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НАСТАВНО-НАУЧНОМ ВЕЋУ 

УНИВЕРЗИТЕТА У БЕОГРАДУ – ХЕМИЈСКОГ ФАКУЛТЕТА 

 

ПРЕДМЕТ: Извештај Комисије за преглед, оцену и одбрану докторске дисертације Јелене 

Михаиловић (рођене Весић), мастер биохемичара 

 

На редовној седници Наставно-научног већа Универзитета у Београду - Хемијског 

факултета одржаној 12. септембра 2019. године, изабрани смо као чланови Комисије за 

преглед, оцену и одбрану докторске дисертације кандидаткиње Јелене Михаиловић (рођене 

Весић), мастер биохемичара, истраживача сарадника Универзитета у Београду - Хемијског 

факултета, под називом: 

„Протеомика посттранслационих и хемијских модификација протеина и интеракције 

протеина од значаја у алергији на храну“ 

Веће научних области природних наука Универзитета у Београду је, на својој седници 

одржаној дана 28.02.2019. године, на захтев Хемијског факултета, дало сагласност на 

предлог теме докторске дисертације (број одлуке: 61206-5725/4-19). 

Комисија jе докторску дисертацију прегледала и подноси Наставно-научном већу 

Универзитета у Београду - Хемијског факултета следећи: 

 

ИЗВЕШТАЈ 

А. Приказ садржаја дисертације 

Докторска дисертација Јелене Михаиловић написана је на 119 странa А4 формата (фонт 

Times New Roman величине 12 pt, са проредом 1,5). Садржи 34 сликe, 14 табела и 6 прилога 

(у оквиру прилога су 4 слике и 2 табеле). Подељена је на поглавља: 1. Увод (3 стране), 2. 

Општи део (29 страна), 3. Циљеви (1 страна), 4. Експериментални део (13 страна), 5. 
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Резултати и дискусија (47 странa), 6. Закључци (4 стране), 7. Прилози (9 страна) и 8. 

Литература (13 странa). Поред наведеног, дисертација садржи Списак скраћеница (3 

стране), Сажетак на српском и енглеском језику (по 1 страна, односно до 1800 словних 

знакова с проредом), Садржај (4 стране), Захвалницу (1 страна), Биографију кандидата, 

Изјаву о ауторству, Изјаву о истоветности штампане и електронске верзије докторске 

дисертације и Изјаву о коришћњу. 

У Уводу је описан предмет истраживања и укратко је дат преглед проблематике у свету 

којом се ова дисертација бави. Укратко је описана проблематика алергија на храну у свету, 

уз осврт на алергију на црвено месо и кикирики. Описан је значај који детаљна 

карактеризација алергена хране, поготово њихових модификација и интеракција са малим 

молекулима могу имати у решавању здравственог проблема који представља алергија на 

храну. 

У Општем делу је описан механизам алергије на храну са посебним освртом на алергије на 

кикирики и црвено месо. Описани су фактори попут утицаја термичке обраде и 

подложности деловању дигестивних ензима који утичу на стуктурне и функционалне 

особине алергена хране и доводе се у везу са модулацијом алергености. Дат је приказ 

хемијских и посттранслационих модификација које се могу наћи на алергенима хране, и 

које могу утицати на промене њихових особина. Описани су и приступи за њихову детаљну 

карактеризацију. Такође је  описан значај интеракција између алергена хране и биолошки 

активних фенолних једињења и приступи за изучавање интеракција између алергена хране 

и имуномодулаторног епигалокатехин-3-галата. 

У поглављу Циљеви су јасно дефинисани циљеви на основу којих су постављени и описани 

специфични задаци.  

У оквиру Експерименталног дела наведен је детаљан опис експерименталних метода и 

процедура, њихових модификација, као и реагенаса који су коришћени у овој дисертацији. 

Наведени су извори коришћених хемикалија, китова, опреме, софтверских пакета и 

алгоритама за обраду података. Јасно и прегледно су написани подаци о методама за 

детаљну карактеризацију алергена хране и њихових модификација, укључујући релативну 
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квантификацију. Описане су методе за проучавање интеракција између алергена хране и 

катехина зеленог чаја. 

Поглавље Резултати и дискусија подељено је на три целине у којима је кандидаткиња 

детаљно приказала и продискутовала добијене резултате. Прве две целине се односе на 

проучавање посттранслационих и хемијских модификација које носе алергени хране. У 

првој целини је изучена N-гликанска посттранслациона модификација – галактозил-α-

галактоза (α-Гал) која је уједно IgE епитоп у случају алергије на црвено месо. Приказани су 

резултати ензимског есеја (пепсинолизе) изведеног на модел протеину за алергије на црвено 

месо, који на себи носи α-Гал. Настали пептиди су окарактерисани методама масене 

спектрометрије и имуноблота (са антителом специфичним зa α-Гал) ради провере присуства 

α-Гал након деловања ензима. У другој целини су приказани резултати опсежније 

карактеризације посттранслационих и хемијских модификација главних алергена 

кикирикија. Спроведена је детаљна идентификација и компаративна анализа модификација 

присутних на алергенима пореклом из сировог и печеног кикирикија применом масене 

спекторметрије у комбинацији са софтверским пакетом специјализованим за релативну 

квантификацију и анализу протеина и њихових модификација и имуноблота са антителима 

специфичним  за модификоване аминокиселинске остатке. У трећој целини су испитане 

интеракције и формирање комплекса између два најзначајнија алергена кикирикија и 

катехина зеленог чаја чија се биолошка активност, између осталог повезује са слабијим 

алергијским одговором и повећаном подложношћу дејству дигестивних ензима. Приказани 

су резултати испитивања утицаја везивања катехина на стуктуру алергена кикирикија 

применом различитих спектроскопских и метода титрационе калориметрије. У оквиру 

сваке целине сумирани су добијени резултати, који су дискутовани у односу на шири 

контекст релевантих података из литературе. 

На основу детаљно продискутованих резултата, у поглављу Закључци су систематски 

резимирани закључци који су проистекли из ове дисертације и изнет је њихов значај. 

У делу Литература (128 цитата) обухваћене су публикације релевантне за област 

истраживања и покривени су сви делови дисертације. 
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Б. Кратак приказ резултата 

Применом in vitro ензимског есеја је проученa подложност модел протеина за алергије на 

црвено месо - тироглобулина (ТГ, 270 кDa) дејству пепсина и проверено присуство α-Гал 

епитопа на резултујућим пептидима. Показано је да ензимски дегликозилован TГ није 

растворан у киселим условима, те тако и не подлеже пепсинолизи. ТГ коме није уклоњена 

шећерна компонента у првих 5 минута симулиране желудачне дигестије даје 

електрофоретске траке нижих молекулских маса - 100, 75, 50 и 40 kDa. Током десетог 

минута постају уочљиве траке на ~15 kDa  које опстају и након сат времена дигестије. 

Применом имуноблота са антителима специфичним за α-Гал је анализирано и потврђено 

присуство ове посттранслационе модификације и уједно IgE епитопа код алергије на црвено 

месо на насталим пептидима тироглобулина. Потврђено је да α-Гал остаје везан за пептиде 

ТГ читавим током симулиране желудачне дигестије. Масеноспектрометријски је утврђено 

да IgE реактивни пептиди настали дејством пепсина припадају N-терминусу и средишњем 

делу секвенце ТГ. Поређењем добијених резултата са подацима о N-гликозилацији  

доступним у Uniprot бази података (https://www.uniprot.org) се долази до закључка о 

позицијама у аминокиселинској секвенци ТГ за које је везан α-Гал.  α-Гал се на 

анализираним IgE реактивним пептидима налази везан у оквиру N-гликана на позицијама 

Asn1756, Asn1850 и Asn2231. 

Применом масене спектрометрије, специјализованог софтверског пакета и имуноблота са 

антителима специфичним на посттранслационе и хемијске модификације је детаљно 

окарактерисан и упоређен профил модификација четири главна алергена кикирикија (Ara h 

1, Ara h 2, Ara h 3 и Ara h 6) из екстраката сировог и печеног кикирикија. Електрофоретским 

путем је установљено да постоје разлике у протеинским профилима између екстраката 

сировог и печеног кикирикија. Поменуте разлике се првенствено огледају у појави трака 

високих молекулских маса у виду размаза код печеног кикирикија, што се повезује са 

олигомеризацијом протеина и појавом крајњих производа гликације услед поспешивања 

Мајарове реакције при повишеној температури. Масеном спектрометријом је детектовано 

укупно 27 различитих модификација на четири изучавана главна алергена, и међу 

проучаваним алергенима Ara h 1 их носи највише (23 различите модификације), док је у 

односу на дужину аминокиселинске секвенце на највећем броју позиција модификован Ara 

https://www.uniprot.org/
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h 6 (15% код сировог и 11% код печеног кикирикија). Од пронађених 27 модификација њих 

8 се могу наћи на изучаваним алергенима искључиво у сировом (ацеталдехид Lys, His; 

левугландинил-лизин анхидролактамски адукт Lys, N-терминус; оксидација His, Trp; пиро-

глутамат од Glu; пиролидон од Pro; сулфон Met, моноглутамил Glu и о-

диетилфосфорилација Tyr, Thr, Ser, His, Cys, Lys) и 4 искључиво у печеном кикирикију 

(дихидроксилација Arg, Trp; карбоксиметилација Cys; ацетилација Lys; N-ацетил 

неураминска киселина Asn, Thr, Ser). Међу наведеним модификацијама присуство пиро-

глутамата и ацетил-лизина је имуноблотом потврђено на алергенима кикирикија. Показано 

је да се профил модификација линеарних епитопа четири изучавана алергена разликује 

између ектраката сировог и печеног кикирикија. Модификације које су детектоване на истој 

позицији у оквиру секвенце алергена из сировог и печеног кикирикија су упоређене 

методом релативне квантификације, на основу површине испод пикова јонских 

хроматограма пептида који их носе. Мeђу модификацијама које су заступљеније у печеном 

кикирикију су карбамоилација Lys, N-терминуса и хидроксилација Pro код Ara h 1, замена 

2 протона гвожђем код Ara h 3 и метилација His, Glu код Ara h 6. Међу модификацијама 

чија је заступљеност поређена на овај начин имуноблотом је потврђено присуство 

метилације Lys, карабамоилације Lys, хидроксилације Pro и оксидације Met (метионин-

сулфоксид). 

Испитана је могућност успостављања интеракција између два најзначајнија алергена 

кикирикија (Ara h 2 и Ara h 6) и епигалокатехин-3-галата (ЕГЦГ), катехина зеленог чаја који, 

поспешује ефикасност дигестије пепсином и утиче на механизме алергијског одговора. 

Обзиром на присуство флуорофоре Trp у секвенци Ara h 2 примењена је метода гашења 

флуоресценције овог протеина ЕГЦГ-ом, ради проучавања интеракција између ова два 

молекула. Применом четири математичка модела (Стерн-Волмеров, Лереров, Лангмјуеров 

и логаритамски) је утврђено да ЕГЦГ гаси флуоресценцију Ara h 2 уз формирање комплекса, 

константу афинитета реда величине 104 М-1 и да Ara h 2 садржи једно ЕГЦГ везивно место. 

Обзиром на висок проценат сличности аминокиселинске секвенце и тродимензионалне 

структуре Ara h 2 и Ara h 6 добијен преклапањем (59% и 75% редом) вероватно се ЕГЦГ на 

сличан начин везује и за Ara h 6, који не садржи Trp, те испитивање овог типа није било 

могуће. Изотермална титрацијска микрокалориметријска испитивања су показала да је 



6 

 

везивање ЕГЦГ за  Ara h 2 и Ara h 6 енергетски повољно, односно праћено егзотермном 

променом енталпије. Испитивање утицаја везивања ЕГЦГ за оба алергена спектроскопијом 

циркуларног дихроизма је показало да у оба случаја долази до смањења удела α-хеликса у 

корист β-плочица у присуству ЕГЦГ-а. У случају оба протеина формирање комплекса са 

ЕГЦГ-ом резултује смањењем уређености и то на дозно-завистан начин. 

Закључно, резултати испитивања посттранслационих и хемијских модификација алергена 

хране, као и њихових интеракција са молекулима матрикса хране доприносе продубљивању 

сазнања о њиховом утицају на функционалне карактеристике протеина које могу покренути 

алергијску реакцију. Стечена сазнања ће допринети развоју стратегија за превенцију и 

лечење овог здравственог проблема. 

 

В. Упоредна анализа резултата кандидаткиње са резултатима из литературе 

Алергија на црвено месо (говедину, свињетину, јагњетину) је новооткривени тип алергије, 

код које се симптоми јављају након 3 – 6 сати од уноса поменуте хране [1]. Механизам овог 

типа алергије није потпуно разјашњен, али се сматра да је посредован специфичним IgE 

антителима која препознају посттрансалциону модификацију у виду олигосахаридне 

компоненте галактозил-α-1,3-галактозе која се налази на самом крају гликана, на 

гликопротеинима и гликолипидима свих сисара осим примата [2, 3]. До сада сада није било 

познато да ли α-Гал модификација остаје везана након гастричне или гастроинтестиналне 

дигестије за фрагменте протеина који их садрже. Код протеина који се изучавају као модели 

за алергију на црвено месо [1] није била позната позиција α-Гал, нити да ли ова 

модификација остаје везана за протеин након дигестије. У овој дисертацији је показано да 

пептиди модел протеина - тироглобулина читавим током симулиране желудачне дигестије 

на себи носе α-Гал модификацију. Резултати су показали да када се ензимским путем 

уклони шећерна компонента тироглобулина, он не подлеже пепсинолизи, услед 

нерастворљивости у киселим условима. Утврђена је аминокиселинска секвенца 

имунореактивних пептида тироглобулина насталих након једног сата симулиране 

желудачне дигестије и претпостављена су три места везивања α-Гал садржавајућих  N-

гликана. Ови резултати су значајни због тога што дају увид у структуру епитопа, његов 
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значај за функционалне особине протеина и могу наћи примену у дијагностици алергије на 

храну и дизајну хипоалергених прехрамбених производа. 

Печени кикирики има јачи алергени потенцијал од прженог или куваног, што се са једне 

стране објашњава разликом у растворљивости, односно повећаној екстрактабилности 

протеина [4]. Са друге стране, зна се да протеини печеног кикирикија на себи носе 

модификације попут крајњих производа гликације (карбокси-метил-лизин, карбокси-етил-

лизин, пиралин и пентозидин) [5], и да долази до олигомеризације протеина током 

термалног третмана [4]. До сада је окарактерисано преко 200 посттранслационих и 

хемијских модификација протеина, али не постоји студија свеобухватног, квантитативног, 

профилисања модификација присутних на алергенима пореклом из сировог или печеног 

кикирикија. У овом делу дисертације су детаљно окарактерисани профили модификација 

четири главна алергена кикирикија Ara h 1, Ara h 2, Ara h 3 и Ara h 6 [6] пореклом из 

ектраката сировог и печеног кикирикија. За сваки од наведених алергена је спроведена 

упоредна студија између сировог и печеног кикирикија о врсти модификација које носи, 

деловима секвенце који су модификовани, и модификацијама у оквиру секвенци познатих 

линеарних IgE реактивних епитопа. Поред квалитативне, спроведена је и релативна 

квантитативна студија којим се пореди затупљеност модификација присутних у оба 

ектракта. Резултати приказани овде дају увид у ефекте процеса обраде хране на алергене и 

детаљнију каратктеризацију епитопских секвенци. Ови резултати могу допринети 

разумевању утицаја термичке обраде хране на особине алергена од којих зависи њихова IgE 

реактивност. 

2S албумини кикирикија – Ara h 2 и Ara h 6 су веома интересантни са аспекта алергеног 

потенцијала због тога што су заступљени у знатно нижим количинама у кикирикију (у 

односу на Ara h 1 и Ara h 3), али су изразито резистентни на деловање дигестивних ензима 

и њиховим уклањањем из екстракта долази до смањења имунореактивности [7]. 

Полифенолна једињења, између осталих, показују и хипоалергена својства. Формирањем 

полифенол-протеин интеракција долази до смањења IgE везивања за протеине екстракта 

кикирикија по додатку полифенола пореклом из чаја и сока од бруснице [8]. 

Епигалокатехин-3-галат је полифенол зеленог чаја који, показало се поспешује ефикасност 

дигестије пепсином [9] и утиче на механизме алергијског одговора [10]. До сада није 
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испитана могућност интеракција између ЕГЦГ-а и 2S албумина кикирикија. У овој 

дисертацији је показано да ЕГЦГ формира комплекс са Ara h 2, и да је успостављање 

интеракција са оба 2S албумина енергетски повољан процес. Показано је да додатак ЕГЦГ 

на дозно зависан начин доводи до измена у секундарним структурама 2S албумина. Својим 

везивањем ЕГЦГ изазива конформационе промене у Ara h 2 и Ara h 6 и могао би имати 

утицај на способност везивања IgE за ове алергене, с обзиром на то да ови алергени поред 

линеарних садрже и конформационе епитопе. Резултати добијени овде могу наћи примену 

у прехрамбеној индустрији, у дизајну хипоалергених производа који у свом саставу садрже 

кикирики.   
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Д. Провера оригиналности докторске дисертације 

Докторанд Јелена Михаиловић, завршава и брани докторску дисертацију из Биохемије на 

основу Правилника о докторским академским студијама Универзитета у Београду - 

Хемијског факултета бр 1557/1 од 12. децембра 2013 године, који не захтева проверу 

плагијата. Међутим, због добре истраживачке праксе и моралног кодекса, уважен је и 

Правилник о поступку провере оригиналности докторских дисертација које се бране на 

Универзитету у Београду (Гласник Универзитета у Београду бр. 204/18). Из извештаја 

генерисаног програмom ,,iThenticate” којим је извршена провера оригиналности докторске 

дисертације ,,Протеомика посттранслационих и хемијских модификација протеина и 

интеракције протеина од значаја у алергији на храну ”, аутора Јелене Михаиловић, 

констатујемо да утврђено подударање текста износи 5 %. Овај степен подударности 

последица је општих места, личних имена/звања, назива институција/департмана, пуних 

назива и скраћеница реагенаса/китова, назива и описа коришћених метода, назива протеина, 

назива појмова на енглеском језику, цитата, као и претходно публикованих резултата 

истраживања проистеклих из дисертације, што је у складу са чланом 9. Правилника.  

Стога сматрамо да је утврђено да је докторска дисертација Јелене Михаиловић у потпуности 

оригинална, као и да су у потпуности поштована академска правила цитирања. 

Ђ. Закључак 

Комисија је прегледала докторску дисертацију кандидаткиње Јелене Михаиловић под 

насловом „Протеомика посттранслационих и хемијских модификација протеина и 

интеракције протеина од значаја у алергији на храну” и закључила да је дисертација 

производ самосталног рада кандидаткиње, да су добијени резултати оригинални и да 
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представљају квалитетан научни допринос у области биохемије, односно у области 

молекуларних наука о храни. Научно-истраживачки рад кандидаткиње је публикован у 

оквиру једног научног рада у међународном часопису изузетних вредности (М21а), једног 

научног рада у врхунском међународном часопису (М21) и једног научног рада у форми 

рукописа пред слање који су директно проистекли из докторске дисертације. Такође, 

резултати истраживања проистекли из ове дисертације су представљени у виду шест 

саопштења на скуповима међународног значаја штампаног у изводу (М34) и три саопштења 

на скуповима националног значаја штампана у изводу (М64). 

У овој дисертацији је по први пут испитана судбина посттранслационе модификације и 

уједно епитопа α-Гал у новој форми алергија на храну, алергије на црвено месо, током 

симулитане желудачне дигестије и претпостављена њена позиција на модел протеину. 

Показано је да ова модификација целим током пепсинолизе остаје везана за резултујуће 

имунореактивне пептиде. Опсежно су окарактерисани профили посттранслационих и 

хемијских модификација главних алергена пореклом из сировог и печеног кикирикија. 

Показано је да постоје квалитативне и квантитативне разлике у модификацијама главних 

алергена из два екстракта које могу утицати на њихове функционалне особине, а тиме и 

алергени потенцијал. Ови резултати докторске дисертације отворили су нова поља 

истраживања, везана за утицај и зависност структурних модификација алергена и њихових 

функционалних особина. Испитана је могућност везивања имуномодулаторног катехина 

зеленог чаја за 2S албумине кикирикија. Показано је да се ЕГЦГ везује за оба алергена и да 

утиче на њихову конформацију, што може модулисати њихова алрегени потенцијал.  

Резултати ове тезе, осим фундаменталног значаја у разумевању ефеката значаја 

модификација алергена хране и њихових интеракција са имуномодулатурним 

полифенолима на структуру и функцију протеина, могу имати и директну примену у 

дијагностици алергија на храну и прехрамбеној индустрији, за добијање производа са 

смањеним алергеним потенцијалом. 

На основу свега изложеног, а у складу са Законом о Универзитету и Статутом Хемијског 

факултета, Комисија сматра да су испуњени услови за одбрану докторске дисертације и са 

задовољством предлаже Наставно-научном већу Универзитета у Београду - Хемијског 

факултета да поднету докторску дисертацију Јелене Михаиловић, мастер биохемичара, под 



13 

 

насловом  ,,Протеомика посттранслационих и хемијских модификација протеина и 

интеракције протеина од значаја у алергији на храну”  прихвати и одобри њену јавну 

одбрану за стицање академског звања Доктора биохемијских наука. 
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