ni ostaci, i bliska UV-vidljiva oblasti (300 - 700 nm) gde
apsorbuju spoljaSnje hromofore (176). Moze se meriti unutraS$nji i spoljasnji CD proteina.
Unutrasnji CD proteina je spektar koji poti¢e od amidne osnove i osetljiv je na sekundarnu
strukturu proteina. Amidna veza apsorbuje u dalekoj UV oblasti. Porast negativnog elipticiteta
izmedu 222 i 208 nm i pozitivni elipcititet oko 193 nm obicno ukazuje na poveéan sadrzaj a-
heliksa (177), dok porast pojedina¢ne negativne trake oko 218 nm i pozitivna traka na 295 nm
ukazuje na postojanje B-strukture (178). Veliki broj razli¢itih proteina koji imaju primenu izmedu
ostalog u dijagnostici i terapiji se dobijaju rekombinantnom tehnologijom. Kako bi se proverilo
pravilno uvijanje proteina od ¢ega zavisi njihova stabilnost 1 funkcija sprovodi se niz strukturnih
analiza a CD je prepoznata kao nedestruktivna metoda koja se relativno lako izvodi, zahteva malu
koli¢inu uzorka i obezbeduje brze i pouzdane rezultate (179).

Snimanjem CD spektra rSAHH u dalekoj UV oblasti uo¢en je minimum na oko 206 nm i
maksimum oko 192 nm $to potvrduje da protein ima uglavnom strukturu a-heliksa $to je u skladu
sa literaturnim podacima (177).

Predvidanje trodimenzionalne strukture proteina samo na osnovu aminokiselinske
sekvence je bio veliki problem koji je u dobroj meri prevaziden razvojem kompjuterskih programa.
AlfaFold2 je najnovija verzija programa koja moze predvideti strukturu proteina na osnovu
sekvence veoma pouzdano ¢ak i kada nisu poznate druge sli¢ne strukture (180). Koris¢enjem
kompjuterskih programa proces predvidanja 3D strukture je znatno skraden, a tacnost
kompjuterskih reSenja se poklapa sa eksperimentalno dobijenim strukturama (181).
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Slika 33. CD spektar rSAHH.

Slika 34. Pretpostavljena 3D struktura nSAHH iz banane pomocu programa Alfa fold. Kofaktor-
vezuju¢e mesto je prikazano zelenom bojom, supstrat-vezuju¢e mesto plavom, a predvideni B
¢elijski epitopi Zutom bojom.

Koris¢enjem AlfaFold2 programa predvidena je 3D struktura SAHH. Enzim se sastoji
uglavnom od a-heliksa, koji formiraju tri konzervirana domena: N-terminalni Koji je supstrat
vezujuéi (kataliticki domen), NADH/NAD™- kofaktor vezuju¢i domen i C- terminalni domen.
Arhitektura enzima je sli¢na kao i kod drugih NAD/NADP-zavisnih enzima, gde kataliticki i
kofaktor vezuju¢i domen sadrze modifikovanu Rossmann-ovu strukturu (182). Supstrat vezujuéi i
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kofaktor vezuju¢i domen formiraju duboki rascep povezan kratkim zglobnim delom. U
centralnom delu enzima nalazi se region bogat glicinom koji je uklju¢en u vezivanje NAD"
kofaktora Sto je na slici modela prikazano zelenom bojom. Supstrat vezujuce mesto na povrsini
enzima oznaceno je plavom bojom (slika 34).

4.13 Ispitivanje IgE reaktivnosti rSAHH i nSAHH

Do sada SAHH iz banane nije bio prepoznat kao alergen. Na$ cilj je bio da proverimo
alergeni potencijal ovog proteina. Zbog dugotrajnog postupka izolovanja i preciS¢avanja kojim se
dobija mala koli¢ina proteina, koja je nedovoljna za detaljniju karakterizaciju nNSAHH, proizveden
je homolog protein prirodne SAHH rekombinantnom DNK tehnologijom u prinosu koji je
omoguc¢io biohemijsku i imunohemijsku karakterizaciju rSAHH. IgE reaktivnost nSAHH i
rSAHH je pokazana u imunoblotu, tako §to su nSAHH irSAHH prvo elektroforetski razdvojeni u
redukujué¢im uslovima na 12% gelu, a zatim je raden polusuvi transfer na NC membranu. Zatim je
raden imunoblot sa pulom seruma pacijenata alergi¢nih na bananu (tabela 7). Serumi su dobijeni
od Univerzitetske klinike u Libeku, Nemacka. Kod pacijenata su se nakon upotrebe banane pojavili
simptomi alergijske reakcije.

Imunoreaktivnost rSAHH je potvrdena imunoblot analizom sa pulom seruma uz pojavu
trake na 53 kDa. U imunoblot i dot blot analizi sa pojedina¢nim serumima, deset od dvanaest
pacijenata (83.3%) je pokazalo IgE reaktivnost na rSAHH.

kDa

. 66.2

N 184
= 144
b

12 34 Mm

Slika 35. Ispitivanje IgE reaktivnosti prirodnog i rekombinantnog SAHH sa pulom seruma
pacijenata alergi¢nih na bananu 1- Kontrola nSAHH, 2 - n SAHH, 3 - Kontrola rSAHH, 4 -
rSAHH; Mm - molekulski markeri.

38



Tatjana Purasinovié¢ Doktorska disertacija

Tabela 7. Demografski i klinicki podaci o pacijentima uklju¢enim u studiju

g o © ._g (<53 h.g,
< c q)_g =
T esozs oz T & 5 E o3 s 5E S5
c == c 5 c o~ & == -aEL < o

= S ODOa =l (cal o D c o = C =

o _ oS c 2w w = = £ s c o © E c ©
Q%5 w2 g X552 23 o E Qg = c G c ©
Oa 2o D2 TX n n ®© QA <L c c = g

. Lesnik, Sargarepa, kruska
1 577 + 15 - n.d OAS - Sargarepd, ’ Da

jabuka, breskva, kupus

y Jabuka, soja, vi$nja, kruska,
2 32/Z + 291 0,12 n.d. OAS dinja, Sargarepa, jagoda, Da
paradajz, Sljiva, breskva

Breskva, Kivi, kruska, oraSasti

3 70/Z + 54 - n.d. S olodovi Da
4 427 + 176 0 + S Ne Da
5  48/7 + 93,6 0,4 n.d. OAS Ne Da
6 47/7 + 31,8 0 - OAS Kivi, orasi Da
7 30/Z + 16,3 0 + L&S Kivi Ne
8 497  + 2496 177 + L&S OraSasti plodovi, jabuke, Da
Sargarepa, kivi, kari
9 65/Z + 48,1 0,52 + S Ne Da
10 367  + 836 123 n.d, oAg  Jabuka, breskva, visnja, kivi, Da
Sargarepa, oraSasti plodovi
1 267  + 41 002 n.d. OAs  Vismia, kméka(; :;‘S’fmmavo voce,  pa
12 24/7 + 2928 0 + L&S Kivi Da
3,\’/?/ - 364,6 0 n.d. AS Ne Da
Nema
25/7 - 18,2 nd. alergijskih AS Ne Ne
simptoma
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Slika 36. Imunoloska karakterizacija rfSAHH: A - Imunoblot sa pojedina¢nim serumima
pacijenata. B - Dot blot sa pojedinaénim serumima pacijenata, (C - kontrola sekundarnih antitela;
D - kontrola sa serumom pacijenta alergi¢nim na grinje; N - kontrola sa serumom pacijenta koji
nema alergije; P - pul seruma pacijenata alergi¢nih na bananu; 1-12 - serumi pacijenata alergi¢nih
na bananu; Mm - molekulski markeri).

4.14 Molekulske osnove ukrStene reaktivnosti SAHH 1 B ¢Celijski epitopi

Nakon rezultata dobijenih imunoblot i dot blot analizom kao i uvidom u podatke o
pacijentima (Tabela 7) iz kojih se zapaza da je 4 od 11 pacijenata imalo pozitivan IgE na polen
platana, moguce je da prethodno primecena ukrStena reaktivnost izmedu banane 1 polena platana
(120) potice od SAHH. Sa ciljem potvrdivanja ove hipoteze prvo je ispitana homologija izmedu
banana SAHH i biljnih SAHH sa potvrdenom IgE reaktivnosc¢u (krompir (Solanum tuberosum,
UniProt KB M0ZZV7) i platan (Platanus acerifoli, GenBank: UYQ90945.1)).

U studiji Ansari i Mu, imunoblot i LC-MS/MS analizom, SAHH je identifikovan kao
biomarker alergije na krompir na mi§jem modelu (130).

Precisc¢eni prirodni SAHH iz platana (Platanus acerifolia) je registrovan kao respiratorni
alergen Pla 5 na osnovu rezultata dobijenih u imunoblotu sa serumima alergi¢nih osoba
(https://wwwe.allergen.org/viewallergen.php?aid=1114).

Iako njegov alergeni potencijal jo$ uvek nije potvrden, SAHH iz zute lupine (Lupinus
luteus, UniProt KB Q9SP37) je takode uklju¢en u uporednu analizu aminokiselinskih sekvenci.
SAHH iz zute lupine predstavlja strukturni prototip biljne SAHH (126) sa potencijalnim znacajem
za bezbednost hrane. Povecano je interesovanje za sirovo seme Lupinus albus, Lupinus luteus i
Lupinus angustifolius kao alternativni izvor proteina u Evropi, SAD, Australiji i Novom Zelandu
kao zamena u ishrani kod pacijenata sa alergijom na pseni¢ne proteine i celijakijom S obzirom na
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to da lupina ne sadrzi gluten. Uprkos ovim znacCajnim nutritivnim pogodnostima, lupina je
nadolazeci alergen hrane sa moguc¢im ozbiljnim klini¢kim manifestacijama (183, 184).

Poredenje sekvenci navedenih biljnih SAHH je pokazalo visok stepen homologije (>90%),
Sto je saglasno sa visoko konzerviranom strukturom ovog enzima (126). SAHH iz banane ima
92,58%, 90,52% i 90,31% identi¢ne sekvence sa SAHH iz platana (Platanus acerifoli), krompira
(Solanum tuberosum) i zute lupine (Lupinus luteus), redom.

Proteini SAHH iz krompira (Solanum tuberosum) (130), bokvice (Plantago lanceolata)
(129) i platana (Platanus acerifolia), (www.allergen.org) su prepoznati kao IgE reaktivni proteini.
Poredenjem sekvenci SAHH iz banane (AOA804KETS), krompira (M0ZZV7) 1 platana
(UYQ90945.1) nadena je podudarnost od 90,52% izmedu banane i krompira i 92,58% izmedu
banane i platana. Takode je radena BLAST pretraga kojom su poredene sekvence SAHH iz banane
sa sekvencama SAHH proteina iz drugih izvora kako bi se uporedile aminokiseline koje ¢ine
supstrat vezujuce mesto (T64, D139, E205, K235 1 D239) i kofaktor vezujuée mesto (TTT (206-
208), N240, GYGDVG (269-274), E292, N327, IGH (348-350) i N397, https://www.uniprot.org/).
S obzirom na to da su aminokiseline uklju¢ene u ova dva vezujuca mesta evoluciono jako
konzervirane, pretpostavlja se da je mehanizam vezivanja SAHH iz banane isti kao i kod SAHH
iz drugih izvora.

Zbog znacaja primene B-Celijskih epitopa u dizajnu vakcina (185), imunodijagnostickim
testiranjima 1 proizvodnji antitela (186), njihova detekcija i1 identifikacija je od vitalnog znacaja.
Eksperimentalne metode koje se koriste za identifikaciju B-¢elijskih epitopa: rendgenska
kristalografija, krioelektron mikroskopija, NMR, vodonik-deuterijum izmena kuplovana sa
masenom spektroskopijom su skupe i dugotrajne i ne mogu odgovoriti zahtevima i potrebama
identifikacije B-celijskih epitopa (187). Takode, prethodnih godina je znatno uvecana baza
bioloskih podataka $to predstavlja dodatno opterecenje za rad eksperimentalnim metodama. Kao
rezultat, razvijeni su kompjuterski programi koji znatno brze 1 efikasnije mogu pretraZivati baze
podataka 1 detektovati Celijske epitope (187). Sofisticiran bioloski mehanizam koji je u osnovi
vezivanja antigena i antitela predstavlja veliki izazov u kompjuterskim i eksperimentalnim
metodama za predvidanje B-cCelijskih epitopa (186). B-¢elijski epitopi se mogu identifikovati na
nekoliko nacina: modelovanjem 3D strukture antigen-antitelo kompleksa, pretragom peptidnih
biblioteka za vezivanje antigena ili sprovodenjem funkcionalnih testova sa mutiranim antigenom
(188, 189). Sa razvojem kompjuterskih tehnologija i novih programa dobijene su nove predikcione
metode (187).

Za pretragu potencijalnih B-celijskih epitopa iz SAHH iz banane kori$¢eni su programi
BEPITOP i BepiPred 2.0. Na osnovu osobina aminokiselinske sekvence, pomoc¢u BEPITOP
programa predvideni regioni za SAHH iz banane su: 2-19, 122-136, 132-144, 146-176, 184-197,
199-213, 228-240, 317-331, 332-344 i 420-437. Koris¢enjem BepiPred 2.0 servera predvideni
rezultati su: 5-13, 90-93, 111-117, 126-131, 151-173, 184-196, 233-235, 295-309, 329-334, 353-
358, 360, 364-366, 369-375, 377-386, 426-442 i 459-481. Dalje, potencijalni B ¢elijski epitopi za
SAHH iz banane su selektovani na osnovi rezultata ova dva servera. Predvideni peptidi su
poredeni, 1 konac¢ni rezultati ova dva programa su predvideli 5 peptida koji su identifikovani kao
B-celijski epitopi SAHH: B1 (5-19), B2 (126-131), B3(151-173), B4(184-196 i B5(426-437). Svi
epitopi su izlozeni na povrsini SAHH (Slika 37), §to je osobina imunodominantnih epitopa i iz
drugih alergena hrane (183, 190- 192).
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Slika 37.
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Slika 38. In silico predvidanje i mapiranje B ¢elijskih epitopa u 3D strukturi SAHH. 1) banana, 2)
krompir, 3) platan, 4) zuta lupina.

4.15 Profilisanje B i T ¢Celijskih epitopa

4.15.1 Bioinformaticka analiza aminokiselinske sekvence SAHH za kivi (Actinidia
chinensis), ljulj (Lolium perenne) i lateks (Hevea brasiliensis)

Na osnovu dobijenih rezultata za visoku homologiju aminokiselinske sekvence za SAHH
iz banane, krompira, platana i lupine hteli smo da proverimo da li se u NCBI bazi podataka nalaze
sekvence za SAHH enzim iz nekih poznatih alergenih izvora kao $to su kivi, lateks i polen trave,
s obzirom da se usled sli¢nosti u strukturi javlja ukr§tena reaktivnost izmedu proteina iz pobrojanih
alergenih izvora. Za proveru sli¢nosti sekvence iz drugih alergenih izvora, pored aminokiselinske
sekvence za SAHH banane (XP_009415939.1) preuzeta je aminokiselinska sekvenca i za Kivi
(Actinidia chinensis) (PSS23942.1), ljulj (Lolium perenne) (XP_051195844.1) i lateks (Hevea
brasiliensis) (XP_021689860.1). Svi odabrani proteini SAHH imaju 485 ak, a teorijske
molekulske mase su 53059,30 Da za bananu, 53312,29 Da za kivi, 53256,23 Da za ljulj i 53271,29
Da za lateks. Proverom homologije izmedu ovih aminokiselinskih sekvenci utvrdeno je preko 92%
poklapanja (slika 39).

Pomocu Bepitope 1 BepiPred2.0 programa potvrdeni B-Celijski epitopi za panel
analiziranih proteina identi¢ni su kao i kod prethodne analize za SAHH iz krompira (Solanum
tuberosum), platana (Platanus acerifolia) i zute lupine (Lupinus luteus).
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SAHH_Musa_acuminata MALSVEKTSSGREYEVEDLSQADFGRLELD LAEVEMPGLMACRAEFGPAQPFEGARISGS [=22)
SAHH_Lolium_perenne MALLVEKTSTGREYEVEDLSQADFGRLEIELAEVEMPGLMACRAEFGPAKPFAGARISGES [=1=)
SAHH_Hevea_brasiliensis MALLVEKTTSGREYEVEDMSQADFGRLEIELAEVEMPGLMACRAEFGPAQPFEGAKITGES [=1=)
SAHH_Actinidia_chinensis MALLVEKTTTGREYEVEDMSQADFGRLEIELAEVEMPGLMSCRTEFGPSQPFEGARITGES [=1=)
FEE REEE . ckkkEERRd, EEekEERRE . EERRERRREE, kR RRRE, L Hk KRk EE
SAHH_Musa_acuminata LHMTIQTAVLIETL TALGAEVRWCSCNIFSTODHAAAATARDSAAVF AWKGET LEEYWIWC 128
SAHH_Lolium_perenns LHMTIQTAVLIETL TALGAEVRWCSCHNIFSTODHAAAATARDSAAVF AWKGET LAEYWIWC 128
SAHH_Hevea_brasiliensis LHMTIQTAVLIETLTALGAEVRINCSCNIFSTQDHAARALARDSASVF AWKGET LQEYHIWC 129
SARH_Actinidia_chinensis LHMTIQTAVLIETLTALGAEVRHNCSCNIFSTQDHAASALARDSAAVF AWKGET LQEYWWC 128
FrEEkERE b bR ERR R F R R R TR R R R FEE LR R R R RREE RFREE
SAHH_Musa_acuminata TERCLDWGAGGGPDLIVDDGEDATLLIHEGVKAEEEFEKSGTVPDPESTONPEFKIVLTI 128
SAHH_Lolium_perenne TERCLDWGPNGGPDLIVDDGGEDATLLIHEGVKAEEEYEKTGE LPDPASTONAEFQIVLGT 1848
SAHH_Hevea_brasiliensis TERALDWGPGEGPDLIVDDGGDATLLIHEGVKAEEIYEKTGQLPDPSSTONAEFQIVLTI 128
SAHH_actinidia_chinensis TERALDWGPGRGPOLIVDDGGDATLLIHEGVKAEEEYEK TRAVPDFASTONAEFQIVLTI 128
Fhk kEkE  bEEkEdfRkEsefEkEREtkEEesE o kE.k o kEF KEEE Bk EEk ¥
SAHH_Musa_acuminata IRODGLETOVRRYRKMEERLVGWSEETTTEVWKRLYQMQESGAL LFPATNVHDSVTESKFDN 2449
SAHH_Lolium_perenne IRDGLEVDPEKYREMEERLVGVSEETTTEVKRLYQMOQASGAL LFPATNVHDSVTESEFDN 2448
SAHH_Hevea_brasiliensis IRDGLETDPKKYHEMEERLVGYSEETTTEVKRLYQMOQANGT LLFSATNVHDSVTESKFDN 2448
SAHH_Actinidia_chinensis IRDGLETDPKRYHEMEERLVGVSEETTTEVKRLYQMQASGTLLFPATNVHDSVTESKFDN 2448
FEEREE K o K KXAEFREEXFERXIXTREEREERE K FEE FAXXERRRERRRRES
SAHH_Musa_acuminata LYGCRHSLPDGLMRATDWMLAGK N AWV CEYGDVEKGCAAALKQAGARVIVTEIDPICALY 388
SAHH_Lolium_perenne LYGCRHSLPDGLMRATDWMLAGK N AWV CEYGDVEKGCAAALKQAGARVIVTEIDPICALY 388
SAHH_Hevea_brasiliensis LYGCRHSLPDGLMRATDWMLAGKN AWV CEYGIVEKGCAAALKQAGARVIVTEIDPICALYD g
SARH_Actinidia_chinensis LYGCRHE L PDGLMRATDVMLAGKV AVVCEYGDVEKGCAAALEQAGARVIVTEIDPICALY 3@
e s s L e s e T
SAHH_Musa_acuminata ALMEGIQILTLEMWYVSDADIFVTTTGHNKDIIMVDHMREMENNAIVCNIGHFDNEIDMNGL EX=T]
SAHH_Lolium_perenns ALMEGLPYLTLEWWVSEADIFVWTTTGHKDI IMVDHMEKMENNALVCNIGHFDNEIDMHGL 368
SAHH_Hevea_brasiliensis ALMEGLQVLALEDVWVSEADTFVWTTTGHEDI IMVDHMRKMENNATVCNIGHFDNEIDMHGL 358
SAHH_actinidia_chinensis ALMEGLOVLTLEDWVVSETDIFVTTTGHKDI IMVDHMEKMENNATVCNIGHFDNEIDMHGL 358
FrEEk, o E.bEEEEE . kEEEEEREREERRERFEE R LRRERERR R R RRREEEEE L K F
SAHH_Musa_acuminata ETYPEVKRITIKPQTDRWYFPETETGIIVLAEGRLMNLGCATGHPSFWMSCSFTHNOVIAD 428
SAHH_Lolium_perenns ETYPEVERITIKPQTDRWWFPETETGIIVLAEGRLMNLGCATGHPSFYMSCSFTNOVIAD 428
SAHH_Hevea brasiliensis ETYPEVERITIKPQTDRIWWFPETNSGIIVLAEGRLMNLGCATGHPSFYMSCSFTNOVIAD 428
SAHH_Actinidia_chinensis ETYPEVQRITIKPQTORWYFPOTESGITITLAEGRLMNLGCATGHPSFWMSCSFTHOVIAD 428
ttl##$:t=33$tt=38=t==:=::::8:=t=:3==t=:3%&&-33333:333&&:38=3
SAHH_Musa_acuminata LELWMERKE SGKYEKKVYWLPKHLDEKVAALHLGK LGAK LT LTESQSDY LS IPVEGPY KR 438
SAHH_Lolium_perenns LELWKEKT TEKYEKKVYWLPKHLDEKVAALHLGK LGAK LT LTPSQADY LSVPIEGPY KR 438
SAHH_Hevea_brasiliensis LELWREKGTGEKYEKKVYWLPKHLDEKVAALHLGK LGAHL TKLTKEQADY ISVFIEGPYKR 438
SAHH_Actinidiz_chinensis LELWKEKATGKYEKKVYWLPKHLDEKVAALHLAKLGARL T LSKDQADY LSVPVEGPY KR 438

FEER Fr CREETFEIXIATXEEXXXEIXXIXLEE FEXX L RATE, K EXEX X XRRXXE

SAHH_Musa_acuminata AAYRY 435
SAHH_Lolium_perenns AHYRY 485
SAHH_Hevea_brasiliensis PHYRY 485
SAHH_Actinidiz_chinensis AHYRY 485

¥ER

Slika 39. Molekulske osnove ukrstene reaktivnosti SAHH: poklapanje sekvenci SAHH alergena
iz banane, ljulja, lateksa i Kivija.
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Slika 40. In silico predvidanje B-Celijskih epitopa u 3D strukturi SAHH 1) banane, 2) ljulja, 3)
lateksa, 4) kivija. B - celijski epitopi su obelezeni zuto, a razlike u aminokiselinskoj sekvenci
plavo.

4.15.2 Profilisanje T ¢elijskih epitopa

T-¢elije prepoznaju i proveravaju peptide prikazane u okviru MHC molekula na povrsini
antigen prezentujucih ¢elija na osnovu Cega prave razliku izmedu sopstvenih peptida i peptida
poreklom iz patogena ili mutiranih proteina. Zbog sposobnosti razlikovanja sopstvenog i Stetnog,
T-¢elije imaju presudnu ulogu u kontroli i toku imunog odgovora (83). Postoji veliko interesovanje
za identifikaciju epitopa u antigenima iz prakti¢nih razloga kao §to su razumevanje etiologije
bolesti, pracenje imuniteta, razvoj dijagnosti¢kih eseja, razvoj vakcina na osnovu utvrdenih
epitopa (22), u razumevanju molekulskih osnova alergija, razvoju alergen-specificne
imunoterapije (193).

Predvidanje T-celijskih epitopa ima za cilj da identifikuje najkrac¢e peptide u okviru
antigena koji mogu da stimulisu CD4 ili CD8 T-¢elije (194). Ovaj kapacitet stimulacije T-¢elija je
oznac¢en kao imunogenost i ¢ine ga tri osnovna koraka: obrada antigena, vezivanje peptidaza MHC
molekule i prepoznavanje od strane T-¢elijskih receptora. Od ova tri koraka vezivanje peptida za
MHC molekule je najselektivniji za odredivanje T-celijskih epitopa (22). MHC | i MHC 11
molekuli imaju slicnu 3D strukturu sa vezanim peptidima, ali postoje i razlike bitne za predvidanje
vezivanja peptida. Supljina za vezivanje peptida u MHC | molekulu je zatvorena i kao rezultat ovi
molekuli mogu vezati samo kratke peptide od 9 - 11 amino kiselina ¢iji N- i C- terminalni krajevi
ostaju povezani za konzervirane ostatke MHC | molekula vodoni¢nim vezama. Peptid-vezujuci
deo na MHC Il molekulu je otvoren i dozvoljava N- i C- terminalnim krajevima da se produze van
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vezujuceg regiona (195, 196) sto diversifikuje duzinu vezujuceg peptida (9 - 22 aminokiseline). U
fazi senzitizacije kod Tipa | preosetljivosti, profesionalne antigen-prikazujuée celije (dendriti¢ne
¢elije, B Celije i makrofagi) su specijalizovane da prikazu antigeni peptid CD4+T-¢elijama u
sastavu MHC molekula klase Il (peptid-MHC klasa Il kompleks). Vezuju¢i peptidni fragmenti
obi¢no sadrze 13 - 17 aminokiselina i vezani su za molekule MHC Kklase 11, koji su izlozeni na
povrsini ¢elija. Polimorfizam MHC molekula je glavni izazov u predvidanju T-Celijskih epitopa.
Razvijeni su programi koji reSavaju dva bitna problema: da razlikuju peptide koji imaju moguénost
da se vezu od onih koji nemaju ovu mogucnost, i drugo, da procenjuju afinitet vezivanja (197).
ProPred je server koji potrvrduje sve HLA-DR alele nezavisno a rezultati se prikazuju na jednom
ekranu §to omogucava brzu vizuelizaciju potencijalnih peptida koji se vezuju ali je manje efikasan
u predstavljanju preklapajucih regiona.

EpiDOCK je prvi server za predvidanje vezivanja peptida za humani MHC |1 protein na
osnovu strukture koji moze da identifikuje 90% peptida koji se vezuju, i 76% peptida koji se ne
vezuju sa 83% preciznosti. Ovaj pristup zahteva podatke o rendgenskoj strukturi sto zbog vremena
obrade velikih proteoma otezava pretragu (197).

NetMHCIIpan-4.0 server se Koristi za predvidanje CD4+ T-¢elijskih epitopa koris¢enjem
vestackih neuronskih mreza (Artificial Neural Networks). Programiran je na obimnom skupu
podataka od preko 500 000 merenja afiniteta vezivanja i masene spektrometrije eluiranog liganda,
i pokriva tri humana izotipa MHC klase Il (HLA-DR, HLA-DQ i HLA-DP) kao i H-2 molekul iz
misa. Server moze napraviti procenu za MHC Il za bilo koji peptid za ¢iju sekvencu postoji
FASTA format 1 moze predvideti peptide bilo koje duzine.
(https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetMHCllpan-4.0/).

Koris¢enjem NetMHClIpan 4.0 programa, T-¢elijski epitopi iz banana SAHH su mapirani
in silico. Jedanaest T-celijskih epitopa sa duzinom peptida od petnaest aminokiselina su
detektovani za referentni set MHCII molekula, koji imaju prag 1% za peptide sa jakim vezivanjem.
Lista peptida je prikazana u tabeli 8.

Tabela 8. In silico predvideni T-¢elijski epitopi iz banana SAHH

Position MHCII Epitope %Rank
182 DRB1 0301 RDGLKVDPKKYRKMK 0.04
96 DRB1 0301 AAAIARDSAAVFAWK 0.31
328 DRB1 0301 KDIIMVDHMKKMKNN 0.98
317 DRB1_0701 EADIFVTTTGNKDII 0.44
278 DRB1_0701 AAALKQAGARVIVTE 0.79
103 DRB1_1501 SAAVFAWKGETLAEY 0.39
142 DRB1_1501 DATLLIHEGVKAEEE 0.91
96 DRB3_0101 AAAIARDSAAVFAWK 0.09
341 DRB3_0202 NNAIVCNIGHFDNEI 0.39
170 DRB5_0101 DNAEFQIVLGIIRDG 0.57
189 DRB5_0101 PKKYRKMKERLVGVS 0.79
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Ista analiza je pokazala prisustvo 17 T-¢elijskih epitopa kod SAHH iz kivija, 12 T-Celijskih
epitopa kod SAHH iz ljulja i 8 T-éelijskih epitopa kod SAHH iz lateksa. Cetiri T-éelijska epitopa
su identi¢na kod SAHH iz banane i kivija (pozicije 328, 278, 142 i 341) i kod SAHH iz banane i
ljulja (pozicije 278, 142,96 1 341). Dva ¢elijska epitopa su identi¢na kod SAHH iz banane i lateksa
(pozicije 278 1 341). Razlike u aminokiselinskoj sekvenci kod ukrstenih T-¢elijskih epitopa
naspram epitopa SAHH iz banane su oznacene crvenim slovima u tabelama 9, 10 i 11.

Tabela 9. T-celijski epitopi kod SAHH iz kivija sa ukr§tenom reaktivnosc¢u predvideni in silico
koris¢enjem NetMHClIIpan 4.0 programa

Position MHCII Epitope %Rank
182 DRB1_0301 RDGLKTDPKRYHKMK 0.21
96 DRB1_0301 ASAIARDSAAVFAWK 0.31
328 DRB1_0301 KDIIMVDHMKKMKNN 0.98
317 DRB1_0701 ETDIFVTTTGNKDII 0.42
278 DRB1 0701 AAALKQAGARVIVTE 0.79
103 DRB1 1501 SAAVFAWKGETLQEY 0.38
142 DRB1 1501 DATLLIHEGVKAEEE 0.91
96 DRB3 0101 ASAIARDSAAVFAWK 0.09
341 DRB3_ 0202 NNAIVCNIGHFDNEI 0.39
170 DRB5_0101 DNAEFQIVLTIIRDG 0.52

Tabela 10. T-¢elijski epitopi kod SAHH iz ljulja sa ukrStenom reaktivnos$éu predvideni in silico

Position MHCII Epitope %Rank
182 DRB1 0301 RDGLKTDVRRYRKMK 0.16
96 DRB1_0301 ASAIARDSAAVFAWK 0.31
317 DRB1_0701 DADIFVTTTGNKDII 0.44
278 DRB1_0701 AAALKQAGARVIVTE 0.79
103 DRB1_1501 SAAVFAWKGETLEEY 0.38
142 DRB1_1501 DATLLIHEGVKAEEE 0.91
96 DRB3_0101 AAAIARDSAAVFAWK 0.09
341 DRB3_ 0202 NNAIVCNIGHFDNEI 0.39
170 DRB5 0101 DNPEFKIVLTIIRDG 0.07
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Tabela 11. T-celijski epitopi kod SAHH iz lateksa sa ukrStenom reaktivno$c¢u predvideni in silico

Position MHCII Epitope %Rank
182 DRB1_0301 RDGLKTDPKKYHKMK 0.16
96 DRB1_0301 AAAIARDSASVFAWK 0.52
317 DRB1_0701 ETDIFVTTTGNKDII 0.44
278 DRB1_0701 AAALKQAGARVIVTE 0.79
103 DRB1 1501 SASVFAWKGETLQEY 0.39
96 DRB3 0101 AAAIARDSASVFAWK 0.11
341 DRB3_ 0202 NNAIVCNIGHFDNEI 0.39
170 DRB5 0101 DNAEFQIVLTIIRDG 0.52

4.16 Ispitivanje prisustva SAHH aktivnosti u alergenim ekstraktima

Profili proteina alergenih ekstrakata banane, kivija, ljulja i lateksa su analizirani SDS PAG
elektroforezom. Banana i ljulj su pokazali Sirok spektar proteina ¢ije su molekulske mase u opsegu
od 116 kDa do 10 kDa. Ekstrakt kivija sadrzi proteine u opsegu 67 kDa do 10 kDa sa dominantnim
trakama na 28 kDa i1 24 kDa, dok ekstrakt lateksa sadrzi proteine koji su u opsegu masa od 67 kda
do 14.4 kDa sa dominantnim trakama na oko 40 kDa, 37 kDa i 24 kDa. Rekombinantni banana
SAHH u SDS PAGE elektroforezi se nalazi na molekulskoj masi oko 55 kDa.

kDa
116.0

66.2

Rp—— 45.0
e danskSail

R 35.0
p——_
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Slika 41. Profil proteina alergenih ekstrakata na 14% SDS-PAGE gelu: 1) banana, 2) kivi, 3) ljulj,
4) lateks, 5) rSAHH, Mm) molekulski markeri.
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Prisustvo SAHH u pripremljenim alergenim ekstraktima je potvrdeno merenjem aktivnosti
Elmanovim reagensom. Koncentracije proteina u svim ekstraktima su ujednacene na 0,25 mg/mL
a izmerene aktivnosti su iznosile 0,85 U/mL u ekstraktu banane, 0,25 U/mL u ekstraktu Kivija,
0,46 U/mL u ekstraktu ljulja i 0,219 U/mL u ekstraktu lateksa.

4.17 Detekcija SAHH-specifi¢nog IgE kod osoba alergi¢nih na ljulj, lateks 1
kivi

S obzirom na visoku homologiju u aminokiselinskoj sekvenci, kao i B-¢elijskim epitopima
postavilo se pitanje da li rekombinantna SAHH iz banane moze da veze IgE iz seruma osoba
alergi¢nih na alergene izvore koji sadrze SAHH, kao $to su ljulj, kivi i lateks. IgE reaktivnost na
banana SAHH je detektovana kod 3 od 3 osobe alergi¢ne na lateks, 5 od 6 osoba alergi¢nih na ljulj

12 od 3 osobe alergi¢ne na kivi (slika 42).
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Slika 42. Detekcija specificnog IgE pomo¢u rSAHH iz banane kod osoba alergi¢nih na lateks
(pozicije 1 - 3), ljulj (pozicije 4 - 9) i kivi (pozicije (10 - 12); C1 - serum osobe alergi¢ne na grinje;
C2 - kontrola sekundarnih antitela.
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5. DISKUSIJA

Banana je prepoznata kao izvor nutritivnih alergena koja moze izazvati ozbiljnu alergijsku
reakciju kao Sto je anafilaksija. Kako bi se ispitao alergeni potencijal banane bilo je neophodno
napraviti sirovi ekstrakt banane po opisanom protokolu (89, 119, 122). Ukupna koncentracija
proteina u sirovom ekstraktu izmerena Bradford-ovom metodom je bila 0,95 mg/mL (198), sto je
u skladu sa literaturnim podacima (119,122). 2D mapiranjem IgE reaktivnih proteina banane i
njihovom analizom prvo koris¢enjem MALDI TOF a zatim pomo¢u MASCOT programa (119)
pored Sest ve¢ registrovanih alergena banane prepoznati su dodatni IgE reaktivni proteini za koje
nema literaturnih podataka kao o alergenima iz banane. Proteini koji su pokazali IgE reaktivnost
se nalaze u opsegu masa 21 - 95 kDa. Tehnikom masenog otiska prsta, izmedu ostalih,
identifikovane su katalaza 1 SAHH kao IgE reaktivni proteini. Katalaza je okarakterisana, a IgE
reaktivnost dokazana imunoblot analizom sa serumima pacijenata alergi¢nih na bananu (119). U
literaturi je zabeleZena IgE reaktivnost za SAHH iz krompira (Solanum tuberosum) (130) 1 platana
(Platanus acerifolia) (120). Kako bi se ispitao alergeni potencijal SAHH iz banane, bilo ga je
potrebno izolovati i precistiti, a zatim proveriti njegovu IgE reaktivnost u in vitro esejima kao §to
su imunoblot i dot blot. S obzirom da pulpa banane sadrzi male koli¢ine ovog proteina u slozenom
polisaharidnom matriksu (100, 199, 200), izolovanje i preciS¢avanje se pokazalo kao veliki izazov.
Iz sirovog ekstrakta banane su pomoc¢u PVPP uklonjena polifenolna jedinjenja pa je dodatkom
amonijum-sulfata 20 — 70% dobijen koncentrovan ekstrakt banane iz koga je kroz tri koraka
prec¢is¢avanja u nedenaturiSu¢im uslovima radeno izolovanje SAHH. SDS PAGE nakon
preciS€avanja je pokazala prisustvo dodatnih traka na 55 kDa 1 60 kDa pored trake od 53 kDa koja
odgovara SAHH. Masenom spektrometrijom je utvrdeno da traka na 60 kDa odgovara D-
glukozidazi, a traka na 55 kDa UTP-glukozo-1-fosfat uridiltransferazi i serin proteazi. Zbog
bliskih molekulskih masa i p/ vrednosti nije bilo moguce izdvojiti nSAHH kori$¢enim protokolima
pre¢iS¢avanja. Dodatna oteZavajuca okolnost je niska zastupljenost SAHH u banani tako da je
prinos nakon preciS¢avanja iznosio 7 pug po gramu oc¢iS¢ene banane. Prec¢is¢en nSAHH je zadrzao
nativnu strukturu $to je potvrdeno enzimskim esejem. Imunoreaktivnost nSAHH je potvrdena u
imunoblot reakciji sa pulom seruma pacijenata alergi¢nih na bananu.

Imajuéi u vidu teSkoce pri izolovanju nSAHH iz banane kao i1 nizak prinos, u cilju detaljnije
karakterizacije SAHH 1 ispitivanja imunoloskih osobina proizveden je rekombinantni homolog
prirodne SAHH. Glavna prednost kori§¢enja rekombinantnih proteina u odnosu na proteine
izolovane iz prirodnih je njthova dostupnost i1 konzistencija svake nove SarZe. Selekcija
odgovaraju¢eg domacina za ekspresiju ima odlucujuci uticaj na krajnji ishod 1 prinos ekspresije
(169). Za odabir najpogodnijeg ekspresionog sistema testirali smo tri soja E.coli: BL21(DE3),
Rosetta™(DE3), i Shuffle® T7. Odabir ova tri soja je izvr§en na osnovu njihovih karakteristika i
potencijala za proizvodnju razli¢itih rekombinantnih proteina a §to je opisano u mnogobrojnim
radovima (173, 201-204). Na osnovu nasih rezultata BL21(DE3) se izdvojio kao najbolji
ekspresioni sistem za produkciju rfSAHH po svim kriterijumima. Dobijen je najveéi prinos,
izmerena je najveca enzimska aktivnost a vreme ekspresije je krace u odnosu na ostale testirane
sojeve. Uslovi gajenja uti¢u na metabolizam domacina pa se njihovim pazljivim podeSavanjem
moze uticati na prinos, Cisto¢u i ukupni kvalitet rekombinantnog proteina. Hiperprodukcija
rekombinantnog proteina u E. coli ¢esto dovodi do stvaranja nerastvornih i neaktivnih agregata
proteina - inkluzionih tela. I1zolovanje Zeljenog proteina u aktivnoj formi iz inkluzionih tela je
veliki 1 zametan proces koji se sastoji iz viSe faza a krajnji rezultat je neizvestan (169). 1z tog
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razloga je pozeljnije optimizovati uslove, tako da je formiranje inkluzionih tela smanjeno na
minimum. Iz literaturnih podataka koji se odnose na proizvodnju rekombinantnih proteina u
razliitim E. coli ekspresionim sistemima, vidi se da je najveci prinos Zeljenog rekombinantog
proteina postignut kada je ekspresija indukovana 0,1 — 0,5 mM IPTG, u temperaturnom opsegu 15
- 25°C i vremenom inkubacije u trajanju 16 -20 sati (166, 169, 205-206). PodeSavanjem uslova
tako da je ekspresija indukovana 0,5 mM IPTG, sa temperaturom inkubacije 20°C i duzinom
ekspresije izmedu 16 1 20 h, duplirali smo prinos rfSAHH na 10 mg iz 1L ¢elijske kulture. Uslovi
izvan opsega koji su navedeni mogu negativno uticati na metabolizam i rast ¢elija, njihovu
vijabilnost 1 mogu favorizovati formiranje inkluzionih tela ¢ime se smanjuje prinos zeljenog
proteina (169, 170). rfSAHH je preciS¢en metal-afinitetnom hromatografijom u jednom koraku.
Nativna forma rekombinantnog enzima je pokazana merenjem enzimske aktivnosti (61.97 IU/mg).

Rezultati koje smo dobili u naSem radu pokazuju da je rSAHH bioloski aktivan kao
monomer. lako je sekvenca SAHH visoko konzervirana kod razli¢itih organizama, njegova
kvatenerna struktura varira izmedu razli¢itih vrsta. Opisane su monomerna (166), dimerna (207),
tetramerna (125,171,205,208-212) i heksamerna struktura (213). Ocuvanost strukture rSAHH i
prisustvo 6His taga je pokazano Western blot analizom. Gel filtracija nije samo pruzila informacije
o molekulskoj masi i1 kvatenernoj strukturi rSAHH ve¢ je indirektno potvrdila integritet 6His taga
u okviru rSAHH: razlika izmedu molekulske mase odredene gel filtracijom i teorijski izracunate
molekulske mase pomoc¢u Expasy ProtParam tool programa odgovara molekulskoj masi 6His taga
(0,8 kDa). Pravilan izbor afinitetnog taga je bitan zbog prec¢iS¢avanja proteina, a moze i da utice
na biolosku aktivnost rekombinantnog proteina. U radovima koji opisuju proizvodnju
rekombinantne SAHH iz Cryptosporidium parvum (208) i Leishmania donovani (210), uoceni su
potencijalni problemi u aktivnosti enzima kada su koriS¢eni veliki afinitetni tagovi — maltoza
vezujudi protein 1 kalmodulin vezujuéi peptid, redom. Inaktivacija enzimske aktivnosti SAHH
ovim tagovima moze biti posledica blokiranja aktivnog mesta zbog njihove veli¢ine, ili
proteolitickim odvajanjem taga u toku preciS¢avanja (214). 6His tag koji smo koristili u naSem
radu, obezbeduje preciS¢avanje proteina u jednom koraku, a veli¢ina i neutralno naelektrisanje ne
uti¢u na bioloSku aktivnost (215).

Rezultati funkcionalne karakterizacije su pokazali da je rfSAHH mezofilni enzim sa
temperaturnim optimumom na 37°C. Optimalna pH za hidroliti¢ku aktivnost rSAHH je 5,5. Enzim
zadrZava hidroliticku aktivnost u Sirokom opsegu pH vrednosti, a dodatkom 15% glicerola moze
se Cuvati na -20°C do 8 meseci bez bitnog gubitka bioloSke aktivnosti. Kineticki parametri SAHH
variraju zna¢ajno u zavisnosti od porekla enzima, a svi nasi rezultati se uklapaju u literaturne
podatke. Znacajne varijacije primecene kod kinetickih parametara izmedu SAHH razli¢itog
porekla su posledica varijacija u kvatenernoj strukturi kao i sadrzaja NAD+.

CD spektar rSAHH meren u dalekoj UV oblasti je karakteristiCan za proteine koji sadrze
a-helikse, sa minimumom na oko 206 nm i maksimumom na 192 nm (178).

Imunoreaktivnost rSAHH je potvrdena pojavom trake na 53 kDa u imunoblotu sa pulom
seruma pacijenata alergi¢nih na bananu. Deset od dvanaest pacijenata (83,3%) su pokazali IgE
reaktivnost na rSAHH kada je raden imunoblot 1 dot blot sa pojedina¢nim serumima.

Pacijenti iz naSih istraZivanja su pored alergije na bananu prijavili i sezonske inhalatorne
alergije, pa je istrazena moguc¢nost da SAHH moZe biti uzrok ukrStene reaktivnosti. /n silico
analizom utvrdena je visoka homologija SAHH sa drugim biljnim izvorima: krompir, platan i zuta
lupina (=90 %) 1 kod svih je identifikovano 5 visoko konzerviranih linearnih B-Celijskih epitopa
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koji su izlozeni na povrSini SAHH. Dva su razloga zasto je SAHH iz Zute lupine (Lupinus luteus)
ukljucen u ovu analizu iako njegov alergeni potencijal jo§ uvek nije potvrden: SAHH iz zute lupine
je strukturni prototip biljne SAHH, i dobijaju se podaci o bezbednosti hrane obrzirom da raste
popularnost sirovog semena Lupinus albus, Lupinus luteus 1 Lupinus angustifolius kao
alternativnog izvora proteina u Evropi, SAD, Australiji i Novom Zelandu kod osoba alergi¢nih na
pSenicu i osoba sa celijakijom posto lupina ne sadrzi gluten (173, 174).

Podaci Evropske Akademije za Alergologiju i Klini¢ku Imunologiju (EAACI) pokazuju da
se 60% alergija na hranu podudara sa inhalatornim alergijama (88), (216). Ova korelacija je
povezana sa kosenzitizacijom i ukrStenom reaktivno$¢u. Kod ukrStene reaktivnosti jedan IgE
molekul se vezuje za nekoliko alergena koji poseduju slicne strukturne osobine a kod
kosenzitizacije postoji istovremeno prisustvo razli¢itih IgE molekula koji se vezuju za alergene za
koje nije neophodno da imaju velike sli¢nosti u strukturi (217).

Panalergeni su proteini ukljuceni u osnovne bioloske procese, Siroko su rasprostranjeni i
imaju konzervirane sekvence i strukture (131). Ovi proteini doprinose nastanku brojnih ukrstenih
reakcija, ¢ak i kod filogenetski udaljenih i nesrodnih organizama (131). Identifikacija panalergena
je vazna za unapredenje dijagnostike razdvojene na komponente (CRD). Posebno je veliki znacaj
ukrStene reaktivnosti kada se uzmu u obzir novootkriveni alergeni. Kao odgovor na sve vecu
potraznju za proteinima u ljudskoj ishrani, razmatraju se alternativni izvori proteina kao Sto su
biljke 1 nekonvencionalne opcije kao Sto su alge, insekti i meso proizvedeno u laboratoriji (218).
LC-MS/MS, i in silico analizom proteoma algi i insekata pokazano je da sadrze panalergene koji
imaju znacajnu homologiju sekvencija sa ve¢ poznatim alergenima (218,219). Ovo ukazuje na
znacaj identifikovanja novih panalergena i kreiranje baze podataka kako bi se olaksalo
prepoznavanje alergena iz novih izvora hrane.

Bitno je naglasiti i vaznost zajednickih B-celijskih i T-Celijskih epitopa (220,221).
Pokazano je da je homologija sekvenci izmedu SAHH koje smo poredili ve¢a od 92% a in silico
analizom je potvrdeno prisustvo pet visoko konzerviranih linearnih B-celijskih epitopa.
Identifikacijom uobicajenih T-Celijskih epitopa kod panalergena, CRD moze pruZiti uvid u obrasce
unakrsne reaktivnosti 1 poboljSati preciznost dijagnostike alergija (222). Preovladuju¢i uzrok i
mehanizam T-Celijske unakrsne reaktivnosti Cesto proizilazi iz sli€nosti sekvenci T-Celijskih
epitopa koji ucestvuju u ukrstenoj reaktivnosti pronadenih kod blisko povezanih alergenih izvora
(223). Prisustvo unakrsno reaktivnih epitopa u preparatima alergena koji se koriste za
imunoterapiju alergija je kljuCno za bezbednost i1 efikasnost leCenja kao 1 za postizanje
desenzitizacije 1 klini¢ke tolerancije §to je cilj terapije (224). SkoraSnje studije su pokazale da su
osobe koje su podvrgnute sublingvalnoj imunoterapiji na trave pokazale znacajnu toleranciju
prema biljnoj hrani (220). Kontrola nad unakrsno reaktivnim epitopima u imunoterapiji alergije na
hranu moZe pomo¢i u desenzibilizaciji na viSe namirnica, koriste¢i dobro okarakterisane T-Celijske
epitope (224). Trenutni napredak u imunoinformatickim alatima nudi potencijalna reSenja
pomazuci u identifikaciji specificnih zajednickih unakrsnih peptidnih sekvenci koje pokrivaju niz
razli¢itih izvora alergena, ¢ime se reSava izazov dizajniranja jednog kandidata zasnovanog na
peptidnoj ili proteinskoj sekvenci (224).

Pristupom in silico, identifikovali smo T-¢elijske epitope SAHH iz banane, kivija, ljulja i
lateksa koji se prikazuju u kontekstu MHC klase II. Potvrdeno je prisusustvo cetiri identi¢na T-
¢elijska epitopa banane sa T-Celijskim epitopima kivija (328, 278, 142 1 341) i ljulja (278, 142, 96
1341) 1 dva identicna T-Celijska epitopa sa T-Celijskim epitopima lateksa (278 1 341). Ova otkri¢a
ukazuju da peptidi 278 1 341 sami ili u kombinaciji sa peptidima 328, 96 1 142 mogu biti
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potencijalni kandidati za alergen-specificnu imunoterapiju (ASIT), koji pruzaju mogucnost
prevazilazenja ili ublazavanja alergije na pomenute unakrsno reaktivne alergene. KoriS¢enje
bioinformatickih i seroloskih tehnika je vazan pristup za potvrdivanje IgE reaktivnih epitopa
alergena (225). Imunoblot analiza je potvrdila specifi¢nu reaktivnost SAHH iz banane sa serumima
pacijenata alergi¢nih na kivi, ljulj i lateks. Ovo zapazanje ukazuje na mogucu ukrStenu reaktivnost
izmedu ovih alergena i naglaSava vaznost istrazivanja zajednickih epitopa i alergenih komponenti
medu razli¢itim alergenim izvorima. Takva unakrsna reaktivnost naglaSava potrebu za
sveobuhvatnim dijagnostickim pristupima i terapeutskim strategijama u upravljanju alergijama
povezanim sa ovim razli¢itim alergenima. Posmatranje reaktivnosti SAHH kod vise alergena
naglasava slozenost alergijskog odgovora i potrebu za sveobuhvatnim dijagnosti¢kim i terapijskim
pristupom koji uzima u obzir 1 IgE posredovane i T-¢elijama posredovane mehanizme ukrStene
reaktivnosti.

B C¢elijski epitopi se intenzivno istrazuju za razvoj terapeutskih vakcina za ASIT posto
koriS¢enje intaktnih nutritivnih alergena u preventivi ili u terapeutske svrhe nosi rizik od
anafilaksije. Ovakav pristup je trenutno odobren samo u tretmanu inhalatornih alergena (152).
Upotreba ukrstene reaktivnosti B-celijskih epitopa je potencijalno nov nacin terapije alergija.
Obecavajuci rezultati su nedavno prikazani za tretman alergije na mleko koriS¢enjem peptida iz
soje koji imaju ukrsteno reaktivne epitope sa kazeinom (192). Ova saznanja mogu imati visestruku
primenu u dijagnostici 1 leCenju alergija na hranu, bezbednosti namirnica, a otvara se i mogucnosti
daljih istrazivanja na polju molekularne alergologije.
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6. ZAKLJUCAK

U izvedenim eksperimentima je pokazano da i1 prirodni i rekombinatni SAHH pokazuju
IgE reaktivnost sa serumima pacijenata alergi¢nih na bananu.

Imunoblotom sa serumima pacijenata alergicnih na kivi, ljulj 1 lateks je utvrdeno da SAHH
ucestvuje u ukrStenoj reaktivnosti.

In silico analizom je potvrdeno prisustvo pet visoko konzerviranih linearnih B ¢elijskih
epitopa, 1 utvrdeno je postojanje T-Celijskih epitopa.

Moze se smatrati da je SAHH novi biljni panalergen odgovoran za mnoge ukrstene reakcije
¢ak 1 izmedu nesrodnih polena i biljnih izvora nutritivnih alergena.

Potvrdeni B-¢elijski epitopi 1 T-Celijski epitopi mogu imati znacaja u razvoju ,,Component-
resolved* dijagnostike za preciznije utvrdivanje stvarnih i ukrStenih alergija, a bitni su i za razvoj
vakcina za ASIT, jer nose manji rizik od razvoja anafilaksije.
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7. MATERIJAL I METODE

7.1 Priprema alergenih ekstrakta

7.1.1 Priprema ekstrakta banane

Plod zrele banane kupljen u lokalnoj prodavnici je upotrebljen za dobijanje proteinskog
ekstrakta. Banana i pufer za ekstrakciju (1% polivinilpolipirolidon (PVPP), 0,01% NaNs, 0,01%
CaClz, 5 mM Na-L-askorbat, 50 mM NHsHCOg, pH 8.5) pomesani su u odnosu 1:2 m/V. Nakon
homogenizacije u blenderu 1 min, meSanja na magnetnoj mesalici 2h, 4°C, centrifugiranja 30 min
na 6000 x g, dobijen je sirovi ekstrakt koji je do koriS¢enja cuvan na -20°C.

Pufer za ekstrakciju (50 mM NHsHCOs3, 1% PVPP, 0,01% NaNs, 0,01% CaCl,, 5 mM Na-
L-askorbat, pH 8.5)

NH4HCOs3 2,379
PVPP 6,00 g
NaN3 0,609
CaCl; 0,60 ¢
Na-L-askorbat 0,60 g
dH20 do 600mL

7.1.2  Priprema ekstrakta kivija

Proteinski ekstrakt kivija pripremljen je kori¢enjem ploda kivija (Actinidia deliciosa) koji
je kupljen u lokalnoj prodavnici. Odnos polaznog materijala i ekstrakcionog pufera (1%
polivinilpolipirolidon (PVPP), 0,01% NaN3, 0,01% CaCl,, 5 mM Na-L-askorbat, 50 mM
NH4HCOs, pH 8,0) je 1:2 m/V. Homogenizacija je izvedena u blenderu u trajanju od 1min.
Homogenat je meSan 2 h na magnetnoj mesalici na 4°C, a zatim centrifugiran 30min na 6000 x g.
Dobijeni supernatanti su dalje koriS¢eni kao sirovi ekstrakti a cuvani su na -20°C.

7.1.3  Priprema ekstrakta polena ljulja

Za pripremu ekstrakta koriS¢en je polen ljulja (Lolium perenne) dobijen od Instituta za
virologiju, vakcine i serume, Torlak. Polen je ekstrahovan rastvorom PBS-a u odnosu 1:10 (m/V)
preko no¢i na 4°C uz konstantno meSanje. Suspenzija je centrifugirana (5 min, 10000 rpm),
supernatant je cuvan na -20°C do upotrebe.

55



Tatjana Purasinovié¢ Doktorska disertacija
7.1.4 Rastvor lateksa

Ekstrakt lateksa (Hevea brasiliensis) dobijen je od Instituta za virologiju, vakcine i serume,
Torlak. Rastvor lateksa je dijaliziran naspram 20 mM NHsHCO3 pH 7.8 tokom 2 h uz meSanje
nakon ¢ega su uzorci liofilizovani i ¢uvani do upotrebe.

7.2 Koncentrovanje proteina

U cilju obogacivanja proteinske frakcije koja sadrzi SAHH u ekstrakt banane je dodavan
amonijum-sulfat ili su uzorci liofilizovani.

7.2.1 Koncentrovanje proteina precipitacijom amonijum-sulfatom

Proteini su iz ekstrakta koncentrovani precipitacijom pomoc¢u amonijum-sulfata. Prvo je
postignuto zasi¢enje od 0-20%. Kristali amonijum-sulfata su spraseni u avanu i uz mesanje
dodavani u ekstrakt banane do postizanja zasi¢enja 20%. Ekstrakt je ostavljen na 4°C preko no¢i,
a zatim centrifugiran 30 min na 6000 rpm. Talog je odbacen a u supernatant je dodavan spraseni
amonijum-sulfat do zasi¢enja od 70%. Nakon centrifugiranja 30 min na 6000 rpm talog je
rastvoren u minimalnoj koli¢ini 20mM NH4HCO3, pH 8,5. Ovom metodom su pored
koncentrovanja proteina, zasi¢enjem 20-70% uklonjene i interferirajue supstance kao $to su
polifenoli.

Koli¢ina dodatog amonijum-sulfata za postizanje Zeljenog zasi¢enja na 25°C racuna se po
formuli

_ 536(x —x0)
9=700-027x

gde je x - % finalnog zasicenja, x0 - %pocetnog zasi¢enja, g — grami amonijum-sulfata za
1L rastvora.
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Tabela 12. Koli¢ina amonijum-sulfata potrebna za pravljenje zasic¢enja

Doktorska disertacija

Finalno zasicenje

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 Y5 80 8 90 95 100
Pocetni
% Koli¢ina amonijum sulfata (gr) koju treba dodati za litar rastvora na 20°C
zasi¢enja

0 113 144 176 208 242 277 314 351 390 430 472 516 561 608 657 708 761

5 85 115 146 179 212 246 282 319 358 397 439 481 526 572 621 571 723

10 57 86 117 149 182 216 251 287 325 364 405 447 491 537 584 634 685

15 28 58 88 119 151 185 219 255 293 331 371 412 456 501 548 596 647

20 0 29 59 89 121 154 188 223 260 298 337 378 421 465 511 559 609

25 0 29 60 91 123 157 191 228 265 304 344 386 429 475 522 571

30 0 30 61 92 125 160 195 232 270 309 351 393 438 485 533

35 0 30 62 94 128 163 199 236 275 316 358 402 447 495
40 0 31 63 96 130 166 202 241 281 322 365 410 457
45 0 31 64 98 132 169 206 245 286 329 373 419
50 0 32 65 99 135 172 210 250 292 335 381
55 0 33 66 101 138 175 215 256 298 343
60 0 33 67 103 140 179 219 261 305
65 0 34 69 105 143 183 224 267
70 0 34 70 107 146 186 228
75 0 35 72 110 149 190
80 0 36 73 112 152
85 0 37 75 114
90 0 37 76
95 0 38

7.2.2  Koncentrovanje proteina liofilizacijom

Nakon dijalize naspram 20 mM amonijum-bikarbonatnog pufera pH 8,5, tokom 2 h uz
mesanje na magnetnoj mesalici, uzorci su zamrznuti na -20°C u u ependorf tubama. Liofilizacija
je radena do suva, a pritisak u liofilizatoru je bio 0,11 mbar.

Rastvor 20 mM amonijum-bikarbonata pH 8,5

Amonijum-bikarbonat

1,58 ¢

dH20

do 1000 mL

7.3 PreciS¢avanje prirodnog SAHH

Ekstrakt banane dobijen na naéin opisan u odeljku 7.1.1 je bio polazni materijal za
izolovanje i precis¢avanje prirodnog SAHH. Precis¢avanje SAHH iz banane izvedeno je u dva
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hromatografska koraka koja su opisana u daljem tekstu, a to su: jonoizmenjivacka hromatografija
na Hi Trap SP FF koloni (V=1mL, GE Healthcare, Upsala, Svedska) 1 jonoizmenjivacka
hromatografija na Hi Trap QFF koloni (V=ImL, GE Healthcare, Upsala, Svedska).

7.3.1 Jonoizmenjivacka hromatografija na Hi Trap SP FF koloni

Uzorak koji je naneSen na jonoizmenjivacku hromatografiju na Hi Trap SP FF koloni (GE
Helthcare, Upsala, Svedska) je nakon rasoljavanja koncentrovan liofilizacijom. Liofilizovani
uzorak je hidratisan u 100 mM natrijum acetatnom puferu pH 5,0 i dijalizovan naspram istog
pufera preko noci. Pred samo nanosenje na kolonu uzorak je centrifugiran 10 min na 13400 rpm.

Radni puferi:

Pufer A (100 mM natrijum acetat pH 5.0)
Natrijum acetat | 6,256 g

Sir¢etna kiselina | 0,0237 g

dH20 1000 mL

Pufer B (100 mM natrijum acetat, 1 M NaCl, pH 5.0)
Natrijum acetat | 6,256 ¢
Sir¢etna kiselina | 0,0237 g

NaCl 58,49
dH20 1000 mL

Na sistem ,,Akta purifier (GE Healthcare, Upsala, Svedska) je postavljena kolona. Nakon
pripreme svakog od koris¢enih rastvora usledilo je cedenje kroz filter sa veli¢inom pora od 0,22
um i dezaeracija na radnoj temperaturi (sobna temperatura). Zapremina kolone je iznosila 1 mL,
gradijent elucije 15 kolonskih zapremina 0-100% pufera B a brzina protoka kroz kolonu 1 mL/min.
Na kolonu je nanoSeno po 1 mL pripremljenog uzorka.

7.3.2 Jonoizmenjivacka hromatografija na Hi Trap QFF koloni

Pul frakcija koje sadrze protein od interesa nakon SPFF hromatografije je dijalizovan
naspram 20 mM TRIS pufera pH 7,5 preko noci. Pred samo nanosenje na Hi Trap QFF kolonu
uzorak je centrifugiran 10 min na 13400 rpm. Kolona je prikacena na sistem za pre¢iS¢avanje
proteina ,,Akta purifier (GE Healthcare, Upsala, Svedska). Nakon pripreme svakog od koriéenih
rastvora usledilo je cedenje kroz filter sa veli¢inom pora od 0,22 um 1 dezaeracija na radnoj
temperaturi (sobna temperatura). Zapremina kolone je iznosila 1 mL, gradijent elucije 15
kolonskih zapremina 0-100% pufera B a brzina protoka kroz kolonu 1 mL/min. Na kolonu je
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nanoseno po 1 mL pripremljenog uzorka. Po zavrsSetku jonoizmenjivacke hromatografije frakcije
sa proteinom od interesa su pulovane i koncentrovane liofilizacijom.

Radni puferi:

Pufer A (20 mM TRIS pH 7,5)
TRIS 2,54
dH20 1000 mL

Pufer B (20 mM TRIS, 0,5 M NaCl, pH 7,5)

TRIS 259
NaCl 29,03 g
dH20 1000 mL

7.4 Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina je odredivana Bradford-ovom metodom u uzorcima u kojima se
nalazi smesa razli¢itih proteina, a U uzorcima u kojima se nalazi pre¢iSé¢en protein radeno je
spektrofotometrijsko odredivanje merenjem apsorbance na 280 nm (A280 nm), uz koriSéenje
specificnog ekstinkcionog koeficijenta odedenog na osnovu aminokiselinske sekvence proteina
(http://web.expasy.org/protparam).

7.4.1 Odredivanje koncentracije proteina Bradford-ovim reagensom

U kiseloj sredini boja Coomassie Brilliant Blue G250 se nekovalentno vezuje za
karboksilne grupe proteina pri ¢emu nastaje stabilni oblik molekula boje uz promenu apsorpcionog
maksimuma sa 465 nm na 595 nm i promene boje rastvora od braon do plave. Intenzitet boje je
proporcionalan koncentraciji proteina. Bradford-ov metod (198) se koristi za odredivanje
koncentracije proteina u maloj koli¢ini uzorka. Za rad su koriS¢ene mikrotitar plocice, a za
oCitavanje apsorbance ELISA c¢ita¢. Apsorbanca je merena na 595 nm.

Standardna prava je konstruisana koriS¢enjem niza razblazenja BSA u 0,15M NacCl.
Koncentracije proteina koris¢ene za konstruisanje standardne prave i koli¢ina uzorka za makro i
mikro metodu, prikazane su tabelarno. Apsorbanca je o€itavana nakon 15 minuta inkubacije.

Nakon rastvaranja boje u 95% etanolu, dodata je ortofosforna kiselina, a odgovarajuca
zapremina je postignuta dodavanjem destilovane vode. Na ovaj nacin je dobijen 5 x koncentrovan
rastvor, koji je pre upotrebe razblazen i proceden nekoliko puta kroz filter papir koji je nabran

59


http://web.expasy.org/protparam

Tatjana Purasinovié¢ Doktorska disertacija

kako bi mu se povecala povrSina. Radni rastvor Bradford-ovog reagensa je braon boje. Govedi
serum albumin (BSA) je kori$éen za izradu standardne prave.

Bradford-ov reagens
CBB G250 | 250 mg
95% etanol | 50 mL
96% ortofosforna kiselina | 100 mL
dH20 | do 200 mL

Pocetni rastvor za makro Bradford-ovu metodu (1 mg/mL BSA)
BSA 10 mg
0,15 M NaCl do 10 mL

Pocetni rastvor za mikro Bradford-ovu metodu (0,1 mg/mL BSA)
BSA 1 mg
0,15 M NacCl do 10 mL

U tabelama 13 i 14 su prikazane koli¢ine osnovnog rastvora BSA i vode potrebne za
pripremu finalnih koncentracija BSA za izradu standardne prave za makro i mikro Bradford-ovu
metodu.

Tabela 13. Rastvori potrebni za izradu standardne prave makro metodom po Bradford-u

Osnovni rastvor BSA za Finalna koncentracija BSA
makro Bradford-ovu metodu [pL] dH20 [uL] [
100 0 1,00
75 25 0,75
50 50 0,50
25 75 0,25
10 100 0,10
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Tabela 14. Rastvori potrebni za izradu standardne prave mikro metodom po Bradford-u

Osnovni rastvor BSA za Finalna koncentracija BSA
makro Bradford-ovu metodu [pL] dH20 [uL] ]|
100 0 0,100
75 25 0,075
50 50 0,050
25 75 0,025
10 100 0,010

U tabelama 15 i 16 prikazane su potrebne koli¢ine standardnih rastvora BSA navedenih
finalnih koncentracija za izradu standardne prave za makro i mikro metodu.

Tabela 15. Standardna prava za makro Bradford-ovu metodu

Finalna koncentracija Zapremina standarda Bradford-ov reagens
BSA [mg/pL] BSA za makro Bradford-ovu (L]
metodu [pL] "

1,00 5 200

0,75 5 200

0,50 5 200

0,25 5 200

0,10 5 200

Tabela 16. Standardna prava za mikro Bradford-ovu metodu

Finalna koncentracija Zapremina standarda Bradford-ov reagens
BSA [mg/pL] BSA za mikro Bradford-ovu (L]
metodu [pL] "

0,100 20 200

0,075 20 200

0,050 20 200

0,025 20 200

0,100 20 200
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7.4.2 Odredivanje koncentracije proteina spektrofotometrijski merenjem A2gonm

Na osnovu formule Azgonm = a X b X €, izraunata je koncentracija proteina, pri ¢emu je:
A2gonm - izmerena apsorbanca na 280 nm talasne duZine

a - ekstinkcioni koeficijent (mL/(mg x cm))

b - duzina optickog puta

¢ - koncentracija proteina u uzorku (mg/mL)

Ekstinkcioni koeficijent proteina je dobijen koriS¢enjem poznate aminokiselinske sekvence
I http://web.expasy.org/protparam programa.

Tabela 17. Ekstinkcioni koeficijenti SAHH

Alergen banane Ekstinkcioni koeficijent Ekstinkcioni koeficijent
[M-tcm1] [mL gtcm]
SAHH 60110 za oksidovan cistein (-S-S-) 1.133 za oksidovan cistein (-S-S-)
59360 za redukovan cistein (-SH) 1.119 redukovan cistein (-SH)

7.4.3 Odredivanje koncentracije proteina kori§¢enjem eseja sa bicinhoninskom kiselinom
(BCA)

Proteini redukuju Cu (II) u Cu (I) u alkalnoj sredini proporcionalno koncentraciji.
Bicinhoninska kiselina je visoko specifi¢ni hromogeni reagens za Cu (I) sa kojim pravi kompleks
¢iji je apsorpcioni maksimum na 562 nm. Izmerena apsorbanca je direktno proporcionalna
koncentraciji proteina. Rastvor BSA koncentracije 200 pg/mL je razblazen destilovanom vodom
do finalnih koncentracija 0 pg/mL, 0,5 pg/mL, 1 pg/mL, 2,5 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20
pg/mL 140 pg/mL za izradu standardne prave. Radni reagens se priprema dodavanjem 1 mL 4%
rastvora bakar-sulfat pentahidrata u 49 mL rastvora bicinhoninske kiseline. U mikrotitarsku plo¢u
odmereno je 200 pL radnog reagensa, dodato 25 pL standarda, odnosno 25 pL uzorka, inkubirano
60 min na 37°C, nakon ¢ega je merena apsorbanca na 562 nm i konstruisana standardna prava. Svi

standardni rastvori kao i uzorci se rade u duplikatu.

7.5 Elektroforetske tehnike

7.5.1 Agarozna elektroforeza

Sva elektroforetska razdvajanja su radena na Peqlab (Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Nemacka) horizontalnom sistemu za elektroforezu prema uputstvim proizvodaca. Za elektroforezu
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je koris¢ena peqGREEN boja (Peqlab) i 1 kb DNK markeri (Thermo Scientific) prema uputstvima
proizvodaca. Rastvori potrebni za izvodenje agarozne elektroforeze:

TAE pufer (50 x), pH 8,0

Tris 48,4 ¢
Glacijalna siréetna kiselina 11,42 mL
0.5 M EDTA 20 mL
dH20 do 200 mL

Za rad se koristi TAE pufer 1 x koji se neposredno pre upotrebe pravi iz Stoka.
1 % agaroza

Agaroza 19
TAE pufer (1x) do 100 mL
Postupak:

Rastopljena 1% agaroza sa dodatom peqGREEN bojom je razlivena na plo¢u za
elektroforezu, u koju su, prethodno, ubaceni ¢esljevi za bunare i ostavljena je da o¢vrsne. Nakon
formiranja gela, izvadeni su cesljevi, pa je ploca sa gelom stavljena u kadu za elektroforezu i
prelivena TAE puferom (1X). Uzorci su pomesani sa peqGREEN bojom u odnosu 5:1 (v:v) i naneti
na gel. Elektroforeza je radena na 80 V, oko 60 minuta, dok front boje nije stigao na oko 1 cm od
donje ivice gela. Nakon zavrsetka elektroforeze, gel je analiziran koris¢enjem UV svetla.

7.5.2 Natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (SDS PAGE)

Originalni Laemli-jev protokol je koris¢en za razdvajanje proteina PAG elektroforezom
(226). Za elektroforetska razdvajanja proteina korisé¢ena je Hoeffer SCI aparatura prema uputstvu
proizvodaca. U radu su koriS¢eni molekulski markeri masa od 14.4 to 116 kDa (ThermoFischer,
SAD). Radena je SDS PAG elektroforeza u redukuju¢im uslovima.

Rastvori koris¢éeni za SDS PAGE:
1. 30% rastvor akrilamida

Akrilamid 58,4 ¢
Bisakrilamid 1649
dH20 do 200 mL
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2. Pufer za gel za razdvajanje uzoraka (1,5 M Tris-HCI, pH 8,8)

Tris

18,15 g

dH20

do 100 mL

3. Pufer za gel za koncentrovanije uzoraka (0,5 M Tris-HCI, pH 6.8)

Tris 30
dH20 do 50 mL
4. Rastvor SDS-a (10%)
SDS 1lg
dH20 do 10 mL
5. Rastvor APS-a (10%)
APS 01g
dH20 do 10 mL

6. n-butanol zasi¢en vodom (pufer za nadslojavanje gela za razdvajanje uzoraka)

n-butanol

150 mL

dH20

50 mL

7. Pufer za SDS PAGE (0,25 M Tris, 0,192 M glicin, 0,1% SDS, pH 8,3)

Tris 39

Glicin 1444

SDS 1g

dH20 do 1000 mL
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8. Pufer za pripremu uzoraka (5 x PUZ) (60 mM Tris, pH 6,8, 25% glicerol, 2% SDS, 14,4 mM

2-merkaptoetanol, 0,1% bromfenol plavo)

0.5 M Tris, pH6.8 1,2 mL
98% glicerol 5mL
10% SDS 2mL
2-merkaptoetanol 0,5mL
1% bromfenol plavo 1mL
dH20 do 10 mL

9. CBB boja za elektroforezu (0,1% CBB, 50 %-tni metanol, 10%-tna siréetna kiselina)

CBB Gili R 250 0,1g
Metanol 50 mL
Sir¢etna kiselina 10 mL
dH20 do 100 mL

10. Rastvor za obezbojavanje (7%-tna siréetna kiselina)

Siréetna kiselina

7 mL

dH>0

do 100 mL

Tabela 18. Rastvori potrebni za pripremu poliakrilamidnog gela za razdvajanje (10mL)

Finalna koncentracija gela z arazdvajanje %

Rastvor 8 9 10 11 12 13 14 15 16
30% rastvor akrilamida [mL] 2,67 30 3,33 3,67 40 433 4,67 50 5,33
1,5M Tris-HCI, pH 8,8 [mL] 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
dH20 [mL] 4,67 433 40 367 333 30 2,67 233 20
10% SDS [pL] 100 100 100 100 100 100 100 100 100
10% APS [pL] 75 75 75 75 75 75 75 75 75
TEMED [pL] 4 4 4 4 4 4 4 4 4

65



Tatjana Purasinovié¢ Doktorska disertacija

Tabela 19. Rastvori potrebni za pripremu poliakrilamidnog gela za koncentrovanje:

Finalna koncentracija gela za koncentrovanje

Rastvor 10 9 8 7 6 5 4 3
30% rastvor akrilamida [mL] 1,33 1,20 1,06 0,93 0,80 0,67 0,53 0,40
0,5 M Tris-HCI, pH 6,8 [mL] 2,50 2,25 2,00 1,75 1,50 1,25 1,00 0,75
dH20 [mL] 6,0 54 48 42 3,6 3,0 24 1,8
10% SDS [pL] 100 90 80 70 60 50 40 30
10% APS [pL] 50 45 40 35 30 25 20 15
TEMED [pL] 2 2 2 2 2 2 2 2

Staklene plo¢e dimenzija 140 x 80 X 1mm su postavljene na odgovarajuce nosace i nalivene
gelom za razdvajanje, koji je nadslojen zasi¢enim rastvorom n-butanola. Ploce su ostavljene na
sobnoj temperaturi da gel ispolimerizuje, nakon cega je rastvor n-butanola ispran vodom.
Postavljen je ¢esalj za elektroforezu (d - 1 mm) i dodat rastvor za koncentrovanje uzorka. Po
zavrsetku polimerizacije, izvaden je ¢eSalj, naneti su prethodno pripremljeni uzorci pa je sistem za
elektroforezu uronjen u kadu sa puferom. Uzorci i pufer za pripremu uzoraka su ispipetirani u
ependorf tube i zagrevani na 95°C Smin, nakon ¢ega su naneti na gel (do 30 uL). Elektroforeza je
tekla na 80 V do ulaska brom fenol plavog (BFP) u gel za razdvajanje, a zatim je napon povecan
na 250 V i elektroforeza je tekla dok brom fenol plavo ne stigne do 1 cm od kraja gela. Na kraju
elektroforeze, sistem je iskljucen, rasklopljen i gel pazljivo prebacen u posudu. Gel je obojen
dodatkom rastvora boje, tokom 15 minuta, a zatim je obezbojavan pomocu 7% siréetne kiseline
(rastvor za obezbojavanje).

7.6 Izoelektrofokusiranje 1 2D elektroforeza prec€iScenih proteina

Prvi korak u izvodenju 2D elektroforeze je izoelektrofokusiranje (IEF), a zatim prethodno
opisana SDS PAGE. Za potrebe nasih eksperimenata, radena je IEF u denaturi$u¢im uslovima. Za
potrebe eksperimenta, pripremljeni su sledeci rastvori:

Gel za izoelektrofokusiranje

30% akrilamid | 3,75 mL
amfoliti 1,2mL
dH20 9,9 mL
TEMED. 12 uL
APS 75 uL
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Poliakrilamidni gel sa inkorporiranim amfolitima je naliven izmedu ploc¢a dimenzija 8 x13
cm, debljine 0,75 mm i ostavljen da polimerizuje.

Katodni rastvor (150 mM NaOH)
NaOH 0,39
dH20 do 50 mL

Pre koriS¢enja potrebno je ohladiti do kljuc¢anja zagrejan katodni rastvor.

Anodni rastvor (75 mM H»SO4)
H2SO4 0,21¢g
dH20 do 50 mL

Potrebno je da se iseku papirne elektrode tako da budu iste duzine kao i gel na koji nalezu.
Elektrode se natapaju katodnim, odnosno anodnim rastvorom i postavljaju se paralelno.
Izoelektrofokusiranje je izvedeno pod uslovima navedenim u tabeli 20.

Tabela 20. Uslovi izoelektrofokusiranja

Napon (V) Vreme (min)

800 30 (ucilju
predfokusiranja)

Naneto je po 30 pL uzorka

400 10
600 10
800 30
1000 10
1200 S

Izoelektrofokusiranje se izvodi u duplikatu na sistemu koji obezbeduje temperaturu od 4°C
tokom celog postupka. Po zavrsetku IEF, deo gela gela bez nanetog uzorka je iskoris¢en za
odredivanje pH gradijenta. Nakon 5 minuta ispiranja destilovanom vodom ovaj deo gela je isecen
na tracice debljine 1 cm, od katode ka anodi, a one su dalje iseCene na komade 1 x 0,5 cm 1
prebacene u epruvete sa 2 mL destilovane vode koja je prethodno prokuvana. Merenjem pH
vrednosti u epruvetama sa tra¢icama dobijen je pH gradijent koji je koris¢en za odredivanje pl
vrednosti.
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Fiksacioni rastvor za fiksiranje proteinskih traka nakon IEF (0,3 m/V TCA)
TCA 159
dH20 do 50 mL

Proteinske trake su fiksirane 1 h pomocu rastvora za fiksiranje. Gel je ispran dH.O i
ostavljen preko no¢i u dH20. Nakon toga su proteinske trake obojene po postupku opisanom u
odeljku 7.5.2.

Dvodimenzionom elektroforezom se proteini u prvoj dimenziji razdvajaju
izoelektrofokusiranjem, a u drugoj SDS-PAG elektroforezom Nakon izoelektrofokusiranja ise¢ena
je traka debljine 1 cm tako da zahvata celokupnu duzinu od anode do katode. Destilovanom vodom
se ispira traka tokom 5 minutanakon ¢ega je radena ekvilibracija trake u prethodno pripremljenom
puferu za ekvilibraciju. Ekvilibracija je trajala 45 minuta uz dve izmene pufera.

Pufer za ekvilibraciju (5 x)

Merkaptoetanol 10 mL
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 | 12,5 mL
10% SDS 46 mL
85% glicerol 20 mL
dH20 200 mL

Po zavrSetku ekvilibracije, traka je naneSena na gel koji je pripremljen kao za klasicnu
SDS-PAGE, tako Sto je napravljen jedan bunar ¢ija Sirina odgovara duzini ekvilibrisane trake.
Osim ovog, Sirokog bunara u koji se pozicionira ekvilibrisana traka sa prve dimenzije, prave se 1
dodatni, klasi¢ni bunari u koje se nanose uzorak pre izoelektrofokusiranja i proteinski markeri.
SDS-PAGE se dalje izvodi po opisanoj proceduri.

7.7 Odredivanje p/ rekombinantne SAHH

Posle zaveSene prve dimenzije iseCene traice gela dimenzija 1 x 0,5cm su resuspendovane
u vodi i izmerene su pH vrednosti. Napravljena je standardna prava na osnovu koje je izraCunata
pl vrednost.

Jednacina standardne prave:
y =0,8738 x —1,9721

Po zavrsetku druge dimenzije izmereno je rastojanje trake koja odgovara rekombinantnoj
SAHH od katode i ono je iznosilo 3,12 cm (uzete su u obzir dimenzije posle prve dimenzije i
shodno tome je preracunato rastojanje).
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Standardna prava za odredivanje p/ vrednosti proteina u 2D PAGE

y=0,8738x-1,9721 o

rastojanje (cm)

pH

7.8 Gel filtracija

Molekulska masa rSAHH je odredena gel filtracijom na Superdex 75 PC 3.2/30 koloni
(dimenzije 3,2 x 300 mm; Cv 2.4 mL; prose¢na veli¢ina Cestica 13 um; Pharmacia Biotech,
Uppsala, Svedska) na AKTA 10 HPLC sistemu (Pharmacia Biotech). Kao molekulski markeri
korsiceni su: lizozim iz belanceta kokosijeg jajeta (14.3 kDa), ovalbumin (42.7 kDa), govedi serum
albumin (66 kDa) i B-glukuronidaza (290 kDa) kupljeni od Sigma Aldrich, St. Louis, SAD, i -
glukanaza iz banane (35 kDa) koja je rekombinantno proizvedena u E. coli u nasoj laboratoriji
(227). Molekulski markeri su rastvoreni u 50 mM natrijum fosfatnom puferu, koji sadrzi 150 mM
NaCl, pH 7,0 (elucioni pufer). Pre analize svi rastvori su dezaerisani i profiltrirani kroz 0.22 pm
filter. PreciS¢ena rSAHH je dijalizovana naspram istog pufera na sobnoj temperaturi 30 minuta,
centrifugirana 10 min na 13 400 rpm na Eppendorf miniSpin centrifugi, pa je bistar, bezbojan
supernatant nanet na kolonu. Na kolonu je naneto 50 uL uzorka (12.5 pg SAHH ili 50 ug
molekulskih markera). Separacija je radena sa 3.6 mL elucionog pufera uz protok od 0,02 mL/min.
Molekulski markeri su razdvojeni pojedinac¢no pod istim uslovima, nakon ¢ega je napravljena
kalibraciona prava. Hromatografija je pra¢ena na 280 nm, a hromatogrami su analizirani pomoc¢u
Unicorn 5.31 softvera (Pharmacia Biotech).
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7.9 Masena spektrometrija SAHH

7.9.1 Priprema SAHH uzoraka za analizu masenom spektrometrijom: tripsinska digestija
proteina

Masena spektrometrija i analiza u Mascot server™ bazi podataka je kori$éena za analizu
fragmenata pre¢is¢ene rfSAHH i nSAHH. Nakon SDS PAGE, proteinske trake obojene CBB
bojom su pazljivo izdvojene iz poliakrilamidnog gela i propremljene za tripsinsku digestiju prateci
protokol opisan u Shevchenko et al., 2007. Kako bi se izbegla kontaminacija keratinom potrebno
je isecanje iz gela raditi Cistim skalpelom uz upotrebu rukavica. Ise¢ene trake su prebacene u
mikrocentrifu§ke tube, pa je radena redukcija u gelu, alkilacija i obezbojavanje. Proteinske trake
su obezbojene u 100 mM amonijum bikarbonat/acetonitril rastvoru (1:1, vol/vol) i redukovane
pomocu 10 mM ditiotreitola (DTT) 30 min na 56°C. Nakon toga trake su alkilovane sa 55 mM
jodoacetamid rastvora (Sigma-Aldrich, St. Louis, Misuri, SAD) i digestovane tripsinom (Promega
V5113, Madison, Viskonsin, SAD) preko no¢i na 37°C (228).

7.9.2 Masena spektrometrija

Nakon tripsinske digestije uzorci su analizirani na EASY-nLC povezan sa Orbitrap Q-
Exactive HF Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scien-tific, San Hose, Kalifornija, SAD).
Pripremljeni uzorci su ubaceni u rastvor A (0,1% mravlja kiselina) na dve kolone koje se sastoje
od 100 ID, predkolone od 3 cm napunjene sa Reprosil-Pur 120 C18-AQ (5 um; Dr. Maisch) i 75
ID, 18 cm analiti¢ke kolone napunjene sa Reprosil-Pur 120 C18-AQ (3 pum; Dr. Maisch). Peptidi
su eluirani gradijentom rastvora B (95% acetonitril, 0,1% mravlja kiselina), 2% B do 34% B tokom
10 min, 34% B do 100% B tokom 8 min. MS je snimljen sa rezolucijom od 60,000 i opsegom
skeniranja od 350 - 1600 m/z. MS/MS je dobijen kao prvih 12 sa rezolucijom od 30,000 i
izolacionim otvorom od 1,2 m/z i dinamickim isklju¢enjem od 3s. Dobijeni MS/MS spektar je je
analiziran kori§éenjem Mascot Servera™. Kriterijumi pretrege su bili 5 ppm za jone prekursora i
0,1 Da za jone fragmenta. Tip sprovedene pretrage je: MS/MS pretraga jona sa karbamidometil
(cistein) fiksnom modifikacijom i oksidacijom (metionin) kao varijabilnom modifikacijom.
Pretraga baza je radena koris¢enjem baze podataka za Musa acuminata (preuzeta 25 jula 2022 sa
Uniprot.org) za koju je dodata uobicCajena Repository of Adventitous Proteins (cRAP), (baza
podataka za uobiCajene kontaminiraju¢e fragmente), http://www.thegpm.org/crap/index.html.
Masena spektrometrija je radena na Department of Biochemistry and Molecular Biology,
University of South Denmark, Odense, Denmark.

7.10 CD (circular dichroism) analiza rSAHH

Za procenu sekundarne strukture preciS¢enog rSAHH, sniman je CD spektar na 25°C na
spektrofotometru Jasco J-815 A (Jasco, Tokio, Japan). Merenje je izvrSeno u kiveti Sirine 0,5 mm
u dalekoj UV oblasti (180 - 260 nm). Podaci su prikupljeni u intervalu od 0,1 nm pri brzini od 50
nm/min. Rezultati su prikazani kao srednja vrednost tri merenja uz korekciju osnovne linije prema
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blank uzorku. Nakon pre¢iS¢avanja, uzorak SAHH koncentracije 0,25 mg/mL je dijalizovan uz
mesanje 3 h naspram 20 mM TRIS pufera napravljenog sa miliQ vodom pH 8,0 uz dodatak 5%
glicerola.

7.11 Imunohemijske tehnike- Imunoblot

Precisc¢eni prirodni (8,4 pug po bunaru) i rekombinantni (8 pg po bunaru) SAHH su prvo
razdvojeni pomocu SDS-PAGE (226) a zatim je raden polu-suvi transfer proteina iz gela na
nitroceluloznu membranu (Serva, Hajdelberg, Nemacka). Membrana je kapilarno nakvasena prvo
u vodi a zatim u puferu za blot. Gel je ispran vodom i ostavljen u puferu za blot 5 min. Sklopljen
je sendvic tako Sto je na pozitivnu grafitnu elektrodu stavljen prvo filter papir, zatim nitrocelulozna
membrana, gel i drugi filter papir. Iz sendvica je istisnut visak pufera pa je postavljena negativna
grafitna elektroda. Dimenzije filter papira i gela moraju biti identi¢ne. Transfer je raden 60 min sa
jac¢inom struje 2 mA/cm?. Transferovani proteini na membrani su provereni bojenjem sa 0,5%
Ponceau-S u 5% siréetnoj kiselini.

Puferi za elektrotransfer (25 mM Tris, 192 mM glicin, 20% metanol, pH 8,3):

TRIS 1549
GLICIN 729

SDS 059
Metanol 100 mL
dH20 do 500 mL

Rastvor boje Ponceau-S

Ponceau S 0,059
glacijalna sir¢etna kiselina 2,5mL
dH20 do 50 mL

7.11.1 Detekcija proteina u imunoblotu (opsti protokol)

Razvijanje imunoblota je izvedeno na nitroceluloznoj membrani sa transferovanim
proteinima. NC membrana je obezbojena u tTBS, 10 min, a nakon toga blokirana u 5%
odmas¢enom mleku (u tTBS-u), 1 h na sobnoj temperaturi uz mesanje. Nakon toga membrana je
ispirana tTBS-om (3 x 10 min) i postavljena da se inkubira sa prethodno optimizovanom koli¢inom
primarnog antitela (serumi pacijenata alergi¢nih na bananu razblazeni 0,5% odmas¢enim mlekom
u odnosu 1:3, v:v) preko noéi na +4°C. Nakon primarnog antitela ponovljeno je ispiranje (tTBS, 3
x 10 min) pa je membrana inkubirana u rastvoru sekundarnih antitela (mi$ja monoklonska anti
humana IgE antitela obelezena alkalnom fosfatazom (1:1000, v:v, Sigma-Aldrich, St.Louis,
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Misuri, SAD), 1 h na sobnoj temperaturi uz mesanje. Nakon ispiranja tTBS-om (3 x 15 min) i
TBS-om (1 x 15 min), trake su vizuelizovane inkubiranjem u rastvoru NBT-a i BCIP-a (Sigma-
Aldrich, St.Louis, Misuri, SAD) u odnosu 9:1 do pojave ljubicaste boje.

Detekcija 6His taga je izvrSena po opisanom protokolu tako $to su kao primarna koris¢ena
misja monoklonska anti-His antitela (1:3000, v:v, Sigma-Aldrich, St.Louis, Misuri, SAD), a kao
sekundarna anti-misja IgG antitela obelezena alkalnom fosfatazom (1:5000, v:v, Sigma-Aldrich,

St.Louis, Misuri, SAD).

Rastvori:

TBS (20 mM Tris, 0,9% NaCl, pH 7.4)

TRIS 2,42 g
NaCl 99
dH20 1L

tTBS (20 mM Tris, 0,9% NaCl, 0,2% Tween, pH 7.,4)

Tween 20

1,0 mL

TBS

do 500 mL

Rastvor za blokiranje (5% odmaséeno mleko u tTBS)

Odmasc¢eno mleko u prahu

5¢

tTBS

do100 mL

Rastvor za razblaZzivanje antitela (0,5% odmaséeno mleko u tTBS)

tTBS

do100 mL

Odmasc¢eno mleko u prahu

059

Pufer za alkalnu fosfatazu (100 mM TRIS, 100 mM NaCl, 5 mM MqCl,, pH 9,5

TRIS 121g

NaCl 0,585¢g
MgClz x 5 H20 0,19

dH20 100 mL
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Stok rastvor NBT-a
NBT 50 mg

Dimetil formamid 1mL

Stok rastvor BCIP-a
BCIP 50 mg
dH20 1mL

7.11.1 Detekcija IgE reaktivnosti prirodnog i rekombinantnog SAHH proteina u imunoblotu

IgE reaktivnost prirodnog i rekombinantnog SAHH je detektovana u imunoblotu.
Prec¢is¢eni prirodni i rekombinantni SAHH (8,4 i 8 pg/bunaru) su razdvojeni SDS-PAG
elektroforezom na 12% gelu i transferovani na nitroceluloznu membranu (Serva, Heidleberg,
Nemacka). Nakon blokiranja membrane pomocu tTBS (Tween Tris puferovan fizioloski rastvor,
20 mM Tris, pH 7,4; 0,9% NaCl, 0,2% Tween 20) koje sadrzi 5% obrano mleko tokom 2 h na
sobnoj temperaturi, membrana je inkubirana sa pulom pripremljenim od 12 seruma pacijenata
alergi¢nih na bananu. Pul seruma je razblazen 0,5% obranim mlekom u tTBS (razblazenja 1:3;
v:v). Inkubacija je trajala preko no¢i na 4°C. Nakon ispiranja membrana je inkubirana sa misjim
monoklonskim anti humanim IgE antitelom obelezenim alkalnom fosfatazom (1:1000, v:v, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Misuri, SAD). Vizuelizacija SAHH specifi¢ne reaktivnosti je postignuta
koris¢enjem supstrata BCIP/NBT (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phospate/Nitro blue tetrazolium,
Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD).

7.11.2 Dot blot

PreciS¢eni nativni uzorak rSAHH (1,6 pg/bunaru) je vakumom adsorbovan direktno na
prethodno vodom nakvasenu nitroceluloznu membranu. Dalji postupak razvijanja je nastavljen sa
serumima 12 pacijenata alergi¢nih na bananu ve¢ opisanim postupkom.

7.12 Proizvodnja i1 pre¢iS¢avanje rekombinantnog SAHH

7.12.1 Priprema ¢vrstih i te¢nih podloga i antibiotika

Za pripremu podloga koriS¢ene su supstance koje su proizvedene na Institutu za
virusologiju, vakcine i serume Torlak. Nakon rastvaranja sastojaka podloge, pH je podeSen na 7,4
i podloga je autoklavirana 20 minuta na temperaturi od 121°C i pritisku od 103.5 kPa. Nakon
autoklaviranja podloga je ohladena ispod 50°C 1 u nju su dodati odgovarajuci antibiotici.
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Luria-Bretani (LB) — te¢na podloga

Tripton 109
Ekstrakt kvasca 50
NaCl 109
dH20 dolL

Luria-Bretani agar (LA) - &vrsta podloga

Tripton 109
Ekstrakt kvasca 59
NaCl 10 g
Agar 159
dH20 dolL
7.12.2 Rastvori antibiotika
Rastvor ampicilina:
Sastav $tok rastvora ampicilina:
Ampicilin — natrijumova so 100 mg
dH20 1mL

Doktorska disertacija

Natrijumova so ampicilina je rastvorena u dejonizovanoj vodi i rastvor je sterilno proceden
kroz filter od 0,2 uM. Alikvoti antibiotika su ¢uvani na -20°C do upotrebe. Radna koncentracija
rastvora ampicilina je pravljena direktnim razblazivanjem tecnom podlogom do finalne
koncentracije od 100 mg/L.

Rastvor kanamicina:

Sastav Stok rastvora kanamicina;:

Kanamicin

15mg

dH-.0

1mL
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Cvrsti kanamicin je rastvoren u dejonizovanoj vodi i rastvor je sterilno proceden kroz filter
od 0,2 uM. Antibiotik je alikvotiran i ¢uvan na -20°C do upotrebe. Radna koncentracija rastvora
kanamicina je pravljena direktnim razblazivanjem tecnom podlogom do finalne koncentracije od
15 mg/L.

Rastvor hloramfenikola:

Sastav §tok rastvora hloramfenikola:

Hloramfenikol 25 mg
96% etanol 1mL

Hloramfenikol je rastvoren u 96% etanolu i sterilno proceden kroz filter od 0,2 um.
Procedeni rastvor je alikvotiran i ¢uvan na -20°C do upotrebe. Radna koncentracija rastvora
hloramfenikola je pravljena direktnim razblazivanjem te¢nom podlogom do finalne koncentracije
od 25 mg/L.

7.12.3 Priprema kompetentnih ¢elija

Kompetentne ¢elije su Celije pripremljene tako da mogu lako primiti stranu DNK i
inkorporirati je u svoj genom. Metode koje se najcescée koriste su hemijska sa kalcijum-hloridom
i elektroporacija. U ovom radu koris¢en je hemijski metod. Rastvori potrebni za ovaj postupak su:

o LB medijum
o 100 mM CaClz u vodi
o 100 mM CacClz u 10% glicerolu (v/v)

Svi rastvori moraju biti sterilni. Prekono¢na kultura ¢elija (bez antibiotika) je zasejana u
20 mL LB medijuma (takode bez antibiotika) i ostavljena na 37°C do postizanja ODeoo 0,3-0,5
(oko 3 h). Kultura je zatim stavljena na led 10 minuta i potom centrifugirana 10 min na 5000 rpm.
Talog éelija je resuspendovan u 10 mL 100 mM CaCl; i inkubiran 30 minuta na ledu. Celijska
suspenzija je ponovo centrifugirana na 5000 rpm tokom 10 minuta, talog je resuspendovan u 2 mL
100 mM CaClz u 10% glicerolu i ¢elije su alikvotirane (po 50 uL). Dobijene ¢elije se mogu odmah
koristiti za transformaciju ili se zamrzavaju u tecnom azotu i ¢uvaju na -70°C.

7.12.4 Transformacija kompetentnih Celija

Transformacija je proces pri kome celija, kroz celijsku membranu, direktno usvaja
egzogenu DNK. Transformacija se izvodi tako §to je u 50 uL sveze napravljenih (ili sveze
odmrznutih) ¢elija dodato 1 uL plazmidne DNK (na hladno), smeSa je pazljivo promesana
tapkanjem tube i celije su ostavljene 30 minuta na ledu. Zatim su celije termicki Sokirane
(heatshock) na 42°C u trajanju od 45 sekundi. Nakon toga, u tubu je dodat 1 mL LB-a, ¢elije su
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ostavljene 1 h na 37°C, uz meSanje (250 rpm), i zasejane se na ¢vrstu LB podlogu u koju su
prethodno dodati odgovaraju¢i antibiotici pomoc¢u eze po Drigalskom. Za transformaciju su
koris¢eni plazmidi pUC57-SAHH i pET-23Db .

7.12.5 Izolovanje pUC57-SAHH i pET-23b vektora iz DH5a ¢elija

Plazmidni konstrukti su izolovani iz transformisanih kolonija DHS5a ¢elija uz pomo¢
PeqGOLD Plasmid Miniprep Kit kompleta za izolovanje plazmida (Peglab, Nemacka) prema
uputstvima proizvodaca. Za izolovanje plazmida kori§¢ene su prekonoéne kulture dobijene
sterilnim zasejavanjem pojedinacnih kolonija u LB te¢nu podlogu sa ampicilinom (100 pg/mL) i
njihovim gajenjem preko noc¢i na 37°C, uz konstanto mesanje (250 rpm).

Postupak: 5 mL prekono¢ne kulture je centrifugirano (13 400 rpm, 1 min) da bi se ¢elije
odvojile od podloge. Talog ¢elija je resuspendovan u 250 pL pufera za resuspenziju uz mesanje na
vorteksu. Resuspendovanim ¢elijama je dodato 250 pL rastvora za lizu i celokupna smesa je
lagano izmeSana i ostavljena da odstoji na sobnoj temperaturi do liziranja ¢elija (30 - 60 sekundi).
Da bi se uklonile ometaju¢e komponente celija (proteini, lipidi, hromozomalna DNK 1 sl.),
¢elijskom lizatu je dodato 350 pL rastvora za neutralizaciju i lizat je momentalno izmesSan.
Neutralizovani lizat je centrifugiran (13 400 rpm, 10 minuta) kako bi se ometaju¢e komponente
istalozile. Nakon centrifugiranja bistar supernatant je odvaden i nanet na kolonu za pre¢is¢avanje
koja je potom centrifugirana (13 400 rpm, 1 min). Tecnost koja je prosla kroz kolonicu je
odbacena, a kolonica je isprana sa 2 x po 500 uL pufera za ispiranje sa 96 % ectanolom uz
centrifugiranje (13 400 rpm, 10 min). Nakon poslednjeg ispiranja sva te¢nost koja je prosla kroz
kolonu je odbacena, a kolona je prazna centrifugirana 1 minut na 13 400 rpm kako bi se u
potpunosti uklonio pufer za ispiranje. Vezana DNK je eluirana dodvanjem pufera za eluciju (50
uL) na membranu kolone i njenim naknadnim centrifugiranjem (1 minut na 13 400 rpm). Eluirana
prec¢iS¢ena DNK je koriS¢ena za dalji rad.

7.12.6 Digestija izolovanih pUC57-SAHH 1 pET-23b vektora

Nakon izolovanja plazmida pUC57-SAHH i pET-23b iz DH5a ¢elija radena je dupla
digestija sa restrikcionim enzimima: Ndel (CATATG) i Xhol (CTCGAG) u Tango Yellow 2x
puferu, po protokolu sa Thermo scientific sajta (https://www.thermofisher.com/rs/en/home.html).
Digestija je radena 8 h na 37°C nakon ¢ega su enzimi inaktivirani.

Zatim je uradena je horizontalna agarozna elektroforeza a geni za SAHH i pET-23b vektor
su preparativno iseceni, izolovani iz gela a njihova koncentracija izmerena pomoc¢u Nanodrop -
Thermo Scientific aparature je: [gen za SAHH] - 16,5 ng/uL i [pET-23b] - 6,4 ng/uL.
Radena je restrikcija pUC57-SAHH i pET-23b plazmida. Uzorci sa enzimima su inkubirani u
PCR-u na programu za restrikciju 8 h na 37 °C, a nakon toga je radena inaktivacija 20 min na
80°C.
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7.12.7 Ligacija gena za SAHH u pET-23b vektor

Ligacija SAHH gena u pET23-b vektor je izvedena u molarnom odnosu 3 : 1 koris¢enjem
T4 DNA ligaze i 10 x ligacionog pufera. Ligacija je radena 16 h na 16°C a zatim je ligaza
inaktivirana 20 minuta na 80°C.

7.12.8 Amplifikacija gena za SAHH reakcijom lan¢anog umnoZzavanja (colony PCR)

Kako bi se proverilo da li je gen ukloniran, skrining kolonija izraslih nakon transformacije
ligacionom smeSom pET23b-SAHH je raden umnozavanjem kolonija PCR reakcijom koristeci
prajmere specificne za T7 promotor (forward prajmer TAATACGACTCACTATAGGG) i T7
terminator (reversni prajmer GCTAGTTATTGCTCAGCGG). Za reakciju lan¢ane polimerizacije
koriS¢eni su Dream Taq polimeraza i TANGO YELLOW 2X pufer (Fermentas), prema uputstvu
proizvodaca. Pripremljen je PCR master miks sa T7 prajmerima i dodat u tube za PCR. Kolonije
su inkubirane po slede¢em programu: jedan ciklus na 94°C tokom 240 sec, 30 ciklusa (30 sec na
94°C, 30 sec na 51°C, 30 sec na 72°C) i jedan ciklus na 72°C tokom 600 sec. PCR reakcija je
analizirana agaroznom gel elektroforezom (1% gel).

7.13 Liziranje ¢elija

7.13.1 Liziranje ¢elija ultrazvukom

Po zavrSetku ekspresije, Celije su istaloZzene centrifugiranjem (10 min, 3000 rpm,
Eppendorf centrifuga 5430 R, Hamburg, Nemacka), resuspendovane u puferu 20 mM Tris, 300
mM NaCl, pH 7,4 (9 ml pufera/g ¢elija) i lizirane na ledu ultrazvukom (10 x 10 s, 25 W, Branson
sonifier 150). Supernatant je odvojen centrifugiranjem 5 min na 13400 rpm.

7.13.2 Liziranje ¢elija lizozimom

Po zavrSetku ekspresije, celije su istaloZzene centrifugiranjem (10 min, 3000 rpm,
Eppendorf centrifuga 5430 R, Hamburg, Nemacka), resuspendovane u puferu 20 mM Tris, 300
mM NaCl, pH 7,4 (9 ml pufera/g ¢elija) i inkubirane 30 min na 37°C uz dodatak lizozima finalne
koncentracije 0,5 mg/mL. Nakon 5 ciklusa zamrzavanja i odmrzavanja supernatant je odvojen
centrifugiranjem 5 min na 13400 rpm.

7.14. Optimizacija ekspresije rekombinantne SAHH

U cilju dobijanja $to veceg prinosa rSAHH proveren je uticaj temperature, koncentracije
dodatog IPTG i vremena indukcije. Jedna kolonija izrasla nakon transformacije na ¢vrstoj podlozi
je preneta u SmL LB medijuma sa dodatim antibioticima (100 pg/mL ampicilin, 25 pg/mL
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hloramfenikol i 15 pg/mL kanamicin) 1 ostavljena preko noc¢i na 37°C uz konstantno mesanje na
250 rpm. Prekonoéna kultura je preneta u 300 mL svezeg LB medijuma koji sadrzi pomenute
antibiotike, 1 inkubirana na 37°C uz konstantno mesanje na 250 rpm. Nakon postizanja ODgoo hm
— 0,6 — 0,8 ekspresija je indukovana dodatkom IPTG finalne koncentracije 0,5 mM i 1 mM. Za
proveru optimalne temperature 1 vremena indukcije ¢elije su rasle 5 h i preko no¢i na 20°C 1 30°C
uz konstantno mesanje na 250 rpm.

7.15. Metal-afinitetna hromatografija (Imobilized-metal affinity
chromatography) (IMAC)

Za precis¢avanje rekombinantno dobijenog SAHH koji na C-kraju ima 6His tag koris¢ena
je metal-afinitetna hromatografija (IMAC). Solubilna frakcija proteina je naneta na matriks
(TALON Superflow, Uppsala, Svedska) zapremine 0,5 mL i eluirana po uputstvu proizvodaca. Za
ovaj postupak precis¢avanja koris¢eni su sledeéi puferi:

Pufer za ekvilibraciju: 50 mM TRIS, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol pH 7,5

Pufer za eluciju: 50 mM TRIS, 300 mM NacCl, 0,5 M imidazol pH 7,5

Metal afinitetna hromatogafija je radena po slede¢em postupku:

Ispiranje kolone destilovanom vodom (15 CV, protok 1 mL/min)

2. Ekvilibracija kolone puferom za ekvilibraciju - 50 mM TRIS, 300 mM NaCl, 10 mM

imidazol (15 CV, protok 1 mL/min)

Uzorak je iscentrifugiran i supernatant nanesen na kolonu (protok 0,1 mL/min)

4. Nevezani proteini su uklonjeni sa kolone puferom za ekvilibraciju 50 mM TRIS, 300 mM
NaCl, 10 mM imidazol do postizanja negativne reakcje sa Bradford-ovim reagensom (20
CV, protok 1 mL/min)

5. Elucija vezanih proteina puferom za eluciju: 50 mM TRIS, 300 mM NacCl, 0,5 M imidazol

pH 7,5. Sakupljane su frakcije po 500 uL

Frakcije sa vezanim proteinima su dijalizovane naspram 20 mM Tris, 150 mM NacCl, pH
8,0 pufera koji sadrzi 15% glicerol kako bi se uklonio imidazol i prisustvom glicerola stabilizovao
precisceni enzim.

=

w

7.16 Odredivanje enzimske aktivnosti SAHH Ellman-ovim reagensom

Hidroliticka aktivnost SAHH je odredena koriS¢enjem kolorimetrijskog eseja. Supstrati za
esej (S-adenosyl-L-homocysteine, Ellman-ov reagens) kupljeni su od Sigma Aldrich (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Misuri, SAD). Hidroliticka aktivnost je odredivana na 37°C, pH 7,6 u
mikrotitarskim plo¢ama mesSanjem 200 uL rastvora substrata (50 uM SAH, 250 uM Ellman-ov
reagens) sa 50 pL enzima. Nakon 20 minuta inkubacije marena je Ass Nm na Synergy LX multi
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mode Citacu (Bio Tek Instruments, Vermont, SAD), a hidroliticka aktivnost SAHH je racunata
prema molarnom apsorpcionom koeficijentu redukovanog Ellman-ovog reagensa koji iznosi
13,600 L mol™* cm™ u uslovima izvodenja eseja. Sva merenja su uradena prema slepoj probi u
kojoj je enzim izuzet iz reakcione smeSe. Jedna jedinica SAHH hidroliti¢ke aktivnosti (IU) je
definisana kao koli¢ina enzima koja proizvodi 1 umol L-homocisteina u minuti u uslovima
izvodenja reakcije.

Za pravljenje radnog rastvora za odredivanje enzimske aktivnosti koris¢eni su:

Zapremina komponente

Komponenta
P (uL)
50 mM natrijum fosfatni pufer pH 5.5 1840
1 mM s-adenozilhomocistein (SAH) 100
(finalna koncentracija 50 pM)
10 mM 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoat 60
(DTNB- Elmanov reagens) (finalna
koncentracija 300 uM)
Ukupna zapremina radnog rastvora 2000
(nL)
Sastav reakcione smeSe
Uzorak V radnog rastvora V pufera V enzima
(mL) (mL) (mL)
Slepa proba 200 50 /
Ispitivani uzorak 200 / 50

Po 200 uL sveze napravljenog radnog rastvora supstrata je inkubirano 10 min na 37°C.
Zatim je dodato po 50 pL rastvora koji sadrzi enzim ¢ija se aktivnost meri. Odmah nakon
dodavanja enzima merena je Asosnm U Vremenu to. Inkubacija uzorka i radnog rastvora supstrata je
trajala 20min na 37°C uz meSanje na 250 rpm nakon ¢ega je merena A4osnm U Vremenu tzo.

Koncentracija enzimske aktivnosti (Ce) izraCunata je prema formuli:
Ce U/ml=AAmin #V reakcione smeseV enzima*RazblaZenje enzimas+

g- Ekstinkcioni koeficijent koji iznosi 13700 Mt cm™; b- duZina puta svetlosti (0,5 cm)

7.17 Bioinformatic¢ka analiza, 3D modelovanje 1 in silico mapiranje T
¢elijskih epitopa

Za analizu aminokiselinske sekvence SAHH iz banane (XP_009415939.1), kivija
(PSS23942.1), ljulja (XP_051195844.1) i lateksa (XP_021689860.1) je koriS¢en online program
ClustalOmega (https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo).
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Predvidanje 3D modela SAHH poreklom iz banane, kivija, ljulja i lateksa je radeno
pomocu programa ColabFold v1.5.2: AlphaFold 2 (181).

Koris¢enjem ProtParam odredena je teorijska molekulska masa svih SAHH homologa
(https://web.expasy.org/protparam/).

Predvidanje B celijskih epitopa je uradeno pomocu Bepitope (http://bepitope.ibs.fr/) i
BepiPred 2.0 servera (https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-2.0/) (190) (192).

T celijski epitopi su predvideni koris¢enjem NetMHClIpan verzija 4.0 (Technical
University of Denmark) za 7-allele HLA reference set: HLA-DRB1*03:01, HLA-DRB1*07:01,
HLA-DRB1*15:01, HLA-DRB3*01:01, HLA-DRB3*02:02, HLA-DRB4*01:01, HLA-
DRB5*01:01, sa duzinom peptida od 15 amino kiselina i pragom za jako vezujuce peptide
(%Rank) od 1% (229).

7.18 Serumi pacijenata

Serumi dvanaest pacijenata sa istorijom alergije na bananu (Tabela 4.5) koji su u radu
koris¢eni za potvrdu IgE reaktivnosti prirodnog i rekombinantnog SAHH su dobijeni od
Univerziteta Libek 1 Medicinske klinike Istrazivackog centra Borstel, Nemacka. Pisane izjave o
pristanku su dobijene od svih pacijenata i studija je odobrena od strane etickog komiteta
Univerziteta Libek (broj odobrenja 13-086) prema Helsinskoj deklaraciji.

Serumi dvanaest atopi¢nih pacijenata koji su korisc¢eni za potvrdu ukrStene reaktivnosti su
dobijeni od Instituta za Virologiju, Vakcije i Serume, Torlak. Pacijenti su se javili u Odsek za
klinicke alergije prema svojim istorijama hipersenzitivnosti tipa I. Dobijen je pisani pristanak i
studija je odobrena od strane etickog komiteta koja prati HelsinSku deklaraciju (broj odobrenja:
40-13-1). Specificni IgE na bananu, kivi, ljulj i lateks je uraden na automatskom analizatoru
imunofluorimetrijskom metodom (ImmunoCAP 100; Phadia AB).

Kao kontrola koris¢en je serum pacijenta sa potvrdenom alergijom na grinje 1 serum
nealergicne osobe.
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Sehr geehrte Frau Prof. Jappe,

vielen Dank fur Ihr Schreiben vom 17. Juli 2013, in dem Sie unserem Wunsch nach weiteren Informationen zum
Studienvorhaben nachkommen und die Gberarbeiteten Unterlagen vorlegen.

Die Kommission hat nunmehr keine Bedenken mehr.

Bei Anderung des Studiendesigns sollte der Antrag emeut vorgelegt werden. Uber alle schwerwiegenden oder unerwarteten und
unerwunschien Ereignisse, die wahrend der Studie auftreten, mud die Kommission umgehend benachrichtigt werden.

Die drztiiche und juristische Veramwortung des Studienleiters und der an der Studie teillnehmenden Arzte bleibt entsprechend der
Beratungsfunktion der Ethidkommission durch unsere Stellungnahme unberihet,

Mit freundlichem Gruf bin ich
Ihr

Sl
| Ceng L
r. med, Frank Gieseler

ellv. Vorsitzender
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ETHYKA KOMHCHJIA 3A YIIOTPEBY XYMAHOI BHOJIOWIKOT
MATEPHJAJIA 3A HCTPAXKHBAIBE

Vanscpanrer y Beorpaay — Xcaujcku QakynreT

Ha online ccamiut Entuxe xossenje 32 ynorpeby xymasor GHoonKor MaTepijaiia a
neTpaxsashe, oapaxanoj 01. jyma 2022. rojuie, passarpan je saxves ap Mapuje Fanponuh-
Jankyaosnh, penoswor npodecopa Xemujexor daxyirera y Beorpany, © nAaBaiby
carnacnocTs 32 ymoTpeby Xymawor GHonomikor Marepijana y HCTPOKHBAUKC CBpPXE, 33
norpebe  m3pane  HAYTHO-HCTPAXKMBAYKE crynje  mon  masusos:  "Henwrmsame
HMYHOPCAKTHBHOCTI cepyMa ocoba axepriimtx na Ganany na npovenn S-anenoinia-L-
XOMOMCTEHN=-XIApoaa3y", koje he ce CrpoROARTI N0 PYKOBOACTROM AP Mapuje lasposuh-
Janxyzosuh na Xemujexom daxynrery Yuuscpaurera y beorpaay. Jlco pesynrara obe crynmje
Guhc sopmwubieH y OKBMpY JOKTOPCKE MCCpraumje Mcp Tatjane BHypammuosnh
(BojuomcanumHeka  Axazemuja, HWHCTHTYT 33 MEIHIHMHCKY Ouoxemujy), CTyIEHTa
JIOKTOPCKHX AKANEMCKHX CTyanja Ha Xemujckom daxynrery YiHBepIutera y Beorpany noa
pagmos " HCuMTHBAILE LIEPreNocTH npupoane n pekombGuuantio npomisesene S-
anenona-L-xomomuerenn-xuapoaase u3 Ganane” (menvop ap Mapuja Tasposuh-
Janxyaosuh, penosiu npodecop Xemujexor paxynrera YHHBEPIHTCTA ¥ beorpany).

Ha ocuoBy amamise npucnene gokymentawnje (3axtes 3a onobpemse cnposofjciba
HayaHo-ucTpakupayxe cryauje; OOpasan ca mojauMMa O OAFOBOPHOM MCTPAKHBAUY,
O6pasan obasewrrera 3a uenuramxa u OGpasan 32 fobujame nMcane CarnacnocTH 3a
yuemhe y Hay4HO-MCTPLKHBAUKO) CTYAMjH; A03BONA O/l CTpane ETHuKOr KOMHTET2
Vuusepaura y Jlybeky, Hemauka, Gp. 13-086) M menocpeauor yBmaa y Crase, ETnuka
KoMucuja Xemujcxor daxynrera jlonena je cneuehy

ONAJNYKY

Onobpasa ce xopumhecise Guonowkor marepujana ysopxosanor na Onesmemsy 3a
KIMHHYKY H MONCKynapHy anepronorsjy, Megunnicke kimnuke y bopereny, Hemauxa, a non
HAmI0poM KAMHWYKor anepronora mpod. ap Ute Jappe (nyna xps, 10 mL, rpyna oa 20
uenuTanMka anepriumix na 6anany ¥ 20 KONTPOMIMX MCIIHTANMKA) 38 AKANCMCKY CTYAM]Y:
"MenurHsaine HMyHOPCAKTHBIOCTH cepyma ocoba ajeprivunnux na Ganany ua nporenn
S-azeno3na-L-XoMOUMCTCHIFXHIPOAA3Y", UHjH jC CKCTICPHMCHTAINN IPOTOKOI Y CKIQNY Ca
MPONHCAHMM CTHYKHM HOpMaMa.

Beorpax, 01.06.2022. ronmie

Hpeacesmunk Ernuke kommenje:

Medfe,

[pod. np Haraauja Monoruh
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R N-01-CON-0010-017 (wanaee 08)
'l'@RLAK)1 fal=1 ONWTW OBPA3AL KOMYHUKAUWIE —
O} 1341 Oawaxa 3annca: ] 112024

TIPEAMET: MAWrserbe ETHYCOr UA00PA O NPEANIOTY HAYSHONCTPANMBAYKOT pana

TEKCT:

Oarym:04,03.2024, rognne

Ha zaxTes ucTpaxusada Wewnope Mpotwh-Pocuh (Bp.40/13) ca Xewmujckor thakynteta Yuueepautera y
Beorpaay, Erust opbop MkctiuryTa 3a supyconordly, Bakyime 1 cepyme “Topnax®, nana 04.03,2024 pae

ONIOBPERE

[la ce cnposene UCTPAXUBEIRE NOA HAMBOM "VICTIMTHRIKE WAYHODEAKTMBHOCTY PEXOMBUHAHTHIX aneprena
nonesa W xpane”. Pyxosoannal cTpaxusaisa je npod. Ap Mapuja Maspoadh-Jankynoeuh ca Xemmjcxor
tdaxyneta Ywveepaurera y Beorpany. Toxom 08Or wCTpamvBama, npuxynrbahe co yaopus naywjexars
(cepymu} xoj ce npuspemeso cenagmurte 1 obpafyly Ha MkcTuTyTy 33 BHDYCONOrHjy, BaxyMHe » cepyme
“Topnax", y Oacexy 33 Gakrepuonorijy u vieyronomy i ORcexy 3a HaysHoHCTpanusa|im paa.

TNaBky OAroBOPHA YMECHUK UCTPaKMBAHLA ©3 MncTvTyTa, Ap Mopaan Brarojeswh j@ obpaanomio kaxo he ce
NPAMEHNTI NPAHLIAN SHOHUMHDCTA W 33LUTHTE NONAT2EA NAUMIEHATA, SHME C8 MOXBYSYe MOFYhHOST A2 ce
081 NOAAUM KOPHCTE Yy CEDXE XOJ@ HMCY NPONWCAHE NO 3aKCHY O 33WTWTH NOZATaka © nusHocT (‘Cn.
Tnacknk PC, Bp. 87/2018). Taxche, can ucnuTanmuy yuecTsyjy Ha AoBpoaonHoj Daaw, NoTMCY]y nucaky
CarnacHoCT 3a ywewhe 1 umajy npaso Ha NoBNasee yHewha v CBoMX NOAATAKE U3 HCTpaxuBama y Buno
KOM MOMEHTY,

Ervann Oabop je y1epano ga he y ucTpanmealby Byt RCNOWTORaY2 NPOLEAYPA BWTHTE NIHHX NOAATaSE
nauujeHara v yaopuw he Guru goHeTt Ha VIHCTHTYT, ka0 ¥ 03 Ha MKCTTYTY NOCTOji TexHarea 1 CIpyvHa

NoAOBHOCT 3@ N3soTiesue MNAHPaNNX aHanuaa.
Yo/

m@éésam

fip Beruko Bnaroeamh, Hay-Hi caparm
Rocrasury:
- MpencepHmy ETyxor oabopa
-~ ApXnen
Hawes rpeaneta: Muwrbesse Evinaor Onbopa 0 npeanory sayuMroucTpaKnBayxor pana crp@a 1oy

Ora) NowywanT @ SOACHRUTIO MecTMTY TR TORRINE" ¥ %af08H MOYROIESGa ¢ KiuH et
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MpwnJor 1.
obpaszay usjage o aymopcmey

N3jaBa o0 ayTopcTBY

HNwme u npe3ume ayropa Tarjana Bypanmnosuh
Bpoj unpnekca Jb 06/2015 _
U3sjaBibyjem

Jla je moKTOpCcKa AucepTalnja moj HacJIOBOM

LJCIUTHBAILE AJEPreHOCTH NMPUPOAHE U PEKOMOMHAHTHO NMPON3BeaAeHe S-aT1eH03NJI-
L-xoMomucTeny XxuapoJiase w3 0agape“

® pe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPAXHUBAYKOT PALIa;

e la JqucepTalyja y LEIMHU HU y J€JOBUMa HHje Omia NpeUIoKeHa 3a CTHULAIkE Apyre
JUIIOME TIpeMa CTYIUjCKUM MPOrpaMuMa APYTUX BUCOKOMIKOJICKMX YCTaHOBA,;

® J1a cy pe3yiTaTH KOPEKTHO HAaBEICHHU U

® Ja HHCaM KpUIMO/Ta ayTOpCKa MpaBa W KOPUCTHO/JA WHTEIEKTYaJHYy CBOJUHY IPYTHX
nuna.

VY beorpany, ITotnuc ayropa
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IIpuaor 2.

obpa3zay usjage 0 UCMOBEMHOCU WMAMNAHE U eleKMPOHCKe gep3uje 00KMOopcKo2 pada

N3jaBa 0 HCTOBETHOCTH IITAMIIAHE U €JIEKTPOHCKE Bep3uje
JTOKTOPCKOT pajaa

HNwme u npe3ume ayropa Tarjana Bypanmnosuh
Bpoj unznekca Jb 06/2015 _
Crynujcku mporpam buoxemuja

HacnoB pana ,JcnutuBame anepreHoCTH NPUPO/IHE U PEKOMOMHAHTHO NPOU3BEJEHE S-
aJIeHO3MJI-L-XOMOLMCTeNH Xuaposiaze U3 OaHaHe™

Mentop ap Mapwuja ["aBposuh-Jankynosuh, penosan npodecop Xemujckor dakyarera
Yuusepsurera y beorpany

ITornucann

U3jaBspyjem aa je mrammnana Bep3uja MOT JOKTOPCKOT pajia HICTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOJy
caM Ipenao/aa paay Noxpamema y JIMruTajaHom peno3utopujymy Yausepsutera y bBeorpany.

Jlo3BosbaBaM Jia ce 00jaBe MOjU JIMYHHM MO/l Be3aHU 3a J00Hjamke akaJIeMCKOT Ha3KBa JOKTOpa
HayKa, Kao IITO Cy UM€ U MPe3uMe, TOIMHA U MECTO pol)era, U JaTyM ofi0paHe paja.

OBU NMMYHU TOAALM MOTY c€ 00jaBHUTH HAa MPEXHHUM CTpaHHUIlaMa TUTUTaIHE OMOIUOTEKe , Y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJory U y nmyoiukanujama YHuBep3utera y beorpany.

VY beorpany, ITotnuc ayropa
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pwnJor 3.
obpaszay usjase o kopuutherby
N3jaBa o kopumhemy

Opnamhyjem VYHuBep3uTeTcKy OubOmuorexy ,,CBerozap MakoBuh* pga y Jlururamsu
perno3uTopujyM YHuBep3uTeTa y beorpaay ynece Mojy JOKTOPCKY AMCEPTALIU]y O] HACIOBOM:

HSYCIIUTHBAILE AJEePreHOoCTH NPHUPOAHEe W PEKOMOMHAHTHO INpoOH3BeneHe S-aaeHo3mii-L-
XOMOIMCTENH XHAPOJa3e U3 0aHame*

KOja je M0je ayTOPCKO JEJIO.

Jucepranujy ca CBUM MPUJIO3UMA MIPEao/lia caM y eIeKTPOHCKOM (hopMaTy OTOHOM 32 TPajHO
apXUBUPAIHE.

Mojy JOKTOPCKY IHMCepTanujy MoXpameHy y JIUTHUTaaTHOM perno3uTopujymy YHHBEpP3HUTETa Y
beorpany u J0OCTYynHY y OTBOPEHOM HPUCTYIy MOTY Jia KOPHUCTE CBU KOjU TIOMITYjy OApende
caapxane y omadbpanom tury JimiieHie Kpearusne 3ajennuiie (Creative Commons) 3a Kojy cam ce
OJUTY4HO/Ta.

Ayropcrtso (CC BY)
AytopctBo - HekomepigjanHo (CC BY-NC)
3. AyropcTBo - HeKomepijaiHo - 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO - HEKOMEPIHjaITHO - AeiauTd moa uctiM ycnosuMa (CC BY-NC-SA)
5. AyropctBo - 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AyropctBo - Aeautu nox uctum yciaosuma (CC BY-SA)

(MonmuMo J1a 320KpYKHUTE CaMO jeHY O]l IIeCT MOHY)CHUX JINIICHIIH.

Kparak onuc nuieHIM je cacTaBHU J1€0 OBE U3jaBe).

VY beorpany, [Tornuc ayropa

1. AyropcrBo. Jlo3BosbaBaTe yMHOXaBamwe, NUCTPUOYIH]Y M jaBHO CAOIMIITaBame Jea, U
npepajie, ako ce HaBele MMe ayTOopaHa HauMH ojpeheH o]l cTpaHe ayTopa WIM JlaBaola
JUIIEHIIE, YaK U y KoMepuujaiHe cBpxe. OBo je Hajcio001HM]ja O] CBUX JIUIICHIIH.

2. AytopcTBO - HekoMepuujajuHo. Jlo3BosbaBaTe yYMHOXaBawe, AUCTPUOYLHU]Y U jJaBHO
caominTaBame Jea, U Ipepaje, ako ce HaBelde MMe ayTopa Ha HauWH oxapeheH on ctpaHe
ayTopa WM JaBaola guieHe. OBa JMIeHIla He 103B0JbaBa KOMEPIMjaIHy ynoTpely aena.

3.  AyTOpcTBO - HEKOMepHHjaHo - 0e3 mpepana. /l03BoJbaBaTe YMHOXKABAE, JUCTPUOYITH]Y
U jaBHO CaoIIlITaBame Jea, 0e3 mMpoMeHa, IpeoOIMKOBake UIIH YHOTpeOe esia y CBOM Jeny,
aKo ce HaBeJIe MMe ayTopa Ha HauuH oJpeheH oX cTpaHe ayTopa WM AaBaorna JmieHne. Opa
JMIIEHIIA HEe 103BOJbAaBa KOMEpIMjaliHy yHoTpeOy Aena. Y OJHOCY Ha CBE OcTale JIMIEHIIE,
OBOM JIMIICHIIOM Ce orpaHnYaBa HajBehu oOumM mpaBa kopunihema fena.

4. AyYTOpPCTBO - HEKOMEpPUHUjaJIHO - JAeJUTH MOJ MCTUM YyciaoBuMa. Jlo3BosbaBare
YMHO’KaBamwe, TUCTpUOYLH]Y U JaBHO CAONIITaBame Jejla, U Mpepaje, ako ce HaBeae UMe
ayTopa Ha HauuH ojpeheH on cTpaHe ayTopa WJIM JaBaolia JMIEHIE M aKko ce mpepana
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AMCTpUOyHMpa TMMOJ HCTOM WM CIMYHOM JuieHiioM. OBa JMIIEHIIA HE J03BOJbaBa
KOMEpLHUjaIHy yroTpeOy Jesa u npepaja.

5. AyropcrtBo - 63 npepajaa. [[03Bo/baBaTe yMHOXKABAE, TUCTPUOYIIU]Y U jJABHO CAOIIIIITABAEC
nena, 6e3 mpoMeHa, MpeodIMKoBama WM yrnorpede Jela y CBOM Jiely, ako ce HaBele MMe
ayTopa Ha HauuH ojpeleH o1 CTpaHe ayTopa Wik qaBaonia juieHie. OBa JUIIeHI[a J03B0/baBa
KOMEpIHjaiHy yrnorpeoy nena.

6. AyTOpCTBO - JIeJIUTH MO UCTUM ycaoBHMA. J[03BOJbaBaTE YMHOXKABAE, TUCTPUOYIIH]Y U
JaBHO caoMILTaBamwke Jeja, U MPepajie, ako ce HaBeIe MMe ayTopa Ha HauuH oJipeleH oj ctpane
ayTopa WJIM [aBaolla JIMICHIIE M aKO Ce Ipepajaa JAUCTPHOyHpa IMOJ UCTOM WA CIHYHOM
muneHnioM. OBa JIHMIICHIIA T03BOJbaBa KOMEPIIUjaTHy ynoTpedy nena u npepana. CinuyHa je
co(hTBEPCKHUM JIMICHIIaMa, OJIHOCHO JIMICHI[aMa OTBOPEHOT KOJIa.
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