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Naslov doktorske disertacije: Unapredenje dijagnostickih reagenasa za alergiju na

bananu

1ZVOD

Banana je voc¢e koje se veoma Cesto koristi u ishrani Sirom sveta. Predstavlja
jednu od prvih ¢vrstih namirnica koje se uvode u ishranu kod novorodencadi, kao i
jednu od uobicajnih namirnica u ishrani hospitalizovanih pacijenata. Prijatnog je ukusa 1
lake svarljivosti, 1 bogata je nutrijentima. Ipak, pored svih dobrih strana koriS¢enja
banane u ishrani, ona moze biti uzro¢nik netolerancije i alergijske reakcije.

Alergijska reakcija na bananu je u vecini slucajeva pracena pojavom blagih
lokalnih simptoma, medutim u retkim sluc¢ajevima dolazi i1 do anafilakti¢ke reakcije.

Dijagnosticki reagensi koji se rutinski primenjuju u klini¢koj dijagnostici za
alergiju na bananu su se u praksi pokazali kao nepouzdani. Kao pokazatelj vaznosti
upotrebe pouzdanih dijagnostickih reagenasa opisani su slucajevi anafilakticke reakcije
nakon konzumiranja banane, gde je pokazano da komercijalno dostupni reagensi nisu
dovoljno osetljivi da ukazu na prisustvo specificnih IgE antitela, odnosno da postoji
razvijena alergija na bananu. U cilju unapredenja dijagostickih reagenasa za alergiju na
bananu u ovom radu je optimizovan postupak za preciS¢avanje tri vazna alergena iz
banana, oznacena kao Mus a 2, Mus a 4 i Mus a 5. Dobijeni pojedinacni dijagnosticki
reagensi za alergiju na bananu su omogucili detekciju specifi¢nog IgE-a kod alergi¢nih
osoba 1 pokazali su se pouzdanijim u odnosu na komercijanli alergenski ekstrakt.

U literaturi, kao 1 u rezultatima nasih istrazivanja, je pokazano da osim do sada
registrovanih alergena iz banane (WHO/IUIS baza podataka) postoji jos IgE reaktivnih
proteina banane koji bi mogli da se koriste radi unapredenja dijagnostifikovanja alergije
na ovaj alergeni izvor. Upotrebom kombinatornih biblioteka peptidnih liganada (CPLL)
razvijen je 2D imunoblot proteina iz ekstrakta banane. Detektovani su IgE reaktivni
proteini banane, medu kojima su i neki koji do sada nisu registrovani kao alergeni.
Identifikacija proteina sa 2D mape je uradena tehnikom odredivanja “proteinskog otiska
prsta" (PMF). Medu IgE reaktivnim proteinima banane identifikovana je i katalaza, koja
je proizvedena rekombinantnom DNK tehnologijom i okarakterisana kao novi alergen

banane. IgE reaktivnost katalaze iz banane je potvrdena u imunoblotu gde je 8 od 13



pacijenata alergi¢nih na bananu pokazalo IgE reaktivnost. Na taj nacin je pripremljen
panel od cetiri alergena za upotrebu u klinickoj dijagnostici alergije na bananu baziran

na pojedinacnim komponentama.

Kljuéne reci: Alergija na hranu, banana, alergeni
Naucéna oblast: Prirodno-matematicke nauke
UZa naucna oblast: Biohemija

UDK broj: 577.112



Title of Doctoral Dissertation: Improvement of diagnostic reagent for banana fruit

allergy

ABSTRACT

Banana fruit is popular around the world. It is one of the first solid foods
introduced in the newborns diet, and it is common food for hospitalized patients. It has a
pleasant taste; it is rich with nutrients and easy to digest. Beside all the benefits of usage
of banana in diet, there is still a problem of intolerance to banana and banana allergy.

Banana allergy has usually been associated with mild, local symptoms, but in
some cases banana allergy can lead even to the severe anaphylactic reactions.

Available diagnostic reagents for banana allergy have been shown as not reliable
enough. In order to illustrate the severity of banana allergy and the significance of the
usage of adequate diagnostic reagents, we described cases of anaphylactic reaction after
banana ingestion, and showed that commercially available reagents were not sensitive
enough to detect the presence of banana specific IgE in this patient sera, e.g. the
presence of developed banana allergy. In order to improve diagnostic reagents for
banana allergy we purified three important banana fruit allergens denoted as Mus a 2,
Mus a 4, and Mus a 5. Prepared single diagnostic reagents for banana allergy enabled
detection of the specific IgE of allergic persons and were shown to be reliable
diagnostic reagents compared to commercially available allergen extract.

According to the literature and to our results it is shown that beside registered
banana allergens (WHO/IUIS database) there are more non registered banana IgE
reactive proteins which might improve diagnostic of allergy to this allergen source. By
using combinatorial peptide-ligand libraries (CPLL) we developed 2D immunoblot of
banana protein extract. Among detected IgE reactive proteins, there were proteins which
are not registered as allergens. Proteins from 2D protein map were identified using
protein mass fingerprint (PMF). Among identified banana IgE reactive proteins there
was banana catalase, which we produced by using the recombinant DNA technology
and characterized as a novel allergen. IgE reactivity of produced banana catalase was
confirmed in immunoblot where 8 of 13 sera of banana-allergic patients showed IgE

reactivity toward to this banana protein. By this we managed to prepare a panel of four



pure banana fruit allergens to be used for component resolved diagnostics of banana

allergy.

Key words: Food allergy, banana, allergens
Scientific field: Life sciences

Scientific subfield: Biochemistry

UDK number: 577.112



SPISAK SKRACENICA

1D — jednodimenzionalno

2D — dvodimenzionalno

ACN — acetonitril

APS — amonijum-persulfat

BCIP - 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat

BFP - bromfenol plavo

BSA - govedi serum albumin (eng. bovine serum albumin)

CBB - eng. coomassie brilliant blue

CPLL - kombinatorne biblioteke peptidnih liganada (eng. combinatorial peptide ligand
libraries)

CRD - dijagnostika sa razdvojenim komponentama (eng. component resolved
diagnostics)

Da — Dalton

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamin tetrasir¢etna kiselina

IgE - imunoglobulin E

ELISA — enzim-vezani imunosorbentni test (eng. enzyme-linked immunosorbent assay)
ESI — elektrosprej jonizacija

FceR — receptor za imunoglobulin E visokog afiniteta

GIT — gastrointestinalni trakt

IEF — izoelektri¢no fokusiranje

ImmunoCap — eng. Immuno Solid-phase Allergy Chip

IFN - interferon

IL — interleukin

MALDI — eng. matrix-assisted laser desorption/ionization

MM - molekulski markeri

MS — masena spektrometrija

Mus a 1 —profilin iz banane

Mus a 2 —hitinaza klase I iz banane

Mus a 3 —protein za prenos lipida iz banane



Mus a 4 —protein sli¢an taumatinu iz banane

Mus a 5 —3-1,3-glukanaza iz banane

Mus a 6 - askorbat peroksidaza iz banane

NBT - 4-nitroblue tetrazolium

NC — nitroceluloza

nsLTP — nespecifi¢ni protein za prenos lipida (eng. non-specific lipid transfer protein)
OAS - oralni alergijski sindrom

PAGE - poliakrilamidna gel elektroforeza (eng. polyacrilamide gel electrophoresis)
pI — izoelektri¢na tacka

PMF — maseni otisak prsta proteina (eng. peptid mass fingerprinting)

PVDF - poliviniliden difluorid

PR — povezano sa patogenoscu (eng. pathogen related)

SDS-PAGE - natrijum dodecilsulfat poliakrilamidna gel elektroforeza (eng. sodium
dodecylsulphate-polyacrilamide gel electrophoresis)

RAST - radioalergosorbentni test

RPC — reverzno-fazna hromatografija (eng. reversed-phase chromatography)

SP — sulfopropil

SPT - kozne probe (eng. skin prick test)

ST — sobna temperatura

TBS — TRIS-om puferisan fizioloski rastvor (eng. TRIS buffer saline)

TCA — trihlorsiréetna kiselina

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

TFA — trifluorsiréetna kiselina

TLP — protein slican taumatinu (eng. thaumatin like protein)

TOF — vreme “letenja” (eng. time of flight)

QAE — kvaternarni aminoetil

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

Alergije na hranu predstavljaju neprimeren odgovor imunoloSkog sistema osobe
na proteine hrane, a njithova sve veca ucestalost predstavlja ozbiljan zdravstveni
problem Sirom sveta. Ozbiljnost klini¢kih simptoma ovog poremecaja varira, 1 to
pocevsi od lokalnih koji su ograni¢eni na oralnu mukozu, pa do jakih anafilaktickih
reakcija koje su zivotno ugrozavajuce. 1z tog razloga je precizna dijagnostika alergije na
odredenu namirnicu od velike vaznosti u klinickoj praksi i zdravstvenoj zastiti
alergi¢nih osoba [1-3]. Jedna od teznji molekularne alergologije je unapredenje
dijagnostickih reagenasa za alergije na hranu, pre svega zamenom ekstrakata alergena
hrane panelom IgE reaktivnih molekula (eng. component-resolved diagnosis, CRD).
Danas dostupni reagensi koji se rutinski koriste u dijagnostici alergije na vo¢e neretko
daju laZzno negativnu sliku na razvijeno stanje preosetljivosti. SuStina ovog problema je
u tome Sto ekstrakti hrane biljnog porekla koji se koriste u dijagnosticke svrhe
predstavljaju meSavine alergena 1 nealergenih biomolekula, tako da alergene
komponente nekada nisu u dovojnoj koncentraciji zastupljene u dijagnosticCkom
reagensu, Sto dovodi do pogresne dijagnostike [4-6].

Banana (Musa acuminata) je poslednjih godina prepoznata kao vazan izvor
alergena. Klinicke manifestacije alergije na bananu su naj¢es¢e blagi lokalni simptomi,
premda su u pojedinim slu¢ajevima registrovane i anafilakticke reakcije Sto ukazuje na
ozbiljnost ove alergije [7-11]. Alergija na bananu je do sada dovedena u vezu sa Sest
alergena koji su registrovani u okviru WHO/IUIS liste [12], premda je pokazano da
banana sadrzi jo$ IgE reaktivnih proteina koje je potrebno izolovati, okarakterisati 1
odrediti njihov klinicki znacaj. Probleme u standardizaciji ekstrakata alergena banane
predstavljaju varijacije u nivou ekspresije proteina tokom zrenja, kao i razliciti uslovi
prilikom skladiStenja i transporta. Do sada registrovani alergeni iz ovog izvora se u
proteinskom ekstraktu nalaze kao najzastupljeniji proteini, Sto je bila znacajna olakSica
u njihovom izolovanju i karakterizaciji. Problem identifikacije ostalih alergena banane
leZi u sloZenost matriksa u kojem se nalaze brojni pigmenti i polisaharidi (skrob, pektin,
i dr.) [13], kao i niskom sadrzaju proteina, tako da njihovo izolovanje i strukturna i

imunoloSka karakterizacija predstavljaju izazov u molekularnoj alergologiji.



2 OPSTI DEO

2.1 Alergija

Alergijska oboljenja danas predstavljaju jedan od najucestalijih zdravstvenih
problema u svetu, premda sve do pocetka 20. veka imunoloski koncept alergije nije bio
definisan. lako su alergijske reakcije opisane u mnogim drevnim medicinskim spisima
koji poticu iz Egipta, Kine, Grcke 1 Rima, klju¢ni korak u razvoju i1 prihvatanju ideje
bilo je otkri¢e mastocita, bazofila i eozinofila od strane Pola Erliha (Paul Erlich) tokom
sedamdesetih godina 19. veka. Ovo, kao i druga otkrica u 19. veku su bili klju¢ni
pokretaci razumevanja ovog fenomena [14].

Rec alergija se po prvi put koristi 24. jula 1906. godine u publikaciji Klemensa
fon Pirkea (Clemens fon Pirquet) u nemackom cCasopisu "Miinchener Medizinische
Wochenschrift". Ova re¢ je skovana od reci grékog porekla “allos” (drugo) i “ergos”
(aktivnost). Pirke, inafe pedijatar, primetio je da ponovljeni kontakt obolele dece i
odredenog materijala koji je nazvao “alergenom”, dovodi do alergijske reakcije. Ideja da
antitela mogu imati Stetnu, a ne samo zaStitnu ulogu nije bila potpuno razvijena do
dvadesetih godina 20. veka. Danas je alergija definisana od strane svetske alergoloske
organizacije (World Allergy Organization, WAQO) kao imunoloski posredovana
specifi¢na preosetljivost [15].

Iako smo zapravo svi neprestano izloZeni bezopasnim antigenima, pojedinci ipak
ispoljavaju neprimerenu imunoloSsku reakciju pri kontaktu sa ovim antigenima.
Uobicajni imunoloSki odgovor na pomenute antigene (alergene) je indukovanje
tolerancije, a njeno narusavanje i neuspeh razvoja tolerancije dovodi do alergijskih
reakcija [16].

Sude¢i po sve brojnijim navodima u literaturi, neosporno je da alergijska
obojenja bivaju sve ucestalija, pre svega u industrijalizovanim podrucjima. Postoje
razliite hipoteze koje pokuSavaju da objasne ovaj fenomen i1 njegovu sve vecu
ucestalost. Jedna od njih je “higijenska hipoteza” koja sugeriSe da su pojaCane
higijenske mere, kao i upotreba vakcina i antibiotika zapravo smanjili ucestalost

infekcija koje normalno stimuliSu imunoloski sistem. Smatra se da su upravo te



izbegnute infekcije ono $to bi trebalo da navede imunoloski sistem da dodatno ojaca i da
ne razvije alergijski odgovor na bezopasne antigene iz spoljasnje sredine [17, 18]. Pored
genetske predispozicije, odnosno atopije, novine na trziStu hrane i prehrambene navike
(dostupnost egzoticnog voca, industrijska prerada 1 smanjeno konzumiranje
fermentisanih prehrambenih proizvoda), razlike u Zivotnim uslovima izmedu
industrijalizovanih zemalja i zemalja u razvoju, kontakt sa kuénim ljubimcima i
domaéim zivotinjama, kao i1 ucestala upotreba antibiotika takode mogu uticati na
imunoloski sistem i razvoj alergija [19].

Alergijska oboljenja ukljucuju oralni alergijski sindrom (OAS), alergijsku
kijavicu, atopijski dermatitis, alergijsku astmu i anafilaksija. Terapija ukljucuje upotrebu
antihistaminika, adrenalina, bronhodilatatora, kortikosteroida, smanjeno izlaganje
alergenu i1 imunoterapiju specifi¢nim alergenom [20, 21].

Rec¢ atopija potice od grcke reci “atopy” Sto znaéi neuobicajno, cudno ili
nepravilno. Pod terminom atopija se smatra tendencija za proizvodnju imunoglobulina E
(IgE) 1 pokazano je da postoji genetska predispozicija za proizvodnju ove klase
imunoglobulina kod atopi¢nih osoba, kao odgovor na ponovljeno izlaganje malim
dozama alergena [22]. Kao posledica atopije se javljaju preosetljivosti koZe 1 mukoznih
povrsina na supstancije iz okolne sredine, i u vezi su sa povecanom proizvodnjom
specificnih IgE molekula koji prepoznaju supstancije prisutne u okolnoj sredini i
dovode do pomenutih klini¢kih simptoma [22, 23].

Od otkri¢a IgE molekula 1967. godine [24] njegova funkcija u organizmu nije
do tancina razjaSnjena. Zna se da je mehanizam trenutne preosetljivosti podudaran sa
mehanizmom ¢iji je bioloski smisao kontrola infekcije helmintima, i da u njemu

ucestvuju efektorske Th2 ¢elije, bazofili, mastociti, eozinofili 1 IgE antitela [23, 25, 26].

2.1.1 IgE imunoglobulin i mehanizam IgE-posredovane alergijske reakcije

IgE je imunoglobulin molekulske mase oko 190 kDa sa ugljenohidratnim

sadrzajem od 11%, i sastoji se od Cetiri polipeptidna lanca. Od toga su dva ¢ teska lanca

Sto je karakteristika ove klase imunoglobulina [27]. IgE deli opSte karakteristike sa



ostalim imunoglobulinima, uz jedinstvenu sposobnost da pokre¢e imunoloski odgovor
na izuzetno niske koli¢ine specifiénih antigena. Nekada je potrebno samo 1 pg
specificnog antigena da bi doSlo do pokretanja alergijske reakcije [28]. Takode vazno
svojstvo IgE molekula je njegova zastupljenost u jako niskim koncentracijama u
krvnom serumu (0-0,0001 g/L, odnosno oko 0,004% ukupnih antitela u serumu) [29,
30], sto i predstavlja jedno od objasnjenja zbog Cega je ovaj molekul otkriven mnogo
kasnije u odnosu na otkri¢a ostalih klasa antitela [25].

Kada govorimo o mehanizmu alergijske reakcije, treba posebno pomenuti
mastocite, bazofile 1 eozinofile usled njihovog znafaja u patogenezi alergijskih
oboljenja. Ove ¢elije ucestvuju u alergijskim oboljenjima usled prisustva receptora za
IgE molekule na njihovoj povrSini, kao 1 usled posedovanja imunoloski aktivnih
medijatora koje otpuStaju nakon Sto bivaju aktivirane. Treba naglasiti da bazofili i
mastociti iskazuju daleko vise receptora na povrsini cCelije za koje se vezivanje IgE u
odnosu na eozinofile kod kojih je sinteza ovih receptora minimalna [25]. Kod zdravih
osoba se zreli mastociti nalaze u vaskularizovanim tkivima u telu, pre svega u onim
delovima koji se ¢eS¢e susrecu sa antigenima iz okolne sredine. Eozinofili ¢ine oko 5%
ukupnih leukocita krvi, a nalaze se 1 u hematopojeti¢kim i limfnim organima kao Sto su
kostna srz, slezina, limfni ¢vorovi i timus. Bazofili se pre svega nalaze u krvi, premda
poseduju sposobnost da velikom brzinom dospevaju u tkiva gde se odigrava zapaljenje 1
gde preuzimaju svoju efektorsku ulogu [25, 31].

Kada se wusled vezivanja alergena za IgE molekule ,zakafene” za
visokoafinitetne receptore na efektorskim celijama ukrSteno povezu, iz mastocita i
bazofila se oslobadaju medijatori zapaljenja koji ukljucuju histamin, leukotrijene 1
citokine [25, 31, 32]. Ovo zapaljenje se deli na ranu fazu za koju se vezuju kratko-ziveci
medijatori od kojih je najznacajniji histamin, i na kasnu fazu koja ukljucuje prisustvo
leukotrijena, citokina, i hemokina koji dalje privlace eozinofile i bazofile na mesto
zapaljenja. Medijatori mogu biti unapred sintetisani 1 skladiSteni u ovim celijama
(histamin, proteaze i citotoksi¢ni proteini) i oni bivaju oslobodeni u roku od nekoliko
sekundi ili minuta nakon aktivacije ¢elija, ili mogu biti naknadno sintetizovani kao
posledica aktivacije (metaboliti arahidonske kiseline, hemokini, citokini) i oslobadati se

u roku od minuta, sata ili dana nakon aktivacije [25, 32].



Nacin na koji se odvija IgE posredovana aktivacija efektorskih ¢elija se razlikuje
od nacina aktivacije efektorskih ¢elija imunoloskog sistema posredovanim drugim
klasama imunoglobulina. Ostale klase antitela se vezuju za efektorske celije 1 pokrecu
imunoloski odgovor tek nakon §to specificno prepoznaju i vezu antigene preko svojih
varijabilnih regiona. U tom smislu se IgE molekul razlikuje od ostalih klasa
imunoglobulina, jer se on vezuje za FceR receptore efektorskih celija u odsustvu
vezanog antigena. IgE se u organizmu uglavnom nalazi vezan za mastocite u tkivima,
kao 1 na cirkuliSu¢im bazofilima. Postoje dva tipa IgE-vezuju¢eg FceR receptora [25,
33, 34]. FceRI je receptor visokog afiniteta na mastocitima i1 bazofilima. Kada
vezivanjem antigena dode do unakrsnog povezivanja IgE molekula koji je vezan za ovaj
receptor, pokrece se transdukcija signala 1 aktivacija efektorskih Celija. Kod atopi¢nih
osoba kao 1 kod onih kod kojih su ucestale parazitske infekcije, nalazi se 1 ve¢i broj ovih
receptora prisutnih na efektorskim c¢elijama, Sto pojacava njihovu osetljivost i olakSava
njihovu aktivaciju malim dozama specificnih antigena znacajno povecavajuci IgE-
zavisno otpustanje citokina 1 hemijskih medijatora zapaljenja. IgE receptor FceRII, koji
se oznacava 1 sa CD23, vezuje IgE molekule nizim afinitetom. CD23 nalazimo na
povrsini razlicitih Celija medu kojima su B Celije, aktivirane T ¢elije, monociti,
eozinofili, krvne plocice, folikularne dendritske celije i neke epitelske celije timusa [25,
35].

IgE zavisna alergijska reakcija se deli na ranu i kasnu fazu. Rana faza IgE-
posredovane alergijske reakcije je trenutna reakcija koja zapocinje ve¢ kroz nekoliko
sekundi, dok je kod reakcije kasne faze potrebno 8-12 sati da bi se ispoljila. Ova dva
vida aktivacije mastocita se klinicki jasno razlikuju. Trenutna reakcija je posledica
aktivnosti histamina, prostanglandina i drugih medijatora koji su ili skladiSteni u
¢elijama, ili se sintetiSu u kratkom vremenskom roku i dovode do povecane vaskularne
propustljivosti i kontrakcije glatke muskulature. U trenutnom odgovoru prethodno
formirani medijatori koji se otpustaju degranulacijom su kratko ziveci i njihovi efekti na
krvne sudove i1 glatku muskulaturu bivaju ispoljeni samo u neposrednoj blizini
aktiviranih mastocita.

Trenutna alergijska reakcija izazvana degranulacijom mastocita je ¢esto pracena

daljim zapaljenjem koje se naziva reakcijom kasne faze, a efekti se ispoljavaju pre



svega na mestu gde se prvobitno odigrala degranulacija mastocita [32, 34, 36].

a) Senzitizacija 1 memorija
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Slika 2.1. Kako alergeni dovode do pojave alergijske reakcije? a) Senzitizacija i memorija. Inicijalni
kontakt alergena sa antigen prezentujucim Celijama poput dendriticnih éelija (DC). Interleukini (IL) 4 i
IL-13 favorizuju preukljucivanje klasa imunoglobulina kod specificnih B Ccelija i proizvodnju IgE
molekula (senzitizacija). Senzitizacija vodi ka uspostavijanju alergen-specificne IgE™ B i T-Celijske
memorvije. Ponovljeni kontakt sa alergenom dovodi do pojacavanja IgE* B-Celijske memorije i poveéane
proizvodnje specificnih IgE molekula. b) Trenutna reakcija. Ukrsteno povezivanje IgE molekula koji se
nalaze na povrsini efektorskih celija dovodi do oslobadanja bioloski aktivnih medijatora (histamina,
leukotrijena) degranulacijom i trenutnih simptoma alergije. ¢) Kasna faza. Do ove faze dolazi usled
prezentovanja alergena T celijama koje postaju aktivirane, proliferisu i otpustaju prozapaljenske citokine
(kao Sto su IL-4, IL-5 i IL-13). Th2 citokini kao Sto je IL-5 mogu dovesti do eozinofilije otpustanja
medijatora zapaljenja od sttrane eozinofila. APC-antigen-prikazujuce celije, DC — dendriticne Celije,

TCR — T éelijski receptor. Preuzeto iz [34].



Slika 2.1. prikazuje korake u aktivaciji koji dovode do oslobadaja hemijskih
medijatora koji dovode do alergijskih reakcija. Ova neZeljena reakcija imunoloskog
sistema je povezana 1 sa prisustvom Th2 ¢elija koje sekretuju imunoloske medijatore
poznate kao interleukini (IL)-4, IL-5 1 IL-13 [34, 37, 38].

Reakcija kasne faze se takode fokusira na primarno mesto aktivacije mastocita, a
anatomska svojstva ovog mesta odreduju kako ¢e se reakcija razresiti. Reakcija kasne
faze (reakcija neosetljiva na prisustvo anihistaminika) nastaje usled sinteze 1 otpuStanja
medijatora u koje ubrajamo leukotrijene, hemokine i citokine iz aktiviranih mastocita.
Oni sluze da privuku druge leukocite na zapaljensko mesto ukljucujuéi eozinofile 1 T
limfocite oznacene kao pomocénicke T Celije tipa 2 (Th2). Reakcija kasne faze lako
prelazi u hroni¢no oboljenje ukoliko antigen ucestalo dospeva istim putem u organizam
1 nastavi da stimuliSe antigen specificne Th2 ¢elije koje favorizuju eozinofiliju 1 dalju
pojacanu proizvodnju IgE molekula [32, 34, 36, 37].

Klinicki simptomi alergijske reakcije pre svega zavise od koli¢ine prisutnog
antigen specificnog IgE molekula, puta kojim antigen dospeva u organizam 1 doze
dospelog alergena. To mogu biti crvenilo 1 svrab, ali i anafilaksija. Ukoliko je alergen
dospeo direktno u krvotok ili je apsorbovan putem gastrointestinalnog trakta (GIT-a)
moze dovesti do anafilakse jer rasprostranjena aktivacija mastocita nosi brojne
potencijalno smrtonosne efekte poput povecane vaskularne propustljivosti koja dovodi
do naglog pada krvnog pritiska, konstrikcije disajnih puteva, kao i otoka koji mogu
prouzrokovati gusenje [23, 34, 37, 38]. O anafilaktickom Soku ¢e biti viSe reci u jednom

od narednih odeljaka, jer ovaj fenomen treba posebno istaci.



2.1.2 Alergeni

Alergeni su najceSce proteini 1 glikoproteini koji izazivaju alergijsku reakciju.
Mogu se opisati i klasifikovati na osnovu porekla, puta kojim dospevaju u organizam i
prirode proteina [39, 40]. Ekstrakti koji se nacelno koriste u klinickoj praksi za testiranje
pacijenata na alergije predstavljaju smese razlicitih proteina [41-43].

Jedna od podela alergena je na:

1. kuéne alergene (alergeni grinja, ku¢nih Zivotinja, bubasvaba 1 plesni),
2. alergene iz spoljasnje sredine (alergeni polena trava i drveca, spora plesni),
3. alergene hrane (alergene voca, povrca, oraSastih plodova, mleka, jaja, morskih

plodova i ribe), i na
4. alergene koji se unose injektovanjem (otrovi insekata 1 terapeutici poput
penicilina) [40].

Vise molekulskih formi istog alergena koje dele izrazitu alergenu (IgE) ukrstenu
reaktivnost su definisani kao izoalergeni. Takode se definiSu i kao alergeni iz iste vrste
koji dele sli¢nu molekulsku masu, identi¢nu biolosku funkciju 1 bar 67% identi¢nosti u
aminokiselinskoj sekvenciji [44, 45].

Otkako su osamdesetih godina 20. veka proizvedeni prvi rekombinantni
alergeni, stotine alergena je identifikovano i1 odredena je njihova aminokiselinska
sekvencija, a formirane su brojne baze podataka koje sadrze molekulske, biohemijske 1
klinicke podatke o njima, a u koje spada 1 Official List of Allergens issued by the
International Union of Immunological Societies Allergen Nomenclature Sub-committee
[12], Allergome [46], Food Allergy Research and Resource Program Allergen baza
podataka [47] 1 InFormAIll [48] baze podataka [39, 40]. Bazi podataka AllFam u kojoj se
nalaze podaci iz viSe spojenih baza podataka (Allergome database i Pfam database) se
slobodno moze pristupiti [49] 1 u njoj se mogu naéi podaci o pojedinacnim alergenima,
kao 1 o proteinskim familijama kojim ovi alergeni pripadaju [39]. U vecini ovih baza su
podaci organizovani na osnovu izvora ili na osnovu nacina kojim alergi¢ni pojedinci
njima bivaju izloZeni. Po nomenklaturi, alergeni se oznacavaju na osnovu izvora, i to sa
prva tri slova roda kojem vrsta pripada, pocetnim slovom naziva vrste, i brojem koji se

najces¢e odnosi na redosled kojim je alergen iz tog izvora prepoznat 1 registrovan [40,



50].
Kada govorimo o alergenima, vazno je pomenuti 1 pojam epitopa. Epitopi su
strukture na alergenima koje bivaju specificno prepoznate od strane IgE molekula. Kod

proteinskih alergena mozemo govoriti o linearnim 1 o konformacionim epitopima [51],

Sto je slikovito objasnjeno na slici 2.2.

Antitelo prepoznaje
konformacioni epitop
na antigenu

Antitelo prepoznaje
linearni epitop
na antigenu

Slika 2.2. UproS$éeni prikaz formiranja konformacionih i linearnih epitopa kod globularnih proteina
(antigena). Kuglice predstavljaju uprosceni prikaz aminokiselinskih ostataka u polipeptidnom nizu. Sive
kuglice ne ulaze u sastav epitopa, crvene kuglice ulaze u sastav konformacionog epitopa, dok plave

kuglice ulaze u sastav linearnog epitopa.



2.1.3 Pojam anafilakti¢ckog Soka

lako se otkriée anafilaktickog $oka vezuje za 20. vek i Sarla Riea (Charles
Richet) 1 Pola Portjea (Paul Portier) koji su eksperimentalno dokazali anafilaksu kod
pasa, brojna druga otkri¢a su zapravo prethodila njihovom. Magendi (Magendie) je jo§
1839. godine pokazao iznenadnu smrt pasa nakon ponovljenog injektovanja uzoraka
belanceta jajeta [52], kao Sto je 1 Fon Bering (Von Behring) zabelezio da su pojedini
je tada nazvao “paradoksalnom reakcijom na toksin” [14].

1902. godine su ve¢ pomenuti Sarl Rie i Pol Portje objavili kratak ¢lanak o
kojem su diskutovali ispred pariskog udruZenja biologa (Paris “Societe de Biologie™)
gde je po prvi put uveden naziv anafilakticka reakcija, odnosno anafilaksija, a RiSe je za
ovo otkri¢e 1913. godine dobio Nobelovu nagradu. Oni su pokusali da imunizuju pse na
ekstrakt morske sase aktinije (Actinia tenebrosa). Prilikom ponovljenog injektovanja
male koli¢ine toksina, pas kojeg su koristili u eksperimentu je preminuo nakon 25 min.
Otkri¢e da imunizacija ne dovodi isklju¢ivo do zastite jedinke, ve¢ i do ozbiljnih
negativnih posledica je ubrzo postalo poznato Sirom sveta [53]. Kasnije su Dejl (Dale) i
Lajdlou (Laidlow) pokazali da tada novootkriveni histamin moze dovesti do posledica
koje su opisane u anafilaksi. Poznato je da je anafilaksija sistemska reakcija organizma i
manifestuje se naglim padom krvnog pritiska i guSenjem, I koja zahteva brzu primenu
odgovarajuce terapije. Tretman epinefrinom je jedan od adekvatnih tretmana za ovo
zivotno ugrozavajuce stanje. Epinefrin je terapeutik koji se u svrhe tretmana
anafilaktickog Soka koristi ve¢ viSe od stole¢a. U danasnje vreme su za potrebe akutnog

tretmana proizvedeni autoinjektori epinefrina za individualnu upotrebu [54-57].

2.1.4. Alergije na hranu

Alergije na hranu predstavljaju neZeljenu reakciju imunoloskog sistema na
antigene koji dospevaju u organizam oralnim putem. Rasprostranjene su Sirom sveta i,

poput ostalih atopijskih poremecaja, pokazano je da je zastupljenost ovog poremecaja u
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konstantnom porastu, pri ¢emu dovodi do akutnih i hroni¢nih problema kod pojedinaca
[20, 56]. Alergija na hranu bitno utice na kvalitet Zivota i svakodnevicu, tako da se sve
viSe pridaje znacaj dijagnostici i tretmanima. Informisanost ne samo stru¢ne vec 1 Sire
javnosti je kljucni faktor za blagovremenu dijagnostiku 1 terapiju alergijskih oboljenja
[56, 58]. Do sada je registrovano preko 170 namirnica koje predstavljaju izvore
alergena, a tretmani ukljucuju striktno izbegavanje konzumacije hrane koja je
prepoznata kao uzro¢nik alergije. U terapeutskom smislu dostupni su samo medikamenti
koji se koriste za ublazavanje ili uklanjanje simptoma, ali ne i za uspostavljanje
tolerancije imunoloSkog sistema [59].

Prevalencija za razvoj preosetljivosti na hranu je najveca u najranijim godinama
zivota, afektujuc¢i oko 6% novorodencadi mlade od 3 godine, a zatim ovaj procent opada
tokom prve dekade Zivota [58, 60].

Nezeljena reakcija na hranu moze biti rezultat netolerancije (nealergijska
preosetljivost na hranu) ili alergijske preosetljivosti na hranu. U osnovi alergije na hranu
predstavljaju odgovor imunoloskog sistema na hranu koji je Stetan za jedinku, i sastoje
se od poremecaja koji se javljaju nakon unoSenja odredenih antigena hrane [61]. Dele
se na:

1. IgE-posredovane alergijske reakcije na hranu (smatraju se za alergijske reakcije
na hranu u pravom smislu reci i, ukoliko nije naznaceno drugacije, prilikom
pomena alergija na hranu misli se na ovaj vid reakcije),

2. udruzene IgE-posredovane i IgE-neposredovane reakcije, i

3. IgE-neposredovane alergijske reakcije na hranu [61-63].

IgE-posredovane alergijske reakcije na hranu se dalje dele na trenutnu
preosetljivost GIT-a, na OAS, i u retkim slucajevima na anafilaksu. OAS je vid IgE-
posredovane alergijske reakcije koji se javlja prilikom kontakta alergena hrane i
mukoznih povrSina u organizmu alergi¢nih osoba [63], dok je hranom izazvana
anafilaksija sistemska alergijska reakcija koja otpocinje ubrzo i moze izazvati fatalni
ishod [55-58].

Imunoloska reakcija na hranu koja nije posredovana IgE molekulima ukljucuje
sindrome enteropatije, enterokolitisa i proktokolitisa koji su uzrokovani proteinima

hrane. Ova stanja se prvenstveno javljaju kod novorodencadi i mlade dece, a
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manifestuju se kao abdomenalni problemi poput povracanja, abdomenalnih gréeva,
dijareje i1 krvarenja. Kod odraslih akutni simptomi alergije na hranu se manifestuju
obi¢no 2 sata nakon unosa hrane ili izlaganja hrani i tipi¢no je da zahvataju kozu,

gastrointestinalni trakt i respiratorni trakt [62].

Preosetljivost
na hranu
Alergijska preosetljivost Nealergijska preosetljivost
na hranu (netolerancije) na hranu
IgE-posredovane Udruzene IgE-posredovane IgE-neposredovane
alergijske reakcije 1 IgE-neposredovane alergijske reakcije
na hranu alergijske reakcije na hranu na hranu
Trenqtna preosetljivost Oralgl alergijski Anafilaksii
gastrointestinalnog trakta sindrom

Slika 2.3. Shematski prikaz podele preosetljivosti na hranu.

U slucajevima kombinovane IgE posredovane i IgE neposredovane alergijske
reakcije javljaju se jos 1 eozinofilni ezofagitis i atopijski dermatitis [59]. Kada se govori
o kombinaciji IgE-posredovanih i1 IgE neposredovanih alergijskih reakcija, smatra se da
ova kombinacija ukljuuje eozinofilne gastroenteropatije: eozinofilni protokolitis,
eozinofilni gastroenteritis 1 eozinofilni ezofagitis, a karakteriSe ih prisustvo eozinofila u
GIT-u bez prisustva drugih ¢elija ucesnika u inflamaciji [63].

Netolerancija na hranu koja predstavlja nealergijsku preosetljivost je nezeljeni

odgovor prouzrokovan specificnim fizioloskim karakteristikama domacina, kao §to su
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metaboli¢ki poremecaji (npr. deficijencija laktaze) [58].

Konzumiranje hrane koja sadrzi toksi¢ne supstance moze dati laznu sliku o
preosetljivosti. Primer su kontaminacije toksinima poput tiramina u starom siru, koje
uzrokuju nezeljene reakcije kod zdravih osoba [58].

Takode, postoje i averzije ka odredenoj hrani koje nalikuju neZeljenoj reakciji 1
alergiji, medutim, ove reakcije ne bivaju ispoljene kada pacijenti konzumiraju tu istu
hranu, a pritom nemaju vizuelni dozivljaj vezan za to koju hranu konzumiraju 1 zato ih

ne treba poistovecivati sa alergijskim reakcijama.

Tabela 2.1. Klasifikacija alergije na hranu [64].

Tip alergijske reakcije Primeri kako se manifestuju

Anafilaksija, polen-hrana alergijski sindrom, kontaktno

IgE-posredovana crvenilo

Enterokolitis uzrokovan proteinima hrane, proktokolitis

IgE-neposredovana -
& p uzrokovan proteinima hrane

Kombinacija IgE-posredovane i IgE- neposredovane Eozinofilni ezofagitis

2.1.5 Nastanak IgE-posredovane alergije na hranu

Za razliku od sistemskog imunoloskog sistema koji se uglavnom susrece sa
relativno malim koli¢inama antigena 1 proizvodi jak imuni odgovor, mukozni imuni
sistem se susrece sa enormnim koli¢inama antigena svakodnevno, i generalno suprimira
imunolosku aktivnost na bezopasne strane antigene kao $to su proteini hrane i antigeni
komensalnih mikroorganizama. Gastrointestinalna mukozna barijera predstavlja slozenu
strukturu velike povrSine za procesovanje i apsorbovanje unesene hrane, kao 1
izbacivanje nepotrebnih proizvoda [58]. Ova barijera koristi fiziko-hemijske 1 ¢elijske
faktore da bi sprecila prolazak stranih antigena. Fizicka barijera je sacinjena od epitelnih

¢elija koje su spojene Cvrstim vezama i prekrivene debelim slojem mukusa koji ima
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funkciju da zarobljava bakterije, viruse, razne Cestice; faktore koji pomazu jacanje i
obnavljanje ove barijere, kao 1 enzime lumena i Cetkaste ivice koji sluze za uniStavanje
patogena 1 Cine antigene neimunogenim. Komponente urodenog (NK celije,
polimorfonuklearni leukociti, makrofagi, epitelne celije 1 Toll-like receptori) i
adaptivnog (intraepitelijalni i leukociti iz lamine propije, Pejerove ploce, sIgA i citokini)
imunoloskog odgovora predstavljaju aktivnu barijeru za strane antigene. Kod dece je
ova gastrointestinalna barijera jo$ uvek nedovoljno razvijena 1 nedovoljno efikasna [65].

U elegantnoj seriji eksperimenata su dvadesetih godina proslog veka Valcer
(Walzer) 1 saradnici koriste¢i serume pacijenata alergi¢nih na hranu pasivno senzitsali
dobrovoljce i pokazali da imunoloski intaktni antigeni prolaze mukoznu barijeru i brzo
se raznose kroz organizam [66]. Uprkos razvijenosti ove sloZene mukozne barijere, oko
2% unesenih antigena hrane se apsorbuje 1 transportuje dalje kroz organizam u
imunoloski intaktnoj formi, ¢ak i nakon prolaska kroz zdrav i dobro razvijen GIT [67].
Premda ovi intaktni antigeni prolaze kroz barijeru GIT-a, oni i dalje retko indukuju
klinicke simptome alergije jer vecina zdravih individua razvija toleranciju, Sto su Husbi
(Husby) 1 saradnici eksperimentalno pokazali [68].

Senzitizacija na alergene hrane se odvija unutar GIT-a (tradicionalna ili alergija
na hranu klase 1) ili kao posledica senzitisanosti na inhalatorne alergene (alergija na
hranu klase 2) [69]. Preosetljivost na hranu se razvija kod osoba sa genetskom
predispozicijom [70], najverovatnije u momentu kada izostane ili bude narusena oralna
tolerancija. Alergijska senzitizacija na hranu nastaje kada IgE molekuli koji specifi¢no
prepoznaju antigene hrane bivaju produkovani od strane plazma ¢elije koja je potomak
alergen-specificne B Celije [58]. Nastala specificna IgE antitela se vezuju za povrSinu
mastocita u tkivima i krvnih bazofila i prilikom ponovnog izlaganja toj hrani, proteini
hrane (alergeni) se vezuju i unakrsno povezuju specificna IgE antitela na efektorkim
¢elijama, a to dalje dovodi do oslobadanja medijatora kao S§to su histamin i leukotrijeni

koji dovode do nastanka karakteristi¢énih simptoma [59].
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2.1.6. Alergeni hrane

Do sada je identifikovan 1 okarakterisan veliki broj molekula hrane koji imaju
sposobnost da izazovu alergijske simptome kod ljudi. Alergeni hrane su obicno proteini
1 glikoproteini, ali mogu biti 1 hapteni (konzervansi, pesticidi, pojacivaci ukusa) [38, 39,
71].

Znacaj poznavanja svojstava alergena hrane, njihovih trodimenzionalnih
struktura, bioloske aktivnosti i stabilnosti doprinosi unapredenju dijagnostike alergije na
hranu, izuzimanju nepotrebne restrikcione dijete, svesti o riziku prisustva ukrStene
reaktivnosti sa alergenima iz drugih izvora [71] i unapredenju pristupanja eventualnim
rizicima ukrStene reaktivnosti sa alergenima iz drugih izvora [72]. Pod karakteristikama
alergena hrane pre svega se misli na njihovu zastupljenost u hrani, prisustvo
ponavljaju¢ih epitopa na njihovoj povrsini, kao 1 otpornost ka enzimima GIT-a i
pripremu (obradu) hrane [63].

Pored toga Sto je registrovan veliki broj alergena, oni se ipak mogu svrstati u
ograni¢en broj proteinskih familija. Nekoliko proteinskih familija 1 superfamilija
dominira medu alergenima poreklom iz biljne hrane. Superfamilija prolamina, kupinska
superfamilija, Bet v 1 proteinska familija 1 profilini ¢ine oko 65% svih do sada
registrovanih alergena iz namirnica biljnog porekla, a vazno je i pomenuti PR (eng.
patogenensis-related) proteine [39, 63], gde se posebno izdvaja PR-10 grupa proteina.
Kada govorimo o alergenima hrane Zivotinjskog porekla nadena je sli¢na distribucija na
osnovu koje se alergeni hrane zivotinjskog porekla veéinom svrstavaju u familije
tropomiozina, parvalbumina 1 kazeina [73]. Radauer 1 saradnici su pokazali da postoji
najmanje 29 razlicitih proteinskih familija koje sadze viSe od jednog alergena hrane koji
se svrstava u tu familiju [39].

Aditivi hrane i boje koje sadrze proteine (npr. Zelatin) mogu takode dovesti do
alergijske reakcije. Hemijski aditivi poput vestackih aroma (npr. tetrazin) 1 konzervansi
(npr. glutamati 1 sulfiti) mogu dovesti do nezeljenih reakcija, ali nije primecen
imunoloski mehanizam u tim sluc¢ajevima i stoga se takve reakcije klasifikuju kao
netolerancija [59].

Alergijska reakcija na odredene antigene iz hrane moze biti posledica ukrStene
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reaktivnosti, odnosno prethodne senzitizacije na alergen iz drugog izvora. UkrStena
reaktivnost alergena hrane sa drugim alergenima je posledica sli¢nosti u strukturi i
aminokiselinskoj sekvenci sa drugim alergenima hrane ili acroalergenima. Verovatnoca
pojave klinicki relevantne alergijske reakcije na ukrSteno reaktivne alergene je razlicita
[59]. Iako strukturne sli¢nosti mogu predstavljati objaSnjenje IgE ukrStene reaktivnosti
izmedu alergena iz razli¢itih namirnica, do sada nije otkriveno zajednicko svojstvo koje
dele svi poznati alergeni. Ovi pristupi su uspevali da ukazu na potencijalnu alergenost
proteina kada bi potvrdili da ovi proteini dele sli¢nosti u aminokiselinskoj sekvenci i/ili
trodimenzionalnoj strukturi determinanata koje nalazimo kod poznatih alergena, ali jo§
uvek nije pronaden metod koji bi sa sigurnoséu predvidao alergenost samu po sebi kada

su u pitanju novootkriveni proteini [71].

Slika 2.4. Biljne namirnice koje su izvori ukrsteno reaktivnih alergena hrane.
Simbolican prikaz genetskog koda kojim se ukauje na homologiju u DNK zapisu za ukrsteno reaktivne

alergene [74].

Vecina alergena hrane moze izazvati klinicke simptome alergijske reakcije kada
se hrana unosi bilo sveza ili termicki obradena. Alergeni poreklom iz voca 1 povréa
dovode do alergijskih reakcija najces¢e ukoliko se unesu termicki netretirani. Kod

alergena hrane se Cesto uocava i opstajanje proteina prilikom prerade hrane i varenja u
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GIT-u. Jedno od znacajnih strukturnih svojstava proteina koje je povezano sa njthovom
stabilno$¢u je prisustvo disulfidnih veza. Bez obzira na to da li se radi o intralan¢anim
ili interlan¢anim disulfidnim vezama, one stabilizuju trodimenzionalnu strukturu
proteina i1 Cesto omogucavaju vecu otpornost proteina na strukturne perturbacije
prilikom termickog tretmana. Primeceno je da brojni alergeni hrane sadrZe viSestruke
disulfidne mostove, poput ¢lanova prolaminske superfamilije proteina [74].

Vancelijski proteini, ukljucujuéi i1 brojne alergene hrane, podlezu glikozilovanju
prilikom prolaska kroz endoplazmati¢ni retikulum. Klinicki znacaj IgE antitela
specificnih za ugljenohidratnu komponentu glikoproteina jeste tema o kojoj se diskutuje
otkako je otkriven N-glikan-specifi¢ni IgE usled ¢injenice da moze doprineti ukrstenoj
reaktivnosti alergena polena 1 biljnith namirnica [75]. Ugljenohidratna komponenta
takode utiCe na stabilizaciju proteinske strukture i na otpornost na denaturaciju [76].

Prisustvo ponavljaju¢ih struktura 1 sklonost agregaciji, bilo u fizioloSkim
uslovima ili prilikom tretmana hrane moze uticati na senzitizaciju i pojacanu
imunogenost, kao 1 pojacani potencijal za oslobadanje histamina iz mastocita [74].

Baze podataka koje su dostupne na internetu omogucéavaju pretrazivanje alergena
poreklom iz hrane. IUIS baza podataka daje podatke o preciznoj i nedvosmislenoj
nomenklaturi alergena, kao i dokaze o njihovoj IgE reaktivnosti [40].

Druge baze podataka mogu biti vezane za klinicke podatke o reaktivnosti
alergena hrane kao $to je InformAIl [77]. Prilikom pretrazivanja je vaZzno obratiti paznju
na to da postoje 1 baze poput Allergom [46] baze podataka koje sadrZe nerecenzirane
podatke [71]. Analizom podataka upravo iz ovakvih baza se stekao uvid u to da proteini
sa alergenim potencijalom uglavnom pripadaju manjem broju proteinskih familija [39,

73, 74].
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Tabela 2.3. Prikaz i podela alergena hrane biljnog i Zivotinjskog porekla [71].

Proteinska familija

Molekulska

Funkcija
masa (kDa)

Poreklo alergena

Alergeni hrane biljnog porekla

Prolaminska Prolamini Rezervni proteini semenki 65 Zitarice
superfamilija 2S albumini Rezervni proteini semenki 15-17 kikiriki, ko§tuni¢avo voée,
senf
Nespecificni LTP Odbrambena i transportna 7-9 sva biljna hrana, lateks
Bifunkcionalni a- Proteazni inhibitori 15-16 Zitarice
amilazni/proteazni
inhibitori
Kupinska 7/8S globulini Rezervni proteini semenki 150-190 leguminoze, semenke,
superfamilija kostunicavo voce
11S globulini Rezervni proteini semenki 60 kikiriki, koStuni¢avo voce
Profilin Aktin vezujuda regulatorna 14 sva biljna hrana, lateks
Proteini srodni Odbrambena, transfer steroida 17 sva biljna hrana
Bet v 1 (PR-10)
Oleozini Stabilizuju lipidna tela 14-17 leguminoze, semenke,
kostunicavo vocée
Endohitinaze Odbrambena, hidroliza hitina 25-35 banana, avokado, kesten,
lateks
p-1,3-glukanaze Odbrambena 25-35 banana, avokado, kesten,
lateks
Proteini sli¢ni Odbrambena 20-30 banana, kivi, grozde, citrusi
taumatinu
Alergeni hrane Zivotinjskog porekla
Tropomiozini Regulisu kontrakciju misic¢a 36-38 ljuskari, mekusci
Parvalbumini Ca?* vezujudi 12 ribe, vodozemci
Kazeini Ca?" vezujuéi 20-30 kravlje, kozje i ovéije
mleko
p-laktoglobulini Nosaci malih molekula 18 mleko
Lizozomalna/a- Sinteza laktoze 14 kravlje mleko, kokosije jaje
laktoglobulinsk
a familija
Serin-proteazni Proteazni inhibitori 28 kokosije jaje
inhibitori
Serpini Proteazni inhibitori 44 kokosije jaje
Transferini Transport gvozda 67-69 kravlje mleko, kokosije jaje

18



2.2 Banana (Musa acuminata)

Banana (M. acuminata) je voce koje poseduje visoku nutritivnu vrednost,
prijatnog je ukusa, niske cene na trziStu i konzumira se Sirom sveta. Proizvodi se u Aziji,
Centralnoj 1 Juznoj Americi 1 u Africi. Banana koja se danas nalazi na trzistu je
diploidna 1ili triploidna biljka dobijena ukrStanjem dve vrste poreklom iz Jugoistocne
Azije, M. acuminata 1 M. balbisiana. Poreklo banane se vezuje za jugoistocni deo
azijskog kontinenta, odnosno Kinu i dzungle Malezije, Indonezije i Filipina gde 1 danas
mozemo naci brojne divlje varijetete banane. Naziv je africkog porekla s obzirom da
banan na arapskom znaéi prst. Cak je i ime roda (Musa) ove bilike poreklom iz
arapskog 1 potice od reci biljka (mouz) [78, 79].

U mnogim zemljama u razvoju banana je najvazniji usev nakon pirinca, psenice
1 kukuruza [80]. U viSe od 150 zemalja se proizvodi oko 105 miliona tona ovog voca na
godisnjem nivou. Procenjeno je da se od te ukupne koli¢ine 43 miliona odnosi na
proizvodnju dezertne banane, §to ima veliki uticaj na svetsku ekonomiju. Pored dezertne
banane koja se moze konzumirati bez ikakve obrade, oko 45 miliona tona proizvedene
banane se mora termiCki obraditi pre konzumacije i medu njima su najpopularniji
plantani [80].

U pojedinim zemljama u razvoju konzumacija banane dostize ¢ak 21 kg po
osobi na godiSnjem nivou, gde ovo voce ne predstavlja samo izvor energije vec i
izuzetno vaZan izvor nutrijenata [81]. Pored prijatnog ukusa, banana sadrzi mnoStvo
korisnih nutrijenata poput bioaktivnih amina (dopamin i serotonin), antioksidanasa (beta
karotena 1 vitamina C 1 E), flavonoida (katehina 1 indolnih alkaloida), vitamina K,
vitamina Bs, kao i1 ugljenih hidrata (prostih i sloZenih). Predstavlja i dobar izvor
minerala, pre svega kalijuma, bakra, magnezijuma i mangana [81-85].

Ova tropska biljka je sposobna da se izbori sa oksidativnim stresom izazvanim
jakim suncevim zracenjem 1 visokim temperaturama zahvaljuju¢i visokom sadrzaju
antioksidanasa [86]. Pored toga Sto sadrzi brojne ve¢ pomenute antioksidanse, banana
sadrzi 1 enzime koji takode doprinose njenom antioksidativnom kapacitetu [87].
Pokazano je da antioksidativna aktivnost banane zavisi od varijeteta i stadijuma zrenja

[88, 89], a da zrenje dovodi do promena u antioksidativnom kapacitetu kao 1 u
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hemijskom i nutritivnom sastavu [90].

2.2.1. Alergija na bananu i alergeni banane

Smatra se da banana ima nizak alergeni potencijal, Sto je jedan od razloga zasto
se Cesto uvodi u ishranu novorodencadi [7]. Medutim, kod pojedinih osoba banana
izaziva 1 nezeljene reakcije. To su najceSce blagi i lokalni simptomi alergije kao Sto je
OAS koji se odigrava u ustima i1 zdrelu, ali u retkim sluSajevima dovodi i do
anafilaktickog Soka [91, 92]. Jedna od prvih publikacija koja se odnosila na alergene
prisutne u vocu, ukljucujucéi 1 bananu, je vezana za alergen mase 30 kDa 1 klini¢ku sliku
rinitisa 1 OAS-a kod pacijenata koji su se javili nakon ingestije banane i1 drugog voca
[93]. To je potvrdilo €injenice koje su 1970. godine publikovali Anderson i njegovi
saradnici [94]. Pomenuta publikacija je ukazala na povezanost polinoze izazvane
polenom ambrozije 1 alergijske reakcije na ingestiju banane. Godinama nakon toga su
klinicke manifestacije alergije na bananu uglavnom karakterisane blagim simptomima,
dok su 1991. godine po prvi put opisani simptomi angioedema i anafilakti¢kog Soka
izazvani konzumiranjem banane [95]. Danas se zna da se ovi veoma ozbiljni simptomi
izazvani konzumiranjem banane ne smeju zanemarivati [91, 92, 95].

U Japanu je najucestalija alergija na voce alergija na kivi, a odmah zatim sledi
ucestalost alergije na bananu [96]. Anafilakticke reakcije koje su posledica konzumacije
voca su postale uobiajna pojava u klini¢koj praksi i uobicajen savet alergi¢nim
pacijentima je prepisivanje dijete koje izuzima konzumaciju i drugih namirnica koje
potencijalno sadrze ukrSteno-reaktivne antigene. Pacijenti takode dobijaju savete za
noSenje pribora za hitnu 1 brzu intervenciju u kojima se nalaze epinefrin, antihistaminici
i kortikosteroidi [92].

S obzirom na to da se radi o hrani koja se rano uvodi u ishranu, postoji opasnost
da banana postane vazan uzro¢nik anafilakse kod novorodencadi. Postoje brojni
registrovani slu€ajevi alergijskih reakcija na bananu kod beba starosti 5-7 meseci. Neki
od registrovanih slucajeva su ukljucivali samo koprivnjacu [7, 97-99], dok su se neki

odnosili 1 na anafilaksu kod beba [7, 97, 100]. S obzirom na to da anafilaksija kod
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novorodencadi biva ucestalija, banana bi se mogla posmatrati kao njen vazan uzro¢nik
koji se najcescée unosi sirov i industrijski neobraden. Opisan je i slucaj cetvoromesecnog
decaka koji je prilikom konzumacije banane dobio simptome povracanja, koprivnjace i
cijanoze, iako je to bila prva konzumacija banane u zivotu tog decaka, nakon ¢ega su
kozne probe (SPT) koje je izvelo stru¢no medicinsko osoblje dale pozitivne rezultate na
svezu bananu i na ekstrakt banane [7].

Alergijska reakcija na bananu moze biti izazvana i prilikom konzumiranja de¢jih
lekova sa ukusom banane. Metju (Matheu) i saradnici su zabelezili slucaj u kojem je
osmogodiS$nja pacijentkinja dozivela alergijsku reakciju posto je primila dozu od 250
mg Penilevel leka (Laboratorios ERN SA, Barselona, Spanija) koji sadrzi fenoksi-metil-
penicilin u kombinaciji sa ekstraktom banane koji je dodat kao aditiv za poboljSanje
ukusa. Nakon tretmana antihistaminicima je alergijska reakcija uklonjena. U ovom
slu¢aju je bilo zanimljivo da je SPT komercijalno dostupnim reagensom za dijagnostiku
alergije na bananu dao negativne rezultate, dok su kozne probe sa svezim vocem (tzv.
prik-prik test) dale pozitivnu reakciju na kozi sa radijusom od 11x7 mm, a koli¢ina
ukupnog sadrzaja IgE molekula u serumu je iznosila 71,7 kU/L, a IgE molekula
specificnog na alergene banane 1,25 kU/L. Reakcija na sve ostale komponente leka je
bila negativna. Ovo je primer angioedema i koprivnjace koji se javljaju nakon
konzumacije leka sa ukusom banane. Nije redak slucaj da se voéni ekstrakti dodaju
decijim lekovima u cilju poboljsanja ukusa [101].

Kao 1 brojno drugo voc¢e banana sadrzi i alergene koji dovode do preosetljivosti
kod ljudi, a mogu dovesti i do ,,lateks-voce* i ,,voée-polen sindroma koji su posledica
ukrStene reaktivnosti [99, 102, 103]. Za ukrStenu reaktivnost koja se javlja kod alergena
koji poticu iz evolutivno udaljenih botanickih familija odgovoran je visok stepen
homologije koju nalazimo u alergenima iz razli€itih izvora [92]. Lateks-voce sindrom se
takode moze javiti kao vid trenutne alergijske reakcije koji ukljucuje koprivnjacu, astmu
1 ozbiljne anafilakti¢ke reakcije sa potencijalno fatalnim ishodom [96].

Zarad poboljSanja prevencije potencijalne ingestije banane od strane alergic¢nih
pojedinaca potrebne su specificne 1 osetljive metode koje mogu da detektuju tragove
prisutnih alergena u procesovanoj hrani. Metode koje se baziraju na upotrebi PCR-a su

ve¢ uspostavljene za detekciju alergena iz pSenice, heljde, kikirikija, soje, oraha,
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svinjetine, kivija 1 banane [96]. Do sada je registrovano Sest proteina uzro¢nika

alergijske reakcije na bananu [12]. Pregled ovih alergena se nalazi u tabeli 2.4.

Tabela 2.4. Registrovani alergeni banane [12]:

Alergen Biohemijski naziv PGS ()
(SDS PAGE)
Musa 1 Profilin 15
Mus a 2 Hitinaza klase [ 33
Mus a 3 Nespecifi¢ni protein za prenos lipida (nsLTP) 9
Mus a 4 Protein slican taumatinu (TLP) 20
Mus a5 B-1,3-glukanaza 33
Mus a 6 Askorbat peroksidaza 27

U banani, ali i u drugom vocu i povréu sa visokim sadrzajem vode kao Sto su
treSnje, viSnje, papaja ili avokado 1 koje su zbog toga podlozne gljivicnim infekcijama
hitinaze, proteaze 1 antifungalni proteini predstavljaju dominantne alergene. Pomenuti
proteini jesu zapravo proteini povezani sa patogenoScu (PR proteini) Cija se ekspresija

indukuje patogenima, ranjavanjem biljke ili odredenim stresom iz spoljne sredine [69].

2.2.1.1 Profilin iz banane

Profilin, odnosno Mus a 1 je prvi registrovan alergen banane, pa je odatle
Mus(a) a(cuminata) 1, pri ¢emu je 1 redni broj pod kojim je protein unesen u
WHO/IUIS bazu podataka [12]. Profilin (12-15 kDa) je panalergen koji se nalazi u svim
eukariotskim ¢elijama i jedan je od glavnih izazivaca ukrStene reaktivnosti polena i
plodova biljaka. Asero (A4sero) i saradnici su 2008. godine u svojim eksperimentima
zasnovanim na SPT pokazali da profilin treba smatrati klinicki znacajnim alergenom
hrane. Alergije na dinju, lubenicu, paradajz, bananu, ananas, i narandzu mogu biti
izazvane preosetljivos¢u upravo na profilin [104, 105].

Profilini pokazuju ukrStenu reaktivnost 1 oko 20% pacijenata alergi¢nih na biljke
ima specifi¢ni IgE na profilin. UkrStena reaktivnost alergena je posledica svojstava IgE

antitela da prepoznaju strukturno sli¢ne epitope na razli¢itim proteinima koji su obi¢no
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filogenetski srodni ili predstavljaju evolutivho konzervirane strukture. Kao posledica
ukrStene reaktivnosti se javlja preosetljivost na odredene alergene bez prethodne
senzitizacije na taj konkretni alergen [106, 107]. IstraZzivanja su pokazala da reaktivnost
humanih IgE antitela na profiline u mnogome zavisi od konzerviranih konformacionih
struktura, Sto je zakljuceno nakon uporedivanja sekvenci profilina iz razli¢itih izvora,
ukljucujuéi 1 profiline banane [107, 108]. Postoji mala sli¢nost u sekvenciji profilina
poreklom iz nizih eukariota, biljaka 1 zivotinja, dok biljni profilini medusobno dele oko
75% 1identi¢nosti u sekvenciji. Svi do sada poznati profilini imaju kompaktnu
globularnu strukturu sa glavnim motivom izgradenim od antiparalelnih B-plocica koje
su medusobno povezane preko N- i C- terminalnih a-heliksa sa jedne strane i jednog ili

dva heliksa sa druge strane [39, 108].

Slika 2.5. Struktura profilina banane. Preuzeto iz [116].

Za razliku od nsLTP (o kojem ¢e kasnije biti reci), profilini se denaturiSu
toplotom 1 podlozni su digestiji u GIT-u, tako da se smatra da nisu u stanju da izazovu
senzitizaciju preko gastrointestinalnog trakta [74, 110].

Profilini se ubrajaju u PR (eng. pathogenesis related) proteine koji se nacelno
gledano pojacano eksprimiraju u biljnom tkivu pri kontktu sa patogenima ili prilikom
izlaganja abiotiCkom stresu [111]. Interesantno je da brojni proteini koji se ubrajaju u
alergene pripadaju PR proteinima, a tu ubrajamo pre svega profiline, hitinaze, B-
glukanaze i proteine sli¢ne taumatinu [112-115].

Koris¢enjem informacije o sekvenciji proteina iz Uniprot baze podataka [116] 1
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programa dostupnih na internetu smo odredili signalnu sekvenciju ove ukupne
sekvencije od 131 aminokiselinskih ostataka, i to je prvih 35 aminokiselinskih ostataka.
To je deo sekvence koji ne ulazi u sastav zrelog alergena [117] tako da smo taj deo
sekvencije izuzeli prilikom Blast analize.

Kada se uradi Blast analiza u okviru Uniprot baze podataka, uo¢avamo pre svega
slicnosti u sekvenci sa ostalim profilinima koji se nalaze u vrstama roda Musa, ali i
profilinima drugog voca kao Sto su profilini kokosa 85%, grozda 84%, zatim kukuruza
82% 1 lateksa 83%. U za sada dostupnoj literaturi ne postoje podaci o IgE vezujué¢im
epitopima, ali je programima dostupnim na Internetu moguce odrediti teorijske linearne
epitope zahvaljuju¢i podacima iz IEDB baze podataka. Potencijalni linearni IgE
vezujudi epitopi su YGSVWAQSDAFPQCKPEE®, “FDEPGSLAP®,
"GEPGAVIRGKKGSGGVTI* i '""EPMTPGQ'"* [118].

2.2.1.2 Hitinaza iz banane (klasa I)

Hitinaza klase I se smatra glavnim alergenom banane, odnosno najucestalijim
uzro¢nikom alergijske reakcije na bananu [106, 119]. U okviru WHO/IUIS baze
podataka se hitinaza klase I nalazi oznacena kao Mus a 2 [12].

Hitinaze (MM 25-35 kDa, E.C. 3.2.1.14) su Siroko zastupljene u biljnom svetu.
Skoro sve biljne hitinaze koje su do sada izolovane jesu endohitinaze i hidrolizuju hitin
koji predstavlja strukturnu komponentu egzoskeleta insekata i ¢elijskog zida mnogih
gljiva. Iz tog razloga se hitinaze smatraju delom odbrambenog sistema biljaka od
patogena i hitinaza klase I iz banane pripada PR-3 klasi PR proteina [102].

Poseduju hitin-vezuju¢i domen koji se takode naziva i domen slican haveinu.
Domen slican haveinu je karakteristika svih proteina koji pripadaju ovoj familiji, sadrzi
brojne cisteinske ostatke, saCinjen je od oko 40 aminokiselinskih ostataka i nalazi se na
N-terminusu proteina [120, 121]. Pokazano je da je upravo domen sli¢an haveinu
determinanta odgovorna za ukrStenu reaktivnost izmedu haveina iz lateksa (Hev b 6) i
alergena iz avokada (Pers a 1), kestena (Cas s 5), grozda (Vit v 5) i banane (Mus a 2), i

samim tim doprinosi pojavi lateks-voce sindroma [106, 122, 123], dok je pokazano je da
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kataliticki domen hitinaze klase I nema ili pokazuje nizak IgE vezuju¢i afinitet. Alergije
na bananu, avokado, kesten i kivi su detektovane kod 30-70% pacijenata alergi¢nih na
lateks [123, 124]. Kod lateksa, havein (Hev b 6.02) nastaje sazrevanjem prohaveina
(Hev b 6.01), 1 deli veliku homologiju u sekvenci sa PR-3 1 PR-4 proteinima [69, 125].

Kompletna sekvencija Mus a 2 je sacinjena od 317 ak, dok je sekvencija zrelog
proteina zapravo 299 ak. Sadrzi jedan domen za vezivanje hitina tipa 1, dok od
posttranslacionih modifikacija sadrzi jedan disulfidni most [116].

BLAST analizom uocavamo najvecu sli¢nost u sekvenci ovog proteina sa
proteinima koje nalazimo u rodu Musa. Najveca sli¢nost hitinaze klase I banane je 82-
95% u aminokiselinskoj sekvenci sa hitinazom klase I iz avokada, pSenice 78-79%, i 75-
76% slicnosti sa hitinazom iz kukuruza [116].

Istrazivanja na polju proteomike su pokazala da su hitinaze najzastupljeniji
proteini u pulpi nezrele banane, a ¢ak je identifikovano 11 izoformi kisele hitinaze klase
IIT (30 kDa) [126]. Tokom zrenja se smanjuje ekspresija hitinaze klase III i raste nivo
ekspresije hitinaze klase I (31 kDa), pre svega u pulpi [127, 128].

Pokazano je da se u pulpi zrele banane mogu pronaci bar dve izoforme hitinaze

klase I koje dele veliki stepen homologije sa haveinom [106].

% Identity to
Hev b 6.02 Hev b 11-HLD

Hev b 6.02 -EQCGROAGGK LCPNNLCCSOWGWCGSTDEY CSPDHNCQS-NCKD —— 100 68
Hev b 1 1-HLD -EQCGROAGGALCPGGLCCSOYGWCANTPEYCGSG--CQS-QCDG GG 68 100
Mus a 2-HLD ~-EQCGROAGGALCPGGLCCSQYGWCGNTDEFY CGOG--CAS-0CGGSG 71 86
Persa |-HLD -EQCGROAGGA LCPGGLCCSQFGWCGSTSDY CGPT--COS-QCGEVT 73 77
Tria 18 domain | -QRECGEQGSNMECPNNLCCSQYGYCGMGGDY CGKG——CONGACWT —— 49 51
Tria 18 domain 2 SKRCGSQAGGATCTNNOCCSQYGYCGFGAEY CGAG--CQGGPCRA—— 54 56
Tria 18 domain 3 DIFKCGSQAGGELCPNNLCCSOWGFCGLGSEFCGGG--COSGREST —— 66 39
Tria 18 doman 4 DEPCGEDAGGEVETHNNYCCSEWGSCGIGPGYCGAG--COSGGEDG—— 51 54

Slika 2.6. Uporedna analiza sekvence haveina i haveinu slicnog domena (HLD). Poredenje sekvenci;
sivo - delovi sekvence koji su identi¢ni delovima sekvence u haveinu; podebljano - konzervirani

cisteinski ostaci, crtice — delovi gde je izuzeta sekvencija [124].
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Mus a 2-HLD

Slika 2.7. Mapirani konzervirani ostataci zajednicki za havein i Mus a 2

na povrSini Mus a 2 su crno obojeni [124].

U poznatoj literaturi do sada nije pokazano da je radeno eksperimentalno
odredivanje IgE vezuju¢ih epitopa hitinaze iz banane. Kada se uradi in silico
predvidanje linearnih epitopa hitinaze klase I za izoformu Q8VXFO iz banane dobijaju

se podaci o 11 potencijalnih IgE vezujucih epitopa [118, 129].

2.2.1.3 Nespecifi¢ni protein za prenos lipida iz banane

U okviru WHO/IUIS [12] baze podataka o alergenima sa Mus a 3 je oznacen
nespecifiéni protein za prenos lipida (nsLTP). nsLTP je ucestali alergen kada su u
pitanju alergije na hranu [12]. 