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SKRACENICE

AA — akrilamid

ACN — acetonitril

ABC — amonijum bikarbonatni pufer

AGE (engl. advanced glycation end products) — proizvodi kasnog glikovanja
ANSCIUIS (engl. Allergen Nomenclature Sub-committee of the International Union of
Immunological Societies) — Potkomitet za nomenklaturu alergena Internacionalne unije
imunoloskih drustava

ANOVA (engl. Analysis of Variance)— analiza varijanse

AEBSF — 4-(2-aminoetil) benzensulfonil fluorid hidrohlorid

AP — alkalna fosfataza

BCA — bicinhoninska kiselina

BSA (engl. bovine serum albumin) — govedi serum albumin

CD - cirkularni dihroizam

cCBB - koloidna boja Coomassie Brilliant Blue

DTT — ditiotreitol

EFSA- Evropska agencija za bezbednost hrane

ELISA (engl. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) — imunoadsorpcijski enzimski
test

ESI (engl. electrospray ionization) — elektrosprej jonizacija

FDR (engl. false discovery rate) — mera u¢es$ca laznih nalaza

FA (engl. formic acid) — mravlja kiselina

GIT — gastrointestinalni trakt

Ig — imunoglobulin

IAA — jodacetamid

IEDB (engl. Immuno Epitope Database) — baza podataka imunskih epitopa

LFQ (engl. label free quantification) — relativna kvantifikacija proteina bez
obeleZavanja

MS — masena spektrometrija

MPOP — peptidi malih molekulskih masa otporni na proteolizu



nLC-MS/MS (engl. nano-liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry)
— nano tecna hromatografija kuplovana sa tandemskom masenom spektrometrijom
PAA — poliakril-amid

PBS — fosfatom puferisan fizioloski rastvor

PBS-T — 0.05% Tween 20 u PBS-u

PMSF — fenil-metil-sulfonil fluorid

PTM — post-translacione modifikacije

NC — nitrocelulozna membrana

SDS-PAGe — natrijum-dodecilsulfat elektroforeza na poliakrilamidnom gelu

SGF (engl. simulated gastric fluid) — simulirani sok gastri¢nog varenja

SIF (engl. simulated intestinal fluid) — simulirani sok intestinalnog varenja

SSF (engl. simulated salivary fluid) — simulirana pljuva¢na te¢nost

TCA — trihlorsiréetna kiselina

WHO (engl. World Health Organization) — Svetska zdravstvena organizacija



Sazetak

INFOGEST metoda predstavlja standardizovani protokol za in vitro simulaciju
digestije kompletne hrane, zasnovanom na fizioloski relevantnim uslovima. Predmet
rada ove disertacije je ispitivanje digestibilnosti alergena Kikirikija iz celog zrna
primenom INFOGEST metode, kao i karakterizacija njihovih fragmenata otpornih na

proteolizu.

Za odstranjivanje lipida primenjena je metoda talozenja proteina, koja se pokazala kao
superiornija u odnosu ekstrakciju lipida organskim rastvaracem, usled manjeg

kvalitativnog i kvantitativnog gubitka proteina.

U ovoj tezi je pokazano da termic¢ki tretmani kikirikija, pored matriksa hrane, dodatno
otezavaju oslobadanje proteina iz zrna, Sto ¢ini glavne alergene kikirikija Arah 1, Arah
2 Ara h 3 i Ara h 6 nedostupnijim za pepsinsku hidrolizu. Oslobadanje proteina
kikirikija, kao i digestibilnost, u gastri¢noj fazi se pokazala znatno izraZenijom, u
odnosu na intestinalnu fazu, s tim da je digestija kod pecenog kikirikija otezana u
odnosu na sirovi. Nakon oralno-gastri¢ne digestije celog zrna sirovog kikirikija, glavni
alergeni kikirikija u velikoj meri ostaju intaktni, a njihovi peptidi otporni na digestiju
zadrzavaju alergeni kapacitet. Pokazano je da ve¢ina Ara h 2 1 Ara h 6 alergena ostaje
rezistentna na digestiju. Ara h 1 1 Ara h 3 kaskadno podlezu pepsinolizi, do fragmenata
koji i dalje zadrzavaju IgE vezujuci potencijal. Mali peptidi koji poticu od Ara h 2
alergena, su se pokazali kao najpotentniji inhibitori vezivanja IgE iz seruma pacijenata

alergi¢nih na kikiriki, u odnosu na male Ara h 1 1 Ara h 3 peptide.

U ovoj disertaciji je pokazana izuzetno vazna uloga efekata matriksa hrane, kao i njene
termicke obrade, na digestiju proteina hrane, koji mogu povecati stabilnost alergena
hrane tokom digestije, i time omoguciti zadrzavanje potencijala aktivacije alergijske

reakcije nakon oralno-gastricne faze digestije.

Kljucne reédi: alergeni kikirikija, termicka obrada hrane, matriks hrane, simulirana
oralno-gastri¢na/oralno-gastrointestinalna  digestija, odmas¢ivanje digesta, peptidi

otporni na proteolizu.
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Abstract

INFOGEST method is standardized protocol for in vitro simulation of complete food
digestion, based on physiologicaly relevant conditions. The objective of this
dissertation was to investigate digestibility of peanut allergens from whole peanut
kernel by INFOGEST method, as well as to characterize their fragments resistant to

proteolysis.

For delipidation, protein precipitation approach was applied, showing to be superior in
comparison to delipidation by organic solevent, due to lower qualitative and

quantitative protein loss.

In this thesis it was shown that peanut thermal processing, in addition to effect of food
matix, further complicates the extractability and digestibility of proteins from the grain,
making peanut allergens Ara h 1, 2, 3 and 6, less accessible for pepsin hydrolysis.
Extractability and digestibility of peanut proteins in the gastric phase have shown to be
significantly more pronounced, in comparison to intestinal phase, and roasted peanut
digestion was impaired compared to the raw. It was shown that after oral and gastric
digestion of whole raw peanut grains peanut allergens largely remain intact, and their
digestion resistant peptides retain allergenic capacity. The most Ara h 2 and Ara h 6
allergens have been shown to remain resistant to digestion. Ara h 1 and Ara h 3
undergo pepsinolysis with cascade pattern to consequently smaller peptide fragments
with retained IgE binding capacity. Small peptides from Ara h 2 allergens were the
most potent inhibitors of IgE binding from sera of peanut allergic patients, compared to

small peptides from Arah 1 and Ara h 3.

This thesis points to the great importance of the effects of food matrix, as well as food
thermal processing, on protein digestibility, which can create additional stability of
food allergens during digestion, and thus enable retaining of their potential for the

sensitization or triggering of allergic reactions.

Keywords: peanut allergens, thermal processing, food matrix, simulated oral-
gastric/oral-gastrointestinal digestion, digesta defatting, proteolytic resistant peptides.
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1. Uvod

Kikiriki (Arachis hypogaea L.) se smatra jednim od glavnih izvora proteina, lipida,
vlakana, vitamina, minerala, fenolnih jedinjenja i fitosterola. Uprkos ekonomskom
znacaju, kao glavnom izvoru proteina, kikiriki je okarakterisan kao jedan od glavnih
izvora alergena hrane. Postoji 16 alergenih proteinskih grupa u Kikirikiju

(http://www.allergen.org/search.php?allergensource=Arachis+hypogaea). Medu njima

su glavni alergeni, Ara h 1 sa 35-95%, i Ara h 2 sa ¢ak 95% ucesc¢a u vezivanju IgE
antitela iz krvi pacijenata alergi¢nih na kikiriki [1]. Navedeni alergeni pripadaju klasi |
alergena (tzv. kompletnim alergenima), koji su sposobni da senzitizuju i da izazovu

simptome opasne po zivot [2].

Termicko procesovanje hrane uti¢e na proteinsku strukturu i stabilnost [3]. Schmitt i
saradnici su istrazivali strukturnu stabilnost, i IgE vezivanje termicki procesovanog
kikirikikija (kuvani, przeni i peceni), i pronasli da se proteinska rastvorljivost
(ekstrakcija) smanjila nakon termic¢kog tretmana. Ukazali su da se ovaj trend povecava
sa vremenom izlaganja kikirikija temperaturi, Sto se najverovatnije deSava zbog

agregacije proteina [4].

Otpornost na digestiju, dejstvom digestivnih proteaza predstavlja vaznu osobinu
proteina sa alergenim svojstvima. Prvu sistemati¢nu studiju o proteolitickoj stabilnosti
alergenih i nealergenih proteina iz hrane je izveo Astwood sa saradnicima [5]. Njegova
studija je pokazala kako su alergeni proteini hrane otporni na pepsinsku digestiju
naspram nealergenih proteina, S$to dovodi do zakljucka da postoji veza izmedu
alergenosti i digestibilnosti. Postoje brojne studije koje su poredile digestibilnost
preciS¢enih alergena i proteina bez alergenih svojstava [6-8] na osnovu protokola koji je
dao Astwood i saradnici (1996) [5]. Npr. Thomas sa saradnicima (2004) [7] je
modifikovao studiju Astwood-a (1996) [5], tako Sto je smanjio koli¢inski odnos izmedu
pepsina i ciljnog proteina, i posmatrao efekat kisele sredine (pH 1.2 i 2.0). Rezultati in
vitro digestije radene na pH 1.2 1 2.0 sa 10 preciscenih proteina (alergenih i nealergenih)
su evaluirani u multistudiji, sprovedenoj u devet razli¢itih laboratorija. Autori su uocili

da analiza malih i velikhih fragmenata nastalih pepsinskom hidrolizom, nije


http://www.allergen.org/search.php?allergensource=Arachis+hypogaea

konzistentna [5]. Nekoliko studija [9], [10], [11] su istrazivale proizvode digestije
ekstrakata kikrikija, ali nikad digestiju celog zrna kikirikija. Studije koje su se bavile
istrazivanjima u oblasti pepsinske digestibilnosti alergena kikirikija su prikazane u
Tabeli 1, i bez obzira na primenjene eksperimentalne uslove, Ara h 2 i Ara h 6 su se
pokazali kao najotporniji na pepsinsko delovanje u poredenju sa Ara h 1 i Ara h 3 [11,
12].

Plundrich i saradnici [13] su istrazivali pepsinsku digestibilnost blago pe¢enog brasna
kikirikija (12% masti), sa idejom da se prati degradacija alergena uz pomo¢
jednodimenzionalne natrijum-dodecilsulfat poliakrilamidne gel elektroforeze (1D SDS

PAGe). Digestibilnost ekstrakta kikirikija je takode ispitivao i Tantoush sa saradnicima

9.

EFSA, prema protokolu Evropske unije broj 503/2013 (IR503/2013), istakla je
ograni¢enja klasi¢nog testa za pepsinsku digestiju, i preporucila da se rezistencija
proteina na pepsinsku digestiju izvodi na osnovu in vitro testova digestije Kkoji
simuliraju fizioloske uslove varenja kod ¢oveka. Takode, EFSA u dokumentu procene
rizika od alergije na hranu i genetski modifikovanu hranu, objavljenog 2011. godine,
nalaze da se mora obavezno uzeti u obzir uticaj interakcija izmedu proteina i drugih
komponentni iz matriksa hrane, kao i uticaj obrade hrane, pri izvodenju in vitro testova
digestije (EFSA GMO Panel, 2011).

Do nedavno nije postojao internacionalno prihvaceni konsenzus protokol po kome se
radi in vitro oralna-gastrointestinalna digestija, ali je 2014. godine razvijen COST
INFOGEST protokol koji se primenjuje na kompletnu hranu, a 2019. godine je protokol
modifikovam [14, 15]. Harmonizovani staticki model digestije, primenjivan u okviru
ove disertacije, zasnovan je na oponasSanju fizioloskih uslova digestije kod odraslog
coveka, pruzajuci uvid u detaljnu metodolosku primenu protokola digestije. Medutim,
pojedini aspekti tog protokola su ipak nedovoljno opisani, poput smernica za reSavanje
problema digesta koji sadrze veliku koli¢inu lipida, u slu¢ajevima kada je hrana veoma
bogata lipidima, ¢ime je onemogucena sledstvena analiza proteinskih profila,

elektroforetskim tehnikama.



Studija koju je radio DiStasio sa svojim saradnicima [16] istrazivala je digestibilnost
proteina iz celog zrna kikirikija, in vitro oralno-gastrointestinalnom digestijom uz
prateci korak digestije membranskim proteazama Cetkastog pokrova, ali istrazivanje nije
pokazalo koji su to proteoliticki proizvodi nastali nakon gastricne faze. Stoga su
potencijalni imunoreaktivni proteini/peptidi, kojima je mukoza tankog creva bila
izloZzena nakon gastricne digestije proteina kikirikija, ostali nepoznati. Rao 1 kolege su
[17] proucavali efekte termicke obrade kikirikija na oralno-gastrointestinalnu digestiju
putem INFOGEST protokola [15]. Pratili su efekat kuvanja i pecenja celog zrna
kikirikija na ekstrakciju njegovih proteina i vezivanje IgE antitela iz seruma alergi¢nih
pacijenata, i pokazali su da se proteini parcijalno hidrolizuju. Medutim nisu opisali
protokol delipidacije, ostavljaju¢i mogucnost Spekulacije o nepodrzanom odmaséivanju
uzorka pre same digestije od strane INFOGEST protokola, na osnovu suvise urednih
rezultata SDS-PAGe, i veoma kratkih vremena potrebnih za potpunu gastri¢nu digestiju
glavnih alergena. Stoga su u ovoj tezi istrazeni efekti termi¢ke obrade kikirikija (sirovog
barenog i1 pecCenog) na efikasnost kako oralno-gastricne, tako i oralno-gastri¢no-
intestinalne faze varenja, i procenu otpornosti alergena ka digestijama, strogo postujuéi

pomenuti INFOGEST protokol.

Od velike vaznosti je da se INFOGEST protokol ta¢no primeni, kako bi se obezbedili
relevantni rezultati, i smanjile varijacije u rezultatima medu-laboratorijskih ispitivanja.
Prvi razlog se odnosi na ispitivanje zastitnih sposobnosti komponenti matriksa hrane, u
rezistenciji alergena kikirikija na digestiju, koji se ne moze u potpunosti istraziti ukoliko
se radi sa odmasc¢enim ekstraktima ili sa pre¢i§¢enim proteinima. Drugo, kada se radi sa
eksperimentalno zahtevnim materijalom, poput kikirikija ¢iji je matriks bogat lipidima,
Cesto je potrebno ili neophodno ukloniti lipide iz uzorka, kako bi se neometano izvele
analize proteinskih i1 peptidnih profila digestije elektroforetskim tehnikama.
Nepostojanje direktnih smernica u okviru INFOGEST protokola u vezi odmaséivanja
uzorka digestije razliCitih vrsta hrane, kao 1 odsustvo eksplicitne zabrane odmas¢ivanja
hrane pre digestije, dovelo je do neujednacenih rezultata digestije alergena kikirikija
Sirokog opsega medu raznim istrazivackim grupama [16, 17]. Stoga je u ovoj studiji
posvecena posebna paznju metodoloskim istrazivanjima 1 nalazenju optimalnog reSenja

za odmas¢ivanje nakon digestije hrane; ukoliko se hrana odmasti pre digestije,



kompletno je izlisno baviti se istraZivanjima uticaja matriksa hrane na digestiju

alergena.

Veliki broj alergenih proteina sirovog kikirikija su se pokazali kao otporni, ili delimi¢no
otporni, na proteolizu u gastricnom traktu, i opstanak fragmenata proteina kikirikija je
opisano u nekoliko studija [7, 11, 18]. Procena otpornosti alergena, njihovih velikih i
malih fragmenata na pepsinsku digestiju u in vitro simuliranim uslovima je vazan deo
ispitivanja alergenosti Kkikirikija. Eventulano preZivljavanje intaktnih alergena sirovog
kikirikija, njihovih velikih fragmenata za koje se zna da mogu da senzitiziraju mukozu
epitela tankog creva, kao i karakterizacija fragmenata malih masa i njihovih IgE

vezujucih kapaciteta detaljno je ispitana i okarakterisana u ovoj tezi.



2. Opsti deo

Smatra se da oko 1% svetske populacije, odnosno oko 70 miliona ljudi ima alergiju na
kikiriki, a istovremeno, postoje nalazi da je stopa pojave novih sluCajeva alergije na
kikiriki u porastu [19, 20]. Simptomi koji se javljaju nakon konzumiranja kikirikija su
uobicajni za alergije na hranu: povracanje, urtikarija, mucnina, oticanje, bronhospazam i
anafilaksija [19, 21]. Za razliku od drugih alergija uzrokovanih hranom, reakcija na
kikiriki se retko prevazilazi u starijem dobu [22]. Doze koje obi¢no izazivaju reakciju se
kre¢u izmedu 0.1-1 g, a kod veoma osetljivih pojedinaca ¢ak i 100 pg kikirikija je
dovoljno da izazovu anafilaksiju opasnu po Zzivot [23, 24]. Do senzitizacije dolazi
prilikom unosa hrane (npr. kikiriki puter), ¢ak i u toku laktacije [25], ili pak preko koze,
koriste¢i proizvode za negu koze na bazi ulja kikirikija [26]. Sve veca upotreba
preradene hrane koja sadrzi kikiriki dovodi do povecanja kako prevalence, tako i

incidence alergije na kikiriki [19, 27].

Nacin obrade hrane u industriji, veoma menja alergene sposobnosti kikirikija. Nekoliko
studija je pokazalo da kuvanje smanjuje alergeni potencijal proteina kikirikija [28, 29],
dok je u sluéaju pecenja doslo do povecanja alergenog potencijala [10, 28, 30, 31]. Ovo
moze da bude razlog za povecanu stopu alergija u SAD 1 Evropi (gde je peceni kikiriki
¢eSc¢e u upotrebi) u poredenju sa Azijskim zemljama, gde konstantna upotreba kikirikija,
ali kuvanog ili przenog, ne izaziva porast pacijenata alergi¢nih na kikiriki [27, 32-34]. U
ovom momentu, ne postoji efikasan tretman kojim bi se le€ila alergija na kikiriki, tako
da jedina preporucena strategija jeste striktno izbegavanje hrane koja sadrzi kikiriki [35,
36]. Medutim, ovakva strategija u datom kontekstu ne moze biti potpuno efikasna,
obzirom da kikiriki postaje jedan od glavnih izvora proteina u preradenoj hrani [37] i
nezgode prilikom unosa bivaju prili¢no Ceste zbog kontaminacije postrojenja za preradu

hrane [38].
2.1 Mehanizam alergijske reakcije

Kod osoba osetljivih na kikiriki, do alergijske reakcije dolazi nakon umreZavanja
receptora na mast ¢elijama i bazofilima sa IgE antitelima specificnim za kikiriki [39,

40]. Umrezavanje receptora se obezbeduje kroz formirani IgE antitelo- Kikiriki alergen



kompleks, tako da je razumevanje strukture alergena esencijalno za identifikaciju IgE

vezujucih epitopa.

Imuni sistem pravi interaktivnu mrezu sa tkivima, 1 odluke o reagovanju donosi na bazi
signala koje dobija od prisutnih ¢elija tkiva, infektivnih agenasa, normalne mikroflore, i
bilo kog drugog clana trenutnog okruzenja. Imunoloska osnova alergijskih bolesti se
moze podeliti na dve faze. Prvu fazu predstavlja senzitizacija i razvoj memorijskog T 1
B ¢elijskog odgovora, i produkcije IgE antitela. Drugu fazu ¢ini efektorska funkcija koja
se moze povezati sa tkivnom inflamacijom, povredama tkiva, obnavljanjem tkiva, kao i

hroni¢nom astmom, atopijskim dermatitisom i alergijskim rinitisom.

U fazi senzitizacije, tzv. ranoj fazi, prilikom prvog izlaganja alergenu pocinje
proizvodnja IgE antitela. Antigen-prezentujuce celije (dendriticne céelije, B celije)
prikupljaju i obraduju alergen do peptida. Peptidi dobijeni od alergena se udruzuju u
kompleks sa receptorima MHC klase 1l i bivaju prikazani naivnim CD4+ T- ¢elijama.
Prepoznavanje peptid-MHC II kompleksa i T celijskog receptora naivne T- Celije je
signal za diferencijaciju i umnozavanje navnih CD4+ T c¢elija u Tn2 Celije, Sto je
kontrolisano citokinima: IL-4, IL-5, i IL-13. Istovremeno, naivne B-celije pomocu
antigen-specifi¢énih membranski vezanih IgM antitela prepoznaju i preuzimaju antigen i
predstavljaju ga Th2-¢elijama. IL-4 i IL-13, koji indukuju promenu klase teskog lanca
imunoglobulina € u B ¢elijama, dovode do produkcije alergen specifi¢nih IgE antitela
(Slika 1) [41]. B-Celije produkuju alergen specifi¢na IgE antitela koja se vezuju za
FceRI receptore visokog afiniteta, koji se nalazi na povrSini mastocita ili bazofila,

dovode¢i do senzitizacije pacijenta.

U efektorskoj fazi, kada dode do novog susreta sa alergenom, dolazi do tzv.,
umrezavanja IgE-FceRI kompleksa, na ve¢ senzitizovanim bazofilima i mastocitima.
Tada se Celije aktiviraju i dolazi do otpuStanja anafilaktogenih medijatora (histamin,
leukotrijeni, prostaglandini, proteaze, faktori aktivacije krvnih plocica). Medijatori
dovode do patofizioloskih promena, poput: kontrakcije glatkih misic¢a, produkcije
mukusa 1 povecane propustljivosti krvnih sudova, koje su odgovorne za akutne

simptome alergijske reakcije.



Da bi doslo do odvijanja kasne faze alergijskog odgovora potrebni su sati ili dani.
Bazofili 1 mastociti oslobadaju medijatore, koji dovode do iniciranja i prolongiranja
inflamatornog procesa, koji ujedno privlace i imune ¢elije na mesto izlaganja alergenu,
kao $to su Th2 limfociti, eozinofili, bazofili i monociti. Nakon dolaska na mesto
izlaganja alergenu, alergen-specifiéne Th2 ¢elije se ponovno aktiviraju antigen-
prezentuju¢im dendritiénim Celijama i1 B-Celijama. Reakcija kasne faze je dodatno

pospesena IgE antitelima.

A Senzitizacija i indukcija memorije B Rana faza: reakcija tipa
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Slika 1 Mehanizam alergijske reakcije. Mehanizam alergijskih reakcija se moze
podeliti na tri faze:A -fazu senzitizacije i indukcije memorije, B-fazu rane i C- kasna
faza; TCR- T-¢elijski receptor, DC- dendriti¢na éelija, Th2- pomoénicka T-¢elija tipa 2,
FceRI- visokoafinitetni receptor za IgE na mastocitima i bazofilima, IL- intraleukini, IF-



interferon, SCF- faktor mati¢nih ¢elija (engl. stem cell factor; poznat kao KIT ligand),
TNF- tumor nekrozni faktor (engl. tumor necrosis factor). Adaptirano sa dozvolom

Springer Nature: [Nature Reviews Immunology] [42], Copyright (2006).
2.2 Gastrointestinalni trakt i njegov imunski sistem

Humani gastrointestinalni trakt predstavlja kompleksan sistem za razgradnju hrane i
ekstrakciju njenih nutritivnin  komponenti. Oralna faza digestije predstavlja vid
mehanicke obrade, gde se hrana prvo drobi, kida 1 mesa sa pljuvackom u ustima, gde
dolazi do formiranja oralnog bolusa [43]. Pljuvacka sadrzi razli¢ite soli i enzime kao $to
su lizozimi, lingualna lipaza, salivarna amilaza, i mucine. Amilaza razgraduje skrob na
maltozu, a optimalna pH vrednost njenog delovanja je 6.9. Oralni bolus se
peristaltickim pokretima spusta do ezofagusa, i hrana ulazi u Zeludac [44]. Glavna
komponenta Zeluca je hlorovodoni¢na kiselina, koju lu¢e parijetalne Celije, i tako uticu
na promenu pH. lako literatura kaze da je u zelucu pH 2 [45], smatra se da pH in vivo
varira, u zavisnosti od toga gde je pH izmerena i da li je pojedinac gladan ili ne [46]. Na
pH takode uti¢e hrana koja je uneta u organizam, jer hrana poseduje puferiSuce
sposobnosti. Niska pH u Zelucu inaktivira salivarnu amilazu, a dolazi do aktivacije
pepsina hidrolizom njegovog prekursora pepsinogena, koga sekretuju celije Zeluca.
Praznjenje Zeluca je uslovljeno delimi¢no sa veli¢inom Cestica hrane koja moze fizicki
da izade, kao i sa samom kalori¢no§¢u hrane [47]. Peristalticke kontrakcije distalnog
zeluca mogu da smanje veli¢inu Cestica 1 da prebace gastri€ni sadrzaj u duodenum;
takode kontrakcije duodenuma mogu da potpomognu gastricno praznjenje preko

gradijenta antralno-duodenalnog pritiska.

Prvih 20-25 c¢cm tankog creva je klju¢no za digestiju, jer se u tom momentu gastri¢ni
sadrzaj meSa sa digestvnim sokovima pankreasa i zu¢nim solima. Ovaj deo tankog
creva je nazvan “duodenum”, a pored njega postoji joS i jejunum i ileum. Nakon
mesSanja gastriénog sadrZaja sa pankreasnim sokovima, dolazi do neutralizacije kiseline
iz Zeluca, 1 omogucava se dalji neometan rad enzima (tripsin, himotripsin, elastaza i
karboksipeptidaza, koji se takode luce u svojim neaktivnim formama) izlu¢enih u lumen

tankog creva.



U zavisnosti od nacina ulaska antigena u organizam 1 prikazivanja antigena mukoznom
imunskom sistemu, zavisi i odgovor imunskog sistema gastrointestinalnog trakta.
Najvazniji put ulaska antigena, prisutnih u lumenu creva, predstavljaju organizovane
strukture limfoidnog tkiva poznate kao Pejerove ploce (engl. Peyer’s Patches, PP) koje
su distribuirane u submukozi intestinalnog zida, ispod M ¢elija (mikrofold celije). M
¢elije (Slika 2A) predstavljaju podgrupu c¢elija intestinalnog epitela, koje su
specijalizovane za preuzimanje antigena iz lumena i njihovo prebacivanje (transcitozu)
u subepitel creva do antigen-prezentuju¢ih celija (dendritiCne celije ili Celije
makrofaga). Nakon preuzimanja i fagocitoze antigena, antigen-prezentujuée celije
migriraju u Pejerove ploce, gde pokre¢u imunski odgovor. Antitela koja se proizvode u
Pejerovim plocama su uglavnom IgA 1i/ili IgG klase. Koja ¢e se klasa antitela

proizvoditi, zavisi od citokina koji su prisutni u Pejerovim plocama [48, 49].

A Preuzimanje posredstvom M ¢elija B Preuzimanje posredstvom dendriticnih celija
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Slika 2 Nacini ulaska antigena iz lumena creva u organizam. A-Preuzimanje
posredstvom M ¢celija, B- Preuzimanje posredstvom dendriti¢nih Celija, C- Preuzimanje
posredstvom ¢elija epitela. Adaptirano iz Journal of Allergy and Clinical Immunology,
115/3, Mirna Chehade,Lloyd Mayer, Oral tolerance and its relation to food
hypersensitivities (2005) [50] .

Drugi put ulaska (Slika 2B) antigena u organizam i prikazivanja antigena mukoznom
imunskom sistemu se odvija preko podepitelskih dendriti¢nih ¢elija. Dendriticne Celije
svojim nastavcima, izbacenim u lumen creva, mogu da zahvate solubilne antigene [48,
51]. Podepitelijalne dendritiéne Celije su dominantno naivnog fenotipa. Mogu da
dospeju do perifernih limfnih organa, tako izazivajuéi perifernu tolerancu [52]. U
prisustvu patogenih bakterija, dendriticne celije se aktiviraju posredstvom Toll-like
receptora na povrsini i uz pomo¢ enterocita produkuju proinflamatorni citokin IL-8 [49,
53]. Intestinalne epitelne Celije (Slika 2C) mogu da se ponaSaju kao neprofesonalne
antigen-prezentujuce celije tako §to fagocitiraju antigene (eksprimiraju¢i MHC klase I i
MHC Kklase 11, ali ne i kostimulatorne molekule). U tom slu¢aju dolazi do anergije
antigen specifiénih CD4" ¢elija, ili do moduliranja lokalnog imunskog odgovora,

aktiviranjem regulatornih T ¢elija [53-55].
2.3 Alergije na hranu

Alergije na hranu predstavljaju problem koji se sve vise javlja u modernom druStvu.
Najcesce pogada 2-8 % dece i 3-4 % odraslih ljudi u industrijalizovanim zemljama.
Alergija na hranu predstavljaju skup nepozeljnih reakcija koji se odrazavaju na zdravlje.
NeZeljena reakcija proizilazi iz specificnog imunskog odgovora, nakon ponovnog
izlaganja organizma odredenoj hrani [56]. Prilikom svakog ponovnog kontakta
odredene hrane dolazi do pojave alergijske reakcije, cak 1 pri najmanjim dozama.
Klini¢ka slika se javlja u obliku: povracanja, abdominalnih bolova, dijareje, svraba,

oticanja sluzokoze usta, nesvestice i ponekad sistemske anafilakticke reakcije.

Najcesc¢i uzrocnici alergija su svrstani u ¢uvenu formaciju “Velikih 8” (engl. Big Eight).
Organizacija za hranu i poljoprivredu (engl. FAO - Food and Agriculture Organization),
osnovana pri Ujedinjenim nacijama je kategorisala grupu od 8 potencijalno najvecih

izazivacCa alergija. Namirnice koje dovode do alergijskih reakcija u preko cak 92%
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slucajeva pripadaju ovoj “osmici”: mleko, zitarice koje sadrze gluten, morski plodovi i

ljuskari, jaja, kikiriki, soja, riba i koStunjavo voce.
2.4 Alergije na kikiriki

Od svih navedenih alergija na hranu, alergija na kikiriki predstavljaju jednu od
najopasnijih. Ukoliko se posmatra koja je hrana je izazvala najvec¢i broj anafilaktickih
Sokova kod osetljivih pojedinaca, to je definitivno kikiriki i alergija na kikiriki [57, 58].
Bock i saradnici su [59] publikovali da je kikiriki najopasniji izvor alergena, gde su od
ukupnog broja alergijskih reakcija ¢ak 63% bile fatalne. Vec¢ina alergena hrane imaju
tendenciju prevazilazenja u detinjstvu, medutim alergije na kikiriki predstavljaju
dozivotni problem za oko 80% pacijenata alergi¢nih na kikiriki [57, 58, 60]. Za sada,
uzdrzavanje od kikirikija, i izbegavanje hrane koja je potencijalno kontaminirana
kikirikijem je jedini vid terapije.

2.5 Alergeni kikirikija

Do sada je identifikovano 16 alergena kikirikija, razvrstanih u sedam razlicitih
proteinskih familija. Alergeni su imenovani kao Ara h 1- 3, Ara h 4 (preimenovan u Ara

h 3.02) i Ara h 5-17 (dostupno na URL

http://www.allergen.org/search.php?allergensource=Arachis+hypogaea).  Senzitizacija

pojedinaca na alergene Kikirikija varira sa geografskim podru¢jem [61]. Tako na primer,
Ara h 1, Ara h 2 1 Ara h 3 su glavni izazivaci alergija u SAD (Sjedinjene Americke
Drzave). U Spaniji glavni inicijator alergijske reakcije je lipid transfer protein (Ara h 9).
U Svedskoj pacijenti reaguju ¢es¢e na Ara h 1 i Ara h 3, ali najvise su senzitizovani na
Ara h 8, koji je tesno povezan sa proteinom Bet v 1 iz polena breze. U 11 evropskih
zemalja, Ara h 2 je okarakterisan kao glavni alergen kikirikija [62]. U istrazivanju
izvedenom u Holandiji, Ara h 2 je oznacen kao najpotentniji alergen [63]. Profilin iz
kikirikija, Ara h 5, je jo§ jedan alergen iz grupe profilina, koji je tesno povezan sa
alergijama na polen. Serumi pacijenata alergi¢nih na Ara h 5 su takode pokazali IgE
vezujuce sposobnosti na profiline iz polena trave i polena breze [64]. Ara h 6 prati, Ara
h 2, kao izuzetno potentan alergen. Podaci o alergijskim sposobnostima Ara h 7 su za
sada nepoznate. Senzitizacija na oleozine (Ara h 10, Ara h 11, Arah 14, i Ara h 15) iz

kikrikija je usko povezan sa ozbiljnim sistemskim reakcijama [65]. Takode postoje
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studije koje su pokazale IgE vezujuce sposobnosti, defensina (Ara h 12 i Ara h 13) iz
kikirikija [66].

Obzirom da se alergenost ovih proteina aktivno istrazuje, debata o samoj definiciji ko su
glavni izazivaci alergijskih reakcija je 1 dalje aktuelna. 1991. godine Burks i saradnici su
[67] okarakterisali Ara h 11 Ara h 2 alergene kikirikija. Pokazalo se da su, Arah 1i Ara
h 2 odgovorni za preko 90% alergijskih reakcija kod hipersenzitivnih pacijenata [60].
Takode su napravljene i kristalne strukture proteina od Ara h 1 - Ara h 6. Trenutni
konsenzus za glavne alergene kikirikija je uspostavljen na Cetri proteina Ara h 1, Ara h

2, Arah 31 Arah 6, koji su ujedno i najdominantniji u izazivanju alergijskog odgovora.

Skladisni proteini su prisutni kao jedna ili vise grupa proteina u velikim koli¢inama u
semenima, kako bi se obezbedilo skladiStenje aminokiselina neophodno tokom klijanja i
rasta semena. Ara h 1 i Ara h 3 pripadaju skladisnim proteinima, koji dalje pripadaju
kupinskoj superfamiliji [68]. U mahunarkama, kao S$to je kikiriki, skladi$ni proteini
globulinskog tipa (vicilini), postoje u dva oblika, a to su 7S (Ara h 1) i 11S (Ara h 3)
[69]. Ara h 1 je glikoprotein, i ¢ini izmedu 12-16% ukupne koli¢ine proteina [70] sa oko
45-95% osetljivih pacijenata u odnosu na ukupnu populaciju subjekata alergi¢nih na
kikiriki [71]. Nativni Ara h 1 je zapravo trimer formiran iz tri identi¢cna monomera, i
kristalna struktura njegovog jezgra je temeljno istrazena (Slika 3) [72]. Molekularna
masa monomera Ara h 1 je oko 63.5 kDa, otporan je na toplotu, relativno stabilan na
digestiju, i visoko mu je uredena sekundarna struktura [73]. Osnovna struktura je vrlo
slicna drugim poznatim strukturama proteina koji pripadaju 7S globulinima, i ove
slicnosti ukazuju da postoji velika verovatnoca u medusobno unakrsnoj reaktivnosti
izmedu proteina 7S globulina [72]. Poznat je 21 linearni epitop koji je identifikovan na
kompletnom Ara h 1 proteinu [74, 75], i 14 epitopa koji su nadeni u samom jezgru
proteina [72]. Ustanovljeno je da se vecina epitopa nalazi ili na povrSini trimera, ili je
zatvorena u trimersku formaciju Ara h 1. Razlog male IgE reaktivnosti nativnog
(trimera) lezi u tome §to su epitopi zatvoreni unutar samog jezgra, ali dolazi do jakog

vezivanja IgE antitela kad se trimer denaturise do monomera [74, 76, 77].
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\Slika 3 Struktura Ara h 1 trimera. Sekundarne strukture su obojene drugom bojom: a-
heliks tirkizno plavom, B-ploc¢ice crvenom, a petlje ljubicastom. Molekularna povrsSina

oligomera je obojena sivom. Adaptirano i preuzeto od Offermann i saradnika [78].

Ara h 2 i Ara h 6 su 2S albumin skladis$ni proteini [79], koji pripadaju prolaminskoj
super familiji [80]. Ara h 2 je konglutin, molekularne mase od oko 17 kDa, ¢ija je
izoelektri¢na tacka 5.2 [81]. Od ukupnih proteina zastupljen je izmedu 5.9% - 9.3%,
zavisno od vrste Kikirikija [82]. Ara h 2 istovremeno funkcioni$e i kao inhibitor tripsina
[83]. Vise od 95% pacijenata alergi¢nih na kikiriki u Sjedinjenim Ameri¢kim DrZzavama
(SAD) imaju specifi¢na IgE antitela na Ara h 2, i stoga je ustanovljeno da je Ara h 2
potentniji alergen od Ara h 1 [63, 77]. Ara h 2 se sastoji iz pet a-heliksa organizovanih u
desno orijentisani super heliks i povezanih u nekoliko produzenih petlji (Slika 4).
Trodimenzionalna struktura je dodatno stabilizovana sa 4 disulfidna mosta [84].
Pokazano je da njegova tercijarna struktura i funkcija tripsin-inhibitora ostaju o¢uvane
¢ak i nakon termicke obrade (pecenja) zahvaljujuéi prisustvu disulfidnih veza [24, 32,
83]. Na Ara h 2 proteinu je pronadeno 10 epitopa, koji su izlozeni na povrsini [85].
Amino Kiselinska sekvenca je bogata glutaminskom i asparaginskom aminokiselinom,
kao 1 glicinom, i argininom, koje pokazuju sli¢nosti sa skladiSnim proteinima

konglutinske familije.
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Slika 4 o-heliksi su prikazani crveno na 3D modelu Ara h 2; Preuzeto i modifikovano
od Bare i saradnika (2005) [85]. Petlje na N- i C- terminalnom kraju su obelezeni sa

zvezdicama.

Struktura i funkcija Ara h 3 je prvi put objasnjena 1996. godine [86, 87]. Prepoznaje ga
oko 50% pacijenata alergi¢nih na kikiriki, a takode funkcioniSe i kao inhibitor tripsina
[88]. Kompletan Ara h 3 protein je heksamer (360-380 kDa) formiran sa dva trimera,
orijentisanih jedan naspram drugog (Slika 5) [89]. Svaki monomer sadrzi 4 linearna
epitopa [87]. Proteoliti¢ko procesovanje Ara h 3 se ne odvija na uredeni nacin, tako da
bazna i kisela subjedinica variraju u masi, a prilikom elektroforeze Ara h 3 se detektuje
kao mnostvo traka u opsegu od 14-60 kDa [90]. Obzirom da se alergijska reakcija na
Ara h 3 ne javlja pojedinacno, ve¢ u kombinaciji sa drugim alergenima kikirikija,
senzitizacija na Ara h 3 se javlja kao sekundarna reakcija i predstavlja posledicu
povecane propustljivosti intestinalnog epitela usled alergijske reakcije pri susretu sa
primarnim alergenima [91]. Koppelman je sa svojim saradnicima pokazao da se IgE

vezuje u vecoj meri za baznu subjedinicu, nego za kiselu subjedinicu [69].
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Slika 5 Struktura Ara h 3 heksamera. Sekundarne strukture su obojene drugom bojom:
a-heliks tirkizno plavom, B-plocice crvenom, a petlje ljubicastom. Molekularna

povrsina oligomera je obojena sivom. Adaptirano i preuzeto od Offermann i saradnika

[78].

Ara h 6 je protein od oko 15 kDa i pripada konglutinskoj familiji. Oko 59% sekvence se
preklapa sa Ara h 2 proteinom, i slicno vezuju IgE antitela [92, 93], tako da im se i
epitopi poklapaju. Ara h 6 je stabilan na proteolizu i termi¢ku obradu [94, 95]. Vazno je
napomenuti, iako prilicno neuobicajena, monosenzitizacija na Ara h 6 postoji, i izaziva

jake alergijske reakcije [96].
2.6 Termalna obrada alergena hrane

Dovodenje u vezu alergenosti i termi¢ke denaturacije je konstantno pod nau¢nom
raspravom, jer koliko ima onih koji ne osporavaju datu hipotezu, toliko ima onih koji tu
vezu osporavaju [97]. Termicka obrada moze da utice na IgE vezujuca mesta alergenih
proteina u hrani, na nacin da povecava ili smanjuje alergeni potencijal [98]. Sam ishod
zavisi od strukture 1 hemijskih sposobnosti alergena, tipa termi¢kog procesovanja (da li
se procesovanje odvija u vodenim, ili bezvodnim uslovima), temperature i vremena
zagrevanja [99]. Termicka obrada dovodi do strukturnih i hemijskih promena na
proteinu, odnosnu alergenu. Proteini se denaturiSu, agregiraju, vezuju za lipide, podlezu
mozda i1 najvaznijim kovalentnim modifikacijima proteina, glikozilaciji ili glikaciji tzv.
Majarovoj reakciji (engl. Maillard reaction). Druge modifikacije uzrokovane
zagrevanjem su: oksidacija lipida [100, 101], izvrtanje disulfidnih veza, deamidacija

asparagina [99], itd. Gubitak tercijarne strukture pocinje sa odmotavanjem proteina.
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Generalno, gubitak sekundarne strukture pocinje na oko 55-70 °C, raskidanje
disulfidnih mostova se odvija na temepraturi izmedu 70-80 °C, formiranje novih intra- i
inter- molekularnih interakcija, ponovno sklapanje disulfidnih mostova se odvija na
temperaturi od oko 80-90 °C, a formiranje agregata zapo€inje izmedu 90-100 °C [99].
Kikiriki se obi¢no kuva na 100 °C, 20 minuta [4], a za laboratorijske svrhe, temperature
pecenja se odvijaju izmedu 160 °C do 176 °C u razli¢itim vremenskim intervalima [4]
od po 5-50 minuta. Agregacija podrazumeva proteinsko kovalentno modifikovanje
(spajanje proteina), ali ne preko disulfidne veze. Poveéana imunogenost agregiranih
antigena je davno objaSnen fenomen u imunologiji. Takode, postoje snazne indicije da
agregacija alergena moze da poveca alergenost [102]. Na molekularnom nivou, ukoliko
koristimo termicku obradu, linearne epitope proteina je mnogo teze neutralisati nego
konformacione epitope. Linearni epitopi pripadaju primarnoj strukturi, koju je tesko
naru$iti ¢ak i na temperaturama veéim od 125 °C. Sa druge strane, strukturu
konformacionih epitopa je vrlo lako narusiti, samo ako se poremeti sekundarna ili
tercijarna struktura proteina, dovoljno je da se temperatura povecéa izmedu 50-125 °C, u

slucaju kazeina i proteina surutke [103].

Usled visokih temperatura, kovalentna veza izmedu lizina na proteinu 1 bilo koje druge
komponente iz matriksa hrane, moZze da dovede do formiranja raznih adukata [104].
Amino grupa proteina se modifikuje sa nekim redukujuéim Seéerom, ketozom,
aldehidom i dolazi do formiranja Amadorijevih proizvoda. Nakon toga, Amadorijevi
produkti se degraduju do dikarbonil intermedijera. Ove komponente su mnogo
reaktivnije nego sam Secer koji je zapoceo reakciju, i dalje nastavlja da reaguje sa
drugom amino grupom i formira stabilnije krajnje Majarove proizvode. Dodatno,
Majarova reakcija moze da dovede do gubitka ili do modifikacije nekih aminokiselina,

kao $to su lizin i cistein, tom prilikom dolazi do stvaranja malanoidina [105, 106].

Studije koje su radene na kuvanom kikirikiju pokazuju znatno manju senzitizaciju 1 IgE
reaktivnost kuvanog kikirikija u odnosu na peceni kikiriki. IgE vezivanje monomernog
Arah 11 Arah 1 trimera kuvanog kikirikija prikazuje znacajno smanjenje, u poredenju
sa imunoblotovima koji su radeni na pecenom kikirikiju. Termicki tretirani Ara h 1
moze da formira stabilne dimere, trimere i velike komplekse. Al-Mussawir je sa

saradnicima [107] istrazio razlike u alergenom potencijalu izmedu kuvanog i pecenog
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kikirikija, i njihovi rezultati su pokazali da kuvanje u vodi dovodi do smanjivanja
alergenosti, dok je pecenje povecava. Slicnu studiju je radila i Maleki sa svojim
saradnicima [30], i ustanovila da ekstrakt pecenog kikirikija vezuje IgE antitela kod
alergi¢nih pacijenata, ¢ak do 90 puta viSe, nego sirovi kikiriki. Maleki je u ovoj studiji
zakljucila da je zapravo Majarova reakcija odgovorna za pojacani efekat vezivanja kod
pecenog kikirikija. Maleki je nastavila da se bavi ovom temom [83], i u daljim
studijama ustanovila da pecenje kikirikija dovodi do toga da Ara h 2 alergen iz
kikirikija, postaje snazniji tripsin inhibitor (¢ak za 3.5 puta vise), Sto ga dalje Stiti od
tripsinske hidrolize tokom intestinalne digestije. U ovoj studiji, je takode pokazano da
Ara h 2 §titi Ara h 1 u toku digestije. U pojedinim sluc¢ajevima, termi¢ka obrada moze
da dovede do smanjena proteolize odredenog alergena, kao $to su Arah 1 i Arah2u
kikirikiju [4]. Chung i Champaigne [108] su objavili da protein—Sec¢er kompleks nastao
u toku Majarove reakcije moze da dovede do umrezavanja sa proteinima, i da je to
momenat kada se formiraju slozeni glikacijski zavr$ni proizvodi (engl. advanced
glycation end-products; AGE) koji povecavaju IgE vezivanje. Oni su zakljucili da
dolazi do formiranje karboksi- metil- lizina na povrsini proteina, §to dalje dovodi do
jaceg vezivanja IgE za Ara h 1 1 Ara h 2. Termicka obrada mozZe jo§ da dovede do
proteinske agregacije i umrezavanja, i to dovodi do posrednog uticaja na pojacanu
alergenost. Npr., IgE vezivanje alergena Ara h 1 i Ara h 2 se povec¢ava nakon pecenja, a
smanjuje nakon kuvanja [109, 110]. U ovoj studiji je pokazano da peCenje agregira i
umrezava proteine, dok kuvanje i duzina kuvanja uti¢e na alergenost proteina kikirikija,
obzirom da je pokazano da proteini tokom kuvanja izlaze iz samog zrna kikirikija [111].
Ara h 1 kao trimer ima visoku termicku stabinost i otporan je na gastrointestinalnu
proteolizu, i1 tako uspeva da zastiti svoja IgE vezujuca mesta. IgE reaktivnost kod Ara h
2 i Ara h 3, je znatno manja u sluc¢aju kuvanog kikirikija [32]. Schmitt sa saradnicima
[4] je detektovao, IgE reaktivnost u rastvorljivoj i nerastvorljivoj frakciji, $to je ukazalo
da kuvani kikiriki ima znatno manju IgE reaktivnost u rastvorljivoj frakciji u poredenju
sa nerastvorljivom frakcijom pecenog kikrikija. Nauc¢na javnost veruje da smanjnje IgE
reaktivnosti u kuvanom kikirikiju nije u vezi sa njegovim strukturnim promenama, ve¢
dominantno zbog izlaska (curenja) proteina iz matriksa u vodu u kojoj se odvija
kuvanje. Ovim se objasnjavaju i manji procenat alergije na kikiriki u onim zemljama

gde se kikiriki jede kuvani [110].
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2.7 Digestibilnost alergena kikirikija

Stabilnost na proteolizu je jedna od pretpostavljenih osobina alergena iz hrane. Proteini
koji imaju sposobnost da senzitizuju mukozni imunski sistem gastrointestinalnog trakta
moraju da prezive sam proceS varenja, i da ostanu ili intaktni ili u obliku velikih
fragmenata [112]. Razli¢iti modeli in vitro digestije su bili predlagani, sa ciljem boljeg
razumevanja alergene stabilnosti i potencijalne alergenosti. Astwood i saradnici [5], su
dosli do zakljucka da stabilnost na digestiju, u izuzetno kiselim uslovima, u prisustvu
pepsina, je vazan i po njima jedini validni parameter za razlikovanje alergenih proteina
od nealergenih, u hrani. Astwood-ova studija dalje implicira da alergeni hrane koji su
sposobni da dospeju u intestinalnu mukozu kao intaktni, mogu potencijalno da izazovu
alergijsku reakciju. Fu je sa saradnicima [6] kritikovao Astwood-ovu teoriju,
demonstriraju¢i da odnos izmedu stabilnosti odredenog proteina u simuliranoj gastri¢noj

teCnosti 1 alergenosti tog proteina nije konstantna u razli¢ito izvodenim studijama.

Poredenje digestovanih alergena kikiriki ekstrakta je vrlo teSko interpretirati, i to je
jedan od razloga zasto se vecina naucnika odlucuje da u svojim eksperimentima koristi
komercijalno dostupne alergene [7, 76], ili preciS¢ene alergene [11]. Studije
digestibilnosti izvodene na alergenima hrane su bazirane obi¢no na odnosu mase enzima
i alergena, ili na odnosu molarnosti izmedu enzima i alergena. Ofori-Anti i saradnici
[78] smatraju da koriS¢enje konstante mase enzima omoguéava najpouzdanije
poredenje, 1 primeri odnosa masa enzima 1 alergena je prikazano u Tabeli 1.
Najpouzdaniji nacin za poredenje je na osnovu enzimske aktivnosti izrazene u
jedinicama po miligramu ¢vrste supstance enzima. Primeri ovog na¢ina izvodenja testa
digestibilnosti je prikazano u Tabeli 1. Vreme same degradabilnosti proteina, je variralo
od proteina do proteina. Takode degradibilnost pojedinac¢nih proteina se razlikovalo od
uslova do uslova same digestije. Stabilnost peptidnih fragmenata nastalih u toku
digestije, nedovoljno je istraZzena, kao i1 veli¢ina dobijenih fragmenata (Tabela 1).
Thomas sa svojim saradnicima [7], kao i Ofori-Anti sa svojim saradnicima [8], su
naglasili znacaj koji se mora dati dobijenim fragmentima nakon digestije alergena
hrane. Vazan znacaj moraju da dobiju i fragmenti alergena kikrikija Arah 1 i Ara h 2,
koji formiraju stabilne fragmente nakon digestije koji zadrzavaju znacajne IgE vezujucée

osobine [113].
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Tabela 1 Pregled objavljenih podataka o digestibilnosti glavnih alergena Kikirikija

nakon in vitro gastri¢ne digestije.

Pepsin/ | Enzimska Ekstrakt
alergen | aktivnost kikirikija Veli¢ina
Vel wiw) | (Uimg)! Poili Vreme | Stabilnost fid
eliéina | (W/w m ili eptidno
Alergen J pH digestije | proteina bep J Ref.
(kDa) (u alergen preciséen ) ) fragmenta
. . _ [min.] [min]
finalnoj | (ufinalngj protein (kDa)
smesi) smesi) (PP)
nd 170 25 PP 120 <10 <4 [114]
0.025 80 2.1 PP 1 <20 [115]
0.05 162 2.5 PP 120 1 5.5 [116]
12.8 nd 1.2 PP 120 5 nd [6]
Arahl,
Kupin 3.04 [ 10,000 [12]| PP 60 0.5 nd [11]
(Vicilin 64
tip,7S 0.3 1,000 |12 PP 60 0.5 nd [11]
globulin)
0.03 100 1.2 PP 60 0.5 nd [11]
3.04 10,000 | 1.2 PE 60 0.5 nd [11]
0.63 2540 1.2 PE 60 1 nd 9]
0.0001 nd 2 PE 1200 30 <35 [10]
3 10,000 | 1.2 PP 60 0-2 10 [7]
3 10,000 2 PP 60 0-30 10 [7]
Arah 2,
Konglutin 19 nd 1.2 PP 60 / / [5]
17
(2S 12.8 nd 1.2 PP 120 0.5 nd [6]
albumin)
3.04 10,000 | 1.2 PP 60 16 10 [11]
0.3 1,000 |1.2 PP 60 / / [11]

19




0.03 100 |12 PP 60 / / [11]
304 | 10000 [1.2| PE 60 16 / [11]
0.63 2540 [12] PE 60 15 nd [9]
3.04 | 10,000 |1.2 PP 60 0.25 nd [11]
Arah 3, 0.3 1,000 | 1.2 PP 60 0.25 nd [11]
kupin
. 0.03 100 |12 PP 60 0.25 nd [11]
(Legumin-
_ 60
tip, 115 0002 | nd | 2] PP 120 2 <4 | [17]
globulin,
Glicinin) 3.04 10,000 | 1.2 PE 60 0.25 nd [11]
0.63 2540 [12] PE 60 1 nd [9]
3.04 | 10,000 |1.2 PP 60 4 10 [11]
Arah6 0.3 1,000 [ 1.2 PP 60 16 10 [11]
Konglutin
15 0.03 100 |12 PP 60 / / [11]
(2
albumin) 304 | 10,000 | 12| PE 60 60 10 [11]
0.63 2540 [12] PE 60 15 nd [9]

Eksperimenti [118] su takode pokazali da matriks iz hrane ima ogroman uticaj na
dostupnost alergena. Ovi autori su objasnili kako prilikom digestije u kiselim uslovima,
hrana bogata mastima moze da zakloni alergene epitope od uticaja digestivnih proteaza
[119]. U toj studiji predloZzen je model interakcije alergena Ara h 1 sa lipidnim
komponentama, koja doprinosu alergenosti Ara h 1.

2.7.1 Harmonizovani, staticki in vitro test digestibilnosti: COST INFOGEST
protokol

Testovi digestibilnosti, pomenuti u Tabeli 1, nisu bili dizajnirani da oponaSaju
relevantno fizioloSko stanje humane oralne, gastricne ili gastrointestinalne digestije.

Interakcije komponenti matriksa hrane mogu da uti¢u na otpornost pojedinih proteina ka

20




digestiji, zaklanjaju¢i ih od enzima, kao i na druge brojne nac¢ine koji su nedovoljno

istrazeni.

Procena hidrolize proteina hrane u uslovima koji se odvijaju u humanom
gastrointestinalnom traktu jeste jednan od prvih koraka u analizi alergena hrane.
Minekus i saradnici [15] su u svojoj publikaciji predlozili in vitro test digestibilnosti sa
uzastopnim dodavanjem digestivnih enzima i elektrolita u koncentracijama kakve su
fiziloSke, §to omogucava realniji uvid u multifazni digestivni proces. Tradicionalni in
vitro digesticioni testovi se obi¢no odnose na in Vitro gastri¢nu digestiju, a INFOGEST
protokol omogucava izvodenje sve faze in vitro digestije: usitnjavanje hrane (simulacija
zvakanja) koje se javlja u oralnoj fazi uz dejstvo enzima amilaze, potom digestija

pepsinom u gastri¢noj fazi, kao i proteoliza enzimima intestinalne faze.

Protokol je naSiroko koris¢en, npr. u proceni otpustanja karoteonoida i fenolnih
jedinjena iz razli¢itih voénih matriksa [120, 121]. Najvise studija je radeno na evaluaciji
digestije proteina, lipida i skroba u hrani. Proteini i njihovi proteoliti¢ki produkti su
procenjivani u mle¢nim proizvodima [122, 123], pasti [124], lesniku [125] i Kikirikiju
[16, 17]. Oralnu-gastrointestinalnu digestibilnost celog zrna sirovog Kkikirikija su
procenjivali Di Stasio i saradnici [16], dok je Rao sa saradnicima procenjivao oralno-
gastrointestinalnu digestibilnost, ali termicki (kuvanog i pecenog) tretiranog kikirikija

[17].

2.8 OMIKS tehnologije u alergijama na hranu

Fudomika (engl. Foodomics), predstavlja disciplinu koja istrazuje hranu 1 ishranu uz
pomo¢ omics tehnologija [126]. Digestomika kao grana fudomike se bavi i
istrazivanjima dobijenih peptida nakon digestija, i predstavlja poseban znacaj, jer
proizvodi proteinske degradacije mogu da dovedu do pozitivnog uticaja na organizam,

ali mogu i da dovedu do nezeljenih reakcija, kakve su alergije, intolerancije itd.

Digestomika (engl. Digestomics) predstavlja relativno novi koncept u proteomici, tj.,
novu platformu za istrazivanje digestije proteina hrane 1 bolje razumevanje

funkcionalnih 1 aktivnih peptida. S obzirom da svarena hrana moze da izazove odredeni
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tip imunog odgovora, digestomika je 1 ovde pronasla primenu u identifikaciji 1

dijagnostici alergena hrane.

Alergenomika (engl. Allergenomics) se bavi ispitivanjem alergena i njihovih
fragmenata dobijenih iz hrane putem detekcije, identifikacije, kvantifikacije, sa
biohemijskog, imunoloskog i dijagnostickog stanovista [127]. Sinteza omics
tehnologija, poput digestomike i alergenomike je dovela do boljeg uvida u fragmente
alergena i proteina (male ili velike) nastale nakon enzimskih hidroliza, i potencijalno

boljeg razumenvanja porekla alergijskog odgovora.
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3. Ciljevi rada

Stabilnost proteina hrane u toku varenja je bitna pretpostavka alergenosti. Digestija
alergena kikirikija koja se odvija pod fizioloski relevantim uslovima se razlikuje od
brojnih drugih in vitro preporucenih testova, ne samo zbog drugacije pH vrednosti,
aktivnosti pepsina, nego prvenstveno i zbog kompleksnog matriksa u kom se proteini
nalaze. Takode, pokazano je da termicka obrada hrane, ima razliCite efekte na alergene,
od smanjivanja do povecavanja alergenosti, ¢ak i kada se nalaze u slozenom matriksu

hrane.

Stoga, imaju¢i u vidu osobine alergena kikirikija i matriksa njegovog zrna, kao i
nepostojanje studija koje izucavaju fizioloski oponasano varenje celog zrna sirovog,
barenog i pecenog kikirikija na osnovu standardizovanog INFOGEST protokola,

definisano je tri glavna cilja:

1. Ispitivanje ekstraktoma i digestoma celog zrna sirovog, kuvanog i pecenog
kikirikija, dobijenih nakon in vitro simulacije fizioloskih uslova oralno-gastri¢ne
i oralno-gastrointestinalne digestije, uz striktnu primenu harmonizovanog
INFOGEST protokola, kako bi se dobili relevantni rezultati vezani za otpornost

alergena kikirikija na razne faze digestije.

2. PronalaZenje optimalnog metoda odmaséivanja digestovanog uzoraka hrane
bogate lipidima, poput kikirikija, u datom kontekstu istrazivanja, kao i daljeg
razvoja 1 optimizacije elektroforetskih tehnika kojim bi odmascivanje uzoraka
bilo izbegnuto, ¢ime bi se sacuvao originalni ekstraktom/digestom, bez gubitaka

proteina i njihovih fragmenata.

3. ldentifikacija malih i velikih peptida proteina celog zrna sirovog Kikirikija
otpornih na proteolizu nakon simulirane oralno-gastri¢cne digestije metodama
proteomike, njihove strukturne analize 1 istrazivanje njihovog alergenog
potencijala pomocu testova vezivanja IgE antitela iz seruma pacijenata

alergi¢nih na kikiriki.
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Da bi se ovi ciljevi postigli, uradeni su sledeci eksperimentalni zadaci:

1. Optimizacija kvantitativnog izolovanja i pripreme uzorka digestovanog sirovog i
termicki tretiranog kikirikija, sa reproduktivnim profilima ekstraktoma,

digestoma i nerastvornih frakcija (talog nakon digestije).

2. Obzirom na istovremene procese oslobadanja proteina iz zrna kikirikija i njihove
oralno-gastri¢ne/oralno-gastrointestinalne digestije, analize ekstraktabilnosti i
digestibilnosti sirovog 1 termiCki obradenog kikirikija sprovedene su
odredivanjem koncentracije proteina metodama BCA i denzitometrije, kao i

jednodimenzionalnim elektroforetskim tehnikama.

3. Poredenje razli¢itih metoda odmasé¢ivanja uzoraka sirovog, barenog i pecenog
kikirikija nakon oralno-gastri¢ne/oralno-gastrointestinalne digestije, kako bi se
elektroforetskim tehnikama i merenjem koncentracija proteina i peptida pomocu
BCA eseja i denzitometrije stekao realan uvid u uticaj lipida na digestiju

alergena kikirikija.

4. Optimizacija dvodimenzionalnih elektroforetskih tehnika, tj. izoelektricnog
fokusiranja na model sistemima sa visokim sadrzajem lipida i polifenola poput

lesnika i neodmasc¢enog polena trave maciji repak (Phleum pratense).

5. Adekvatna i tatna primena INFOGEST protokola (stroga komplijansa ka
protokolu) Sirenjem asortimana digestovanih uzoraka sa razli¢itom prirodom
matriksa hrane (pile¢e belo meso, orah, spanaé¢, mleko, lesnik) kako bi se
ukazalo na neophodnost striktnog poStovanja protokola, usled zaStitnih ili

suprotnih efekata matriksa na digestiju alergena.

6. Analiza efikasnosti oralno-gastricne digestije alergena sirovog i termicki
obradenog kikirikija u vremenu, a obzirom na njen znacaj u fazama izlaska

gastri¢nog bolusa u duodenum 1 potencijala za senzitizaciju.

7. Razvoj semi kvantitativne proteomicke metode za procenu efikasnosti pepsinske
digestije, odredivanja specifi¢nih mesta pepsinske proteolize u sekvenci glavnih
alergena  kod sirovog kikirikija i kvalitativno profilisanje  njihovih

posttranslacionih modifikacija.
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8. Analiza velikih fragmenata dobijenih nakon oralno-gastri¢ne digestije sirovog

kikirikija proteomic¢kim metodama.

9. Analiza malih fragmenata dobijenih nakon oralno-gastricne digestije sirovog

kikirikija proteomi¢kim metodama.

10. Analiza IgE vezujuc¢ih sposobnosti malih i velikih fragmenata dobijenih nakon
oralno-gastricne  digestije  sirovog kikirikija proteomickim metodama

jednodimenzionalnog i dvodimenzionalnog imunolota, kao i ELISA testovima.

11. Strukturna karakterizacija fragmenata otpornih na proteolizu dobijenih nakon
oralno-gastriéne digestije sirovog kikirikija spektroskopijom cirkularnog

dihroizma.
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4. Materijal i metode

4.1 Priprema sirovog i termic¢ki obradenog kikirikija

Sirovi kikiriki (Arachis hypogaea L.) sa ljuspicom (100 g), je kupljen u lokalnoj
prodavnici. Jedan deo sirovog kikirikija je ispecen u prethodno zagrejanoj rerni (170 °C,
20 minuta), drugi deo kikirikija je kuvan u kljucaloj vodi u zatvorenom sudu (100 °C,
20 minuta) [32], dok je tre¢i deo ostao netretiran. Sva tri preparata kikirikija su
samleveni u mlinu za kafu (800 W; Bosh, Nemacka), 3 puta po 5 minuta, kako bi se

dobile Cestice veli¢ine manje od 1.5 mm.

4.2 Priprema i termi¢ka obrada razlicitih tipova hrane

Sirovi spana¢ (Spinacia oleracea L.), sirovi orah (Juglans regia L.), sirovi le$nik
(Corylus avellane L.) i pilece belo meso su kupljeni u lokalnoj prodavnici. Pilece belo
meso je kuvano 30 minuta na 75 °C [128]. Svi preparati su samleveni u mlinu za kafu
(800 W; Bosh, Nemacka), 3 puta po 5 minuta, kako bi se dobile Cestice veli¢ine manje
od 1.5 mm. Pasterizovano (iz tetrapaka) mleko (3.2% masti) je kupljeno u lokalnoj

prodavnici, i kao takvo je koris¢eno za eksperimente.

4.3 Priprema Stok rastvora simuliranih digestivnih sokova

Koncentracija elektrolita u koncentrovanim rastvorima simuliranih sokova varenja u
usnoj duplji (SSF), zelucu (SGF) i tankom crevu (SIF) je prikazana u Tabeli 2. Takode
su prikazane i finalne koncentracije elektrolita u digestivnoj smesi. Svi rastvori su pre

upotrebe zagrejani do temperature od 37 °C.
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Tabela 2 Koncentracije $tok rastvora za pripremu simuliranih te¢nosti.

_ Finalna
Finalna .
SSF y koncentracija u
koncentracija u SGF §tok S
Supstanca Stok o oralno-gastri¢noj
oralnoj fazi rastvor _ _
rastvor . fazi reakcione
reakcione smese
smese
KCI 15.1 mM 6.04 mM 6.9 mM 6.67 mM
KH,PO, 3.7mM 1.48 mM 0.9 mM 1.19 mM
NaHCO; 13.6 mM 5.44 mM 25 mM 15.22 mM
NaCl - - 47.2 mM 23.6 mM
MgC|2
0.15 mM 0.06 mM 0.1 mM 0.08 mM
(H20)6
(NH4)CO; 0.06 mM 0.024 mM 0.5mM 0.263 mM
HCI 1.1 mM 0.44 mM 240 mM 122.45 mM
pH 7.05 6.68 £ 0.12 3.00 291+0.18

4.4 Simulacija fizioloSkih uslova oralno-gastri¢ne i oralno-
gastrointestinalne faze digestije

Oralna faza: Samleven kikiriki (200 mg sirovog, 246 mg kuvanog i 170 mg pecenog)
sa ljuspicom je pomesan sa 100 pL 2x SSF §tok rastvora. Humana salivarna a-amilaza
(20 pL, 1500 U/mL u vodi) je dodata kako bi se postigla finalna koncentracija od 75
U/mL u digestivnoj smeSi. Nakon amilaze dodat je CaCl, (20 uL, 15 mM), da bi se
finalno se postigla koncentracija CaCl, od 0.75 mM. U uzorke sirovog, kuvanog i
pecenog kikirikija dodata je razlicita koli¢ina vode, tj. je 60, 14 1 90 pL, respektivno,
kako bi se nivelisao gubitak (kod pecenja) i absorpcija (kod kuvanja) vode u toku

termickog procesovanja, tj. dopunila se smesa do 400 pL. Svi reagensi su prethodno

27



zagrejani na 37 °C. Reakciona smesa je inkubirana 2 minuta na 37 °C uz konstantno

mesanje. Nakon 2 minuta, gastri¢na faza se nadovezala na oralnu fazu.

Kontrolni uzorci su tretirani na isti nacin, osim $to je u kontrolnim uzorcima bez

kikirikija, kiririki je zamenjen sa istom zapreminom kvarcnog peska (200 uL), dok je u

kontrolne uzorke bez amilaze dodato 20 pL vode.

Gastri¢na faza: Kompletna oralna faza (400 pL) je pomeSana sa pepsinom poreklom iz
svinje (356 uL; 4500 U/mL u 1x SGF), a finalna koncentracija je bila 2000 U/mL u
reakcionoj smeSi. sa 20 pl CaCl, (3 mM u 1x SGF), da bi se postigla finalna
koncentracija jona kalcijuma od 75 pM u smesi. pH smeSe je podeSen na ~pH 3 pomocu
1 M HCIl i 1x SGF je dodat do finalne zapremine od 800 uL. Reakciona smesa je
inkubirana 120 minuta na 37 °C sa pojacanim meSanjem (600 obrtaja ili treSenja u
minuti). Digestija je stopirana dodatkom 200 pL 2 M NaHCO3. pH reakcione smeSe
nakon dodatka 2 M natrijum karbonata iznosila je 8.0. Svi uzorci su centrifugirani na 10
000 g, 20 minuta. Nakon centrifugiranja, gastricna te¢na faza je odvojena od ¢vrstog

taloga i odmah zamrznuta na -20 °C.

Kontrolni uzorci digestije su radeni paralelno, ali bez prisustva digestivnih enzima.
Kontrolni uzorak Kikirikija je bio oralni bolus bez amilaze sa dodatkom od 356 pL 1x
SGF umesto rastvora pepsina. Kontrola pepsina je bila 0.2 mL koncentrovanog 1x SSF
rastvora i 0.2 g kvarcnog peska umesto oralnog bolusa na nultom minutu (Pepsin 0’) i
120. minutu (Pepsin 120°).

Oralno-gastrointestinalna faza: Kompletan gastri¢ni bolus od 800 uL je nakon 120
minuta pomeSan sa suspenzijom pankreatina pripremljenoj u 400 puL 1x SIF, sa 400
U/mL tripsinske aktivnosti u simuliranoj intestinalnoj te¢nosti. Finalna aktivnost
tripsina u smesi je iznosila 100 U/mL [15]. Zuéne soli su dodate kako bi se postigla
finalna koncentracija od 10 mM (61 pL; 263 mM), a CaCl, je dodat da bi se postigla
koncentracija od 0.3 mM u finalnoj digestivnoj smesi (50 puL; 20 mM). Neophodna
zapremina od 1 M NaOH (100 pL) je dodata kako bi se postigla finalna vrednost od pH
7.0. Na kraju, dodato je 189 pL dejonizovane vode kako bi se postigla koncentracija
elektrolita od 1x SIF. Uzorci su inkubirani 120 minuta, na 37 "C. Digestija je stopirana

dodatkom 50 pL inhibitora proteaza, 4-(2-aminoetil) benzensulfonil fluorid hidrohlorida

28



(AEBSF), koncentracije 32 mM, ¢ija je finalna koncentracija u oralno-

gastrointestinalnoj te¢nosti bila 1 mM.

Kontrolni uzorci (negativna kontrola oralno-gastrointestinalne digestije) su radeni
paralelno uz prave digestovane uzorke kikirikija. Kontrola kikirikija je bio gastri¢ni
bolus bez pankreatina sa dodatkom od 400 puL 1x SIF umesto rastvora pankreatina i

ostalim komponentama kao kod uzoraka digesta.

Kontrola pankreatina je bila u nultom minutu (Pankreatin 0’) i 120. minutu (Pankreatin
120”). Kontrolni uzorak pankreatina, napravljen sa kvarcnim peskom (umesto kikirikija,
200 ul), sadrzao je kompletnu simuliranu salivarnu i gastri¢nu te¢nost od 800 pL. Ovaj
uzorak je pomesan je sa pankreaticnom suspenzijom pripremljenoj u 400 pL 1x SIF, i
ostalim komponentama kao kod uzoraka digesta. Za kontrolu pankreatina u nultom
minutu je dodato 50 uL AEBSF (32 mM) pre pankreatina, a za kontrolu u 120. minutu
(nakon isteka intestinalne digestije). Nakon centrifugiranja, tecna faza je odvojena od

¢vrstog taloga i odmah zamrznuta na -20 °C.

4.5 Tretmani odmaséivanja tecne faze uzoraka kikirikija n-
heksanom i trihlorsiréetnom Kkiselinom u acetonu
(TCA/aceton) nakon oralno-gastric¢ne i oralno-
gastrointestinalne faze digestije

Nakon oralno-gastri¢ne i oralno-gastrointestinalne faze digestije uzorci su centrifugirani
na 10, 000 g 20 minuta, i te¢na faza je odvojena u svakom uzorku i podeljena na tri
jednaka dela radi testiranja razlicitih nac¢ina odmas¢ivanja. Jedan alikvot je sacuvan kao
netretiran tj. neodmaséen. U drugom alikvotu lipidi su uklonjeni tako §to su proteini
potaloZeni sa TCA/aceton metodom: 200 uL tecne faze je pomeSano sa istovetnom
zapreminom 20% TCA u acetonu, i ostavljeno preko noci na -20 °C. Centrifugiranjem
na 13, 000 g u periodu od 30 minuta, uklonjeni su supernatanti. PotaloZeni proteini su
oprani dva puta sa 1 mL hladnog acetona, a tokom ispiranja talog je razbijan
inkubiranjem u ultrazvu¢nom kupatilu, a potom intenzivno vorteksovan, pa
centrifugiran na 13, 000 g u trajanju od 15 minuta. Isprani talozi su osuseni na sobnoj
temperaturi, 1 h, a potom resuspendovani u 200 pL 1.5 x Laemmli pufera za

elektroforezu (u redukuju¢im i neredukujuc¢im uslovima) [129]. Treci alikvot tene faze
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nakon digestije (400 uL) je odmasc¢en sa n-heksanom: 9 zapremina n-heksana sa jednom
zapreminom uzorka je meSano tokom 60 minuta na sobnoj temperaturi, a potom
centrifugirano 30 minuta na 4 000 rpm (2150 g). Gornji n-heksanski sloj je odbacen, a
reekstrakcija lipida je ponovljena dva puta na isti nacin. Postupak je bio identi¢an za sve

preparate (sirovi, peceni 1 kuvani kikiriki).

4.6 Priprema nerastvornih frakcija (taloga) sirovog, barenog i
pecCenog Kkikirikija nakon gastriCne digestije za SDS-PAGe
analizu

Talog nakon gastri¢ne faze digestije, koji poti¢e od 0.2 g kikirikija, je posmatran kao
nerastvorna (nesolubilna) frakcija i ekstrahovan je sa denaturiSu¢im puferom (8 mL; 7
M urea, 2 M Thiourea, 2% 3- [ ( 3 — holamidopropil ) dimetil amonio ] — 1 -
propanesulfonat (CHAPS), 1% Triton X-100 in 200 mM NaHCO3 pH 8.0). Uzorci su
vorteksovani (3x, 30 s), a potom dodatno ekstrahovani na ultrazvuénom kupatilu 45
minuta uz hladenje, tako da temperatura vode u kupatilu nije prelazila 30 °C. U
dobijenoj suspanziji pH je podesen na 8,5 pomo¢u 1 M NaHCOj3; (pH 9.0), i suspenzija
je ostavljena preko no¢i (oko 18 h). Narednog dana, pH je potvrdena indikatorskom
hartijom i uzorci su centrifugirani na 13 000 rpm, 20 minuta. Supernatan je odvojen i

kori$éen za SDS-PAGe analizu.

4.7 1D SDS PAGe analiza tecne faze sirovog, barenog i
pecenog kikirikija nakon oralno-gastricne i oralno-
gastrointestinalne digestije

Proteini teéne faze oralno-gastricne i oralno-gastrointestinalne digestije sirovog i
termicki tretiranog kikirikija, pre 1 nakon razli¢itih tretmana za odmas¢ivanje
(TCA/aceton i n-heksan), su analizirani na 14% poliakrilamidnom (PAA) gelu pod
redukujuc¢im i neredukujuc¢im uslovima po protokolu koji je predlozio Laemmeli [129].
Takode, proteini koji su dobijeni iz nerastvorne frakcije su analizirani u redukuju¢im 1
neredukuju¢im uslovima. Gelpvi su bojeni sa Coomassie Brilliant Blue R250 (Serva
Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Nemacka) [130]. Po preporuci INFOGEST

protokola [15], po bunaru je aplicirana je koli¢ina proteina na osnovu iste zapremine: po

30



10 uL te¢ne faze svakog ckstrakta i digesta oralno-gastri¢ne faze, tj. 20 puL ekstrakta i

digesta oralno-gastroinstestinalne faze.

4.7.1 1D SDS PAGe analiza te¢ne faze uzoraka digestovane hrane sa kvalitativho
razli¢itim matriksom nakon gastri¢ne digestije

Sirovi spana¢ (Spinacia oleracea L.), sirovi orah (Juglans regia L.), lesnik (Corylus
avellane L.) i pile¢e belo meso su kupljeni u lokalnoj prodavnici. Pile¢e belo meso je
kuvano 30 minuta na 75 °C [131]. Svi preparati su dalje tretirani kao u odeljku 4.1.
Pasterizovano mleko (3.2% masti) je kupljeno u prodavnici, i koris¢eno bez bilo kakve

obrade.

Uzorci su podlegli oralnoj 1 gastri¢noj digestiji kao Sto je opisano u odeljku 4.4, a zatim

tretmanu taloZenja proteina te¢ne faze sa TCA/acetonom, koji je opisan u odeljku 4.5.

4.7.2 1D SDS PAGe analiza te¢ne faze sirovog, barenog i pecenog Kikirikija nakon
oralno-gastri¢ne digestije u razli¢itim vremenskim intervalima

U cilju pracenja dinamike oralno-gastri¢ne digestije, obzirom na njen znacaj u fazama
izlaska gastricnog bolusa u duodenum, postavljane su digesticione smeSe za sirovi,
bareni i pe€eni kikriki u razli¢itim vremenskim intervalima (1, 5, 15, 30, 60, 90 i 120
minuta). Digestija pepsinom je radena kao u odeljku 4.4 sa malim izmenama u pripremi
kontrolnog uzorka sirovog kikirikija, kao i kikirikija za svaki termicki tretman posebno.
Kontrolni uzorci su bili oralni bolusi bez amilaze, sa dodatim 200 pL 2 M natrijum
karbonata kako bi se pH zabazio na 8.0. Tek nakon postizanja bazne sredine je dodato
od 356 pL rastvora pepsina, i kontrole su inkubirane 120 minuta. Proteini te¢ne faze
oralno-gastri¢ne digestije sirovog i termicki tretiranog kikirikija, su bili potalozeni sa
TCA/acetonom (odeljak 4.5), a onda analizirani na 14% PAA gelu pod redukujuéim 1

neredukuju¢im uslovima po protokolu koji je predlozio Laemmeli [129].

4.7.3 1D SDS PAGe analiza vode u kojoj se kikiriki kuvao

Sirovi kikiriki je kuvan u klju€aloj vodi u zatvorenom sudu (100 °C, 20 minuta, u
odnosu tezine I zapremine 1:10) [32]. Nakon kuvanja voda je koncentrovana 10 puta, na
dva nacina talozenjem sa TCA/acetonom (opisano u odeljku 4.5) 1 uparivanjem na

vakum uparivacu (SpeedVac, Eppendorf, Hamburg, Nemacka) u ependorf tubama sa
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niskim potencijalom vezivanja peptida i proteina. Potom je uradena 14% SDS-PAGe, u

redukuju¢im uslovima, i gel obojen sa CBB R250.

4.8 Odredivanje koncentracije proteina u ekstraktima i
digestima kikirikija
4.8.1 Odredivanje koncentracije proteina bicinhoninskom metodom

U slucaju neodmascene tecne faze i n-heksanom odmascene teCne faze, digestivna
smesa je razblazena 20 puta sa fosfatom puferisanim rastvorom soli (PBS) i izmerena je
koncentracija proteina BCA testom (Thermo Fisher Scientific Inc., Bremen, Nemacka).
Neodmaséena tecna faza je talozena sa TCA/acetonom, i nakon ispiranja acetonom
dobijeni talozi su rastvoreni u zapremini PBS jednakoj 20-tostrukoj zapremini uzete
te¢ne faze. Nakon toga, odredena je takode koncentracija proteina BCA metodom [132],
uz primenu visih temperatura tokom inkubacije (60 °C) kako bi se favorizovao put

formiranja kompleksa na peptidnoj vezi umesto bo¢nih aminokiselinskih ostataka [133].

4.8.2 Odredivanje koncentracije proteina Kikirikija denzitometrijom na
ImageQuant TL 8.1 i procena efikasnosti digestije pepsinom

SDS-PAG elektroforetskog profila termicki tretiranih uzoraka kikirikija, skenirani su
laserskim biomolekulranim imidzerom (Typhoon FLA 7000 series, GE Healthcare,
SAD) a rezultati su obradeni na Image 1D Quant TL 8.1 softveru (GE Healthcare,
SAD). Kako bi se kvantifikovao intenzitet CBB obojenih proteinskih traka, izabran je
nain pretvaranja piksela relativnom kalibracijom sa automatskom detekcijom Sirine
trake, uz podesavanje ostalih parametara kao $to sledi: nagib signalnog pika od 75-125,
nivo Suma manji od 5, minimalna visina vrha pika > 2% od najviseg vrha pika u uzorku,
a za oduzimanje Suma pozadine, koriS¢en je pristup minimalnog profila. Thermo
Scientific ™ Pierce markeri (8 pnL, Thermo Fisher Scientific Inc. ), koji se sastoje od
meSavine sedam nativnih proteina (14.4 kDa do 116 kDa, ¢ija je koncentracija 1
mg/mL) koriS¢eni su za normalizaciju volumena uzorka proteina u svakoj individualnoj
traci (pik) u kolektivnom reZimu uzimajuci u obzir zbir svih sedam volumena markera
¢ija je ukupna koli¢ina 8 pg (zapremina = povrsina x intenzitet piksela). Slika 6 daje

reprezentativan primer celokupnog procesa digitalizacije (pikselizacija) i kvantifikacije

32



traka u elektroforetskim profilima oralno-gastri¢ne i oralno-gastrointestinalne digestije
termicki obradenog kikirikija. Kubi¢ni model kalibracione Kkrive izabran je kao najbolji

model fitovanja molekulskih masa kori$¢enih markera, sa dobijenim Rf vrednostima.

GASTRICNA FAZA INTESTINALNA FAZA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 17
| [ | | | | | | | | | | | |
sirovi kuvani  peceni pepsin M  sirovi kuvani  peceni pankr
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Bunar 9 Mw markeri
Trake Zapremina V + pozadinski Normaliz. maksimum Povrsina Traka% Mw (kDa)
Sum V (ug) vrednost
1 28.552.350,00 50.854.728,00 0,361 21.731,77 2.700,00 34 116 0,095
2 57.328.716,00 90.369.276,00 0,724 25.192,94 4.000,00 6,82 66,2 0,195
3 148.043.881,00 199.256.749,00 1,871 42.783,43 6.200,00 17,62 45 0,312
4 77.322.059,00 107.058.563,00 0,977 33.206,35 3.600,00 9,2 35 0,394
5 77.946.455,00 108.508.973,00 0,985 35.676,26 3.700,00 9,27 25 0,511
6 143.800.390,00 194.187.244,00 1,817 36.165,51 6.100,00 17,11 184 0,641
7 100.056.092,00 139.704.764,00 1,264 31.194,21 4.800,00 11,91 14,4 0,724
ug 8,00

Slika 6 Primer denzitometrijske obrade gela pomoc¢u ImageQuant TL v 8.1 (GE
Healthcare, Cikago, SAD), koji je skeniran Typhoon FLA 7000 biomolekularnim
imidzerom (GE Healthcare, Cikago, SAD). Na slici je pored gornjeg gela prikazana i

kvantifikacija molekulskih markera 1 pripadaju¢i deo eksel tabele.
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Denzitometrijski pristup je u vecini slucajeva omogucio isklju¢enje odredenih traka iz
kvantifikacije (kao Sto su proteini koji poticu od pepsina ili pankreatina). Efikasnost
hidorlize pepsina je procenjena na osnovu denzitometrije pomoc¢u Image 1D Quant TL
8.1 softvera (GE Healthcare, SAD). Koli¢ina proteina u trakama koje odgovaraju
kontroli je poreden sa odgovaraju¢im digestovanim uzorcima. Procenat efikasnosti
izrazen je kao: (normalizovani volumen kontrolnog uzorka - normalizovani volumen u

digestovanom uzorku) x 100/normalizovani volumen u kontrolnom uzorku.

4.8.3 Statisticke analize

Statisticke analize radene su na rezultatima dobijenim odredivanjem proteinske
koncentracije BCA metodom i denzitometrijom, kako za oralno-gastri¢ne, tako i za
oralno-gastrointestinalne uzorke sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija, kao i za njihove
kontrole. Sve analize, ukljucujuci i testove ispitivanja pripadnosti normalne distribucije,
“two-way” ANOVA sa uparenim uzorcima, kao i post- testovi poput Dunnett-ovog i
Sidak-ovog testa, su izvedene sa GraphPad Prisma 7.0 softverom (GraphPad, San
Dijego, SAD).

4.9 Analize 1D SDS-PAGe profila ekstraktoma i digestoma
sirovog kikirikija tandemskom masenom spektrometrijom
visoke rezolucije (nano-LC-MS/MS)

4.9.1 Isecanje traka iz gela i priprema uzoraka iz gela za digestiju tripsinom i za
nano$enje na nano-LC-MS/MS

Celokupni proteinsko-peptidni profili ekstraktoma i digestoma na 14% PAA gel traci
(kontrolni uzorak-ekstraktom i uzorak nakon oralno-gastricne digestije sirovog
kikirikija-digestom), je iseCen na delove pomocu skalpela (duzine od 2 do 16 mm), i
nakon toga iseCeni delovi gela su bili digestovani tripsinom po Shevchenko-voj metodi
[134]. Ukratko, radi uklanjanja zaostale boje iz gela, isecci gela su prvo ispirani u 25
mM amonijum-bikarbonatnom puferu (engl. ammonium bicarbonate buffer, ABC), a
zatim u rastvoru 50% acetonitrila (ACN) u 25 mM ABC. Potom su isecci gela tretirani
sa 10 mM ditiotreitolom (DTT) radi raskidanja disulfidnih veza, a potom su proteini

alkilovani pomocus 55 mM jodacetamidom (IAA). Proteini u iseCcima gela su
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digestovani 18 h, na 37 °C primenom 10-20 pL 5 ng/pL tripsina (proteomics grade,

Merck, Nemacka) po isecku.

Odnos tripsin:uzorak = 1:30 je odrzavan konstantnim uz pomo¢ odredivanja koli¢ine
proteina u iseCku gela denzitometrijom. Posebno se vodilo racuna da se promenom
volumena radnog rastvora tripsina od 5 ng/mL odrzi pomenuti odnos u trakama gde
Koli¢ina tecnosti dodata prilikom pripreme za masenu spektrometriju bila je jednaka
izmedu odgovarajucih tj. uparenih traka gela iz kontrolnog i digestovanog uzorka

sirovog kikirikija.

Peptidi, nastali dejstvom tripsina izlaze iz gela u rastvor. Pre analize na masenom
spektrometru, peptidi su propustani kroz zip tip kolonu, koja predstavlja standardnu
proceduru preciScavanja pre analize na masenom spektrometru. Kontaminanti se
ukljanjaju iz peptidnih uzoraka zip tip metodom na slede¢i nacin. Nastavak koji sadrzi
C18 reverzno fazni (RP od engl. Reverse phase) materijal (Hypersep tip C18, 10-200
ML, 60109-209, Thermo Fisher Scientific Inc., Nemacka) se pri¢vrsti za pipetu koja
odmerava do 200 pL. Uzorak prolazi kroz C18 kolonu uvlaceéi se kroz nastavak, a
potom se izbaci (postupak se ponavlja izmedu 3 - 5 puta), vodeci racuna da ne ude
vazduh. Prvi korak je kvaSenje C18 kolone sa 0.1% FA u 70% ACN, a onda se C18
kolona ekvilibrise 0.1% FA u vodi. U slede¢em koraku u nastavak se uvlaéi peptidni
uzorak, gde se peptidi vezuju za C18 kolonu (uzorak se uvlaci i ispusta minimum 20
puta). Potom ide korak ispiranja ne-peptidinih komponenti vodom sa 0.1% FA (3-5
puta). Peptidi se eluiraju sa C18 kolone sa 0.1% FA u 70% ACN u tube specijalizovane
za slabo vezivanje proteina (engl. low protein binding tubes) (Eppendorf, Nemacka).
Uzorci se potom uparavaju vakum centrifugiranjem na sobnoj temperaturi u Eppendorf
isparivatu (Hamburg, Nemacka), a potom rastvore u 0.1% FA. Ovako pripremljeni

uzorci su spremni za analizu masenom spektrometrijom.

Dobijeni tripti¢ni, semitripti¢ni i atripti¢ni peptidi su analizirani visoko-rezolutivnom,
nano-te¢nom hromatografijom (LC)-tandemskom masenom spektrometrijom (MS/MS),
po prethodno objavljenoj metodi [135, 136], radenoj na LTQ Orbitrap XL masenom
spektrometru i EASY- nLC il sistemu (Thermo Fisher Scientific inc., Bremen,

Nemacka).
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4.9.2 Nano-LC-MS/MS i pretraga proteina na osnovu zadate databaze

Uzorci peptida su hromatografski razdvojeni na sistemu EASI-nLC 11 (Thermo Fisher
Scientific Inc., Bremen, Nemacka) na dve kolone: kolona C18-Al, 2 cm x 100 um, 5
um cCestice, 1 120 A veli¢ina pore (SC001, Thermo Fisher Scientific, Valtham, MA,
SAD) i kolona PepMap C18, 15 cm x 75 um, 3 um ¢estice, i 100 A veli¢ine pore
(ES800, Thermo Fisher Scientific, Valtham, MA, USA). Nakon razdvajanja uzorci (48
pL) su analizirani pomocu LTQ Orbitrap XL hibridnog masenog spektrometra (Thermo
Fisher Scientific Inc., Bremen, Nemacka). MS podaci su dobijeni u MS? rezimu.
Prikupljanje podataka je kontrolisano softverom XCalibur 2.1 (Thermo Fisher Scientific

Inc., Bremen, Nemacka).

Identifikacija proteina sirovog Kikirikija obavljena je u PEAKS Suite X (Bioinformatics
Solutions Inc., Kanada). MS/MS spektri su obradeni koriste¢i PEAKS algoritam za
pretragu post-translacionih modifikacija (PTM). KoriSéena je baza podataka za kikiriki
(Arachis hipogaea), napravljena iz UniProtKB ru¢no proverenih i neproverenih

sekvenci, preuzetih dana 01.10.2018 sa http://www.uniprot.org/. Takode, u bazu

podataka je ubacena i lista proteina sa kojima se obi¢no susre¢emo u proteomickim
istrazivanjima kao vid kontaminacije proteinskog uzorka tj. Max Quant preuzet
01.03.2019 sa http://www.coxdocs.org/doku.php?id=maxquant:start_downloads.htm.
Promenljive ili dinami¢ke modifikacije koje su uzete u obzir su: oksidacija metionina,
deamidacija glutamina i asparagina, i hidroksilacija prolina, dok se karbamidometilacija
cisteina posmatrala kao fiksna modifikacija. U algoritmu PEAKS PTM, PTM pretraga
izvrSena je Kkoriste¢i dostupnu listu od 313 prirodno nastaju¢ih post-translacionih
modifikacija iz Unimod baze. Parametri peptidne pretrage ukljucili su tolerisanje do 2
mesta izostavljenog, tj. preskocenog se€enja tripsinom (tripticni peptidi), ukljucujuéi i
peptide sa nespecificno hidrolizovanim krajevima (semitripti¢ni 1 atritini peptidi).
Tolerancija mase je podeSena na + 10 ppm za roditeljski jon 1 + 0.5 Da za fragmentisani
jon. Proteinski filteri su podeseni tako da se uvrsti najmanje jedan unikatan peptid, gde
je -10 logP vrednost podesena na > 20. Takode, podesen je i AScore za pouzdanu PTM
identifikaciju od najmanje 20. Za verovatnocu, tj score = 10logP poklapanja teorijskih
peptidnih spektara sa eksperimentalnim (engl. Peptide-Spectrum Matches — PSM), je

podesena takva najmanja vrednost da osigura verovatnocu manju od 0.5% da je u
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pitanju neta¢no poklapanje spektara. De novo ALC (engl. Alignment Local
Confidence), vazan cCinilac u iznalazenju sekvence peptida bez oslonca ponudene
proteinske databaze (DeNovo algorotam PEAKS X platforme), je podesen tako da se

dobije vise od 80% pouzdanosti nalaza aminokiseline u DeNovo sekvenci.

4.10 Optimizacija izoelektricnog fokusiranja kod uzoraka
bogatih lipidima u cilju eventualnog izbegavanja delipidacije

4.10.1 Priprema ekstrakata polena trave maciji repak (Phleum pratense)

Pre izvodenja 2D elektroforeze na sirovom kikiriki ekstraktu, optimizovali su se uslovi
za izvodenje 2D elektroforeze sa neodmaséenim ekstraktom polena trave, kao
pozitivnom kontrolom. Cestice neodmas¢enog polena trave macijeg repka (Phleum
pratense L.) su ekstrahovane uz snazno vorteksovanje u dejonizovanoj vodi (1g polena
u 10 mL, 4 °C, preko no¢i). Polenska suspenzija (1 mL, 1/10 w/v) je centrifugirana na
14, 000 g, 20 minuta na 4°C i profiltrirana kroz polipropilenski filter sa porama od 0.45
um. Koncentracija proteina je odredena Bredford-ovom metodom [137]. Ukupna
koli¢ina proteina je potvrdena sa 1D SDS PAGe na Image Quant TL version 8.1
softveru (GE Healthcare, USA), kao $to je opisano u odeljku 4.8.2.

4.10.2 Optimizacija izoelektrofokusiranja na neodmaséenim ekstraktima polena
trave macijeg repka

Neodmasceni proteinski ekstrakt polena macijeg repka (45 pg) je izoelektrofokusiran na
7 cm IPG traci (GE Healthcare, Chicago, IL, SAD), koriste¢i sistem za
izoelektrofokusiranje Ettan IPGphor 3 IEF (GE Healthcare, Chicago, IL, SAD) i metodu
opisanu u Tabeli 3. Druga dimenzija je uradena na 12% SDS-PAGe Koristeci
MiniProtean sistem za elektroforezu (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD). 2D gelovi su
obojeni sa koloidnom bojom Coomassie Brilliant Blue 250G [130], a potom skenirani
sa laserskim skenerom Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare, Chicago, IL, USA). 2D gel
taCke su kvantifikovane 1 uparene sa Image Master 2D Platinum v7.0 softverom (GE

Healthcare, Chicago, IL, SAD).

Tabela 3 Optimizacija uslova izoelektrofokusiranja na neodmaséenim ekstraktima

polena trave, koji su kasnije primenjeni na ekstrakte sirovog kikirikija.
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Korak Voltaza (V) Vreme (h)
1. Aktivna rehidratacija 10 12: 00
2. Skok sa zadrSkom napona 100 1:00
3. Skok sa zadr§kom napona 300 1:00
3. Skok sa zadr§Skom napona 500 1:00
4. Gradijent 1000 0:45
5. Gradijent 5000 1:30
6. Skok sa zadrSkom napona 5000 0:20
7. TOTAL 6061 17: 35

4.11 2D SDS-PAG elektroforeze kontrolno-standardnog
ekstrakta sirovog Kikirikija i1 ekstraktoma i digestoma
kikirikija na osnovu INFOGEST protokola

Inicijalni eksperimenti izoelektrofokusiranja i 2D SDS-PAGe su izvodeni na ekstraktu,
kontrolnom uzorku i digestovanom uzorku sirovog Kikirikija prema protokolu
prethodno optimizovanom na neodmaséenom ekstraktu polena trave [138]. Osuseni
TCA/aceton talozi su resuspendovani u rehidratacionom puferu neophodnom za
izoelektrofokusiranje (8 M Urea, 2% CHAPS, 0.5% IPG buffer 3-10 NL, 50 mM
ditiotreitola (DTT), i 0.002% bromofenol plavo). Proteinski uzorak (250 pg) je nanesen
na traku od 13 cm, sa imobilizovanim pH gradijentnim gelom pH 3-10 NL (GE
Healthcare, Upsala, Svedska), gde su proteini razdvojeni na prvoj dimenziji na Ettan
IPGPhor 3 sistemu (GE Healthcare, Uppsala, Svedska) prateéi uputstva proizvodaca.
Nakon izoelektrofokusiranja, trake su prvo isprane od zaStitnog mineralnog ulja u
ekvilibracionom puferu (75 mM Tris-HCI, pH 8.8, 6M Urea, 30% glycerol, 10% SDS,
1% brom fenol plavo). Nakon toga trake se redukuju sa DTT (65 mM) u
ekvilibracionom puferu 15 minuta u mraku, a potom se alkiluju sa IAA (140 mM)

takode u u ekvilibracionom puferu, 15 minuta u mraku.

Druga dimenzija je nastavljena na 14% PAA gelu. Nakon druge dimenzije gelovi su
bojeni metodom koloidnog bojenja sa Coomassie Brilliant Blue G250 (Serva) [130]. Svi
2D gelovi su skenirani na Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare), a proteinske tacke su

kvantifikovane i uparene na Image Master 2D Platinum software v7.0 (GE Healthcare).
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4.11.1 Priprema proteinskih tacaka sa 2D SDS-PAG elektroforeze kontrolnog i
digestovanog sirovog kikirikija

Proteinske tacke od interesa sa 2D gelova su ru¢no isecene i digestovane u gelu, prema
metodi koju je opisao Shevchenko i saradnici [139] i kao S§to je 4.10.1. Dobijeni peptidi
su analizirani, po prethodno objavljenoj metodi [135, 136] radenoj na LTQ Orbitrap XL
masenom spektrometru i EASY- nLC il sistemu (Thermo Fisher Scientific inc.,
Bremen, Nemacka). Ukratko, 2 mikrolitra (koncentracije oko 50 pg/mL) uzorka je
naneseno na kolonu (EasyColumn C18, 2 cm duzine, ID 100 pm, 5 um veli¢ina Cestice)
I razdvajanje je izvedeno na Easy spray PepMap C18 koloni (duzine 15 cm, ID 75 pm,
veli¢ina Cestice 3 um). Vrednosti parametara Nano-electro Spray jonizacije (NSI) su
bili: voltaza spreja +2.0 kV, kapilarna voltaza 6 V, kapilarna temperatura 250 °C.
Spektri visoke rezolucije rezolucije na Orbitrapu sa 30 000 na 60 000 su snimljeni u
pozitivnom modu u opsegu m/z 300-2000 U toku snimanja na visoko rezolutivnom
masenom spektrometru, fragmentisano je pet najintenzivnijin monoizotopskih pikova u
spektru pomoc¢u CID (engl. collision-induced- kolizijom izazvana disocijacija) i

detektovano u linearnoj jonskoj zamci.

4.11.2 ldentifikacija standardnog ekstrakta, kontrolnih i digestovanih proteina
sirovog kikirikija dobijenih sa 2D SDS-PAGe

Identifikacija proteina je uradena u PEAKS Studio 8.5 softveru Bioinformatics
Solutions inc., Waterloo, ON, Kanada). MS/MS spektri su obradivani koriste¢i PEAKS
DB algoritam naspram hibridne baze podataka koja se sastojala iz kikiriki (Arachis
hypogaea) UniprotKB/Swiss-Prot baze podataka (baza podataka je napravljena
14/08/2017 na internet stranici http://www.uniprot.org/). Takode, u bazu podataka je
ubacena i cRAP baza podataka. cRAP baza podataka je skinuta 18/01/2017 sa internet

stranice http://www.thegpm.org/crap/. Promenljive modifikacije koje su uzete u obzir

su: oksidacija metionina, deamidacija glutamina i asparagina, i hidroksilacija prolina,
dok se karbamidometilacija cisteina posmatrala kao fiksna modifikacija. Ostali

parametri pretrage su isti kao u odeljku 4.9.2 i tamo su detaljno opisani.
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4.12 1zolovanje malih peptida otpornih na proteolizu (MPOP)
dobijenih nakon oralno-gastri¢ne digestije i razdvajanje gel
hromatografijom

Etanol (2.4 mL) je dodat na te¢nu fazu dobijenu nakon oralno-gastri¢ne digestije (800
pL), i smeSa je inkubirana na 4 °C, 20 h. Nakon centrifugiranja na 4 °C i 12 000 g, u
periodu od 10 minuta, odvojen je talog i supernatant. Supernatant, koji je sadrzao male
peptide otporne na proteolizu, je odvojen i uparen na vakum uparivacu (SpeedVac,
Eppendorf, Hamburg, Nemacka) u ependorf tubama sa niskim potencijalom vezivanja
peptida i proteina. Upareni peptidi rastvoreni su u 10 mM HCI (500 pL) i razdvojeni na
gel hromatografiji. Gel filtraciona kolona, Sephadex G25 column (0.8 x 30 cm), je
ekvilibrisana prethodno sa 10 mM HCL, a za kasnije razdvajanje je koris¢en 10 mM
HCI. Protok na sobnoj koloni je bio 5 mL/h. Frakcije od 500 pL su sakupljane, a
razdvajanje je praceno na 214 nm, 280 nm, i 220 nm. Kako bi se minimizirao uticaj
molekula malih masa koji nisu peptidi (npr. polifenoli) a apsorbuju na 214 nm, frakcije
sa najviSim vrednostima absorbance na 214 nm i najmanjim vrednostima absorbance na
280 nm su spojene. Spojene frakcije su analizirane elektorforezom i imunoblotom sa
antitelima specificnim na Ara h 2, kako bi se potvrdilo odsustvo intaktnog Ara h 2
alergena. Spojene frakcije su podeljene na dva dela. Jedan deo je koncentrovan 4 puta
na vakum uparivacu i koris¢en za ImmunoCAP test. Drugi deo je uparen i podvrgnut

nLC-MS/MS analizi, u potrazi za intaktnim peptidima.

4.12.1 Identifikacija MPOP putem masene spektrometrije intaktnih i trisinom
digestovanih peptida u rastvoru i upareni sa imunoepitop bazom IEDB

Deo spojenih frakcija, koji je sadrzao MPOP, je uparen i podvrgnut nLC-MS/MS
analizi, u potrazi za intaktnim pepsinskim peptidima. Ovaj deo spojenih frakcija je
podeljen na dva dela. Jedan deo je redukovan, pa alkilovan u rastvoru, a onda tripsinski
digestovan na osnovu metode koju je opisao Johnson i saradnici [140], gde je vreme za
redukciju produzeno na 1.5 h, na temperaturi od 80 °C. Drugi deo je analiziran kao
intaktan. Dobijeni peptidi, i intaktni i redukovani/alkilovani/digestovani su analizirani
prema metodi koju je objavila Apostolovi¢ i saradnici. [135, 136], koriste¢i LTQ
Orbitrap XL maseni spektrometar sa EASY-nano te¢nom hromatografijom (nLC)

sistem (Thermo Fisher Scientific inc., Bremen, Nemacka), sa promenom rezolucije na
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Orbitrapu sa 30 000 na 60 000. Peptidi su identifikovani koriste¢i PEAKS Studio 8.5
(Bioinformatics Solutions inc., Kanada). MS/MS spektri su analizirani kroz PEAKS DB
algoritam opisanim u odeljku 4.9.2.

Peptidi su pretrazivani u IEDB bazi podataka specijalizovanoj za imunoepitope (IEDB-

Immuno Epitope Database and Analysis, http://www.iedb.org), sa ciljem_da se pronadu

preklapanja sa ve¢ prethodno okarakterisanim epitopima. Prilikom pretrage IEDB baze
podataka, koriS¢eni su slede¢i parametri: linearna sekvenca za strukturu epitopa,

BLAST kao opcija, i ¢ovek kao domacin.

4.13 IgE vezujuée sposobnosti digestovanog uzorka sirovog
Kikirikija
4.13.1 ELISA inhibicije

Sa inhibitornim ELISA testom ispitane su IgE vezujuce sposobnosti tecne faze iz
digestivne smese, kao i standardnog ekstrakta kikirikija. Odmasc¢eni standardni ekstrakt
kikirikija je pripremljen prema metodi Radosavljevi¢ i saradnici [141]. Pola mikrotitar
plocice (96 bunara, Greiner bio-one, Frickenhausen, Nemacka) je kuplovano sa 50 uL
po bunaru odmascéenog kikiriki ekstrakta koncentarcije 10 pg/mL, i inkubirano preko
no¢i na 4 °C u puferu za kuplovanje (15 mM Na,COsz, 35 mM NaHCO; pH 9.6).
Neokupirana vezuju¢a mesta u bunarima su blokirana sa 1% BSA u TPBS (20 mM
fosfatni pufer sa 0.9% NaCl pH 7.4, koji sadrzi 0.05% Tween 20 (w/v)), 1 hna 37 °C.
Pul seruma od 10 senzitizovanih pacijenata (pacijenti #1-10, Tabela 4) je pripremljen
prema EMEA (engl. European Medicines Agency- Evropska agencija za lekove)
uputstvu za rad sa alergenim proizvodima (EMEA/CHMP/BWP/304831/2007). Uzorci
(odmasceni sirovi kikiriki ekstrakt, odmascena tecna faza kontrolnog i digestovanog
kikirikija) su prvo razblazeni dva puta sa 1% BSA u TPBS (u koncentracionom opsegu
10-0.04 pg/mL). Zatim je u tako razblazene uzorke dodat pul seruma u odnosu 1:1, v/v
(finalno razblazenje meSavine seruma je 30 u blokiraju¢em puferu), 1 smeSe uzorak-
serum su inkubirane na 37 °C, 1h. Nakon nalivanja smeSa uzorak-serum u bunarcice,
inkubacija je nastavljena u mikrotitar plocici jo§ sat vremena na 37 °“C. Sekundarnim
antitelom je uradena detekcija vezanog IgE antitela. U bunari¢ je dodato 50 pL misijeg-

anti-humanog IgE monoklonskog antitela (Abcam, Kembridz, Velika Britanija)
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razblazenog 2 000 puta u 1% BSA TPBS. Za sekundarno antitelo je koriS¢eno
peroksidazom iz rena. Bojenje je vrSeno dodavanjem komercijalnog supstrata (engl.
ready to use) za peroksidazu, 3, 3', 5, 5'-tetramethilbenzidin (Biolegend, San Diego,
CA, SAD), 100 pL po bunaru na sobnoj temperaturi u trajanju od 15 minuta. Reakcija je
bila zaustavljena dodavanjem 50 puL 0.5 M H,SO,4 i potom je ocitavana apsorbanca na
450 nm. IgE vezujuéi potencijal je izraCunat metodom horizontalnog rasejavanja,
uporedivanjem sa inhibicionom krivom prirodnog alergena uzete kao referentne
vrednosti od 100%. Inhibitorne krive imale su korelaciju od > 0.9705. Inhibicija IgE
vezivanja je sraCunata na slede¢i nacin [(A450nm neinhibiranog uzorka — A450NM inhibiranog
uzorka)/A450NM neinnibiranog uzorka ] X 100, T koncentracija koja inhibira 50% ovog signala je
izracunata (ICsp). Ovi rezultati su analizirani koriste¢i GraphPad Prism6 (La Jolla, CA,
SAD).

Tabela 4 IgE vrednosti pacijenata osetljivih na kikiriki odredene ImmunoCAP
metodom.

Pacijentov identifikacioni broj | Kikiriki ekstrakt | rArah 1 | rArah2 | rArah 3
kUa/L

1 415 96 192 52

2 11 <0.10 5 <0.10
3 65 12.40 36 6.40
4 48 14 20 2.60
5 34 2.60 24 0.66
6 152 2.40 78 <0.20
7 218 92 68 34

8 225 66 63 3.90
9 23 0.19 0.24 0.58
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10 11 3.20 0.14 <0.10

Eticka Komisija za upotrebu humanog bioloskog materijala za istrazivanje Univerziteta
u Beogradu-Hemijskog fakulteta je, na osnovu prilozene dokumentacije i eti¢kih
dozvola za rad sa humanim materijalom Karolinska instituta u Stokholmu u Svedskoj,
reSenjem broj 2-7/19, odobrila koriS¢enje humanog materijala uzorkovanog na

Karolinska institutu u Stokholmu, Svedska za eksperimente u ovoj doktorskoj tezi.

4.13.2 ImmunoCAP inhibicija

Odredivana je IgE vezujuca sposobnost frakcije u kojoj su se nalazili MPOP koristeéi
ImmunoCAP metodu inhibicije (ImmunoCAP sistem, Phadia/Thermo Fisher Scientific,
Upsala, Svedska). Sedam nerazblazenih individualnih seruma (200 pL; pacijenata #1-7,
Tabela 4) su prethodno inkubirani sa 200 pL rastvora peptida, pre merenja alergena
specificnih na IgE: kikiriki (f13), Ara h 1 (f422), Ara h 2 (f423) i Ara h 3 (f424).
Koli¢ina peptida u 200 uL rastvora peptida poticala je od 3.3 mg samlevenog zrna
kikirikija, tj. iz oko 800 pg proteina kikirikija ekstrahovanih iz te¢ne faze dobijene
nakon oralno-gastriéne digestije. Izmereno IgE vezivanje seruma koji nije inhibiran
peptidima uzeto je kao 0% inhibicije, dok je, IgE vezivanje seruma koji je bio inhibiran
odgovaraju¢im prirodnim alergenom uzeto kao 100%. Inhibicija IgE vezivanja je
izrazena kao procenat koriste¢i slede¢u formulu: % IgE inhibicije = 100 - ((IgE
vezivanje za ¢vrstu podlogu u prisustvu prirodnog alergena/IgE vezivanje za ¢vrstu
podlogu u prisustvu MPOP) x 100).

4.13.3 2D imunoblot

Nakon talozenja proteina sa TCA, talog je resuspendovan u 2% SDS-a. Koncentracija
proteina sirovog kikirikija odredena je BCA metodom. Potom su uzorci razblazeni u
rehidratacionom puferu (8 M urea, 2% CHAPS, 0.5% IPG pufer pH opsega 3-10 NL,
0.002% bromofenol plavo i 50 mM DTT), tako da je koncentracija SDS-a bila manja od
0.15%. Za razdvajanje u prvoj dimenziju pripremljeni uzorci (120 pg) su naneti na traku

od 7 cm sa imobilizovanim pH gradijentnim gelom pH 3-10 NL (GE Healthcare,
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Upsala, Svedska). Proteini su razdvojeni u prvoj dimenziji na Ettan IPGphor sistemu

(GE Healthcare) pratec¢i uputstva proizvodaca.

Druga dimenzija je nastavljena na 14% PAA gelu. Nakon razdvajanja na drugoj
dimenziji proteini su transferovani na nitroceluloznu membranu (Bio-Rad, Solna,
Svedska). Efikasan prenos na membranu potvrden je bojenjem rastvorom 0.5% Ponceau
S boje tokom 15 minuta. Membrane su potom blokirane sa 2% BSA u PBS pH 7.4, koji
sadrzi 0.05% Tween 20 (TPBS) sat vremena na sobnoj temperaturi. Nakon blokiranja,
membrana je inkubirana sa pulom seruma pacijenata alergi¢nih na kikiriki, koji su
prethodno razblazeno u PBS-u pH 7,4 u odnosu 1:10. Inkubacija se odvijala preko noci
na 4 °C, uz lagano meSanje. Pul seruma se sastojao od sedam pacijenata alergi¢nih na
kikiriki (#4-10 Tabela 4). Nakon toga, membrana je inkubirana sa ze¢ijim anti-humanim
IgE antitelom (Miab, Uppsala, Svedska), razblazenim u PBS-u pH 7,4 u odnosu 1:2000
(sekundarno antitelo), tokom sat vremena na sobnoj temperaturi. Potom je membrana
inkubirana sa anti-zec¢ijim IgG antitelom (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA,
SAD) obelezenim sa alkalnom fosfatazom, razblazenim u PBS-u pH 7,4 u odnosu
1:2000 (tercijerno antitelo), tokom sat vremena na sobnoj temperaturi. Vizuelizacija
vezivanja je radena inkubiranjem membrane u rastvoru supstrata za alkalnu fosfatazu
(1.5 mg 5-bromo-4-hloro-3-indolil fosfat i 3 mg nitro-plavi tetrazolium) u 10 mL 100
mM Tris puferu koji sadrzi 150 mM NaCl i 5 mM MgCl,, pH 9.6).

4.14 Spektroskopija cirkularnog dihroizma (CD)

CD spektroskopija je radena na kontrolnim i digestovanim uzorcima Kikirikija nakon
resolubilizcije proteina, staloZzenih sa TCA, u 2% SDS. Uzorci su razblazeni u 10 mM
fosfatnom puferu (pH 7.4), kako bi se postigla koncentracija 1 mg/mL, pri ¢emu je
koncentracija SDS-a u svim uzorcima bila manja od 0.2%. CD spektri su snimani na
spektropolarimetru JASCO J-815 (JASCO, Tokio, Japan) u dalekoj ultra-ljubi¢astoj
oblast (190-260 nm), u kiveti sa duzinom svetlosnog puta od 0.1 mm. CD spektri su
snimani u inkrementima od 0.1 nm brzinom od 100 nm/min, na 20 °C. Svi spektri su
mereni sa Cetiri akumulacije, nakon ¢ega je od spektra uzorka oduziman referentni
spektar pufera (10 mM fosfatni pufer, pH 7.4). Grafici su predstavljeni u jedinicama

srednje vrednosti elipti¢nosti po aminokiselinskom ostatku (deg cm2 dmol-1residue-1).
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Sistem je kalibrisan rastvorom amonijum D-10-kamfor sulfonata koncentracije 0.6 g/L,
na ve¢ poznatom elipticitetu od +190.4 mdeg na 290.5 nm. Rezultati su predstavljeni

kao srednji molarni elipticitet aminokiselinskih ostataka proteina prema jednacini:
[6]=6/(10nCd),

gde je 0 izmereni elipcititet, n je broj aminokiselinskih ostataka u proteinu, C je molarna

koncentracija proteina u uzorku, a d je duzina svetlosnog puta u kiveti.
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5. Rezultati

Ova disertacija predstavlja obimnu studiju fizioloski oponasanog varenja (digestije)
sirovih, kao i termi¢ki obradenih zrna kikirikija, sa ciljem da se §to blize i relevantnije
okarakteriSu nastali proizvodi digestije. Studija je izvedena prema opSte prihvacenom
INFOGEST stati¢kom in vitro protokolu digestije hrane, koji imitira fizioloSke uslove
oralno-gastrointestinalnog varenja odraslog ¢oveka i primenljiv je za simulaciju
digestije Cvrste i1 teCne hrane [15]. Posebna paznja je posvecena uticaju matriksa iz
hrane na otpornost alergena ka digestiji, kako gastricnoj, tako i intestinalnoj, kako bi se
iznedrili do sada najrelevantniji rezultati u oblasti digestomike proteina Kikirikija,
obzirom na ozbiljnost i ucestalost alergijskih simptoma koje njegova konzumacija

proizvodi.

U prvom delu istraZivanja, objaSnjava se kako termicka obrada kikirikija uti¢e na
ekstraktabilnost, tj. oslobadanje proteina iz celog zrna kikirikija, i njihovu oralno-
gastri¢nu/oralno-gastrointestinalnu ~ digestibilnost.  Analiziraju¢i efekte termickog
tretmana na efikasnost oslobadanja i digestije proteina kikirikija, omogucava se uvid u
moguce situacije koje dovode do povecanja alergenosti kikirikija. Rezultati ove
disertacije su pokazali da termi¢ka obrada kuvanjem i peCenjem uti¢e na oslobadanje
proteina tokom procesa digestije. Posebno je ekstrakcija proteina velikih molekulskih
masa (alergeni Ara h 11 Ara h 3) otezana u gastri¢noj fazi. U intestinalnoj fazi se javlja
suprotan efekat, gde su se proteini sirovog kikirikija najmanje ekstrahovali, dok su se
najvise ekstrahovali proteini iz pecenog kikirikija. Trendovi efikasnosti ekstrakcije
proteina detektovani u termickim tretmanima se poklapaju sa trendovima efikasnosti
digestije proteina u obe faze, pri ¢emu je evidentno da termicka obrada, a posebno

pecenje otezava finalnu, intestinalnu digestiju alergena kikirikija.

U drugom delu istrazivanja paznja je bila usmerena na proteine sirovog kikirikija, kako
bi se fragmenti otporni na gastri¢énu digestuju identifikovali. Nakon toga ovi fragmenti
su strukturno okarakterisani, i potom je ispitana IgE reaktivnost peptida otpornih na
proteolizu, kako velikih tako i malih molekulskih masa. Rezultati ove disertacije
pokazuju da oralno-gastricna digestija celog zrna kikirikija stvara IgE reaktivne peptide
velikih i malih molekulskih masa. Medutim, deo Ara h 2 i Ara h 6 zaostaje u intaktnoj
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formi, dok su Ara h 1 i bazna subjedinica Ara h 3 bili samo delimi¢no proteolizovani.
Mnogi MPOP iz Arah 1, Ara h 2 i Ara h 3 su se sa svojom sekvencom preklopili sa
sekvencama ve¢ poznatih linearnih IgE epitopa alergena kikirikija, pri ¢emu su se

MPOP iz Ara h 2 pokazali kao najpotentiji nosioci IgE vezujuceg kapaciteta.

5.1 Procena uticaja termi¢ke obrade na oslobadanje proteina
kikirikija i1 njihove digestibilnosti tokom in vitro oralno-
gastri¢ne i oralno-gastri¢nointestinalne digestije

Mlevena zrna sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija su podvrgnuta oralno-gastri¢noj i
oralno-gastrointestinalnoj in vitro digestiji. Nakon uklanjenja ¢vrstog nedigestovanog
ostatka, u neodmasScéenoj rastvornoj fazi je odredivana koncentracija proteina BCA

esejem, kao i denzitometrijski.

Nasi podaci merenja koncentracije proteina BCA esejem pokazuju da se kod termicki
obradenog Kikirikija smanjilo oslobadanje proteina tokom oralno-gastricne digestije
(Slika 7A). Statisticka analiza je pokazala da je proteinska koncentracija digstovanih
uzoraka kuvanog i pecenog kikirikija znacajno smanjena u odnosu na sirovi Kikiriki
(Slika 7A), tj. iznosila je 16.0 mg/mL za sirovi, 9.0 mg/mL za kuvani i 6.0 mg/mL za

peceni kikiriki.

Isti trend oslobadanja proteina proteina tokom oralno-gastri¢ne digestije dobijen i kod
kontrolnih uzoraka (inkubiranih u oralno-gastri¢énoj te¢nosti bez pepsina), ali sa
znacajno veéim vrednostima: od 21.0 mg/mL za sirovi i po 13.0 mg/mL za kuvani i
peceni kikiriki, koje su bliske teorijski izraunatoj koncentraciji proteina koji se

ekstrahuju na pH 3.0 [142].

Rezultati dvostranog ANOVA testa, pored ocekivanih signifikantnih razlika kako
izmedu digesta 1 kontrola, tako 1 izmedu razli¢itith termickih tretmana kikirikija,
pokazuje 1 znaCajan stepen interakcije ova dva procesa, Sto znac¢i da termicka obrada
kikirikija uti¢e ne samo na oslobadanje proteina iz ¢vrstog materijala zrna kikirikija, ve¢
i na njihovu digestiju pepsinom. O prirodi zavisnosti ovih kompleksnih pojava potrebno
je jos§ ispitivanja kako bi se sa sigurnoS¢u mogao utvrditi smer i intenzitet njihove

interakcije.
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Nakon inkubiranja Kikirikija u simuliranoj intestinalnoj te¢nosti bez pepsina (kontrolni
uzorci), uoCen je suprotni efekat, gde dolazi do statisticki znaCajnog porasta
oslobadanja, tj. ekstraktabilnosti proteina barenog (14%) i pecenog kikirikija (37%) u
odnosu na sirovi (BCA esej, Slika 7B). Slican trend rasta koncentracije proteina, uocen
je i u uzorcima digesta intestinalne faze, ako se posmatra kroz niz termickih tretmana,
medutim sa uo¢ljivo niZim apsolutnim vrednostima u odnosu na kontrolne uzorke (BCA
esej, Slika 7B). Ovaj fenomen nizih vrednosti koncentracija proteina kod obe faze
digesta u odnosu na njihove kontrole posledica je proteolize proteina dejstvom pepsina,
sa konsekventnim smanjenjem peptidnih veza koje se detektuju BCA esejem (BCA esej,
Slike 7A'i 7B).

Medutim, mnogo je interesantnije to Sto procentualni pad ovih vrednosti intestinalnih
digesta nije ravnomeran, kao §to je to slucaj kod parova digest-kontrola u oralno-
gastri¢noj fazi. Sveukupna efikasnost proteolize u obe faze digestije je bila 49%, 18%, i
16% za sirovi, kuvani i peéeni kikiriki, respektivno (BCA esej, Slike 7A, 7B, Prilog
Tabela 8.1). To nam dalje govori, da je efikasnost celokupnog procesa oralno-
gastrointestinalne digestije, usled termickih tretmana ipak smanjena u odnosu na sirovi
kikiriki, bez obzira na njihove apsolutne poviSene vrednosti, obzirom na nacin kako u
ovim slucajevima iskazujemo, tj posmatramo efikasnost digestije. Naime u sirovom
kontrolnom uzorku koncentracija je iznosila 17.3 mg/mL, a u digestovanom 8.8 mg/mL,
Sto znaci da je od ukupne koli¢ine oslobodenih proteina iz sirovog zrna kikirikija
najmanje oko 50% podleglo hidrolizi enzimima. Stoga, bez obzira na to Sto termicki
tretmani dovode do veceg nivoa oslobadanja proteina iz mlevenog zrna u simuliranu
digestivnu tecnost, ¢ime oni postaju lako dostupni enzimima, dolazi do njihove manje
proteolize, tj. usled termi¢kih tretmana postaju rezistentniji na proteolizu. Cak i ako
prerac¢unamo razliku koncentracija tj. ,,gubitak* proteina izazvan digestijom, vidimo da
su te apsolutne vrednosti razlike medu koncentracijama kod kuvanog (3.5 mg/mL) ili
pecenog (3.7 mg/mL) kikirikija, umnogome manje nego kod sirovog Kikirikija (8.5
mg/mL), (Slika 7 i Tabela 8.1).

lako je BCA esej pouzdaniji izbor za odredivanje koncentracije proteina u
neodmaséenim uzorcima u odnosu na denzitometriju, zbog velikog viska lipida koje

doprinose fonu signala, u ovom delu je uradena i procena koncentracije proteina
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denzitometrijskim putem u uzorcima oralno-gastricne digestije  Kikirikija
(denzitometrija, Slika 7A). Na Slici 8 je prikazana SDS PAGE neodmasc¢enih te¢nih
faza nakon oralno-gastrointestinalne digestije zrna kikirikija, a na osnovu SDS PAGE
pod redukuju¢im uslovima je procenjivana koncentracija proteina denzitometrijom. Na
Slici 7A opaza se trend koji je sli¢an rezultatima u BCA eseju, s tom razlikom da je
koncentracija kako oslobodenih, tako i digestovanih uzoraka u pecenom kikirikiju
znatno visa, do nivoa sirovog kikirikija. Ovo moze biti posledica nejednake distribucije
lipida medu 3 uzorka koja su radena, u smislu da je pri odvajanju te¢ne faze u peCenom
kikirikiju zahva¢en deo masnog Cepa ili pak mali deo nerastvorne frakcije. U svakom
sluaju, ovde je prioritet u smislu relevantnosti dat rezultatima BCA eseja, a u
narednom poglavlju sa odmaséenim digestima kikirikija, bi¢e razmotrene dobre i lose

strane obe metode.

5.2 Uticaj izbora metode odmascivanja digesticione smeSe na
koncentraciju proteina oslobodenih nakon in vitro oralno-
gastri¢ne i oralno-gastrointestinalne digestije kikirikija

Metodoloski preduslov za analizu digestibilnosti proteina iz hrane ¢iji je matriks veoma
bogat lipidima, ukljucuje i procedure odmascivanja. Stoga uporedena su dva razlicita
nacina odmas¢ivanja proteina nakon digestije celog zrna kikirikija, u smislu njihovog
uticaja na koncentraciju proteina u rastvornoj fazi: uklanjanje lipida organskim
rastvara¢em n-heksanom 1 uklanjanje lipida njihovim odvajanjem nakon taloZenja
proteina pomoc¢u TCA/acetona. Pomenute metode odmas¢ivanja su primenjene na
uzorcima sirovog, kuvang i pecenog kikirikija nakon njihove oralno-gastri¢ne i oralno-
gastrointestinalne digestije, a rezultati su uporedeni sa rezultatima dobijenim na

neodmasc¢enim uzorcima iz Poglavlja 5.1.

Nakon odmas¢ivanja taloZenjem proteina sa TCA/acetonom dobijeni su sli¢ni rezultati
kao sa neodmas¢enim uzorcima, osim Sto je nakon intestinalne faze u kuvanom
kikirikiju (BCA esej 1 denzitometrija) 1 peCenom kikirikiju (denzitometrija) detektovano
vise proteina u digestima nego u kontrolnim uzorcima (Slika 7A i 7B). Medutim, nakon

odmas¢ivanja n-heksanom moZze se primetiti suprotan fenomen, tj. da je koncentracija
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proteina u digestima veca od one u kontrolnim uzorcima nakon oralno-gastri¢ne faze

(Slika 7A), odnosno da nema razlike nakon intestinalne faze (Slika 7B).

Poredenjem dobijenih koncentracija proteina u neodmasé¢enim i odmas¢enim uzorcima,
moze se uociti da odmasé¢ivanje rezultira u znatnom gubitku proteina, i da je taj gubitak
veéi nakon odmas¢ivanja organskim rastvaraem. Gubici proteina pri odmascivanju
TCA/acetonom mogu se objasniti ¢injenicom da primenjena 20% TCA u acetonu
zapravo ne moze kvantitativno da stalozi sve proteine, ve¢ samo proteine i peptidne
fragmente veéih molekulskih masa, ostavljajuci u rastvoru proteine manjih masa i krace

fragmente.

Nakon oralno-gastricne faze efekat razli¢itih tretmana kikirikija ima isti trend kod
odmascenih uzoraka i onih koji su odmaséeni sa TCA/acetonom. Ovo ukazuje na to da
je taloZenje proteina sa TCA/acetonom iz kisele gastricne faze iako nije potpuno,
rezultuje u koncentracijama proteina analogno neodmaséenim uzorcima, i tako ipak

odrazava sliku efikasnosti oslobadanja ukupnih proteina u zavisnosti od tretmana
kikirikija.
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Slika 7. Koncentracija proteina u te¢noj fazi odvojenoj nakon, in vitro oralno-gastri¢ne
(A) i oralno-gastrointestinalne digestije (B) sirovog, kuvanog i pecenog Kikirikija.
Koncentracija proteina je odredivana BCA esejem 1 denzitometrijski. Koncentracija
proteina je odredivana u neodmascenoj tecnoj fazi, kao i u tecnoj fazi nakon

odmas¢ivanja n-heksanom ili TCA/acetonskom precipitacijom protina. Za statisticku
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obradu je koriS¢ena dvosmerna ANOVA primenjena na najmanje dve nezavisno
izvedene digestije (nakon tretmana odmasc¢ivanja, ukoliko se radilo odmas¢ivanje). U
BCA test i denzitometrijsku metodu (izvodena na ImageQuant TL), su ukljueni i
tehnicki duplikati. ViSestruko uporedivanje je uradeno, a za statisticku obradu je
koriS¢ena dvosmerna ANOVA sa Sidak-ovim i Dunnett- ovim post-testom, sa idejom da
se testiraju razlike u digestiji za svaki termicki tretman zasebno, a onda medusobno; ns-
razlike smatrane statistiCki neznacajne pri vrednosti p>0.05; #, ## 1 ### - razlike
smatrane statisticki znac¢ajnim (ukoliko su poredeni digestovani sa kontrolnim uzorkom)
pri vrednosti p<0.05, p<0.005 i p<0.0001; *, **, i ***- razlike smatrane statisticki
znacajnim (ukoliko su poredeni kuvani/peceni sa sirovim uzorkom) pri vrednosti
p<0.05, p<0.005 i p<0.0001. Preuzeto i modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].

U svakom slucaju, evidentno je da su gubici proteina nakon odmascivanja bili veliki.
Nakon izra¢unavanja procenata gubitka proteina koji se deSava pri primeni protokola za
delipidaciju (normalizacija prema neodmasé¢enim uzorcima (Slika 8), uporedena je
efikasnost zadrzavanja proteina nakon TCA/aceton i n-heksan procedura odmascivanja

denzitometrijskom metodom (Slike 7-10, Prilog Tabela 8.1).

U oralno-gastricnim kontrolama sirovog, kuvanog i pecCenog kikirikija, nakon
TCA/aceton talozenja proteina, koncentracija proteina je smanjena za 76%, 76% i 85%,
respektivno. U sluaju intestinalnih uzoraka sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija

nakon TCA/aceton taloZenja, gubitak proteina je iznosio 68%, 66%, i 81%, tim redom.

Isti princip kalkulacije je primenjen i na tretman izveden sa n-heksanom, i u ovom
slu¢aju situacija je bila malo nepovoljnija u odnosu na TCA/aceton metodu; u oralno-
gastriénim kontrolama sirovog, kuvanog 1 pec¢enog kikirikija, gubitak proteina je iznosio
84%, 83%, i 90%, respektivno. Gubitak proteina u uzorcima digestovanog sirovog,
kuvanog i pecenog kikirikija, je iznosio 55%, 50%, 1 75% od ukupne kolic¢ine proteina,
respektivno. Veéi gubici proteina nakon delipidacije n-heksanom, kao i neanalogno
ponasanje neodmascenih i n-heksanom odmaséenih uzoraka Kikirikija, opredelili su nas
za talozenje proteina TCA/acetonom, kao metodom za odmaséivanje u buduéim

eksperimentima.
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Slika 8 SDS-PAGe proteinski profil neodmaséene rastvorne faze sirovog, kuvanog
pecenog kikirikija nakon simulirane gastricne digestije. SDS PAGe je izvoden u
redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima na 14% gelu. C- kontrola,; D — digest,. M -

molekularni markeri. Preuzeto i modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].

5.3 Uticaj izbora metode odmaséivanja digesticione smeSe na
elektroforetske profile nakon in vitro oralno-gastricne i
oralno-gastrointestinalne digestije sirovog, barenog i pecenog

U daljem radu uporedena su dva razli¢ita na¢ina odmasc¢ivanja, proteina nakon digestije
celog zrna kikirikija, n-heksanom i TCA/acetonom, takode i sa aspekta njihovog uticaja
na proteinske profile u rastvornoj fazi digestione smeSe. Pomenute metode
odmaséivanja su primenjene na uzorcima Sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija nakon
njihove oralno-gastricne i1 oralno-gastrointestinalne digestije, proteinski profili su

uporedeni sa profilima dobijenim na neodmas¢enim uzorcima.

Slike 9 1 10 pokazuju proteinske profile kontrolnog i digestovanog uzorka termicki
tretiranog kikirikija, u redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima nakon odmascivanja n-
heksanom i TCA/acetonom. Generalno posmatrano, odmaséivanje TCA/acetonom i n-
heksanom omogucéava bolji uvid u SDS PAGe profile uzoraka (Slike 9 i 10), u

poredenju sa profilima dobijenim od neodmaséenih uzoraka (Slika 8). U svim trakama
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odmasc¢enih uzoraka (Slika 9 1 10) nema razmaza koji potice od lipida, a koje se vide u
neodmasc¢enim uzorcima (Slika 8). Profili omoguéavaju i znatno bolju uocljivost
proteina malih molekulskih masa, kakvi su Ara h 2 i Ara h 6 koji su prisutni u obliku
tripleta izmedu 15-18 kDa.

Studiju koju je izvodila Wacyzk i kolege [144], koja je bazirana na odmaséivanju
sirovog 1 termicCki tretiranog kikirikija pre same ekstrakcije proteina, ukazuje da
odmasc¢ivanje uti¢e na naknadnu ekstrakciju proteina. Studija je pokazala da
odmaséivanje sa n-heksanom omoguéava veci prinos Ara h 1 i Ara h 2 u kikiriki
ekstraktu. Medutim, u ovoj disertaciji, uo¢en je veci prinos Ara h 1 (Slika 9 i 10) kada je

odmas¢ivanje radeno sa TCA/acetonom.

Dodatni razlog zasto se u ovoj tezi favorizuje talozenje proteina sa TCA/acetonom, kao
povoljniji na¢in odmas¢ivanja, je taj Sto je jedna od ideja ove teze da se podrobno
istraze veliki peptidni fragmenti dobijeni nakon digestije (> 10 kDa). TCA/aceton
talozenje nije pogodno za istrazivanje malih peptida otpornih na proteolizu, jer
primenjena TCA/aceton smesa (sa finalnom koncentracijom TCA od 10%) ne moze da
stalozi male peptide, a dodatno u toku ispiranja taloga nakon taloZenja moZze do¢i do
njihovih gubitka, tako da oni zahtevaju drugaciji pristup [145]. Generalno, nastavak
istrazivanja u ovoj doktorskoj studiji je nastavljen sa talozenjem TCA/acetonom jer je
koli¢ina velikih peptidnih fragmenata (> 10 kDa) nakon digestije bila vec¢a nego u

slu¢aju sa n-heksanom.
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Slika 9 SDS-PAGe proteinski profil n-heksanom odmaséene rastvorne faze digesta
sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija, dobijene nakon simulirane oralno-gastri¢ne i
oralno-gastrointestinalne digestije. SDS PAGe je izvoden u redukujuéim i
neredukujué¢im uslovima na 14% gelu. C- kontrola, 120 minut; D — digest, 120 minut.
pepsin — kontrola koja sadrzi samo pepsin na 0 i 120 minutu; pankr — kontrole koje
sadrze samo pankreatin na 0 i 120 minutu; M - molekularni markeri. Preuzeto i

modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].
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Slika 10 SDS-PAGe proteinski profil TCA/acetonom odmascene rastvorne faze digesta

neredukujuci uslovi

sirovog, kuvanog pecenog kikirikija, dobijene nakon simulirane oralno-gastri¢ne i
oralno-gastrointestinalne digestije. SDS PAGe je izvoden u redukujuéim i
neredukujué¢im uslovima na 14% gelu. C- kontrola, 120 minut; D — digest, 120 minut;
pepsin — kontrola koja sadrzi samo pepsin na 0 i 120 minutu; pankr — kontrole koje
sadrze samo pankreatin na 0 i 120 minutu; M - molekularni markeri. Preuzeto i

modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].
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5.4 Uticaj matriksa hrane na simuliranu in vitro oralno-
gastricnu digestiju proteina

U cilju ispitivanja uticaja razli¢itih matriksa hrane na oralno-gastri¢nu in vitro digestiju
proteina, pracena je digestibilnost nekoliko namirnica, kako svezih, tako i preradenih, sa
razli¢itim sadrzajem lipida. Digestija je radena koriS¢enjem statickog INFOGEST
protokola in vitro oralno-gastri¢ne digestije, pri ¢emu su kao namirnice koris¢eni svez
spana¢, pasterizovano mleko, sirovi orah , kuvano pilece belo meso i sirovi lesnik.
Nakon digestije, uzorci su odmasceni sa TCA/aceton metodom, u istom maniru kao i
sirovi i termicki obradeni kikiriki (Odeljak 4.5). Pretpostavljamo da se se i ovde tokom
odmas¢ivnja izgubila vecina malih peptida, kao $to je ve¢ opisano na primeru kikirikija.
Prikaz sposobnosti razli¢itih matriksa hrane da zastiti proteine od pepsinske hidrolize
ilustrovan je na Slici 11 A. Nakon gastri¢ne digestije pasterizovanog mleka i dalje je
zaostala izvesna koli¢ina nedigestovanih proteina, i to ve¢inom proteina surutke, dok je
velika vecina kazeina podlegla dejstvu pepsina. Proteini sirovog oraha manji od 50 kDa
gotovo da nisu podlegli digestiji, dok su proteini ve¢ih masa slabo proteolizovani. Za
razliku od mleka 1 oraha, proteini pileCeg belog mesa 1 spanaca su proteolizovani u
vecoj meri, mada je i u tim uzorcima zaostala znatna koli¢ina nedigestovanih proteina.
Ve¢i stepen hidrolize belog mesa i spanaca se najbolje ogleda u generisanju fragmenata
molekulskih masa manjih od 10 kDa, a na konto smanjenja proteinskih traka vecih
masa. Ove razlike u digestibilnosti se mogu u najve¢oj meri pripisati zastitnoj ulozi
lipida tokom digestije, kojima su bogati mleko i orah za razliku od spanaca i belog
mesa. Naime, u uzorku mleka, mada je sadrZaj lipida svega 3.2%, tokom digestije svi
lipidi su bili prisutni u te¢noj fazi. Orah pak, sadrzi oko 65% lipida, i mada nisu svi
lipidi oslobodeni iz Cvrste faze tokom digestije, ta koli¢ina je bila dovoljna da zastiti
vecinu proteina od proteolize. Premda belo meso sadrzi oko 4% lipida, tokom digestije
je oslobodena samo mala koli¢ina lipida iz ¢vrste faze, ocigledno nedovoljna da zastiti
protein od digestije. Medutim, treba napomenuti da je ovo samo grub prikaz uticaja
razli¢itth matriksa na digestibilnost proteina, imaju¢i u vidu da proteini iz razliitih
izvora imaju inherentno razli¢ite digestibilnosti, tj. kao preciS¢eni proteini. Samim tim,
za temeljno ispitivanje uticaja razli¢itih matriksa u budu¢im studijama neophodno je
prvo ispitati digestibilnost svakog od proteina testiranih namirnica u precis¢enoj formi, i

onda je uporediti sa digestibilnoS¢u proteina u okviru matriksa hrane. Jedino ovim
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pristupom se moze sistematski utvrditi u kojoj meri proteini neke namirnice slabo
podlezu digestiji usled efekta matriksa, a u kojoj meri usled rezistencije samih proteina
na proteolizu. Na ovo ukazuje i primer in vitro oralno-gastri¢ne digestije leSnika (Slika
11 B i C). lako je lesnik bogat lipidima u nivou oraha, moze se uociti veéi nivo
digestibilnosti proteina leSnika, verovatno usled njihove bolje inherentne digestibinosti

nevezano za efekat matriksa.
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Slika 11 14% SDS-PAGe proteinskih profila rastvorne faze digesta razlic¢itih namirnica
nakon in vitro oralno-gastri¢ne digestije (sa odgovaraju¢im kontrolama) A. spanaca
oraha, mleka i piletine, dobijenog nakon odmasc¢ivanja rastvorne faze TCA/acetonskim
talozenjem proteina. B. LeSnika dobijenog nakon odmascivanja rastvorne faze
TCA/acetonskim taloZenjem proteina; C. neodmasc¢enog lesnika. SDS PAGe je izvoden
u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima na 14% gelu. C- kontrola, 120 minut; D —
digest, 120 minut; pepsin — kontrola koja sadrzi samo pepsin na 0 i 120 minutu; M -

molekularni markeri. Preuzeto i modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].
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5.5 Kinetika oralno-gastri¢ne digestije sirovog, barenog i
pecenog Kkikirikija

Obzirom na istaknutu vaznost koraka gastriéne digestije i njenih proizvoda, tj.,
fragmenata alergena u procesu senzitizacije, okarakterisani su proizvodi oralno-
gastri¢ne digestije sirovog i termicki obradenog kikirikija u vremenskim intervalima
zaklju¢no sa 120 minuta. Fokus je bio na proteinima kikirikija velikih molekulskih masa
kao sto su Ara h 1 i Ara h 3. U sirovom Kkikirikiju, ova dva proteina se pepsinski
hidrolizuju izmedu 60 i 90 minuta (Slika 12). U toku tog kriticnog momenta samo Ara h
1 (oko 65 kDa) se digestuje i u kuvanom i u pe¢enom kikirikiju, dok je Ara h 3 i dalje
vidljiv u oralno-gastriénom digestu termicki tretiranog kikirikija. Ovo ukazuje da se
dobijanje oralno-gastriénih proizvoda mora izvoditi do krajnjih 120 minuta, koliko je
propisano po INFOGEST protokolu da traje gastricna digestija, i ne sme da se skracuje

kao §to su u svojoj studiji uradili Rao i saradnici [17].
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Slika 12 SDS-PAGe proteinski profili digesta sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija,
dobijenog nakon in vitro oralno-gastricne digestije odmascivanja rastvorne faze
TCA/acetonskim taloZenjem proteina (sa odgovaraju¢im kontrolama). SDS PAGe je
izvoden u redukuju¢im i neredukujué¢im uslovima na 14% gelu. C+p — kontrola koja
sadrzi pepsin, 120 minut; D — digest, 120. minut; pepsin — kontrola koja sadrzi samo
pepsin na 0. i 120. minutu; M - molekularni markeri. Digestija je pracena kineticki, i
svaka traka odgovara razli¢itom vremenskom intervalu. Preuzeto i modifikovano iz
Prodi¢ i saradnici [143].
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5.5.1 Efekat ,,curenja” proteina u vodu tokom pripreme kuvanog kikirikija

Na Slici 13 je prikazan proteinski profil vode u kom se pripremao bareni Kikiriki.
Uocljivi su fragmenti manji od 25 kDa, sa izrazenim trakama na 18 kDa koje
odgovaraju Ara h 2 proteinu, kao baznim subjedinicama Ara h 3 nizih masa, $to je u
saglasnosti sa literaturnim podacima [16, 17]. 1z ovog rezultata se moze zakljuéiti da
tokom kuvanja kikirikija mahom dolazi do oslobadanja proteina malih molekulskih
masa, kao 1 da kuvanje, kao termicki proces, bar delimi¢no rezultuje u zrnima kikirikija
osiromasenim sa Ara h 2 i Ara h 6. Ovaj rezultat dodatno sugeriSe da bi kuvanje
usitnjenog zrna kikirikija moglo jo$ znatno viSe da osiromasi kikiriki od ovih
najpotentnijih alergena, jer bi se usitnjavanjem povecala dodirna povrSina sa vodom i

njihovo efikasno oslobadanje u okolni rastvor.
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Slika 13 SDS-PAGe proteinski profili vode nakon kuvanja kikirikija. SDS PAGe je
izvoden u redukuju¢im uslovima na 14% gelu. Voda je koncentrovana 10 puta na dva
nacina: taloZzenjem proteina sa TCA/acetonom i uparavanjem. Uzorci su naneseni u
bunare u dve razli¢ite zapremine (15 pL i 30 uL); M - molekularni markeri Preuzeto i

modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].
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5.6 SDS-PAGe proteinski profili nerastvorne frakcije nakon
in vitro oralno-gastric¢ne digestije kikirikija

Kako bi se dobio kvalitativan i semi-kvantitativan uvid u profil proteina kikirikija koji
nakon in vitro oralne-gastricne digestije zaostaju u nerastvornom ¢vrstom materijalu,
talog zaostao nakon oralno-gastri¢ne digestije je solubilisan u denaturiSu¢em puferu i
analiziran na SDS PAGE pod redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima. Kada se kaze
talog, u ovom slucaju se misli na nesolubilni materijal dobijen centrifugiranjem nakon
oralno-gastri¢ne digestije od 120 minuta. Na Slici 14 je prikazan elektroforetski profil
taloga nakon simulirane oralno-gastri¢ne digestije kontrolnog i digestovanog uzorka
sirovog, kuvanog i1 pecenog kikirikija. Pod neredukujué¢im uslovima kod kontrolnih
uzoraka vidi se prisustvo kovalentnih agregata velikih molekulskih masa (na vrhu gela
za razdvajanje), pri ¢emu su kod pecenog kikirikija dodatno prisutni i agregati jos
znatno vecih masa koji su nisu uspeli da udu u gel za razdvajanje. Pod redukujué¢im
uslovima u kontrolnim uzorcima sirovog i kuvanog Kikirikija ovih agregata ima jako
malo, ukazujuéi na to da su oni mahom umrezni disulfidnim vezama. Medutim, kod
pecenog kikirikija agregati velikih masa su prisutni u velikoj meri, a agregata jako
visokih masa takore¢i nema, Sto govori o tome da su kod pecenog kikirikija proteinski
agregati umreZeni kako disulfidnim, tako i nedisulfidnim kovalentnim vezama. Kako,
mimo agregata, pod redukuju¢im uslovima sva tri kontrolna uzorka imaju sli¢ne profile,
a pod neredukuju¢im kod kuvanog 1 pecenog kikirikija dominiraju proteini ve¢ih masa
(ve¢th od 40 kDa), moZe se zakljuciti da generalno termicki tretman kikirikija
favorizuje formiranje disulfidno vezanih agregata. Kikiriki je jako bogat proteinima sa
velikim brojem disulfida, tako da tokom termic¢kog tretmana dolazi do njihove izmene i
formiranja disulfidno vezanih agregata. Sa druge strane, kako je peceni kikiriki termicki
tretiran na znatno viSoj temperaturi 1 u suvim uslovima, on je podlegao Majarovoj
reakciji izmedu proteina i saharida, tokom koje je zapravo i doslo i do formiranja
nedisulfidnih agregata. Ovi nedisufidni agregati su nastali preko ostataka lizina,
najverovatnije kao petozisinski ili kao agregati nastali od inicijalnih Amadorijevih
adukata saharida i ostataka lizina [146].

Za razliku od kontrola, svi digestovani uzorci sadrze znatno manju koli¢inu proteina,

jasno ukazujuéi da je i u samom nerastvornom materijalu doslo do digestije. Naime, u
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simuliranoj gastri¢noj tec¢nosti nerstvorni materijal je bio dobro hidratisan, ¢ime je bio
potpuno omogucen pristup pepsina proteinima koji su ostali imobilisani u nerastvornom
materijalu, a time i njegovo efikasno dejstvo. Medutim, moze se primetiti, kako pod
redukujuéim, tako i pod neredukujué¢im uslovima, da je digestibilnost proteina tremicki
tretiranog Kikirikija neSto manja od sirovog. Najmanja digestibilnost se moze uo¢iti kod
pecenog kikirikija, ukljucijuci njegove nedisulfidne agregate. Pored toga, vidno je da su
Ara h 11 Ara h 3 u velikoj meri izdigestovani, dok je oko polovine koli¢ine Ara h 2 i
Ara h 6 ostalo neizdigestovano u svim uzorcima. Ovo ukazuje na to da su ¢ak i u fizic¢ki
imobilizovanoj formi Ara h 1 i Ara h 3 podlozni pepsinskoj proteolizi, za razliku od Ara
h 2 1 Ara h 6. Ovi rezultati ukazuju da nerastvorni materijal koji iz Zeluca ulazi u
duodenum sadrzi znatnu koli¢inu alergena, i to mahom Ara h 2 i Ara h 6, i da je ova
koli¢ina nedigestovanih alergena znatno veca kod termicki tretiranog kikirikija, a
narocito pecenog, §to podrzava Cinjenicu na mogucnost veceg senzitizujuéeg kapaciteta

pec¢enog u odnosu na sirovi i kuvani kikiriki.
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Slika 14 SDS-PAGe proteinskih profila insolubilne frakcije nakon in vitro oralno-
gastricne digestije (sa odgovaraju¢im kontrolama) sirovog, kuvanog 1 pecenog
kikirikija. SDS PAGe je izvoden u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima na 14% gelu.
C- kontrola, 120. minut; D — digest, 120. minut; pepsin — kontrola koja sadrzi samo

pepsin na 0. i 120. minutu; M - molekularni markeri. Preuzeto i modifikovano iz Prodi¢

i saradnici [143].
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5.7 SDS-PAGe proteinski profili odmascéene rastvorne faze
nakon in vitro oralno-gastri¢ne digestije sirovog Kikirikija

U cilju dobijanja kvalitativnog uvida u profil proteina netretiranog kikirikija koji ostaju
neizdigestovani u rastvornoj fazi digestione smeSe nakon in vitro oralno-gastri¢ne
digestije, izdvojena te¢na faza dobijena nakon oralno-gastricne digestije sirovog
kikirikija je odmaSc¢ena precipitacijom proteina pomocu TCA/acetona analizirana na
SDS PAGE pod redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima. Proteinski profil digestovanih
proteina je uporeden sa kontrolnim uzorcima, koji su inkubirani bez prisustva pepsina.
(Slika 15). Pazljivim talozenjem proteina pomoc¢u TCA/acetona se moze da se istalozi
oko 30% proteina oslobodenih iz kikirikija u toku digestije, $to bi bilo oko 10% ukupnih
proteina u zrnu kikirikija. U neredukuju¢im uslovima (Slika 15B), pre ulaska u
razdvajajuéi poliakrilamidni gel, u kontrolnom uzorku su uoceni agregati velikih
molekulskih masa koje, pripadaju Ara h 1 proteinu, dok su te mase sa manjim
intenzitetom uocene u digestovanom uzorku. Publikovano je da kada Ara h 1 prelazi iz
kisele (pH 2) u baznu sredinu (pH 8) dolazi do formiranja disulfidno umreZenih
agregata sa molekulskim masama od oko 250 kDa, a pepsinska proteoliza onemogucava
formiranje ovakvih agregata Ara h 1 [147]. U kontrolnom (nedigestovanom) uzorku
uocavaju se intenzivne trake u regionu izmedu 55 - 65 kDa. Ove trake sadrze Arah 1 i
disufidno povezane kiselu i baznu subjedinicu Ara h 3 [90]. U digestovanom uzorku,
umesto ovih traka uocavamo seriju diskretnih traka izmedu 45 - 65 kDa, koji poti¢u od
proteolize Ara h 1 1 Ara h 3. Takode, trake ¢ije su molekulske mase oko 30 kDa, 15 kDa
i 12 kDa, su mnogo intenzivnije u digestovanom uzorku. U redukuju¢im uslovima
(Slika 15A), sasvim je o¢igledno da Ara h 1 potpuno podleze proteolizi do forme od oko
50 kDa, i verovatno do fragmenata veli¢ine od oko 12 kDa i 16 kDa. Proteoliza kisele
subjedinice Ara h 3 (obuhvata region izmedu 35 - 45 kDa) se takode moze videti u
redukuju¢im uslovima. Nasuprot kiseloj subjedinici je bazna subjedinica koja izgleda
potpuno netaknutno, Sto navodi na zakljucak da je otporna na proteolizu. Ovi rezultati
nedvosmisleno potvrduju da se pod ovim uslovima Ara h 1 i Ara h 3 delimi¢no
proteolizuju. Za Ara h 2 i Ara h 6 nije moguée da se izvede takav zakljucak jer imaju
male molekulske mase koje se preklapaju sa generisanim fragmentima Arah 1i Arah 3

niske molekulske mase.
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A B

sirovi pepsin M sirovi pepsin M
C D o 120° kDa (o} D 0 120 kDa
116 116
Arah1 68
45
kisela
Arah3 35
okrnjeni ]
kiseli lanci |
bazna 25
Arah3
Arah 2 18
Arah 6
14

redukujuci uslovi neredukujuéi uslovi

Slika 15. SDS-PAGe proteinski profili oralno-gastricnog uzorka (sa odgovaraju¢om
kontrolom) sirovog Kkikirikija dobijenog nakon odmaséivanja TCA/acetonskim
taloZzenjem proteina. SDS PAGe je izvoden u redukuju¢im i neredukuju¢im uslovima na
14% gelu. C- kontrola, 120. minut; D — digest, 120. minut; pepsin — kontrola koja sadrzi
samo pepsin na 0. i 120. minutu; M - molekularni markeri. Preuzeto i modifikovano iz
Prodi¢ i saradnici [143].

5.8 Procena efikasnosti pepsinske digestije proteina sirovog
kikirikija na osnovu nLC-MS/MS analize i bioinformaticke
analize podataka

Procena efikasnosti oralno-gastri¢ne/oralno-gastrointestinalne  digestije  pomocu
denzitometrijske analize 1D SDS-PAG elektroforetskog profila ograni¢ena je u smislu
da nije uvek u stanju da tacno proceni udeo pojedinacnih proteina i proteoformi i
fragmenata koji su digestovani zbog moguceg preklapanja razlicitih fragmenata proteina
iste/sliéne mase na istoj poziciji u gelu. StaviSe, ovo saznanje je od velike vaznosti za
procenu efikasnosti digestije proteina ili fragmenta male molekulske mase. Naime,

prisustvo fragmenata dobijenih iz proteina vece molekulske mase u istom poloZaju na
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gelu sa malim proteinom ili fragmentom. Ove poteSkote smo prevaziSli pristupom
semikvantitativnog poredenja sadrzaja iseckanih 1D gel traka pomocu ,,bottom up*
masene spektrometrije i modifikacija standardnog protokola pripreme uzoraka za

tripsinku digestiju, kao $to je objasnjeno u Odeljku 4.9.1.

U eksperimentima je primenjena visoko rezolutivna tandemska masena spektrometrija
zajedno sa softverom PEAKS Suite X, i njegovim algoritmom (pretrazivacem) za post-
translacione modifikacije (PTM), kako bi se istovremeno odredila efikasnost hidrolize
pepsina na proteinima sirovog kikirikija, i inicijalno profilisale PTM u kontrolnim i
digestovanim uzorcima kikirikija. Primenjeno je semi-kvantitativni poredenje, koje nije
ukljuéilo standardnu, ,,bez obelezavanja“ (engl. label free quantification, LFQ) relativnu
kvantifikaciju proteina u rastvoru. Razlog tome je $to se na osnovu INFOGEST
protokola nanose jednake zapremine Kkontrola i oralno-gastricnih 1 oralno-
gastrointestinalnih digesta u bunare gela i pri tome se analiziraju dobijeni profili za koje
se predpostavlja da imaju razli¢itu koli¢inu proteina i1 fragmenata u celoj
elektroforetskoj traci. To zna¢i one ne sadrze istu koli¢inu proteina ali sadze istu
zapreminu uzorka. S tim u vezi, osnovna postavka LFQ algoritma PEAKS platforme
predvida normalizaciju drugih uzoraka na osnovu kontrole, $to bi poremetilo rezultate 1
dovelo do pogresnih tumacéenja. Medutim, u najnovijoj verziji PEAKS-a koju smo
koristili, a to je verzija X, postoji opcija i da se niSta ne menja, ili da se vrsi
normalizacija ,,po meri“ tj. po izboru operatera. Obzirom na glavni eksperimentalni
zahtev INFOGEST protokola, odlucili smo se za prvu varijantu, a to je da se analiziraju
rezultati sa odnosom 1:1 (bez normalizacije u odnosu na koli¢inu proteina u kontrolnom

uzorku).

Semi-kvantitativnim pristupom uporedena je koli¢ina proteina/alergena na osnovu traka
iz istog regiona na gelu, kako iz kontrolnog tako i iz digestovanog uzorka, medutim
ovakav pristup treba ipak uzeti sa rezervom (Slika 16A) obzirom da je nov, i da neki
tripsinski peptidi bolje ,,lete od drugih pa time imaju 1 intenzivniji signal; no ovo je ve¢
odavno poznato u svetu proteomike, te se stoga rezultati ovog inovativnog pristupa
uzimaju u kontekstu semi-kvantitativnog poredenja. Pored toga, poredenje profila
detektovanih peptidnih sekvenci istog proteina i njegovih fragmenata iz kontrolnih i

digestovanih uzoraka sirovog kikirikija je omogucio uvid u informacije o specifi¢nim
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mestima pepsinske hidrolize na osnovu preklapanja atripti¢nih i semitriptiénih mapa
kod kontrolnog i digestovanog proteoma sirovog kikirikija, a samo jedan reprezentativni

prikaz takvih rezultata predstavljen je na Slici 16B.

Intaktna forma Ara h 1 (65 kDa) je parcijalno digestovana, a proteoliticki, kaskadni
nacin rada pepsina na njoj i Ara h 3 je prikazan na Slici 16A (vrednosti relativnih
koli¢ina Ara h 1 su oznacena zelenim slovima). Nasuprot Ara h 1 proteinu, Ara h 3,
takode detektovan u ovom regionu u kontrolnom uzorku, se pokazao da je kompletno
digestovan. Proteini koji su detektovani kao potpuno hidrolizovani pepsinom u
digestovanom uzorku su lipoksigenaza (traka 15), glaktoza vezujuci lektin (traka 9) i
11S skladi$ni proteini (traka 8), (Slika 16A). Ovi rezultati su u skladu sa naSiroko
prihva¢enim misljenjem da su ovi proteini podlozni pepsinskoj proteolizi. Ustanovljeno
je da se nagomilavaju fragmenti glavnog alergena kikirikija Ara h 1, nakon hidrolize
pepsinom. Ara h 1 fragmenti su detektovani i u trakama 9 (region izmedu 29-33 kDa) i
6 (region izmedu 22-24 kDa) digestovanog uzorka, dok u kontrolnom uzorku uopste
nisu detektovani u datim regionima. Nasuprot Ara h 1 proteinu, Ara h 3 je u odredenoj
meri otporan na hidrolizu pepsinom, gde traka 6 ne podleze uticaju pepsina (Slika 16A).
U ovoj traci detektovani su proteoliticki fragmenti kisele subjedinice Ara h 3 i
akumulirani fragmenti Ara h 3. Traka 1 (region izmedu 13-15 kDa) digestovanih
uzoraka pokazuje akumulaciju malih Ara h 3 peptida u velikom broju. Detaljna analiza
je prikazana u Tabeli 5 i daje uvid u fragmente koji su se nagomilali na odredenoj
molekulskoj masi digestovanog uzorka i fragmente koji su originalno bili prisutni na toj

molekulskoj masi, Sto je analiza kontrolnog uzorka omogucila.

Identifikovana su pepsinska mesta proteolize tako $to su Se uporedila N-terminalni
fragmenti kisele subjedinice nadene u regionu izmedu 25-45 kDa molekulske mase, i
ukljucuju peptidne veze izmedu aminokiselina aspartata i asparagina, izmedu dva
glicina, alanine i glutamine, i na kraju glutamina i glicina (Slika 16A). Takode, nema
razlike u kvalitativnom sadrzaju PTM izmedu kontrolnog i digestovanog uzorka u

sirovom Kikirikiju (Prilog Slika 8.1).
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A SIROVI M B Rasprostranjenost proteina/fragmenata pre i posle pepsinske

cC D PEPSIN kDa digestije
C raw D raw
Ime grupe proteina Area Area
- 116 matched bands (67-250 kDa) Band 15 Bands G, 15, D
s Ara h 1 allergens 4,0E+05 2,5E+05
N 66 Ara h 3 allergens 3,1E+05 1,2E+04
Lipoxygenases 2,0E+05 4,1E+03
matched bands (45-55 kDa) Band 13 Band B
. 45 Ara h 1 allergens fragments 2,1E+05 0,0E+00
Ara h 3 allergens fragments 2,5E+04 1,2E+05
- 35 Fructose-bisphosphate aldolase 2,3E+04 0,0E+00
9 Resistance protein 7,7E+04 1,7E+04
8 Phosphoenolpyruvate carboxylase  3,9E+03 0,0E+00
matched bands (41-45 kDa) Band 12 Band 12
7 - 25 Ara h 3 allergens fragments 8,9E+05 1,56+04
6 DNA-directed RNA polymerase 9,7E+03 0,0E+00
5 matched bands (29-33 kDa) Band 9 Band 9
4 Ara h 1 allergens fragments 0,0E+00 1,7E+06
3 18 Ara h 3 allergens fragments 2,5E+04 7,0E+05
2 Galactose-binding lectin 1,1E+06 2,5E+04
matched bands (27-29 kDa) Band 8 Band 8
1 .14 Ara h 3 allergens fragments 5,4E+05 5,2E+05
NBS-LRR disease resistance protein  3,4E+04 0,0E+00
120' 120’ 11S seed storage globulin B1 1,5E+04 0,0E+00
matched bands (22-24 kDa) Band 6 Band 6
Ara h 1 allergens fragments 0,0E+00 5,2E+05
Ara h 3 allergens fragments 3,7E+07 5,5E+06
Chalcone-flavonone isomerase 5,8E+03 0,0E+00
matched bands (13-15 kDa) Band 1 Band 1
C Ara h 3 allergens fragments 3,1E+06 5,1E+07

Razlika semitripti¢nih peptida koje nam otkrivaju nacin na koji pepsin sece Ara h 3 velike fragmente

D Band 11 signalni peptid|
Q647H3 (Ahy 2) 1 MARLIALSVCFCFLVLGASSISER
M RLLALSVCFCFLVLGASSISFR
Q647H4 (Ahy 1) 1 MGRXLLALSVCFCFLVLGASSI
C Band 13

=

61 ¢

61 Q

Slika 16 Identifikovani proteinski fragmenti u kontrolnom i digestovanom uzorku
oralno-gastri¢ne faze digestije sirovog Kikirikija sa visoko rezolutivnom tandemskom
masenom spektrometrijom. A— mapa seCenja gela proteina/fragmenata i njihova
rasprostranjenost po traci na gelu. SDS-PAGe je radena u redukujué¢im uslovima, na
14% gelu. C- kontrola, 120. minut; D — digest, 120. minut; pepsin — kontrola koja sadrzi
samo pepsin na 0. i 120. minutu; M - molekularni markeri. B — Relativna koli¢ina
proteina prikazana preko integraljenih povrsSina ekstrahovanih hromatografskih pikova
masenih jona peptida (engl. Area under extracted ion chromatography curve-XIC).
Rasprostranjenost proteina/fragmenata pre i posle pepsinske digestije. C— Poredenje

homologne sekvence fragmenta kisele subjedinice Ara h 3 nadenog na molekulskoj
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masi od 40 kDa, pokazuju¢i nespecificna mesta proteolize oznacene sa plavim
strelicama 1 jedinstvena mesta koja poti¢u od hidrolize pepsinom oznacene sa crvenim

strelicama. Preuzeto i modifikovano iz Prodi¢ i saradnici [143].

Tabela 5 Kvalitativni sadrzaj post-translacionih modifikacija izmedu kontrolnog i

digestovanog uzorka u sirovom Kikirikiju.

Traka #1 13-15 kDa na SDSPAGE Gastricnoj KONTROLI, 120'

Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaeaC  Arah3 60375 140.52 8 3.46E+05
1 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 140.52 8 3.46E+05
1 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arach Arah3 60624 140.52 8 3.46E+05
1 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoge  Arah3 60736 140.52 8 3.46E+05
1 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypog: Arah3 61506 140.52 7 3.46E+05
1 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 140.52 7 3.46E+05
1 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachis Arah3 61738 140.52 7 3.46E+05
1 20577 Q9SQH7  Glycinin OS=Arachis hypogaea OX Arah3 61011 140.52 8 3.46E+05
1 20575 Q8LLO3  Trypsin inhibitor (Fragment) OS=/  Arah3 25499 140.52 18 3.46E+05
3.11E+06
Traka #1 13-15 kDa na SDSPAGE razdvojenoj Gastricnoj DIGESTIJI, 120', upareno sa Traka #1 u kontroli
Proteinska Proteinski ID inOJ Opis Alergom Prose¢na -10igP Pokrivenost Povriina
grupa B proteina masa (%)
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaeaC  Arah3 60375 203.54 18 1.05E+07
1 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arach Arah3 60624 203.54 18 1.05E+07
1 20577 Q9SQH7  Glycinin OS=Arachis hypogaea OX  Arah3 61011 203.54 18 1.05E+07
2 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 129.76 19 6.63E+06
2 20595 ESG077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo Arah3 58305 129.76 19 6.63E+06
2 20594 QOGM57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea( Arah3 58263 129.76 19 6.63E+06
5.14E+07
Traka #2 15-17 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’
Nedovoljno osetljivo
Traka #2 15-17 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #2 u kontroli
Proteinska Proteinski ID bl’.OJ Opis Alergom Prosecna -10igP Pokrivenost Povriina
grupa B proteina masa (%)
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaeaC  Arah3 60375 108.77 20 1.03E+05
3 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish ~ Arah3 58061 33.67 7 0.00E+00
3 20595 ES5G077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo Arah3 58305 33.67 7 0.00E+00
3 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea Arah3 58263 33.67 7 0.00E+00
1.03E+05
Traka #3 17-20 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’
Proteinska Proteinski ID bl’.OJ Opis Alergom Prosecna -10igP Pokrivenost Povriina
grupa B proteina masa (%)
2 20879 AOA290FzYe LCsistance protein (Fragment) n/a 87223  29.52 1 2.64E+04

0OS=Arachis hypogaea
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Traka #3 17-18 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120" upareno sa Traka #3 u kontroli

Proteinska Proteinski ID broj . Proseéna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
3 22696 ESLFE7 7S conarachin (Fragment) OS=Ara Arahl 15873 47.17 9 3.05E+03
3 22695 Q6PSU5  Conarachin (Fragment) OS=Arachi  Arah1 33604 47.17 4 3.05E+03
3 21739 Q6PSU6  Conarachin (Fragment) OS=Arachi Arah1l 34133 47.17 4 3.05E+03
3 22400 Q6PSU4  Conarachin (Fragment) OS=Arachi Arahl 48095 47.17 3 3.05E+03
3 20849 Q6PSU3  Conarachin (Fragment) OS=Arachi  Arah1 66575 47.17 2 3.05E+03
3 20850 P43237  Allergen Arah 1 clone P17 OS=Ai Arah1l 70283 47.17 2 3.05E+03
3 20851 B3IXL2 Main allergen Ara h1 OS=Arachis Arah1 70283 47.17 2 3.05E+03
3 20852 E5G076  Ara h 1 allergen OS=Arachis hypo; Arah1 70788 47.17 2 3.05E+03
3 20853 NING13  Seed storage protein Arah1 0S=A Arah1l 71345 47.17 2 3.05E+03
3 20854 P43238  Allergen Arah1 clone P41B0S=; Arahl 71345 47.17 2 3.05E+03
3.05E+04
Traka #4 21-22 kDana SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'
Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa 1B proteina masa (%)
7 21031 Q9M5D3  Lipoxygenase OS=Arachis hypogace n/a 97616 84.68 5 7.73E+03
9 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O  Arah3 60375 72.5 2 6.09E+03
9 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=38 Arah3 60449 725 2 6.09E+03
9 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi Arah3 60624 725 2 6.09E+03
9 20577 Q9SQH7  Glycinin OS=Arachis hypogaea OX Arah3 61011 725 2 6.09E+03
9 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga Arah3 60736 725 2 6.09E+03
9 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga Arah3 61506 72.5 2 6.09E+03
9 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypog  Arah 3 61499 725 2 6.09E+03
9 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga Arah3 61532 725 2 6.09E+03
9 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachis Arah3 61738 725 2 6.09E+03
4 21037 E9LFE8 11S arachin (Fragment) OS=Arach n/a 28290 94.35 15 5.44E+03
7 21032 Q4JME6  Lipoxygenase OS=Arachis hypogae n/a 97476 77.44 4 4.88E+03
7 21033 Q4JME7  Lipoxygenase OS=Arachis hypogae n/a 97596 77.44 4 4.88E+03
11 21034 Q38711  Galactose-binding lectin (Fragmer n/a 29134 53.52 5 1.59E+03
11 21036  AOA089ZXL7 Peanut agglutinin variant OS=Ara n/a 29407 53.52 5 1.59E+03
11 21035 P02872 Galactose-binding lectin OS=Aracl n/a 29325 53.52 5 1.59E+03
10 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish  Arah 3 58061 31.78 5 1.33E+03
10 20595 E5G077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo Arah3 58305 31.78 5 1.33E+03
10 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea ( Arah3 58263 31.78 5 1.33E+03
total 8.65E+04
Arah3 5.88E+04
Traka #4 18-20 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120' upareno sa Traka #4 u kontroli
Nedovoljno osetljivo
Traka #5 20-22 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’
Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina asa (%)
3 21693  AOA290G0J9 Resistance protein (Fragment) OS=Arachis hypog 57776 22.10 4 3.00E+03
4 21619 AOA290GKJ7 Resistance protein (Fragment) OS=Arachis hypog 54561 20.35 2 2.50E+03
5.50E+03
Traka #5 20-22 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120' upareno sa Traka #5 u kontroli
Proteinska Proteinski ID bItOJ Opis Alergom Prosecna -10igP Pokrivenost Povréina
grupa B proteina masa (%)
6 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish ~ Arah3 58061 269.16 35 3.67E+07
6 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea ( Arah3 58263 269.16 35 3.67E+07
8 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachi Arah3 61738 282.23 28 7.49E+06
2 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 309.17 34 5.51E+06
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea C Arah3 60375 305.89 34 3.92E+06
7 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arach Arah3 60624 300.00 31 2.11E+06
5 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 293.74 28 1.91E+05
9 20590 082580  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58350 229.09 24 0.00E+00
9.26E+07
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Traka #6 22-24 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’

Proteinska Proteinski ID broj . Proseéna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
9 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 258.08 31 1.34E+07
9 20594 QOGM57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea( Arah3 58263 258.08 31 1.34E+07
3 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah3 61532 301.28 34 7.31E+06
4 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arach Arah3 60624 293.74 32 1.01E+06
10 20590 082580  Glycinin (Fragment) OS=Arachish  Arah3 58350 251.87 22 6.69E+05
6 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachis Arah3 61738 277.56 31 3.61E+05
7 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 286.21 26 2.20E+05
11 20968 AHY3_ARAHY Arachin Ahy-3 OS=Arachis hypoga Arah3 54569 130.71 7 2.17E+05
19 21915 J9QGM3  Chalcone-flavonone isomerase fat n/a 27626  27.75 11 5.78E+03
total 3.66E+07
Arah3 3.66E+07
Traka #6 22-24 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastri¢noj DIGESTIJI, 120' upareno sa Traka #6 u kontroli
Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
3 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga  Ara h 3 61532 235.17 34 1.63E+05
6 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi  Arah3 60624 231.54 32 1.17E+03
5 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachic  Arah3 61738 214.35 34  3.57E+05
8 20590 082580  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58350 182.12 23 3.67E+05
7 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish  Arah3 58061 172.18 24 2.29E+06
7 20594 QOGM57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (  Arah3 58263 172.18 23 2.29E+06
9 22400 Q6PSU4  Conarachin (Fragment) OS=Arachi  Arah1 48095 96.82 17  1.24E+05
9 20853 NING13  Seed storage protein Arahl1 0S=A Arah1l 71345 96.82 12 1.24E+05
9 20854 P43238  Allergen Arah 1 clone P41B0S=; Arahl 71345 96.82 12 1.24E+05
total 5.84E+06
Arah1l 3.72E+05
Arah 3 5.47E+06
Traka #7 na 24-27 kDa SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’
Proteinska Proteinski ID bItOJ Opis Alergom Prosecna -10igP Pokrivenost Povréina
grupa B proteina masa (%)
2 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 8 8 3.77E+03
2 20579 Q51672 Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypog: Arah3 60736 8 8 3.77E+03
2 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 8 8 3.77E+03
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaeaC  Arah3 60375 8 8 2.24E+03
1 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arach Arah3 60624 8 8 2.24E+03
1 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61506 8 8 2.24E+03
1 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypoy Arah3 61499 8 8 2.24E+03
2.03E+04
Traka #7 24-27 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120' upareno sa Traka #7 u kontroli
Proteinska Proteinski ID bItOJ Opis Alergom Prose¢na -10igP Pokrivenost Povriina
grupa B proteina masa (%)
6 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish  Arah3 58061 95 18 3.06E+05
6 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea ( Arah3 58263 95 18 3.06E+05
6 20595 ESG077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 95 18 3.06E+05
1 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 285.21 51 2.93E+05
3 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61506 278.6 42 1.17E+05
12 20968 Q647H2  Arachin Ahy-3 OS=Arachis hypogaa h 3 (alpha cha 54569 23.43 7 2.36E+04
14 25842 AO0A109QJMS Long chain acyl-CoA synthetase 4 n/a 74266 27.33 2 6.54E+03
4 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaeaC  Arah3 60375 275.05 42 5.84E+03
13 21034 Q38711  Galactose-binding lectin (Fragmet n/a 29134 56.3 5 5.67E+03
13 21036  AOA089ZXL7 Peanut agglutinin variant OS=Ara n/a 29407 56.3 5 5.67E+03
13 21035 P02872 Galactose-binding lectin OS=Aracl n/a 29325 56.3 5 5.67E+03
15 22368 A1E2BO  11S seed storage globulin B1 0S= n/a 33520 24.77 4 5.41E+03
5 20590 082580  Glycinin (Fragment) OS=Arachish ~ Arah 3 58350 217.48 25 2.50E+03
total 1.39E+06
Arah3 1.36E+06
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Traka #8 27-29 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’

Proteinska Proteinski ID broj . Proseéna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O Arah3 60375 194.95 35 4.03E+05
6 21689 Q2KQ45  Resistance protein PLTR (Fragmer n/a 19632 22.16 7 2.03E+05
2 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 181.57 29 6.87E+04
4 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 43.35 11 3.29E+04
4 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (  Arah3 58263 43.35 11 3.29E+04
5 22368 A1E2BO  11S seed storage globulin B1 0S= n/a 33520 25.85 4 1.52E+04
3 20579 Q51672 Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga Arah3 60736 174.98 29 0.00E+00
total 7.56E+05
Arah3 5.38E+05
Traka #8 27-29 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120' upareno sa Traka #8
Proteinska Proteinski ID briOJ Opis Alergom Prosecna 10igP Pokrivenost Povrtina
grupa B proteina masa (%)
1 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoge  Arah3 60736 93.44 5 1.08E+05
1 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 93.44 5 1.08E+05
1 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypog: Arah3 61532 93.44 4 1.08E+05
5 20834 AOA1B3TNS1 NBS-LRR type disease resistance f n/a 108583 21.13 1 3.40E+04
3 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish  Arah3 58061 38.36 8 3.39E+04
3 20595 E5G077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 38.36 8 3.39E+04
3 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (¢  Arah3 58263 38.36 8 3.39E+04
2 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi  Arah3 60624 80.27 5 2.33E+04
2 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O Arah3 60375 80.27 5 2.33E+04
2 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga Arah3 61506 80.27 4 2.33E+04
2 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypog  Arah3 61499 80.27 4 2.33E+04
total 5.53E+05
Arah3 5.19E+05
Traka #9 29-33 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120’
Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 21035 P02872 Galactose-binding lectin OS=Arac n/a 29325 215.68 70 5.53E+05
1 21034 Q38711  Galactose-binding lectin (Fragmel n/a 29134 215.68 70 5.53E+05
2 21349 Q43373  Galactose-binding lectin OS=Aracl n/a 29566 96.69 14 1.80E+04
10 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 36.74 5 8.49E+03
10 20595 ESG077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 36.74 5 8.49E+03
10 20594 QOGM57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (  Arah3 58263 36.74 5 8.49E+03
7 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypog  Arah3 61499 87.78 4 0.00E+00
7 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O Arah3 60375 87.78 5 0.00E+00
7 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi  Arah3 60624 87.78 5 0.00E+00
7 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga Arah3 61506 87.78 4 0.00E+00
8 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=38 Arah3 60449 80.32 5 0.00E+00
8 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga Arah3 61532 80.32 4 0.00E+00
8 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga Arah3 60736 80.32 5 0.00E+00
total 1.15E+06
Galactose  1.12E+06
Arah3 2.55E+04
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Traka #9 29-33 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120" matched with Traka #9 u kontroli

Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opisi Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20853 N1NG13  Seed storage protein Ara hl OS=A Arah1l 71345 114.12 5 2.11E+05
1 20854 P43238  Allergen Arah1 clone P41B0OS=; Arahl 71345 114.12 5 2.11E+05
1 22400 Q6PSU4  Conarachin (Fragment) OS=Arachi Arah1l 48095 114.12 7 2.11E+05
1 20849 Q6PSU3  Conarachin (Fragment) OS=Arachi  Arah1 66575 114.12 6 2.11E+05
1 20850 P43237  Allergen Arah 1 clone P17 OS=Ai Arahl 70283 114.12 5 2.11E+05
1 20851 B3IXL2 Main allergen Ara hl OS=Arachis Arah1l 70283 114.12 5 2.11E+05
1 21739 Q6PSU6  Conarachin (Fragment) OS=Arachi  Arah 1 34133 114.12 11 2.11E+05
1 22695 Q6PSU5  Conarachin (Fragment) OS=Arachi Arah1l 33604 114.12 11 2.11E+05
3 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 106.08 10 1.80E+05
3 20594 QOGM57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (  Arah3 58263 106.08 10 1.80E+05
3 20595 ESG077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 106.08 10 1.80E+05
2 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypog Arah3 61499 107.8 4 3.12E+04
2 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga Arah3 61506 107.8 4 3.12E+04
2 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O  Arah3 60375 107.8 5 3.12E+04
2 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi Arah3 60624 107.8 5 3.12E+04
8 21034 Q38711  Galactose-binding lectin (Fragmet n/a 29134  95.54 9 1.42E+04
8 21035 P02872 Galactose-binding lectin OS=Aracl n/a 29325 95.54 9 1.42E+04
4 20579 Q51672 Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga Arah3 60736 107.12 5 1.12E+04
4 20576 Q9FZ11 Glyl OS=Arachis hypogaea OX=38 Arah3 60449 107.12 5 1.12E+04
4 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga Arah3 61532 107.12 4 1.12E+04
total 2.41E+06
Ara hl 1.69E+06
Galactose 2.54E+04
Arah3 6.98E+05
Traka #10 33-38 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'
Nema detekcije
Traka #10 35-38 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120" upareno sa Traka #10 u kontroli
Nema detekcije
Traka A 33-35 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #10 u kontroli
Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea C Arah3 60375 118.86 12 2.14E+04
1 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoge Arah3 61506 118.86 11 2.14E+04
1 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypoy Arah3 61499 118.86 11 2.14E+04
4 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 93.24 5 5.49E+03
4 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 93.24 4 5.49E+03
4 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoge  Arah3 60736 93.24 5 5.49E+03
3 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 36.32 5 9.07E+04
3 20595 E5G077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo Arah3 58305 36.32 5 9.07E+04
3 20594 QOGM57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea( Arah3 58263 36.32 5 9.07E+04
3.53E+05

Traka #11 38-41 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'

Nema detekcije
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Traka #11 38-41 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI, 120' upareno sa Traka #11 u kontroli

Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
7 20595 E5G077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 93.15 16 8.13E+05
7 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (  Arah3 58263 93.15 16 8.13E+05
7 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachish  Arah3 58061 93.15 16 8.13E+05
5 22697 T2BOMO  Fructose-bisphosphate aldolase C n/a 38383 134.89 19 4.75E+05
6 20849 Q6PSU3  Conarachin (Fragment) OS=Arachi  Arah1 66575 144.98 18 4.03E+05
6 20850 P43237  Allergen Arah 1 clone P17 OS=Ai Arahl 70283 144.98 17 4.03E+05
6 20851 B3IXL2 Main allergen Ara h1 OS=Arachis Arahl 70283 144.98 17 4.03E+05
1 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 245.95 45 1.90E+05
2 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 249.49 46 6.66E+04
12 21994 AOAO0A6ZDTO Glyceraldehyde-3-phosphate dehy n/a 20099 61.73 8 6.80E+03
12 21405 AOAOA6ZDP1 Glyceraldehyde-3-phosphate dehy n/a 20101 61.73 8 6.80E+03
total 4.4E+06
Arah1 1.2E+06
Arah3 2.7E+06
Traka #12 41-45 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'
Proteinska Proteinski ID broj . Proseéna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 123.43 17 2.72E+05
1 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (  Arah3 58263 123.43 17 2.72E+05
1 20595 ESGO077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 123.43 17 2.72E+05
2 20590 082580  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58350 168.47 23 7.13E+04
3 20787 AOA191UJ63 DNA-directed RNA polymerase su n/a 156977 25.61 1 9.71E+03
total 9.0E+05
Arah3 8.9E+05
Traka #12 41-45 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka# 12 u kontroli
Proteinska Proteinski ID bl’.OJ Opist Alergom Prose¢na -10lgP Pokrivenost Povriina
grupa B proteina masa (%)
1 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢  Arah3 60449 40.98 4 1.65E+03
1 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arach Arah3 60624 40.98 4 1.65E+03
1 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoge  Arah3 60736  40.98 4 1.65E+03
1 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61532 40.98 4 1.65E+03
1 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaeaC  Arah3 60375 40.98 4 1.65E+03
1 20577 Q9SQH7  Glycinin OS=Arachis hypogaea OX  Arah3 61011 40.98 4 1.65E+03
1 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogz Arah3 61506 40.98 4 1.65E+03
1 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachic  Arah3 61738 40.98 4 1.65E+03
1 20575 Q8LLO3  Trypsin inhibitor (Fragment) 0S=/  Arah3 25499 40.98 11 1.65E+03
Arah3 1.49E+04
Traka #13 45-55 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'
Proteinska Proteinski ID inOJ Opis Alergom Prosecna -10igP Pokrivenost Povréina
grupa B proteina masa (%)
9 22400 Q6PSU4  Conarachin (Fragment) OS=Arachi Arah1l 48095 129.6 18 3.50E+04
9 20853 N1ING13  Seed storage protein Ara hl OS=A Arahl 71345 129.6 12 3.50E+04
9 20854 P43238 Allergen Arah 1 clone P41B OS=/ Arah1l 71345 129.6 12 3.50E+04
9 20849 Q6PSU3  Conarachin (Fragment) OS=Arachi Arah1l 66575 127.53 13 3.50E+04
9 20850 P43237  Allergen Arah 1 clone P17 OS=A| Arahl 70283 127.53 12 3.50E+04
9 20851 B3IXL2 Main allergen Ara h1 OS=Arachis Arah1l 70283 127.53 12 3.50E+04
1 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoge  Arah 3 61506 233.78 54 2.45E+04
14 22697 T2BOMO  Fructose-bisphosphate aldolase C n/a 38383 35.36 6 2.30E+04
85 21693  AO0A290G0J9 Resistance protein (Fragment) OS n/a 57776 27.13 2 7.72E+04
17 22425 C9W981  Phosphoenolpyruvate carboxylast n/a 116425 22.72 1 3.94E+03
total 3.39E+05
Arah1l 2.10E+05
Arah3 2.45E+04
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Traka B 47-55 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #13 u kontroli

Proteinska Proteinski ID broj . Proseéna Pokrivenost ..
R Opis Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20593 Q6IWG5  Glycinin (Fragment) OS=Arachis h Arah3 58061 43.22 5 9.75E+04
1 20595 ES5G077  Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo; Arah3 58305 43.22 5 9.75E+04
1 20594 QOGMS57  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea ¢  Arah3 58263 43.22 5 9.75E+04
2 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=3¢ Arah3 60449 103.35 7 2.70E+04
85 21693  AO0A290G0J9 Resistance protein (Fragment) OS n/a 57776 27.13 2 1.72E+04
2 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga Arah3 61506 89.78 2 1.28E+04
2 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypog Arah3 61499 89.78 2 1.28E+04
2 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachis Arah3 61738 89.78 2 1.28E+04
2 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga Arah3 61532 89.78 2 1.28E+04
2 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O Arah3 60375 89.78 2 1.28E+04
2 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi  Arah3 60624 89.78 2 1.28E+04
2 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga Arah3 60736 89.78 2 1.28E+04
2 20577 Q9SQH7  Glycinin OS=Arachis hypogaea OX Arah3 61011 89.78 2 1.28E+04
total 3.37E+05
Arah3 1.25E+05
Traka #14 na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'
Bez pouzdane detekcije
Traka #13 55-60 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #14 u kontroli
Proteinska Proteinski ID bItOJ Opis Alergom Prosecna 10lgP Pokrivenost Povrtina
grupa B proteina masa (%)
1 20853 NING13  Seed storage protein Arahl 0S=£ Arah1l 71345 367.01 54 9.50E+06
1 20854 P43238  Allergen Arah1 clone P41B0OS=, Arahl 71345 367.01 54 9.50E+06
2 20849 Q6PSU3  Conarachin (Fragment) OS=Arach  Arah1 66575 354.63 56 3.88E+06
2 20850 P43237  Allergen Arah 1 clone P170S=AI Arahl 70283 354.63 53 3.88E+06
2 20851 B3IXL2 Main allergen Ara hl OS=Arachis Arah1 70283 354.63 53 3.88E+06
5 20577 Q9SQH7  Glycinin OS=Arachis hypogaesa OX  Arah3 61011 88.43 2 1.85E+04
5 20581 Q647H3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga Arah3 61532 88.43 2 1.85E+04
5 20580 Q647H4  Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga Arah3 61506 88.43 2 1.85E+04
5 20582 Q8LKN1  Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachis  Arah3 61738 88.43 2 1.85E+04
5 20576 Q9FZ11  Glyl OS=Arachis hypogaea OX=38 Arah3 60449 88.43 2 1.85E+04
5 20579 Q516T2  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga Arah3 60736 88.43 2 1.85E+04
5 20591 Q6T2T4  Storage protein OS=Arachis hypog Arah3 61499 88.43 2 1.85E+04
5 20574 A1DZFO  Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O  Arah3 60375 88.43 2 1.85E+04
5 20578 B5TYU1  Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi  Arah3 60624 88.43 2 1.85E+04
total 3.08E+07
Arah1l 3.06E+07
Arah3 1.67E+05
Traka #14 60-66 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #14 u kontroli
Proteinska Proteinski ID broj . Prosecna Pokrivenost ..
R Opisk Alergom -10IgP Povrsina
grupa B proteina masa (%)
1 20853 NING13  Seed storage protein Arahl1 0S=£ Arah1l 71345 75.17 14 1.09E+05
1 20854 P43238  Allergen Arah 1 clone P41B0OS=, Arahl 71345 75.17 14 1.09E+05
1 22400 Q6PSU4  Conarachin (Fragment) OS=Arach Arah1l 48095 75.17 21 1.09E+05
1 20849 Q6PSU3  Conarachin (Fragment) OS=Arach Arah1l 66575 75.17 15 1.09E+05
1 20850 P43237  Allergen Arah 1 clone P17 0S=AI Arahl 70283 75.17 14 1.09E+05
1 20851 B3IXL2 Main allergen Ara hl OS=Arachis Arahl 70283 75.17 14 1.09E+05
2 21956 ESFHY1 Late embryogenesis abundant prc n/a 10140 30.2 14 0.00E+00
Arah1l 6.54E+05
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Traka #15 67-250 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj KONTROLA na 120'

Proteinska Proteinski

grupa
2

A DU0 O OUOUOERRPRPWWWOOOOONN

IB
20850
20851
20849
20593
20595
20594
21031
21032
21033
20853
20854
20574
20578
20580
20591
20579
20576
20581

ID broj
proteina
P43237
B3IXL2
Q6PSU3
Q6IWG5
E5G077
QOGM57
Q9M5D3
Q4JME6
Q4JME7
NING13
P43238
A1DZFO
B5TYU1
Q647H4
Q6T2T4
Q51672
Q9FZ11
Q647H3

Opist

Allergen Ara h 1 clone P17 OS=A|
Main allergen Ara h1 OS=Arachis
Conarachin (Fragment) OS=Arach
Glycinin (Fragment) OS=Arachis h
Ara h 3 allergen OS=Arachis hypoy
Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (
Lipoxygenase OS=Arachis hypogae
Lipoxygenase OS=Arachis hypogae
Lipoxygenase OS=Arachis hypogaée
Seed storage protein Ara hl 0S=£
Allergen Ara h 1 clone P41B 0OS=,
Arachin 6 OS=Arachis hypogaea O
Arachin Arah3 isnaorm OS=Arachi
Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypoga
Storage protein OS=Arachis hypog
Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypoga
Glyl OS=Arachis hypogaea OX=38
Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypoga

Alergom

Arah1
Arah1
Arah1l
Ara h3
Ara h3
Ara h3
n/a
n/a
n/a
Arah1
Arah1
Ara h3
Ara h3
Ara h3
Ara h3
Ara h3
Ara h3
Ara h3

Prosecna
masa
70283
70283
66575
58061
58305
58263
97616
97476
97596
71345
71345
60375
60624
61506
61499
60736
60449
61532

-10lgP

173.86
173.86
173.86
57.81
57.81
57.81
170.26
170.26
170.26
172.12
172.12
126.79
126.79
126.79
126.79
139.76
139.76
139.76

Traka C 67-80 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #15 u kontroli

Proteinska Proteinski

grupa

VU WWwWwwwwo

1B
22753
20853
20854
20850
20851
20849
22400
20593
20595
20594
21031
21032
21033

ID broj
proteina

Opis

AOA126DIHO Dnal OS=Arachis hypogaea OX=3¢

NING13
P43238
P43237

B3IXL2

Q6PSU3

Q6PSU4

Q6IWG5
E5G077

QoGM57

Q9M5D3

Q4JME6

Q4JME7

Seed storage protein Ara hl OS=£
Allergen Ara h 1 clone P41B OS=
Allergen Ara h 1 clone P17 OS=A|
Main allergen Ara h1 OS=Arachis
Conarachin (Fragment) OS=Arach
Conarachin (Fragment) OS=Arach
Glycinin (Fragment) OS=Arachis h
Ara h 3 allergen OS=Arachis hypo
Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea (
Lipoxygenase OS=Arachis hypoga:
Lipoxygenase OS=Arachis hypoga:
Lipoxygenase OS=Arachis hypoga:

Alergom

n/a
Arah1l
Arah1l
Arah1
Arah1l
Arah1l
Arah1
Arah3
Arah3
Arah3

n/a

n/a

n/a

Prosecna
masa
39071
71345
71345
70283
70283
66575
48095
58061
58305
58263
97616
97476
97596

-10lgP

23.66
59.25
59.25
59.25
59.25
59.25
59.25
21.90
21.90
21.90
66.63
66.63
66.63

Pokrivenost
(%)

total
Arah1l
Arah3
Lipoxygen

Pokrivenost
(%)

NN U W INNNNNN

2
total
Arah1l
Arah3
Lipoxygen

Traka #15 80-150 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120" upareno sa Traka #15 u kontroli

Proteinska Proteinski

grupa
1

N N

1B
20853
20854
20849
20850
20851
22400

ID broj
proteina
N1ING13
P43238
Q6PSU3
P43237

B3IXL2
Q6PSU4

Opisl

Seed storage protein Ara hl OS=£
Allergen Ara h 1 clone P41B OS=,
Conarachin (Fragment) OS=Arach
Allergen Ara h 1 clone P17 OS=A|
Main allergen Ara h1l OS=Arachis
Conarachin (Fragment) OS=Arach

Alergom

Arah1l
Arah1
Arah1l
Arah1l
Arah1
Arah1

Prosecna
masa
71345
71345
66575
70283
70283
48095

-10lgP

51.75
51.75
51.75
51.75
51.75
51.75

Pokrivenost
(%)
10
10
11
10
10
14
Arah1l

Traka D 150-250 kDa na SDSPAGE razdvojenoj gastricnoj DIGESTIJI 120' upareno sa Traka #15 u kontroli

Proteinska Proteinski

grupa
4

1B
24521

ID broj
proteina

Opis

AOA191UJCO NAD(P)H-quinone oxidoreductase

Alergom

n/a

Prosecna
masa
145505

-10IgP
26.72

Pokrivenost
(%)
3

Povrsina

9.78E+04
9.78E+04
9.78E+04
9.74E+04
9.74E+04
9.74E+04
6.68E+04
6.68E+04
6.68E+04
5.11E+04
5.11E+04
4.28E+03
4.28E+03
4.28E+03
4.28E+03
7.99E+02
7.99E+02
7.99E+02
9.08E+05
3.96E+05
3.12E+05
2.00E+05

Povrsina

1.33E+04
3.97E+03
3.97E+03
3.97E+03
3.97E+03
3.97E+03
3.97E+03
3.91E+03
3.91E+03
3.91E+03
1.35E+03
1.35E+03
1.35E+03
5.29E+04
2.38E+04
1.17E+04
4.05E+03

Povrsina

3.80E+04
3.80E+04
3.80E+04
3.80E+04
3.80E+04
3.80E+04
2.28E+05

Povrsina

1.64E+04
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5.9 Optimizacija izoelektricnog fokusiranja za uspes$no
fokusiranje proteina iz ekstrakata bogatih mastima i
polisaharidima na modelu neodmaséenog polena macijeg
repka

Za dobijanje detaljne slike o digestibinosti kikirikija, neophodan je proteomicki pristup,
koji ukljucuje razdvajanje proteina digesta na 2D SDS PAGE. lzoelektrofokusiranje
visoke rezolucije je samim tim preduslov za dobijanje jasne proteomske slike. Kako je
rastvorna faza digesta zrna kikirikija veoma bogata lipidima, bilo je neophodno
optimizovati uslove za korak izoelektricnog fokusiranja ovakvog materijala. Za
optimizaciju izoelektricnog fokusiranja proteina iz bioloSkog materijala bogatog
lipidima i polisaharidima kao model sistem je kori§¢en ekstrakt neodmaséenog polena
trave Phleum pratense. Kako Cestice polena trava imaju preko 70% lipida u polenskom
omotacu [148] i mnostvo polisaharida u telu polenskih Eestica polena [149], prisustvo
ovih jedinjenja onemogucava izoelektrofokusiranje (IEF) sa postoje¢im protokolima,
sli¢no kao 1 u slucaju neodmascenih uzoraka digestovanog kikirikija.

Obzirom da se kao Sto je ve¢ opisano, prilikom odmas¢ivanja gube znacajne koliine,
odnosno udeli proteoma, to se pristupilo optimizaciji uslova IEF. Postojeé¢i protokoli su
modifikovani, sa naro¢itim fokusom na aktivnoj rehidrataciji tokom 12 h, i dodavanju
novih inicijalnih koraka niskih i srednjih vrednosti napona do 500 V (detalji opisani u
Odeljku 4.10.2). Primer optimizovanog uspesno izvedenog izoelektricnog fokusiranja
neodmascenog ekstrakta polena macijeg repka sakupljenog sa dva razli¢ita lokaliteta

(ruralnog i industrijskog), pokazan je na Slici 17.

P1 M P2
P1 P2 3| T T |pH T T \1? kDa 3| T pH T T |10

250 -

100
75

% 50
37
25

¢ “=IExd
||
l;’

H

15

| e & 10 L S
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Slika 17 1D/2DSDS-PAGe profili polena trave Phleum pratense, sakupljenog sa
ruralnog (P1) i industrijskog lokaliteta (P2), dobijeni od neodma$éenih ekstrakata
polena . SDS PAGe je izvoden u redukuju¢im uslovima na 12% gelu. M - molekularni

markeri. Preuzeto i modikovano od Smiljani¢ i saradnika [138].

5.10. Ispitivanje digestibilnosti proteina kikirikija u
simuliranim in vitro uslovima oralno-gastri¢ne digestije na
osnovu proteoma digestovanog sirovog zrna Kikirikija

Sa ciljem dobijanja detaljnije slike o digestibilnosti proteina kikirikija i obrazce po
kojima se proteoliza odvija, izdvojena rastvorna faza, dobijena nakon oralno-gastri¢ne
digestije sirovog kikirikija, je odmascena precipitacijom proteina pomo¢u TCA/acetona
i razdvojena na 2D PAGE. Proteinske tacke su analizirane i identifikovane sa visoko
rezolutivnom tandemskom masenom spektrometrijom. Proteom digestovanog kikirikija
je uporeden sa kontrolnim uzorcima (inkubiranim bez pepsina), kao i odmaséenim
ekstraktom sirovog kikirikija, dobijenim primenom najceS¢e koriS¢enog protokola za

izolovanje proteina kikirikija [63].

Identifikovani proteini dobijeni iz iseCenih tacaka su dati u prilogu (Prilog Tabela 8.2), i
odgovaraju oznakama na mapama koje su prikazane na Slici 18. Elektroforetski profil
kontrolnog kikiriki uzorka (Slika 18, u sredini) je slican onom Kkoji je dobijen iz
standardnog Kkikiriki ekstrakta (Slika 18, levo). Glavna razlika izmedu kontrolnog i
digestovanog kikiriki uzorka je u koli¢ini kisele subjedinice Ara h 3, obzirom da je
kisela subjedinica Ara h 3 znatno manje zastupljena u digestovanom uzorku (tacke 4 - 6
Slika 18). Razlog je najverovatnije proteoliticko delovanje pepsina. Takode, uoceno je i
nakupljanje fragmenata proteina u kiselom regionu, manjim od 14 kDa (tacke 22,1 J i
neoznaCena taCka). Tacke u baznom regionu na gelu D, G, H i O, predstavljaju
proteoliticke fragmente koji su iskljucivo prisutni samo u digestovanom Kikiriki uzorku
(Slika 18).
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standardni kikrikiki ekstrakt

sirovi kontrolni kikiriki uzorak

oh

sirovi digestovani kikiriki uzorak

Slika 18 2D SDS-PAGe proteinski profili standardnog kikiriki ekstrakta, kontrolnog

kikiriki uzorka 1 digestovanog kikiriki uzorka u redukuju¢im uslovima. Proteinske tacke

obelezene brojevima su medusobno uparene, dok Su neuparene obelezene velikim

slovima; sve proteinske tacke su digestovane tripsinom pre MS/MS identifikacije; M -

Molekularni markeri. Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i saradnici [145].

5.10.1 Kaskadni obrazac pepsinske proteolize alergena Arah 1i Arah 3

Ustanovljen je i proteoliticki obrazac digestovanja pepsinom za Ara h 1 i Ara h 3,

zahvaljuju¢i visokom sadrzaju ovih proteina u kikiriki proteomu, na osnovu

pokriventosti peptidne sekvence za svaku izoformu u datoj tacki (Prilog Tabela 8.2,

Slika 19A i 19B).
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A Ara h 1 peptidna pokrivenost sa 2D gela iz digestovanog uzorka

it~ Tatka 1M |TadkaDW | Tacka GEI ] Tatka H[ ]

region
7 KSSPYQKKTENPCAQRCLQSCQQEPDDLKQKACESRCTKLEYDPRCVYDPRGHTG
ITNORSPPGERTRGROPGDYDDDRROPRREEGGRW GPAGPREREREEDWROPRE
DWRRPSHQQPRKIRPEGREGEQEWGTPGSHVREETS FSTRYGNQ
Sekvenca Ara h 1 NGRIRVLQRFDQRSRQFQNLQNHRIVQIEAKPNTILVLPKHADADNILVIQQGQATV

S TIVANGNNRKSFNLDEGHALRIPSGFISYILNRHDNQNLRV AL

izoforme :P43238 -DQSS\'LQGFSR\nE.&m.wDImR%
NNEGVIVKVSKEHVEELTKHAKSVSKKGSEEEGDITNPINLREGEPDLSNNFGKLFE
VKPDKEKNPQLQDLDMNMLTCVEIKEGALMLPHFNSKAMVIVVVNKGTGNLELVAV
BKE QOQORGRREEEEDEDEEEEGSNREVRRYTARLKEGDVFIMPAAHPVAINASSEL
HLLGFGINAENNHRIFLAGDKDNVIDQIEKQA KDLAFPGSGEQVEKLIKNQKESHF
VSARPOSOQOSOSPSSPEKESPEKEDOEEENOGGKGPLLSILKAFN

B Ara h 3 peptidna pokrivenost sa 2D gela iz digestovanog uzorka

28 kDa % 14 kDa
bazna Y‘%
subjedinica ~+—— ; 5 vz *"\, o~
Y Y5
£5F "5“27 A ARG 5, A AL
kisela I NT= . | S G
subjedinica e (& TackaEM[] ¢~ (' Tacka 25 HL]
ISFRQQPEENACQFQ VLR
RNALRRPFYSNAPQEIFIQQG SORAPRRFEG

EDQSQOQQQQDSHQKVRRFDEGDLIAVPTGVALW MYNDHDTDVVAVSLTDTNNND
SekvencaArah 3 NQLDQFPRRENLAGNHEQEFLRY QQQSRRRSLPYSPYSPQSQPRQEEREFSPRGQH
. . SRRERAGOQEQENEGGNIFSGFTPEFLA QAFQVDDRQILQNLRGENESDEQGAIVTV
izoforme :Q647H3 RGGLRILSPDRKRRQQYERPDEEEE YDEDEYE YDEEERQQODRRRGRGSRGRGNGI
EE TICTAS VKKNIG RNRSPDIVNPOAGCS IR TANDINUDIDRWICUSAEVENDVRNAT
FVPHYNTNAHSIIYALRGRAHVQVVDSNGNRVYDEELQEGHVLVVPQNFAVAGKS
QSDNFEYVAFKTDSRPSIANLAGENSIIDNLPEEVV ANSYGLPREQARQLKNNNPFK
FFVPPSQQOSLGAVA

Slika 19 Glavni fragmenti otporni na proteolizu proteina Arah 1 i Arah 3. A - 3D
struktura Ara h 1; N-terminalni region je prikazan Zutom bojom, C terminalni region je
prikazan zelenom bojom, a deo koji se odnosi na jezgro proteina je prikazano sivom
bojom. Glavni peptidi otporni na proteolizu Ara h 1 proteina nadeni u odredenim 2D
taCkama: tacka 1 (oko 60 kDa), tacka D (oko 40 kDa), tacka G (oko 25 kDa) 1 tacka H
(oko 20 kDa). Peptidi su prikazani crvenom bojom. B - 3D struktura Ara h 3; bazna
subjedinica je prikazana narandzastom, a kisela subjedinica plavom bojom. Glavni
proteoliti¢ko otporni peptidi Ara h 3 proteina nadeni u odredenim 2 D tackama: tacka E
(oko 30 kDa) i tacka 25 (oko 14 kDa). Peptidi su prikazani ljubi¢astom bojom. Kristalna
struktura glavnih alergena kikirikija dobijena je iz proteinske banke podataka za Ara h 1
(PDB entry 3SMH) i Ara h 3 (PDB entry 3C3V). Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i
saradnici [145].
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Sadrzaj intaktnih proteina Ara h 1 1 Ara h 3 na 65 kDa je slican u sva tri preparata.
Medutim u digestovanom kikiriki uzorku, izoforme Ara h 1 1 Ara h 3 su pozicionirane
na nizim molekulskim masama, otprilike oko 60 kDa (tacke 1-3, Slika 18), sto ukazuje
da su van-jezgarni pokretljivi N-terminalni i C-terminalni regioni Ara h 1 visoko
podlozni pepsinskoj proteolizi (Slika 19A). Ovaj fragment od 60 kDa (koji je zapravo
gotovo intaktan Ara h 1) je dalje podlozan pepsinskom skracivanju sa C-terminalnog
kraja, dovode¢i do stvaranja intenzivne tacke D i blede tacke C, koje se nalaze na 40
kDa u digestovanom kikiriki uzorku (Slika 18 i 19A). Dalje digestija pepsinom sa C-
terminalnog kraja u sredini prve petlje je dovela do stvaranja novih fragmenata (Slika
19A), koje su uocene u tacki G (Slika 18). Pored toga, dodatno cepanje sa N-
terminalnog i C-terminalnog kraja dovelo je do stvaranja fragmenta nadenog u tacki H
(Slika 19A). Tacke M i L u digestovanom kikiriki uzorku (Slika 18) sadrze peptide
dobijene pepsinskom proteolizom sa C-terminalnog kraja Ara h 1 proteina. Intaktna
kisela Ara h 3 subjedinica je identifikovana u tacki 5 (Slika 18) digestovanog kiKkiriki
uzorka, i u poredenju sa kontrolnim kikiriki uzorkom, pokazala je znatno slabiji
intenzitet, ukazujuéi na intenzivnu proteolizu pepsinom. Tacke E i F se pojavljuju samo
u digestovanom kikiriki uzorku, i sadrze peptide iz kiselih i baznih subjedinica Ara h 3
(Slika 18 i 19B). U tackama od 9 - 15 pronadene su razli¢ite intaktne izoforme ili samo
malo skra¢ene bazne subjedinice Ara h 3, sa intenzitetima koji su vrlo sli¢ni
intenzitetima pronadenim u kontrolnom uzorku. Ovi rezultati upuéuju na zakljucak da je
bazna subjedinica znatno otpornija na pepsinsku proteolizu, u odnosu na Kkiselu
subjedinicu Ara h 3 proteina. U tatkama N i M (pronadene iskljucivo u digestovanom
kikiriki uzorku; Slika 18), detektovani su peptidi koji poticu od od bazne subjedinice
Ara h 3, a koji su kiselog karaktera zbog N-terminalne i C-terminalne proteolize
fragmenata bogatih baznim reziduama. Nasuprot tome, tacke u baznom regionu (23 -
25; Slika 18), koje su najintenzivnije u digestovanom kikiriki uzorku, sadrze bazne
peptide iz kisele subjedinice Ara h 3, zbog nedostatka kiselih ostataka na C-terminusu
(Slika 19B). Pored najzastupljenijih alergena, u kontrolnom kikiriki uzorku je
detektovan i Ara h 8 u tacki 20, i Ara h 10 u tacki 18 (Slika 18, Prilog Tabela 8.2), dok

su ovi proteini u digestovanom Kikiriki uzorku bili odsutni.
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5.10.2 Ara h 2i Ara h 6 ostaju skoro intaktni u toku pepsinske digestije

Intaktni Ara h 2 i Ara h 6 su identifikovani u sva tri uzorka , kako u standardnom
kikiriki ekstraktu tako i u kontrolnom i digestovanom kikiriki uzorku (Slike 18 i 19,
Prilog Tabela 8.2). Ara h 2 i Ara h 6 su iseCeni sa gela kontrolnog i digestovanog
kikiriki uzorka (Slika 20), i identifikovani masenom spektrometrijom. Tacke koje
odgovaraju Ara h 2 i Ara h 6 dobijene sa gela kontrolnog i digestovanog uzorka, su
znatno slabijeg intenziteta u poredenju sa standardnim kikiriki ekstraktom (Slika 18),
najverovatnije usled nepovoljnijih uslova ekstrakcije za 2S albumine, obzirom da se

ekstrakcija i digestija odigravaju na pH 3 [150].

5.11 IgE vezujuce sposobnosti digestovanog uzorka kikirikija

5.11.1 2D imunoblot kontrolnog i digestovanog kikiriki uzorka sa meSavina seruma
pacijenata senzitizovani na kikiriki

2D imunoblot razvijen sa serumima pacijenata alergi¢nih na kikiriki pokazao je za
vezivanje IgE antitela za kontrolni i digestovani kikiriki uzorak. Imunoblot je prikazan
na Slici 20, i medusobno uporeden. IgE-reaktivni obrazac seruma dobijen na
elektroforetski razdvojene proteine kontrolnog i digestovanog kikiriki uzorka je prilicno
slican. Uocena je dominantna reaktivnost Ara h 2 i Ara h 6, u oba uzorka. Dobijeni
rezultat ukazuje da intaktni Ara h 2 i Ara h 6 najvise doprinose IgE reaktivnosti u
frakciji u kojoj se nalaze veliki fragmenti otporni na proteolizu, nastali tokom
gastricnog varenja kikirikija. Ovi rezultati potvrduju da su Ara 2 i Ara h 6 glavni

alergeni kikirikija [151].
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Slika 20 2D imunoblotovi kontrolnog i digestovanog kikiriki uzorka razvijeni sa
mesSavinom Seruma pacijenata. M — molekularni markeri; 2D SDS-PAGe proteinski
profil kontrolnog kikiriki uzorka 1 digestovanog kikiriki uzorka u redukuju¢im
uslovima. cCBB — koloidna Coomassie Brilliant Blue boja. Sa gelova kontrolnog i
digestovanog kikiriki uzorka, su iseéene tacke 16 - 19 (uocene izoforme Ara h 2), i
zajedno sa taCkama 20 - 21 (uocene izoforme Ara h 6), pripremljene za tandem masenu
spektrometriju ( “bottom up proteomics” pristup). Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i
saradnici [145].

5.11.2 Inhibitorni potencijal peptida otpornih na proteolizu

Inhibitornim ELISA testom se uporedio IgE vezujuéi potencijal proteina dobijenih iz
kontrolnog i digestovanog sirovog kikiriki uzorka (Slika 21). Inhibitorna ELISA je
radena sa meSavinom seruma 10 pacijenata (Tabela 3). Kao referentni materijal,
koriS¢en je standardni kikiriki ekstrakt. ICso vrednost za standardni kikiriki ekstrakt
iznosio je 1.68 ug/mL, za kontrolni kikiriki uzorak 3.29 ug/mL, i za digestovani Kikiriki

uzorak 9.61 pg/mL. Uzak opseg za ICsg vrednosti (samo 3 puta manja razlika) izmedu
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kontrolnog 1 digestovanog kikiriki uzorka, ukazuje na visoku sli¢nost u IgE veziuju¢em

potencijalu ovih uzoraka.

70_' 4 Standardni kikiriki ekstrakt
] PS_— =— Kontrolni kikiriki uzorak
60 ~ jl T ~  Digestovani kikiriki uzorak
. . ~ T
5
:540 _ ;\ ?
30 - .
2 20 [ Ay ;
10 I \"T‘-.; X
. SEON
0 - e
10 ] v I ¥ ]
1 0 -1
log koncentracije ( pg/ml)

Slika 21 ELISA inhibicija: IgE vezivanje iz mesavine seruma pacijenata osetljivih na
standardni kikiriki ekstrakt. Standardni kikiriki ekstrakt je povezan za plocicu.
Inhibitori: standardni kikiriki ekstrakt, kontrolni i digestovani uzorak sirovog kikirikija.

Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i saradnici [145].

5.11.3 Mali peptidi otporni na proteolizu (MPOP) dobijeni in vitro oralno-
gastri¢nom digestijom Kkikirikija doprinose IgE reaktivnosti

Da bi se dobile dodatne informacije o prisustvu MPOP (<10 kDa) i njihovoj IgE
reaktivnosti, intaktni proteini i veliki proteoliti¢ki fragmenti su uklonjeni etanolnim
talozenjem. MPOP su ostali u supernatantu su koncentrovani, a nakon toga precisc¢eni
gel filtracijom (Slika 22). Frakcije sa najvi§im vrednostima absorbance na 214 nm i
najmanjim vrednostima absorbance na 280 nm su skupljene i spojene (frakcije od 8 -

20; Slika 22), i za taj skup frakcija je smatran najbogatijim sa MPOP.
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Slika 22 MPOP dobijeni gel filtracijom nakon in vitro oralno-gastri¢ne faze digestije
celog zrna sirovog kikirikija. Nakon digestije, te¢na faza je pricipitirana sa etanolom, a
potom dobijeni supernatant je naneSen na Sephadex G-25 kolonu (20 ml matriksa;
veli¢ina kolone 0.8x40cm). Frakcije su skupljane redom, a potom na osnovu
hromatograma frakcije od 8-20 spojene. Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i saradnici
[145].

Sposobnost malih proteoliticki otpornih peptida dobijenih iz digestovanog uzorka
sirovog kikirikija da blokiraju IgE vezivanje je odredena na ImmunoCAP® sistemu.
Serum pacijenta alergi¢nih na kikiriki (200 pL, pacijenti #1-7 u Tabeli 4) su pre-
inkubirani sa istom zapreminom MPOP (200 pL) pre merenja nivoa specifi¢nog IgE na
totalne protein kikirikija (f13), Ara h 1 (f422), Ara h 2 (f423) and Ara h 3 (f424). Sest
od sedam pacijenata je reagovalo na Ara h 1 (Slika 21). MPOP inhibiraju vezivanje IgE
za Ara h 1 u tri seruma od svih sedam testiranih pacijenata (sa vise od 10% IgE
inhibicije). Kod svih pacijenata ¢iji su serumi reagovali na Ara h 3, inhibicija IgE
vezivanja za Ara h 3 je postignuta sa MPOP iz digestovanog uzorka kikirikija do nivoa
od 20 - 85%. Medutim, najvec¢i procenat inhibicije je ostvario Ara h 2, gde se procenat

inhibicije kretao izmedu 64% do 90% (Slike 23 i 24), ukazuju¢i na prisustvo izuzetno
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potentnih funkcionalnih Ara h 2 epitopa u frakciji gde su bili prisutni MPOP. Peptidi su

identifikovani masenom spektrometrijom (Prilog Tabela 8.3 i 8.4).

100 - mm Kikiriki ekstrakt
o M B rArah1
= = —rArah2
.g [ carArah3
N -

>

LLJ 60 4 r

>

2,

‘©

:E 40 4

2

£

o 20 - E

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7
Slika 23 ImmunoCAP inhibicija na ¢vrstoj podlozi na kojoj su povezani MPOP

dobijenih nakon digestije celog zrna sirovog kikirikija. Na x-o0si broj pacijenta, ¢iji su
podaci prikazani u Tabeli 3. Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i saradnici [145].
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B Kikiriki ekstrakt
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Slika 24 Apsolutne vrednosti ImmunoCAP metode za IgE vezivanje celog zrna
kikirikija, rArah 1, rAra h 2 i rAra h 3. Inhibitor: mali peptidi otporni na proteolizu
(MPOP) dobijeni nakon digestije celog zrna sirovog kikirikija. Preuzeto i modifikovano
od Prodi¢ i saradnici [145].

Takode, pretrazena je IEDB baza podataka za linearne epitope prepoznate za Homo
sapiens kao domacina, sa ciljem da se upare dobijeni mali peptidi otporni na proteolizu
dobijeni nakon oralno-gastri¢ne digestije kikirikija (Prilog Tabela 8.3 i 8.4). Masenom
spektrometrijom pretrazivani intaktni pepsinski peptidi, identifikovano je 27 peptida za
Ara h 1i 18 peptida za Ara h 3, koji predstavljaju deo linearne sekvence epitopa (Slika
25A 1 25B, Prilog Tabela 8.2).
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A 3D pokrivenost sekvence peptida malih molekulskih masa proteina
Ara h 1 nakon gastri¢ne digestije kikirikija

N terminalni

o i region

C terminalni region frajcija sa: TRIPSINSKI DIGESTOVANA
INTAKTNIM VELIKI PRP frakcija sa velikim PRP

B 3D pokrivenost sekvence peptida malih molekulskih masa proteina

Ara h 3 nakon gastri¢ne digestije kikirikija
bazna
subjedinica{;/;@t;

X

frajcija sa: TRIPSINSKI DIGESTOVANA
INTAKTNIM VELIKI PRP frakcija sa velikim PRP

Slika 25. Regioni sa identifikovanim peptidima Ara h 1 i Ara h 3 dobijenih iz MPOP
frakcije nakon digestije celog zrna kikirikija. A - 3D struktura Ara h 1; B - 3D struktura

Ara h 3. Preuzeto i modifikovano od Prodi¢ i saradnici [145].

Takode, detektovana su 2 peptida koja ne predstavljaju epitope, a pripadaju Ara h 8
(Prilog Tabela 8.3). Kada su MPOP analizirani nakon ekstenzivne redukcije, alkilacije i
tripsinske digestije, pronadena su 2 peptida koja pripadaju Ara h 2, a oba su delovi
linearnih epitopa (Slika 26, Prilog Tabela 8.3), ukljucuju¢i dodatne peptide koji poticu
od Arah 11 Arah 3 (Slika 25, Prilog Tabela 8.3).
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3D pokrivenost sekvence peptida malih molekulskih masa proteina

Ara h 2 nakon gastricne digestije kikirikija -/

N

& N terminalni

C terminalni “9 region —
region \_\J M;
~AERTS o)
P A 2 ~ "é' \T&\/
— AT S
\,"-\.-\":” C
& J \
~7 K
petlja TRIPSINSKI DIGESTOVANA

frakcija sa velikim PRP

Slika 24. 3D struktura Ara h 2; Regioni sa identifikovanim peptidima Ara h 2 proteina
dobijenih iz MPOP frakcije nakon digestije celog zrna Kikirikija. Preuzeto i

modifikovano od Prodi¢ i saradnici [145].

Finalno, digest je obuhvatio 67 peptida koji pripadaju Ara h 3 (30 peptida su deo
linearne sekvence epitopa) i 31 peptid iz Ara h 1 alergena (28 su deo linearne sekvence
epitopa). Detektovani su i peptidi iz Ara h 9, Ara h 11 i Ara h 13, koji poti¢u od dela
sekvence koja ne nosi epitope. Svi ovi MPOP su identifikovani u frakciji kikiriki digesta
solubilnoj u etanolu. Obzirom da su ovi peptidi manji od 10 kDa, uglavnom nisu bili
identifikovani nisko rezolutivnim analitickim metodama. Mada u literaturi nema puno
podataka koji omogucéavaju ta¢nu identifikaciju konformacionih epitopa za alergene
kikirikija, identifikovani MPOP sadrze mnogo amino kiselinskih ostataka koji Cine
konformacione epitope Ara h 1 alergena [152], kao i aminokiselinske ostatke koji su
deo konsenzus amino kiselinskog obrasca konformacionih epitopa alergena Ara h 2 i
Ara h 6 [153] (Slika 26).

5.12 CD spektrometrija proteina kikirikija digestovanih u
simuliranim in vitro uslovima oralno-gastri¢ne digestije

Obzirom da je IgE vezujuéi potencijal digestovanog kikiriki uzorka uglavnom sacuvan,
spektri daleke ultra-ljubicaste oblasti za kontrolni i digestovani kikiriki uzorak su
snimljeni sa ciljem da se uporede elementi sekundarne strukture (Slika 27). CD spektar
kontrolnog kikiriki uzorka je pokazao pravilno uvijenu formu proteina, pri ¢emu CD

signal najverovatnije potice od predominantnih proteina Ara h 1 i Ara h 3. U
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kvantitativnom smislu, proteini Ara h 1 i Ara h 3 iz digestovanog sirovog kikiriki
uzorka su uglavnom proteolizovani do fragmenata rezistentnih na digestiju velikih
molekulskih masa (Slika 15), gde je proteinsko jezgro sacuvano. CD spektar
digestovanog kikiriki uzorka je pokazao preklapanje sa spektrom kontrolnog kikiriki
uzorka, ukazuju¢i na o¢uvanost uvijene proteinske strukture. Prisustvo enzima u toku
digestije je prouzrokovalo zanemarljive promene u sekundarnim strukturama proteina
kikirikija, ukazujuéi na nizak stepen proteolize, kao i na zadrzavanje ispravno uvijene

proteinske strukture.

5-
2 0
@
o
E
o
-54
= kontrola
=== digest
-10- Talasna duzina (nm)

Slika 27 CD spektri kontrolnog i digestovanog sirovog kikiriki uzorka. Preuzeto i

modifikovano od Prodi¢ i saradnici [145].
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6. Diskusija

U vecéini studija osnovni testovi digestibilnosti proteina i alergena hrane su izvodeni na
pre¢is¢enim alergenima, ne uzimajuci u obzir ni efekat matriksa, Sto dodatno dovodi u
zabludu istrazivaca $ta se zapravo desilo sa nativnim proteinom [118]. Faktori kao §to
su vreme digestije, odnos izmedu enzima i alergena, da 1i je alergen procesovan, kao i
prisustvo matriksa hrane, mogu da imaju ogroman uticaj na ishod testa digestibilnosti
[154].

Smanjenje rastvorljivosti i ekstrakcije proteina kod kuvanog i pecenog kikirikija nakon
dvocCasovne simulirane gastricne inkubacije (kontrolni uzorci, Slika 7A), mogu se
objasniti strukturnim promenama koje izaziva kuvanje i pecenje, poput agregacije,
polimerizacije, oksidativnih i drugih modifikacija, fragmentacije, narusavanja tercijarne
1 sekundarne strukture proteina kikirikija, kao i dodatno smanjenje koli¢ine proteina
usled oticanja proteina tokom kuvanja, koje je zavisno od duzine termic¢ke obrade [111].
Trend da se proteini termicki obradenog kikirikija ekstrahuju sa zaostatkom u poredenju
sa proteinima sirovog kikirikija, koji je ovde uocen, je takode u saglasnosti sa

publikacijom koju je objavio Schmitt sa saradnicima 2010. godine [4].

Rao sa saradnicima [17] je istrazivao efekat kuvanja i peCenja na celo zrno kikirikija, u
pogledu njegove ekstraktabilnosti, digestibilnosti i IgE vezujuéih sposobnosti, i ukazao
na probleme u ekstraktabilnosti koje poti¢u od agregacije kod termicki tretiranog
kikirikija. Generalno posmatrano, u pomenutoj studiji kuvani kikiriki je bio podlozniji
digestiji nego sirovi i peceni, a i pokazao je manji imuni odgovor. Ara h 1 i kisela
subjedinica Ara h 3 sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija su se vrlo brzo digestovali do
manjih formi (55 kDa i 23 kDa), a masenom spektrometrijom u sirovom Kkikirikiju se
detektovao stabilni fragment od 23 kDa koji pripada baznoj subjedinici Ara h 3 [17].
Ara h 2/6, kako u sirovom, tako i u termicki tretiranom kikirikiju, su se pokazali slabo
podlozni pepsinskoj proteolizi, dok su mali peptidi (manji od 10 kDa) bili rezistentni na
pepsinsku digestiju. U sirovom Kikirikiju, fragmenti Ara h 1 i Ara h 2 su pokazivali IgE

vezujuce sposobnosti, dok Ara h 3 ne.

Poput Rao i saradnika [17], i ova teza otkriva slojevitosti razli¢itih fenomena koji se

odvijaju prilikom termi¢ke obrade pracene enzimskom proteolizom na fizioloskim
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uslovima uz uticaj matriksa iz kikirikija. Smanjena proteinska koncentracija u kuvanom
kikirikiju se moze bar malim delom objasniti izlaskom proteina iz zrna u vodu tokom
kuvanja [28, 32, 111]. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u eksperimentima prikazanim u ovoj
tezi, gde je 5 mg proteina iscurelo u 50 mL vode za vreme kuvanja (20 minuta) (Slika
13). Ovo predstavlja oko 2.6% maksimalne koli¢ine proteina koji se pri datim uslovima
eksperimenta (inkubiranje smrvljenog kontrolnog uzorka gastricne faze) mogu
ekstrahovati, a sve polaze¢i u racunu od ukupnog moguceg procentualnog udela
proteina u zrnu kikirikija. Razli¢iti uslovi ekstrakcije (neutralna pH, razliciti puferi,
produzeno vreme kuvanja) u drugim studijama [28, 111], mogu objasniti povecani
izlazak proteina iz zrna kikirikija od 4% [111] i 5.2% [28] tokom kuvanja, takode
sraCunatih na osnovu maksimalne koli¢ine proteina koja se mogla ekstrahovati iz
kuvanog kikirikija u datim eksperimentalnim uslovima pomenutih studija. S toga, efekti
poput smanjenja koncentracije, kao i neki drugi koji ¢e kasnije biti pomenuti, a U vezi
uticaja kuvanja na ekstrakciju i digestiju proteina kikirikija, ne mogu biti objasnjeni
samo na osnovu curenja proteina u vodu u kojoj se kuvao kikiriki, kao Sto je to
pripisano u nekoliko studija [28, 29, 155], jer smo mi za sada jedini nasli za shodno da
ujednacimo kvantifikaciju ovog efekta po raznim studijama. Ovo uporiste, da efekti
poput smanjenog sadrzaja nekih alergena ili pak smanjenja IgE reaktivnosti, ne mogu
biti objasnjeni samo gubitkom proteina curenjem u vodu pri kuvanju, podrzava i studija
Tao i saradnika iz 2016. godine [111].

Smanjenje u proteinskoj koncentraciji u slu¢aju gastri¢éno digestovanog pecenog kikiriki
uzorka, je najverovatnije rezultat slabe rastvorljivosti zbog moguce agregacije proteina

nastale pod uticajem Majarove reakcije u toku pecenja [30, 32].

Sta vise, u ovoj tezi se promovise ideja da blago alkalni uslovi (koji oponasaju
intestinalnu fazu) olakSavaju ekstrakciju proteina kikirikija, u poredenju sa kiselim
uslovima koji se sre¢u u gastricnoj fazi. Ovaj fenomen moZe biti znacajan u boljem
razumevanju senzitizujueg potencijala prilikom objasnjavanja same alergenosti
kikirikija. Na osnovu ispitivanja sprovedenih na Zivotinjskim modelima, ograni¢ena
proteoliza proteina je presudna za alergenost [156]. Ovde smo primetili da termicka
obrada kikirikija povecava rastvorljivost/ekstrakciju velikih fragmenata i peptida

otpornih na proteolizu u intestinalnoj fazi, gde se senzitizacija odigrava uz pomoc
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interakcija velikih proteinskih entiteta sa imunolo$kim sistemom. Generalno, trend
proteinske ekstrakcije u kontrolnim uzorcima u svim termi¢kim preparatima se ponavlja
I u digestovanim uzorcima svih tretmana (Slika 7). Sveobuhvatna efikasnost oralno-
gastri¢ne digestije, procenjena BCA testom i denzitometrijom (Slika 7A, Prilog Tabela
8.1) se krece izmedu 30-55% za sirovi 1 kuvani kikiriki, a za peceni izmedu 40-50%, u
zavisnosti od pristupa prilikom procene koncentracije. Efikasnost oralno-gastri¢ne
digestije sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija nije statisticki znacajna obzirom da su

koncentracije znacajno i manje-vise podjednako umanjene (Slika 7A).

Medutim nakon zavrSetka intestinalne faze digestije, znaCajne promene u efikasnosnti
same digestije su uocene; efikasnost digestije intestinalnim proteazama je znacajnija u
sluc¢aju sirovog kikirikija, ako se poredi sa termicki tretiranim kikirikijem. Takode, ne
treba izgubiti iz vida da je ekstrakcija proteina u termicki tretiranim preparatima bila
znatno veca nego u slucaju sirovog kikirikija, Sto je verovatno posledica prelaska u
blago bazne uslove, gde nastupa zakasnela povecana ekstrakcija. DoduSe, kao §to je
napomenuto, ekstrakcija je bila poviSena u termickim tretmanima, a posebno kod
peCenog kikirikija, Sto opet moZe biti posledica prisustva veceg broja glikacijskih
adukata Majarove reakcije, koja povecava rastvorljivost proteinskih proizvoda.
Konacno, efekat koji je uocen prilikom razlike u oralno-gastrointestinalnoj efikasnosti
je znacajan 1 govori u prilog oteZane intestinalne digestije pri termickoj obradi
kikirikija, a posebno pecenog. U prilog ovome su i rezultati smanjenja procentualnih
vrednosti razlike koncentracija medu kontrolnim 1 intestinalno digestovanim uzorcima,
od 49%, 18% i 16%, za sirovi, kuvani i peceni kikiriki, tim redom, kao i apsolutne
vrednosti njihove koncentracione razlike odredene denzitometrijom: 8.5 mg/mL, 3.5

mg/mL 1 3.7 mg/mL, za sirovi, kuvani i peceni kikiriki, tim redom.

U neodmaséenim kontrolnim uzorcima oralno-gastricne digestije pecenog kikirikija, na
SDS- PAG elektroforezi su uoceni oligomeri ¢ija je molekulska masa veéa od 100 kDa.
Oligomeri su izrazeni viSe u neredukuju¢im uslovima nego u redukuju¢im uslovima
(Slika 8). Prema rezultatima, prisutnost ovih oligomera se smanjivala nakon uklanjanja
lipida (Slike 9 i 10). Prisustvo oligomera nakon pecCenja, sa odgovarajucom
molekulskom masom je ve¢ uoceno i1 objasnjeno u radu koji je publikovala Maleki sa

kolegama (2000) [30]. Obzirom da su oligomerne strukture uocene i u redukujué¢im i u
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neredukuju¢im uslovima, pretpostavljamo da oligomeri koji su prisutni u kontrolnim
uzorcima pecenog kikirikija poticu od kovalentnih modifikacija (kovalentno
umrezavanje). Ovi oligomeri su podlozni hidrolizi pepsinom, obzirom da gore
pomenute trake nestaju iz digestovanih uzoraka u svim preparatima, nacinima

odmas¢ivanja i elektroforetskim uslovima (Slike 8-10).

Proteinska traka oko 65 kDa, koja odgovara Ara h 1, je vidljiva u kontrolnim uzorcima
oralno-gastri¢ne digestije sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija, kako u redukujué¢im
tako 1 u neredukujuc¢im uslovima (Slika 10). Kao i drugi proteini kupinske familije, Ara
h 1 je termostabilan i podleZe ireverzibilnoj denaturaciji i ekstenzivnoj agregaciji nakon
prolaska kroz endotermalnu tranziciju na temperaturi iznad 80 °C [73]. Za eksperimente
prikazane u ovoj tezi kikiriki je pecen 20 minuta na 170 °C, §to zapravo predstavlja
produzen termicki tretman. SDS PAGe analiza ukazuje da je Ara h 1 protein koji je
najvise pogoden tretmanom pecenja (Slike 8-10). Sasvim je ocekivano da termicka
obrada pecenja, ne samo da dovodi do agregacije Ara h 1, ve¢ postoji mogucnost da
pojaca IgE vezujuée sposobnosti ovog proteina, obzirom da kriti€na temperatura koja
uti¢e na IgE vezujuéi kapacitet iznosi 140 °C, $to je publikovano u radu Mondulet i

saradnika [28].

Bazna subjedinica Ara h 3 (25 kDa) [11], je vidljiva u svim kontrolnim uzorcima
sirovog, kuvanog i pecenog kikirikija. Medutim, pepsin je vrlo lako hidrolizuje obzirom
da proteinske trake nedostaju u digestovanom uzorku (Slika 10). Vrlo lako se
identifikuje kisela subjedinica Ara h 3 u kontrolnim uzorcima svih preparata Kikirikija,
obzirom da su predstavljeni kao brojne trake u regionu izmedu 25-45 kDa (Slika 8- 10 i
15) [157]. U uzorcima dobijenim nakon oralno-gastri¢ne/oralno-gastrointestinalne
digestije, samo se jedna traka u tom region izdvaja (Slika 8-10 i 15). Sasvim je
ocigledno da termic¢ko procesovanje utiCe na pepsinsku rezistenciju Kisele subjedinice
Ara h 3, obzirom da je traka od 35 kDa vidljiva u digestu sirovog kikirikija, ali ne i u
digestu kuvanog (Slika 10). PeCenje utice na Ara h 3, po sliénom obrascu kao i na Ara h

1; agregati se formiraju i dolazi do povecane sposobnosti vezivanja IgE antitela [158].

Ara h 2 se primecuje na SDS-PAGe gelu kao dublet od 17-19 kDa [84], a na gelovima
prikazanim u ovoj tezi se moze uociti u kontrolnim uzorcima oralno-gastri¢ne/oralno-

gastrointestinalne digestije kikirikija, bez obzira na prisustvo termickih tretmana i
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elektroforetskih uslova (redukuju¢ih/neredukujucih) (Slika 10). Otuda, nasa istrazivanja
podrzavaju prethodno publikovanu cCinjenicu da su ovi proteini izuzetno termicki
stabilni. Medutim, smanjena prisutnost Ara h 2 je primecena u kuvanom Kikiriki
preparatu, $to se moze objasniti njegovim izlaskom iz matriksa u toku kuvanja [32]. Ovi
rezultati su kompletno u skladu sa Siroko rasprostranjenim saznanjima o Ara h 6, kao
ekstremno stabilnom i proteoliticki rezistentnom proteinu, obzirom da je ovaj protein
detektovan u svim kontrolnim i gastricno digestovanim uzorcima sirovog, kuvanog i

pecenog kikirikija.

Konglutini kikirikija (Ara h 2 i Ara h 6) su rezistentni na proteolizu pepsina, ne samo
zbog njihove globularne konzervirane strukture i velikog broja isprepletanih disulfidnih
mostova, vec¢ i zbog zastitnih sposobnosti matriksa Kikirikija, koji je bogat mastima.
Specifi¢nost njegovog matriksa dovodi do zakasnele ekstrakcije proteina, i omoguéava
konglutinima da se ,,sakriju” od pepsina tokom gastricne digestije. Nasuprot gastri¢noj,
intestinalna digestija Ara h 2 i Ara h 6 pod uticajem pankreatina dovodi do degradacije

ova dva proteina.

Takode, upotreba gastri¢ne lipaze u postavci novog in vitro INFOGEST 2.0 protokola,
je preporudljiva kada se radi sa matriksima bogatim mastima [14]. Sta vise, upotreba
lipaze verovatno bi olakSala manipulaciju sa digestovanim uzorcima, obzirom da bi se

koraci odmas¢ivanja mozda mogli 1 izbe¢i.

Kada se hrana digestuje u simuliranim oralno-gastri¢nim i oralno-gastrointestinalnim
uslovima, a zatim se digesti temeljno odmaste pre aplikacije na SDS-PAGe analizu,
mora se imati u vidu da ¢e se odredeni broj intaktnih proteina, kao i velikih i malih
peptida izgubiti prilikom rada. Postoji i mogucnost da razli¢ite metode odmascéivanja
digesta uzrokuju nezeljeni diverzitet rezultata medu istrazivackim grupama koje se bave
digestijom kikirikija na osnovu INFOGEST protokola [16, 17, 145]. Ova teza pokazuje
da su se reproduktivniji rezultati dobijali sa TCA/aceton metodom, u odnosu na
odmasc¢ivanje n-heksanom, ali dalja optimizacija analitickih metoda poput IEF na
lesniku (a 1 preko pozitivne kontrole, neodmséenog polena) je dovela da se metoda
prilagodi uzorku. Mi ovde predlazemo, na osnovu naSih rezultata optimizacije
,downstream* tehnika analize, da se uzorak uopste ne odmasc¢uje, osim u slucaju kada

je kolicina lipida toliko velika, da je nemoguce primeniti IEF metodu. Stoga, preporuka

95



je da se za optimizovane elektroforetske protokole primenjuje neodmaséen uzorak,

naro¢ito ukoliko se za cilj ima istrazivanje i malih i velikih peptidnih fragmenata.

U ovoj studiji, identifikovane su strukturne karakteristike i procenjena je IgE reaktivnost
pepsinski rezistentnih alergena celog zrna kikirikija. Nakon in vitro pepsinske digestije
celog zrna kikirikija, dobijeni su veliki i mali peptidi otporni na proteolizu, na osnovu
statickog protokola za digestiju, koji oponasa fizioloski relevantne uslove [15].
Pokazano je prisustvo intaktnih Ara h 2 i Ara h 6, ukljuc¢ujué¢i i malu koli¢inu prisutnih
intaktnih Ara h 1 i Ara h 3 u gastri¢cnom digestu. U gastricnom digestu pokazani su
veliki peptidi otporni na proteolizu, Ara h 1 i Ara h 3 (Slika 19), kao i smesa MPOP,
uglavnom poreklom od Arah 1, Arah 2, Ara h 3 (Slika 25 i 26), a u manjoj meri od Ara
h 8, Arah 9, Ara h 11 i Ara h 13. Dodatno je pokazano, da nakon pepsinske digestije,
IgE reaktivnost 2S albumina biva kompletno o¢uvana, zbog prisustva intaktnih proteina

(2S albumina) i zbog oc¢uvanja IgE epitopa u MPOP.

Identifikacija peptida rezistentnih na in vitro digestiju je vazan faktor u proceni
alergenosti proteina hrane. Kao imunoloski aktivni, peptidi otporni na proteolizu u
intestinalnom lumenu mogu da izazovu imuni odgovor osetljivih pojedinaca. U ranijim
studijama, alergeni kikirikija su detektovani u humanom mleku, ukazuju¢i da
proteoliti¢ki otporni, imunoreaktivni fragmenti alergena kikirikija mogu da dospeju u
krvotok [159]. Skorasnje studije su pokazale prisustvo IgE reaktivnih peptida nakon
oralno-gastri¢ne/oralno-gastrointestinalne digestije, kao i nakon digestije proteazama

trepljastog epitela tankog creva, celog zrna kikirikija[16].

In vitro testovi digestibilnosti, radeni sa pre¢iS¢enim proteinima kikirikija, pokazuju
znatno vecu digestibilnost proteina, nego kad se rade u tipi¢no fizioloSkim uslovima sa
kompletnim matriksom hrane. Dodatno, dobro je poznato da isti proteini u rastvoru
mogu da se razli¢ito ponaSaju u toku proteolize, U poredenju sa proteinima koji su
absorbovani na medusloju ulje-voda, usled promene u proteinskoj strukturi [159, 160].
Stoga, proteini koji su oznaceni kao visoko digestibilni na osnovu in vitro simulirane
digestije u precis¢enoj formi mogu da budu znatno otporniji na proteolizu unutar
kompleksnog matriksa u kome se nalaze. Ara h 1 i kisela subjedinica Ara h 3 su se
pokazali kao najpodlozniji pepsinskoj proteolizi, $to je u saglasnosti sa Vieths i

saradnicima [12]. 2D Tandemska masena spektrometrija visoke rezolucije nadovezana
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na SDS PAGe je pokazala pepsinski rezistentnu Ara h 1 formu u tackama D, G, Hi M
(Slika 18), koje odgovaraju formama nastalim od precis¢enog Ara h 1 nakon 0.25
minuta pepsinske proteolize, nadenim u studije koju je objavio Koppelaman i saradnici
[11]. Sli¢no tome, uocCeno je i da pepsinski otporna Ara h 3 forma, detektovana u
tackama 9-15, 23-25, N, M i O (Slika 18), odgovara formama pre¢i§¢enog proteina Ara
h 3 iz iste studije. Stoga, u prisustvu matriksa hrane, za sli¢ne proteoliticki rezistentne
forme Ara h 1 i Ara h 3 je pokazano da su stabilne celih 120 minuta u uslovima
gastri¢ne digestije, omogucavajuci grubu procenu da su Ara 1 i Ara h 3 oko 500 puta
manje podlozni pepsinskoj digestiji iz celog zrna Kikirikija nego u precis¢enoj
formi[145].

DiStasio i saradnici [16] su pokazali da je nakon oralno-gastrointestinalne digestije Ara
h 1 kompletno digestovan, ali u ovom sluc¢aju nisu detektovani peptidi veéi od 6 kDa.
Veéi deo proteina Ara h 1 je proteolizovan do velikog proteoliti¢ki rezistentnog
fragmenta od 60 kDa. Jedna polovina ovog fragmenta je ostala takva, dok se na drugoj
polovini fragmenata od 60 kDa dalje nastavila digestija, daju¢i kaskadni obrazac po
kome se Ara h 1 pepsinski digestuje (Slika 19A). Stoga, oko polovina inicijalne koli¢ine
digesticiono-rezistentnog jezgra Ara h 1 veli¢ine od 60 kDa, pre proteolize u
intestinalnoj fazi, moze da prode intestinalnu mukozu, gde konzervirani epitopi izazovu
imunoreakciju. Nasuprot Kiseloj subjedinici, bazna subjedinica Ara h 3 je znatno
otpornija na pepsinsku digestiju. Kisela subjedinica poti¢e sa N-terminalnog domena
proteina, dok je bazna subjedinica nastala od N-terminalnog domena. N-terminalni
domen sadrzi tri duga regiona neuredenih struktura (G119-Q138 i Q212-G259, i D311-
N345, Slika 19B), koji ¢ine ukupno jednu tre¢inu N-terminalnog domena, dok C-
terminalni domen sadrzi samo jedan kratak neuredeni region na kraju sekvence (S522-
A530, Slika 19B), zauzimaju¢i manje od 2% C-terminalnog domena [89]. To objasnjava
zaSto je kisela subjedinica znatno podloZnija pepsinskoj proteolizi nego kompaktnija
bazna subjedinica. Takode to moze da bude i objasnjnje zasto je Ara h 3 prirodno
procesovan 1 rezultira ve¢om raznoliko$S¢u u masama izoformi koje poti¢u od kisele

subjedinice (13-45 kDa), u poredenju sa baznom subjedinicom (koja je oko 23 kDa).
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CD spektrometrija pokazuje skoro kompletno oc¢uvano strukturno jezgro ova dva
alergena, i ovo objaSnjava slicnost u sekundarnim strukturama digestovanog i

nedigestovanog uzorka.

U testovima IgE ELISA inhibicije, dobijene ICsp vrednosti koje su istog reda veli¢ine za
kontrolni i digestovani kikiriki uzorak, ukazuju da parcijalno digestovani alergeni
kikirikija uglavnom zadrzavaju svoj alergeni potencijal. Pepsinska proteoliza samo
minimalno uti¢e na redukciju IgE vezujuceg potencijala proteina kikirikija koji su
ekstrahovani u toku digestije. Ovi rezultati se slazu sa rezultatima prikazanim na 2D
imunoblotovima. Sli¢ne rezultate za inhibiciju IgE vezivanja sirovog kikirikija je dobio
i Rao sa saradnicima, ali je dodatno poredio inhibiciju IgE vezivanja i kuvanog i
pecenog kikirikija, i ustanovio da je procenat inhibicije nizi kod kuvanog [17]. Takode
su ispitane IgE reaktivne sposobnosti MPOP (<10 kDa) dobijenih iz oralno-gastri¢ne
faze digestije. Inhibicija alergena kikirikija na ImmunoCAP sistemu je pokazala da su
MPOP 28 albumini znantno potentniji nego MPOP koji poti€u od Ara h 1 i Ara h 3.
Ove peptidne frakcije mogu da budu rezultat ekstenzivne proteolize alergena kikirikija,
predstavljajuéi proteoliticki rezistentne peptide najmanjih molekulskih masa, ili mogu

biti fragmenti otkinuti sa ve¢ih peptida otpornih na proteolizu.

Arah 11 Ara h 3 su najzastupljeniji skladi$ni proteini kikirikija; medutim, pacijenti koji
su alergi¢ni na kikiriki, najéesce 1 sa najve¢im intenzitetom prepoznaju Arah 21 Arah 6
[151] mada to varira globalno. Tako npr., na osnovu jedne studije [161] pojedinci
osetljivi na kikriki poreklom iz SAD imaju najvecu ucestalost senzitizacije na rAra h 1,
rAra h 2, i rAra h 3, kao i najvecu koli¢inu imunoglobulina E za rAra h 1 i rAra h 2,
Razlika izmedu pacijenata u SAD i Svedskoj u koli¢ini IgE u odnsosu na rAra h 1, rAra
h 2, rAra h 3 nije statistiCki znacCajna. Medutim, znafajna razlika postoji izmedu
pacijenata iz Spanije i pacijenata iz SAD i Svedske. Spanski pacijenti su znatno rede
senzitizovani na rAra h 1, rAra h 2, i rAra h 3, a nivoi IgE su znatno nizi kod gpanskih
pacijenata nego kod Svedskih. IgE vezujuée sposobnosti Ara h 2 i Ara h 6 dominantno
zavise od konformacionih  epitopa [162, 163]. Najverovatnije je da
CMCEALQQIMENQ, peptid koji je identifikovan u MPOP frakciji, pored toga S§to je
deo linearnog epitopa Ara h 2 i Ara h 6, moZe da bude i deo potentnog konformacionog

epitopa zahvaljujuc¢i disulfidnom umrezavanju. Schocker i saradnici [163] su istrazivali
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prisustvo Ara h 2 u humanom mleku, i pronasli 5 tripti¢nih fragmenata koji poticu od
Ara h 2. Dva takva fragmenta (ANLRPCEQHLMQK i CMCEALQQIMENQSDR) su
identi¢na peptidima koji su identifikovani u MPOP frakciji oralno-gastri¢nog uzorka
ove studije. Ovi peptidi mogu da budu deo istog konformacionog epitopa u okviru kog

se drze zajedno sa nekoliko disulfidnih mostova.

Rezultati ove studije ukazuju da, nakon oralno-gastri¢ne digestije celog zrna Kikirikija,
prezivljavaju fragmenti velikih molekulskih masa rezistentnih na proteolizu, sa
pripadaju proteinima Ara h 1, 2, 3 i 6, i imaju uglavnom zadrzano strukturno jezgro.
Takode, mora se imati na umu i da se konformacioni epitopi alergena kikirikija (Ara h
1, Ara h 2, Ara h 3 i Ara h 6) zadrzavaju. Sa druge strane, velika koli¢ina nastalih
MPOP predstavljaju delove linearnih epitopa, sa zadrzanim Vvisokim alergenim
potencijalom. Stoga, moze se ocekivati da in vivo uslovima ove reaktivne vrste postanu
izlozene intestinalnom imunom sistemu, i da bivaju transportovane kroz cirkulaciju.
Povecana intestinalna permeabilnost (nastala pod uticajem razli¢itih fizioloskih i
patoloskih faktora), ili poremecaj uskih veza, moze da omoguci transport fragmenata
proteina kikirikija preko intestinalnog epitela. Stoga, kod pojedinaca alergi¢nih na
Kikiriki, ovi fragmenti, i u intestinumu i u cirkulaciji, mogu da izazovu alergijsku
reakciju. U intestinumu, ovi fragmenti mogu da dovedu do intestinalne anafilaksije
preko ¢elija zavisnih od mastocita IgE-FceRI-1L-13 [164], kao i preko histamin zavisnih

mezenteri¢nih limfnih ¢vorova i akumulacije dendriti¢nih ¢elija u lamina propria [165].
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7. Zaklju&ci

U skladu sa postavljenim ciljevima i studijskim zadacima, formirani su sledeci

zakljucci:

Kada se uporedi in vitro digestibilnost glavnih alergena kikirikija u
studijama koje su radene na preciS¢enim proteinima, sa rezultatima in vitro
digestije pod istim uslovima sa realnim matriksom hrane, kao u ovoj tezi,
zakljuCeno je da pepsinoliza proteina kikirikija iz celog zrna znatno

umanjena (glavni alergeni Ara h 1 i 3 su zasti¢eniji i do 500 puta),

Odmas¢ivanje, kao korak za olakSavanje analiza nakon digestije kikirikija,
rezultuje u velikom gubitku proteina iz ekstraktoma i digestoma, u ponekim
slu¢ajevima ¢ak preko 70% od ukupne pocetne koli¢ine. Uspeli smo da
optimizacijom analitickih tehnika, poput izoelektricnog fokusiranja,
izbegnemo odmascéivanje, ¢ime smo bili u stanju da okarakteriSemo
relevantiji proteom na primeru polena i relevantiji ekstraktom i digestom na

primeru lesSnika.

Talozenje proteina sa TCA/acetonom, kao metoda odmas¢ivanja, se
pokazalo kao bolje za proteine kikirikija, u poredenju sa odmas¢ivanjem n-
heksanom, u smislu reproduktivnosti onog profila koji je dobijen sa
neodmascenim uzorcima, kao 1 zbog veceg prinosa, tj manjim gubicima u
odnosu na n-heksan metodu (Sto ne znaci da se bez provere ovo primenjuje

za ostale tipove hrane).

Termicki tretmani su smanjili oslobadanje proteina u kiseloj sredini kakva se
nalazi u simuliranoj oralno-gastri¢noj tecnosti. Proteini Kikirikija su formirali
agregate nakon termiCkih tretmana, stoga je njihovo oslobadanje dodatno

bilo oslabljeno tokom gastricne faze.

Oslobadanje proteina kikirikija u oralno-gastrointestinalnoj fazi je imalo
suprotan trend: generalno su se proteini kikirikija viSe oslobadali, ali 1 viSe
digestovali. Najvise se se oslobodili proteini pe¢enog, potom kuvanog, a

najmanje proteini sirovog kikirikija.
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6. Digestija termicki obradenih kikiriki uzoraka u oralno-gastri¢noj fazi, u
odnosu na sirovi kikiriki, je bila smanjena znacajno, i to do istog nivoa kod

kuvanog i pecenog kikirikija.

7. Najpotentniji alergeni kikirikija, Ara h 2 i Ara h 6, velikim delom ostaju

netakntuti tokom oralno-gastri¢ne faze.

8. Peptidi malih masa otpornih na proteolizu koji poticu od Ara h 2 su
najpotentniji u IgE vezivanju, ukazuju¢i da mali peptidi Ara h 2 alergena
otporni na protelizu sadrze potentan epitop koji je od velikog klinickog

znacaja.

9. N- i C- terminalni delovi Ara h 1, kao i kisela sujedinica Ara h 3, su

najpodlozniji pepsinskoj hidrolizi.

10. Ara h 1 protein se kaskadno digestuje do velikih peptida otpornih na

proteolizu sa sa¢uvanim alergenim kapacitetom.

Sveukupno, glavni alergeni kikirikija i njihovi peptidi malih masa otpornih na
proteolizu, igraju krucijalnu ulogu u alergijskim reakcijama na kikiriki. U poredenju sa
studijama koje se bave in vitro digestijama precis¢enih proteina pod sli¢nim uslovima,
uticaj matriksa na digestibilnost se pokazao kao izuzetno znacajna stavka u otpornosti

alergena ka oralno-gastri¢noj i oralno-gastrointestinalnoj digestiji.
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8. Prilozi

Tabela 8.1 Uticaj odmas¢ivanja TCA/acetonom i n-heksanom na koncentraciju
proteina u te¢noj fazi nakon oralno-gastri¢ne i oralno-gastrointestinalne digestije (sa
odgovaraju¢im kontrolama) celog zrna sirovog i termicki procesovanog Kkikirikija.
Odredivanje je radeno BCA metodom i denzitometrijski Image Quant 1D TL 8.1

softverom.

NON defatted PEANUT GASTRIC PHASE protein concentration by ImageQuant TL minimum profile

NON defatted PEANUT GASTRIC PHASE protein concentration by BCA

RAW BOILED ROASTED
ct dg ct dg ct dg
16,34 9,97 12,94 9,12 13,3 7,24
16,3 9,76 12,72 8,95 12,78 7,06
27,8 22,38 11 4,23
25,2 21 14,96 6,92
21,4 15,8 12,8 9,0 13,0 6,4
74 26 70 30 49 51

Gastric (mg/ml) Intestinal (mg/ml)
RAW BOILED ROASTED RAW BOILED ROASTED
name of GEL | o, Dg ct Dg ct Dg ct Dg ct Dg ct Dg
sample
FULL 1 11,4 5,1 6,8 3,2 12,8 7,6
FULL 2 11,1 4,9 7 3,5 13 7,8
FULL3 10 4,7 6,7 3,6 11,7 6,8 N.D.
FULL4 9,2 4,6 6,6 2,2 9,8 6,6
AVERAGE 10,4 4,8 6,8 31 11,8 7,2 % of digestion
SD 1,0 0,2 0,2 0,6 1,5 0,6
% 46 54 46 54 61 39

TCA/ACETONE defattening GASTRIC&INTESTINAL PEANUT EXTRACT protein concentration by ImageQuant TL minimum profile

Gastric (mg/ml) Intestinal (mg/ml)
RAW BOILED ROASTED RAW BOILED ROASTED
name of GEL
sample Ct Dg Ct Dg Ct Dg Ct Dg Ct Dg Ct Dg
TCA1l 2,46 1,48 0.58 0,8 1,09 0,87 0,73 1,11 0,36 0,57 0,88 1,06
TCA2 1,99 1,46 0,79 1,01 1,47 1,18 0,45 0,48 0,26 0,41 0,36 0,55
TCA3 2,72 1,6 2 1,08 2,28 2,07 N.D.
TCA4 2,23 1,63 2,11 1,3 2,14 1,35
AVERAGE 2,35 1,54 1,63 1,05 1,75 1,37 0,59 0,80 0,31 0,49 0,62 0,80
SD 0,31 0,09 0,73 0,21 0,56 0,51 0,20 0,45 0,07 0,11 0,37 0,36
% 66 34 64 36 78 22
NON defatted PEANUT Gastrointestinal phase protein concen by BCA TCA GASTROINTESTINAL PHASE (mg/ml) BCA
RAW BOILED ROASTED Control Digest
Control Digest Control Digest Control Digest RAW 4,56 9,06 5 5,2
17,34 8,08 18,56 15,1 22,92 19,48 BOIL 4,46 4,2 53 7,46
17,3 9,5 19,9 16,32 24,74 20,74 ROAST 6,3 6,1 6,96 7,12
17,3 8,8 19,2 15,7 23,8 20,1
51 49 82 18 84 16
n-HEXANE defattening protein concentration by ImageQuant TL minimum profile
Gastric (mg/ml) Intestinal (mg/ml)
RAW BOILED ROASTED RAW BOILED ROASTED
name of GEL Ct Dg Ct Dg Ct Dg Ct Dg Ct Dg Ct Dg
sample
n-HEXANE 1 1,62 1,66 0,80 1,38 1,19 1,39 0,38 0,48 0,41 0,42 0,35 0,47
n-HEXANE 2 1,29 1,50 0,83 0,78 1,03 1,16 0,39 0,40 0,40 0.33 0,43 0,35
n-HEXANE 3 1,89 2,65 1,56 2,06 1,22 2,27 0,55 0,5 0,78 0,79 0,66 0,73
n-HEXANE 4 1,85 2,7 1,45 1,98 1,16 2,28 0,51 0,5 0,78 0,76 0,62 0,7
AVERAGE 1,66 2,13 1,16 1,55 1,15 1,78 0,46 0,47 0,59 0,66 0,52 0,56
SD 0,28 0,64 0,40 0,60 0,08 0,58 0,09 0,05 0,22 0,21 0,15 0,18
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Slika 8.1 Reprezentativni primer kvalitativnog poredenja sadrzaja post-translacionih
modifikacija izmedu kontrolnog i digestovanog uzorka sirovog kikirikija na primeru
fragmenta Ara h 3 alergena iz trake 11 na Slici 16.

Q647H3_ARAHY fragment Ara h 3 alergena iz kontrolnog uzorka kikirikija

%% 0N BB B
gd & ©cd @ e d
1 MGKLLALSVC FCFLVLGASS ISFRQQPEEN ACQFQRLNAQ RPDNRIESEG GYIETWNPNN QEFECAGVAL SRLVLRRNAL
&

] ]

[t

1
87 90 W 108 10809 115 11718

%%
d de dd h Eh h @8
81 RRPFYSNAPQ EIFIQQGRGY FGLIFPGCPS MPAg.QGR RHQSQRPPRR FQGQDQSQQQ QDSHQKVHREF DEGDLIAVPT

s
,_@

d
d—d = q—
- “: Acetylation (N-term) (+42.01)
2 [& Carbamidomethylation (+57.02)
& 8 Deamidation (NQ) (+0.98)
|—| da— Ethylation (+28.03)
I. eh Hydroxylation Pro (+15.99)
Methylation(others) (+14.02)
B Acetylation (N-term) (+42.01), Ornithine from Arginine (-42.02)
I:g i Carbamylation (+43.01), Methylation(kR) (+14.02)
o
197 201 204 22 25% 228 221
[} g @ g8 [}
61 GVAFWMYNDH DTDVVAVSLT DTNNNDNQLD QFPRRFNLAG NHEQEFLRYQ QQSRRRSLPY SPYSPQTQPK QEDREFSPRG
—
—S—
-
i
41 QHGRRERAGQ EQENEGGNIF SGFTPEFLAQ AFQVDDRQIL QNLRGENESD EQGAIVTVRG GLRILSPDRK RRQQYERPDE
d

378 378
21 EEEYDEDEYE YDEEERQHDR RRGRGSRGSG NGIEETICTA SFKKNIGRNR SPDIYNPQAG SLKTANELNL LILRWLGLSA

D - E——— —
404 468

d g
01 EYGNLYRNAL FVPHYNTNAH SIIYALRGRA HVQVVDSNGD RVFDEELQEG HVLVVPQNFA VAGKSQSENF EYVAFKTDSR
—.—1 -.—.—

—

435

d
51 PSIANLAGEN SFIDNLPEEV VANSYGLPRE QARQLKNNNP FKFFVPPSEQ SLRAVA
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Q647H3_ARAHY fragment Ara h 3 alergena iz digestovanog uzorka sirovog

kikirikija
64§ £d @ 3 s

1 MAKLLALSVC FCFLVLGASS ISFRQQPEEN ACQFQRLNAQ RPDNRLESEG GYIETWNPNN QEFECAGVAL SRLVLRRNAL
d J—
—
—_—
—

81 N 9 95 10809 115 11718

@ 88 ® ch h dd

51 RRPFYSNAPQ EIFIQQGRGY FGLIFPGCPS mmnﬁsn RHQSQRAPRR FEGEDQSQQQ QQDSHQKVRR FDEGDLIAVP

I —

|

—1 Carbamidomethylation (+57.02)
— 8 Deamidation (NQ) (+0.98)
& & Ethylation (+28.03)
— o Il-' H Hydroxylation Pro (+15.99)
g > 1@ Oxidation (M) (+15.99)
—_—

167 198 202 205 211 213 223 22927229
h h

[ d d d h
161 TGVALWMYND HDTDVVAVSL TDTNNNDNQL DQFPRRFNLA GNHEQEFLRY QQQSRRRSLP YSPYSPQSQP RQEEREFSPR
o L

:I—H— "

)
... S

241 GQHSRRERAG QEQENEGGNI FSGFTPEFLA QAFQVDDRQI LONLRGENES DEQGAIVTVR GGLRILSPDR KRRQQYERPD

=

321 EEEEYDEDEY EYDEEERQQD RRRGRGSRGR GNGIEETICT ASVKKNIGRN RSPDIYNPQA GSLKTANDLN LLILRWLGLS
—

401 AEYGNLYRNA LFVPHYNTNA HSIIYALRGR AHVQVVDSNG NRVYDEELQE GHVLVVPQNF AVAGKSQSDN FEYVAFKTDS

—

431 RPSIANLAGE NSIIDNLPEE VVANSYGLPR EQARQLKNNN PFKFFVPPSQ QSLGAVA

Tabela 8.2 Identifikacija proteina i njihovih fragmenata iz tacaka sa 2D SDS-PAGe
standardnog ekstrakta kikirikija, kontrolnog i digestovanog sirovog kikirikija (tacke su
obelezene na Slikama 18 i 20) pristupom tandem “bottom up” proteomike na Orbitrap
LTQ hibridu, uz primenu PEAKS Suite 8.5 softvera

STANDARDNI EKSTRAKT SIROVOG KIKIRIKIJA- IDENTITET PROTEINA 1Z TACAKA
OBELEZENIH NA SLICI 18
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# SPOT Protein | Protein Accession  Allergome Description Score (%) Score Coverage ~ Area # # Avg. Mass
Group 1D (-10igP) (%) under XIC Peptides Unique (Da)
1 34 Q6PSU3|Q6PS Arah1l Conarachin (Fragment)OS 99 169.82 14 7.72E+05 6 6 10 66575
1 1 30 sp|P43237|AL Arahl AllergenArah1l cloneP17 99 169.82 13 7.72E+05 6 6 10 70283
1 31 B3IXL2|B3IXL: Arah1l Mainallergen Arah10S=A 99 169.82 13 7.72E+05 6 6 10 70283
1 31 B3IXL2|B3IXL: Arah1l MainallergenArahl10S=A 99.1  171.66 14 8.16E+04 6 6 11 70283
2 1 34 Q6PSU3|Q6PS Arah1l Conarachin (Fragment) OS  99.1 171.66 15 8.16E+04 6 6 11 66575
1 30 sp|P43237|AL Arahl AllergenArah1 cloneP17 99.1 171.66 14 8.16E+04 6 6 11 70283
3 1 29 sp|P43238|AL Arah1 AllergenArahl cloneP41 99.1  183.28 14 4.86E+05 7 7 14 71345
1 5 Q647H4|Q647 Arah3 Arachin Ahy-10S=Arachis  99.1  177.17 20 3.98E+05 6 2 17 61506
4 1 9 Q8LKN1|Q8Lk Arah3 Allergen Arah3/Arah4 0S=,  99.1 177.17 20 3.98E+05 6 2 17 61738
2 13 Q9FZ11|Q9FZ Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea 99 157.43 17 8.59E+05 5 1 14 60449
2 7  BSTYU1|BSTY Arah3 Arachin Arah3isoform0S: 99 157.43 17 8.59E+05 5 1 14 60624
1 13 Q9FZ11|Q9FZ Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea 99.2  207.35 31 7.04E+06 12 4 83 60449
5 2 3 Q647H3|Q647 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis  99.1  187.49 27 8.79E+05 10 2 74 61532
4 1 AIDZFO|A1DZ Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypc 99.1 185.76 24 1.52E+05 8 1 66 60375
3 15 Q516T2|Q516T Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachis  99.1  182.47 27 4.73E+04 9 1 67 60736
1 24 Q6IWGS5|Q6I\ Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Ar:  98.5 112.5 15 2.44E+06 4 3 10 58061
6 1 26 QOGM57|Q0C Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachishyp  98.5 112.5 15 2.44E+06 4 3 10 58263
1 27 E5G077|E5GO Arah3 Arah3allergen OS=Arachi  98.5 112.5 15 2.44E+06 4 3 10 58305
7 spot not processed
8 spot not processed
9 spot not present/identified on the gel
1 24 Q6IWGS5|Q6I\ Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Ari  99.2  232.01 31 3.96E+06 12 3 60 58061
1 26 QOGM57|Q0C Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachishyp  99.2 232.01 31 3.96E+06 12 3 60 58263
10 2 27 E5G077|E5GO Arah3 Arah3allergen OS=Arachi 99.2  202.54 31 1.87E+05 9 1 39 58305
4 1  A1DZFO|A1DZ Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypc 98.8 148 9 2.44E+05 3 2 4 60375
3 3 Q647H3|Q647 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis  98.7  113.06 9 6.89E+05 4 2 5 61532
11 spot not processed
1 5 Q647H4|Q647 Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachis 99.2 259.77 30 2.72E+06 12 5 133 61506
12 1 11 Q6T2T4|Q6T2 Arah3 Storage protein OS=Arachi  99.2 259.77 30 2.72E+06 12 5 133 61499
3 3 Q647H3|Q647 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis 99.1 201.43 24 0.00E+00 7 1 58 61532
13 spot not processed
1 15 Q647H3|Q647 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis 99.2 330.17 32 71800000 44 5 899 61532
14 6 7 Q647H4|Q647 Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachis 99.2 316.97 30 8200000 40 5 755 61506
6 12 Q6T2T4|Q6T2 Arah3 Storage protein OS=Arachi  99.2 316.97 30 8200000 40 5 755 61499
15 spot not present/identified on the gel
8 17551 sp|Q6PSU2|C Arah2 Conglutin-7 OS=Arachishy 92.6 100.56 23 2.10E+06 3 2 3 20114
16 3 315 AOAOA6ZDT3| n/a Serine hydroxymethyltrans  34.4 22.48 1 4.31E+05 1 1 1 51979
3 323 AOAOAG6ZDRI| n/a Serine hydroxymethyltrans  34.4 22.48 1 4.31E+05 1 1 1 52010
8 17550 sp|Q6PSU2-3| Arah2 Isoform 3 of Conglutin-7C  92.6 140.56 23 4.10E+06 3 3 4 19795
17 8 17551 sp|Q6PSU2|C Arah2 Conglutin-7 OS=Arachishy  92.6 140.56 23 4.10E+06 3 3 4 20114
20 9619 AOAOA1EUV7| n/a Actin (Fragment) OS=Aract  69.8 53.04 6 1.56E+06 1 1 1 35884
8 17548 sp|Q6PSU2-4| Arah2 Isoform 4 of Conglutin-7 C 86 81.31 21 8.36E+05 2 2 4 18380
8 17549 sp|Q6PSU2-2| Arah2 Isoform 2 of Conglutin-7 C 86 81.31 21 8.36E+05 2 2 4 18700
8 17550 sp|Q6PSU2-3| Arah2 Isoform 3 of Conglutin-7C  85.7 81.31 19 8.36E+05 2 2 4 19795
18 8 17551 sp|Q6PSU2|C Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hy  85.7 81.31 19 8.36E+05 2 2 4 20114
15 1975 AOAOA6ZDP1| n/a Glyceraldehyde-3-phosphz  55.3 33.8 8 3.59E+02 1 1 2 20101
15 1267 AOAOA6ZDTO| n/a Glyceraldehyde-3-phosphz  55.3 33.8 8 3.59E+02 1 1 2 20099
8 17548 sp|Q6PSU2-4| Arah2 Isoform 4 of Conglutin-7 C 86 81.31 21 8.36E+05 2 2 4 18380
8 17549 sp|Q6PSU2-2| Arah2 Isoform 2 of Conglutin-7 C 86 81.31 21 8.36E+05 2 2 4 18700
6 269 E6Y6S5|E6Y6S n/a Acetyl-CoA carboxylase 4 ¢ 86.7 34.93 0 2.70E+06 1 1 1 252122
19 6 276 E6YBS3|E6Y6S n/a Acetyl-CoA carboxylase 2 ( 85.1 34.93 0 2.70E+06 1 1 1 251791
6 143  E6Y6S2|E6Y6S n/a Acetyl-CoA carboxylase 1 70.6 34.93 0 2.70E+06 1 1 1 252204
6 3728 AS5Z1RO|ASZ1l Arah6 Arah6 OS=Arachis hypogs 98.4 133.08 27 1.00E+07 3 3 24 16920
6 3727 sp|Q647G9|C Arah6 Conglutin OS=Arachis hypc  98.4 133.08 27 1.00E+07 3 3 24 16920
11 1 A1DZFO|A1DZ Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypc 84.3 81.48 5 3.09E+04 2 2 2 60375
20 11 17 Q9SQH7|Q9S( Arah3 Glycinin OS=Arachis hypog  84.3 81.48 5 3.09E+04 2 2 2 61011
11 5 Q647H4|Q647 Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachis 84.3 81.48 5 3.09E+04 2 2 2 61506
11 11 Q6T2T4|Q6T2 Arah3 Storage protein OS=Arachi 84.3 81.48 5 3.09E+04 2 2 2 61499
11 9 Q8LKN1|Q8Lk Arah3 Allergen Arah3/Arah4 OS=, 84.3 81.48 5 3.09E+04 2 2 2 61738
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Protein Protein . L Score Coverage Area # # Avg. Mass
# SPOT Accession  Allergome Description Score (%) ) .
Group ID (-10lgP) (%)  under XIC Peptides Unique (Da)
1 3728 ASZ1RO|A5Z1l Arah6 Arah 6 0S=Arachis hypoge 96.4 123.08 26 1.00E+07 3 3 23 16920
1 3727 sp|Q647G9|C Arah6 Conglutin OS=Arachis hypc  96.4 123.08 26 1.00E+07 3 3 23 16920
21 6 99 E6YGR4|EGY6l n/a Biotin carboxylase 1 0S=A  88.6 49.41 1 1.89E+06 1 1 4 58975
6 101 E6YBR6|E6Y6l  n/a Biotin carboxylase 30S=A  88.6 49.41 1 1.89E+06 1 1 4 58933
6 191 E6Y6R7|E6Y6l n/a Biotin carboxylase 4 0S=A  81.7 49.41 1 1.89E+06 1 1 4 58984
2 6 15 Q647H3|Q647 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis  99.1 132.13 17 8.07E+03 5 1 11 61532
7 2 AIDZFO|A1DZ Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypc 99.1 127.52 18 1.83E+03 5 1 10 60375
23 spot not processed
24 spot not processed
25 spot not processed
8 3728 RO|A5Z1RO_AF Arah6 Arah 6 0S=Arachis hypogs 63.5 65.55 8 2.39E+06 1 1 10 16920
8 3727 47G9|CONG_/ Arah6 Conglutin OS=Arachis hypc  63.5 65.55 8 2.39E+06 1 1 10 16920
A 10 1975 P1|AOAOA6ZDI n/a  Glyceraldehyde-3-phosphe  82.2 57.47 12 1.21E+05 2 2 2 20101
10 1267 TO|AOAOA6ZD n/a Glyceraldehyde-3-phosphe ~ 82.2 57.47 12 1.21E+05 2 2 2 20099
11 2989 T2BIMO|T2B¢ n/a Fructose-bisphosphate ald ~ 61.3 44.07 4 9.23E+03 1 1 1 38383
21 2163 Q5UIP7|Q5UI  n/a Alcohol dehydrodenase (FI 59.2 35.49 5 1.18E+04 1 1 1 19734

KONTROLNI UZORAK SIROVOG KIKIRIKIJA - IDENTITET PROTEINA 1Z TACAKA
OBELEZENIH NA SLICI 20

Protein Protein

Score Coverage

Area

Avg. Mass

A ion All Descripti S % # Peptid
# SPOT Group D ccession lergome escription core (%) (-10/gP) %) under XIC eptides Unique Da)
1to7 Spots not processed
1 2 AIDZFO|A1l Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypogaea PE=2¢ 99.1  231.37 29 3.84E+06 13 7 104 60375
5 13 Q9Fz11|Q9l Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea GN=Glyl1 Pl ~ 98.8 139.6 8 3.95E+04 5 1 35 60449
8 10 41 Q6IWG5|Qf Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypog:  84.2 54.9 3 1.74E+05 1 1 5 58061
10 42  QOGMS57|Qf Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  84.2 54.9 3 1.74E+05 1 1 5 58263
10 45 E5G077|E5C Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachis hypogaea  84.2 54.9 3 1.74E+05 1 1 5 58305
9 Spot is not present/identified in the gel
1 2 AIDZFO|A1l Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypogaea PE=2¢ 99.1  231.37 29 3.84E+06 13 7 104 60375
5 13 Q9FZ11|Q9l Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea GN=Glyl1 Pl  98.8 139.6 8 3.95E+04 5 1 35 60449
10 10 41 Q6IWG5|Q¢ Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypog:  84.2 54.9 3 1.74E+05 1 1 5 58061
10 42  QOGMS57|Qf Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  84.2 54.9 3 1.74E+05 1 1 5 58263
10 45 E5G077|E5C Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachis hypogaea  84.2 54.9 3 1.74E+05 1 1 5 58305
11 Spot is not processed
1 13 Q9F711|Q9l Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea GN=Gly1 Pl 99.2  216.57 36 4.26E+04 16 1 132 60449
1 5 Q516T2|Q5I Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachis hypogaea Pl 99.2  216.57 35 4.26E+04 16 1 132 60736
1 15 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 99.2  216.57 35 4.26E+04 16 1 132 61532
12 3 7 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl  99.2  215.35 46 3.91E+04 17 3 124 61506
9 41 Q6IWG5|Qf Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypog:  79.4 52.07 5 3.03E+04 1 1 1 58061
9 42  QOGMS57|Qf Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  79.4 52.07 5 3.03E+04 1 1 1 58263
9 45  E5G077|E5C Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachis hypogaea  79.4 52.07 5 3.03E+04 1 1 1 58305
13 Spot is not processed
1 41 Q6IWG5|Q¢ Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypog  99.2  297.31 34 3.77E+07 43 5 859 58061
1 42  QOGMS57|Qf Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  99.2  297.31 34 3.77E+07 43 5 859 58263
2 45 ES5GO077|ESC Arah3 Arah 3 allergen OS=Arachis hypogaea  99.2  276.42 34 7.85E+05 33 1 659 58305
14 3 7 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl 99.2  232.93 35 5.03E+05 22 5 120 61506
3 12 Q6T2T4|Q6 Arah3 Storage protein OS=Arachis hypogaea  99.2  232.93 35 5.03E+05 22 5 120 61499
4 2 AIDZFO|A1l Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypogaea PE=2¢ 99.2  229.37 36 8.75E+04 21 3 116 60375
5 15 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1  215.69 23 1.51E+06 19 1 112 61532
6 13 Q9F711|Q91 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea GN=Gly1 Pl 99.1  194.28 22 4.33E+04 13 1 86 60449
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15 Spot is not processed
4 216 Q6IWG5|Qf Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypogi  99.1 170.72 42 4.81E+06 17 17 75 58061
4 217 QOGM57|Ql Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  99.1 170.72 42 4.81E+06 17 17 75 58263
6 215 sp|Q6PSU2| Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hypogaea PE=  99.1 137.02 69 1.23E+06 11 11 54 20114
16 7 89 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1 167.25 44 1.77E+05 16 1 27 61532
8 87 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1 164.27 40 6.65E+03 15 1 24 61506
8 88 Q6T2T4|Q6 Arah3 Storage protein OS=Arachis hypogaea 99.1 164.27 40 6.65E+03 15 1 24 61499
11 85 BS5TYU1|B5 Arah3 Arachin Arah3 isoform OS=Arachis hyg ~ 99.1 154.03 32 3.50E+04 13 1 20 60624
12 219 sp|Q647H2| Arah3 Arachin Ahy-3 OS=Arachis hypogaea Pl  99.1 137.07 24 7.36E+05 7 7 20 54569
1 216 Q6IWG5|Qf Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypogi  99.2 248.23 37 8.32E+06 26 21 153 58061
1 217 QOGM57|Q¢ Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  99.2 248.23 37 8.32E+06 26 21 153 58263
2 215 sp|Q6PSU2| Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hypogaea PE=  99.1 185.99 73 1.58E+06 15 15 59 20114
4 89 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1 212.25 34 1.75E+05 19 4 31 61532
5 84 A1DZFO|A1L Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypogaea PE=2¢ 99.1 204.86 36 8.57E+04 15 1 30 60375
17 6 85 BSTYU1|BS Arah3 Arachin Arah3isoform OS=Arachis hyp ~ 99.1 194.34 35 1.42E+04 15 1 26 60624
10 219 sp|Q647H2| Arah3 Arachin Ahy-3 OS=Arachis hypogaea PI  99.1 154.19 18 8.67E+04 6 4 11 54569
4 216 Q6IWG5|Qf Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypogi  99.1 207.01 33 1.42E+06 14 13 57 58061
4 217 QOGM57|Ql Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  99.1 207.01 33 1.42E+06 14 13 57 58263
5 215 sp|Q6PSU2| Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hypogaea PE= 99 145.32 41 1.17E+06 6 6 51 20114
7 87 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1 153.45 29 0.00E+00 9 1 20 61506
7 88 Q6T2T4|Q6 Arah3 Storage protein OS=Arachis hypogaea  99.1 153.45 29 0.00E+00 9 1 20 61499
9 89 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1 160.75 27 1.26E+04 9 1 17 61532
13 1745 E9LFE8|E9L n/a 11S arachin (Fragment) OS=Arachis hy]  89.4 43.54 11 4.33E+03 2 2 2 28290
18 14 1679 Q38711|Q3 n/a Galactose-binding lectin (Fragment) O¢  83.5 54.26 17 2.84E+04 2 2 2 29134
14 1680 sp|P02872| n/a Galactose-binding lectin OS=Arachis v~ 83.5 54.26 16 2.84E+04 2 2 2 29325
14 1681 AOA089ZXL7  n/a Peanut agglutinin variant OS=Arachish  83.5 54.26 16 2.84E+04 2 2 2 29407
19 518 AIDZE9|All Arah6 Conglutin 8 OS=Arachis hypogaea PE=. 61.7 72.02 10 9.54E+03 1 1 1 16833
19 516 A5Z1RO|ASz Arah6 Arah6 OS=Arachis hypogaea GN=Ara 61.4 72.02 10 9.54E+03 1 1 1 16920
19 517 sp|Q647G9|Ara h 6.01( Conglutin OS=Arachis hypogaea PE=1! 61.4 72.02 10 9.54E+03 1 1 1 16920
21 2784 Q647G4|Q6 Ara h 10.0: Oleosin 2 (Fragment) OS=Arachis hypo ~ 61.2 39.36 7 1.99E+03 1 1 1 15527
21 2785 Q647G5|Q6 Ara h 10.0:Oleosin 1 OS=Arachis hypogaea PE=2¢  61.2 39.36 7 1.99E+03 1 1 1 17753
2 216 Q6IWG5|Qf Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypogi  99.1 241.19 28 5.39E+06 18 16 127 58061
2 217 QOGM57|Ql Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  99.1 241.19 28 5.39E+06 18 16 127 58263
4 215 sp|Q6PSU2| Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hypogaea PE= 99 164.72 41 3.49E+06 9 9 76 20114
19 7 87 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1 161.05 21 3.80E+03 6 1 19 61506
7 88 Q6T2T4|Q6 Arah3 Storage protein OS=Arachis hypogaea  99.1 161.05 21 3.80E+03 6 1 19 61499
8 89 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea PI 99 160.46 19 1.80E+05 8 2 20 61532
16 516 A5Z1RO|ASz Arah6 Arah6 OS=Arachis hypogaea GN=Ara 58.6 27.33 7 3.24E+03 1 1 1 16920
16 517 sp|Q647G9|Ara h 6.01( Conglutin OS=Arachis hypogaea PE=1! 58.6 27.33 7 3.24E+03 1 1 1 16920
#SPOT Protein | Protein Accession  Allergome Description Score (%) Score Coverage  Area # # #PSM Avg. Mass
Group D (-101gP) (%)  under XIC Peptides Unique (Da)
4 517 sp|Q647G9|Ara h 6.01( Conglutin OS=Arachis hypogaea PE=1¢ 99.1 180.32 57 6.48E+05 8 8 55 16920
4 516 A5Z1RO|A5z Arah6 Arah6 OS=Arachis hypogaea GN=Ara  99.1  180.32 57 6.48E+05 8 8 55 16920
6 429 Q5XXQ4|Q5 Arah8 PR10 protein OS=Arachis hypogaea GN  98.1 67.76 43 5.74E+04 3 3 8 16218
6 430 BOYIUS|BOY Arah8 Arah8allergenisoform OS=Arachishy 98.1 67.76 42 5.74E+04 3 3 8 16413
8 216 Q6IWG5|Qf Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypogi  84.2 70.73 8 3.37E+04 2 2 6 58061
8 217 QOGM57]|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  84.2 70.73 8 3.37E+04 2 2 6 58263
8 218 ES5GO077|ESC Arah3 Arah3allergen OS=Arachis hypogaea  84.2 70.73 8 3.37E+04 2 2 6 58305
9 87 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl 79.3 41.36 2 1.04E+03 1 1 1 61506
20 9 88 Q6T2T4|Q6 Arah3 Storage protein OS=Arachis hypogaea  79.3 41.36 2 1.04E+03 1 1 1 61499
9 89 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 79.3 41.36 2 1.04E+03 1 1 1 61532
9 90 Q8LKN1|Q8 Arah3 Allergen Arah3/Arah4 OS=Arachis hypc  79.3 41.36 2 1.04E+03 1 1 1 61738
10 2788 Q2PXN9|Q2 n/a Dessication protectant protein LEA14  61.3 40.7 12 2.27E+03 1 1 2 16112
10 3802 ESFHZ5|ESF  n/a Late embryogenesis abundant protein  61.3 40.7 11 2.27E+03 1 1 2 17041
16 204 E9LFE7|EOSL Arah1l 7S conarachin (Fragment) OS=Arachis| 58.5 28.38 11 1.36E+03 1 1 1 15873
16 205 Q6PSU5|Q6 Arahl Conarachin (Fragment) OS=Arachis hy;  58.5 28.38 5 1.36E+03 1 1 1 33604
16 206 Q6PSU6|Q6 Arah1l Conarachin (Fragment) OS=Arachis hyy  58.5 28.38 5 1.36E+03 1 1 1 34133
16 3470 Q6PSU4|Q6 Arah1l Conarachin (Fragment) OS=Arachis hyy  58.5 28.38 4 1.36E+03 1 1 1 48095
4 516 AS5Z1RO|ASZ Arah6 Arah6 OS=Arachis hypogaea GN=Ara  98.8  152.88 39 2.24E+05 8 8 36 16920
4 517 sp|Q647G9|Ara h 6.01( Conglutin OS=Arachis hypogaea PE=1¢ 98.8 152.88 39 2.24E+05 8 8 36 16920
21 7 216 Q6IWG5|Q¢ Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypog:  86.9 84.99 7 2.74E+04 3 3 6 58061
7 218 ES5GO077|ES5C Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachis hypogaea  86.9 84.99 7 2.74E+04 3 3 6 58305
7 217 QOGM57|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  86.9 84.99 7 2.74E+04 3 3 6 58263
22to0 24 Spots not processed
1 15 Q647H3|Q6 Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1  326.12 32 8.10E+07 41 5 840 61532
4 3 B5TYU1|B5 Arah3 Arachin Arah3 isoform OS=Arachis hyp  99.1 322.8 32 8.50E+07 34 2 679 60624
6 7 Q647H4|Q6 Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hypogaea Pl 99.1  317.45 32 5.49E+06 38 6 673 61506
25 6 12 Q6T2T4|Q6 Arah3 Storage protein OS=Arachis hypogaea  99.1  317.45 32 5.49E+06 38 6 673 61499
5 13 Q9FZ11|Q9l Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea GN=Glyl1 Pl  99.1 308.92 32 5.86E+06 32 3 714 60449
9 41  Q6IWG5|Q¢ Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arachis hypoge  99.1 188.56 18 2.57E+05 13 1 31 58061
9 42 QOGM57|Qf Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypogaea PE=2  99.1  188.56 18 2.57E+05 13 1 31 58263
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#SPOT Protein Protein Accession  Allergome Description Score (%) Score Coverage Area # # Avg. Mass
Group ID (-10IgP) (%) under XIC Peptides Unique (Da)
2 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy 99.1  205.33 28 5.40E+04 10 2 84 61532
3 3  BSTYU1|B5S Arah3  ArachinArah3isoform0S=A  99.1  204.18 28 6.14E+03 10 1 78 60624
4 7 Q647H4|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-1 0S=Arachishy  99.1 191.6 28 1.64E+04 10 3 74 61506
4 12 Q6T2T4|Qf Arah3  Storage protein OS=Arachist  99.1 191.6 28 1.64E+04 10 3 74 61499
1 6 18 NING13|N Arahl Seedstorage proteinArahl: 99.1  128.17 14 9.75E+04 5 5 27 71345
6 20 sp|P43238] Arah1l AllergenArah1 cloneP41B  99.1  128.17 14 9.75E+04 5 5 27 71345
6 27 Q6PSU4|Q¢ Arahl  Conarachin (Fragment) 0S=A 99.1  128.17 21 9.75E+04 5 5 27 48095
7 41 Q6IWG5|Q Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  98.7  100.37 17 5.36E+04 4 3 11 58061
7 42 QOGM57|C  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 98.7 100.37 17 5.36E+04 4 3 11 58263
2 Spot was not processed
1 18 NING13|N Arahl Seedstorage proteinArahl: 99.2  286.27 44 1.88E+06 30 6 282 71345
1 20 sp|P43238] Arahl AllergenArah1l cloneP41B  99.2  286.27 44 1.88E+06 30 6 282 71345
2 26 Q6PSU3|Qt Arahl  Conarachin (Fragment) 0S=A 99.2  280.01 44 1.15E+05 28 4 248 66575
2 21 sp|P43237| Arahl AllergenArah1 cloneP170 99.2  280.01 42 1.15E+05 28 4 248 70283
2 23 B3IXL2|B3l Arahl Mainallergen Arahl0S=Ara 99.2  280.01 42 1.15E+05 28 4 248 70283
3 3 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy 99.1  204.93 28 4.07E+05 12 2 101 61532
5 3 BSTYU1|BS Arah3  ArachinArah3isoform0S=A 99.1  202.39 28 1.16E+05 12 1 86 60624
6 7 Q647H4|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachishy  99.1 185.1 22 9.42E+03 9 1 80 61506
6 12 Q6T2T4|Q¢ Arah3  Storage protein OS=Arachist  99.1 185.1 22 9.42E+03 9 1 80 61499
14 41 Q6IWG5|Q  Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  83.6 61.56 7 1.77E+05 2 1 2 58061
14 42  QOGMS57|Q Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 83.6 61.56 7 1.77E+05 2 1 2 58263
14 45 E5GO077|E5 Arah3  Arah3allergen OS=Arachist  83.6 61.56 7 1.77E+05 2 1 2 58305
4 Spot was not processed
1 13 Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.2  229.99 41 1.18E+05 16 1 187 60449
5 8 41 Q6IWG5|Q Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  83.8 56.1 7 4.93E+04 2 1 3 58061
8 42 QOGM57|C  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 83.8 56.1 7 4.93E+04 2 1 3 58263
8 45 E5GO077|E5 Arah3  Arah3allergen OS=Arachist  83.8 56.1 7 4.93E+04 2 1 3 58305
# SPOT Protein | Protein Accession  Allergome Description Score (%) Score ' Coverage  Area # # #PSM Avg. Mass
Group 1D (-10IgP) (%) under XIC Peptides Unique (Da)
6 Spot was not processed
1 69 Q6PSUS|Q¢ Arah1l Conarachin (Fragment) OS=A  99.1 263.37 45 1.12E+06 20 7 217 33604
1 18 NING13|N Arah1 Seed storage protein Ara hl 99.1 263.37 21 1.12E+06 20 7 217 71345
1 20 sp|P43238| Arahl Allergen Ara h 1 clone P41B 99.1 263.37 21 1.12E+06 20 7 217 71345
2 26 Q6PSU3|Q¢ Arah1l Conarachin (Fragment) OS=A  99.1 230.39 17 1.30E+03 14 1 174 66575
2 23 B3IXL2|B3I Arah1 Main allergen Ara h1 OS=Ara  99.1 230.39 16 1.30E+03 14 1 174 70283
7 2 21  sp|P43237| Arah1l Allergen Arah 1 cloneP170  99.1 230.39 16 1.30E+03 14 1 174 70283
2 57 Q6PSUG|Q¢ Arah1l Conarachin (Fragment) 0S=A  99.1 230.39 33 1.30E+03 14 1 174 34133
3 13 Q9FZ11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.1 160.62 36 6.10E+04 13 2 56 60449
7 2 A1DZFO|Al Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypoge  99.1 147.7 37 3.91E+03 12 1 48 60375
5 15 Q647H3|Qt Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy  99.1 146.57 37 6.76E+03 12 1 50 61532
12 41 Q6IWG5|Q Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 97.9 55.98 12 6.44E+04 3 2 7 58061
12 42 QOGM57|C  Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  97.9 55.98 12 6.44E+04 3 2 7 58263
8 Spot was not processed
1 41 Q6IWG5|Q  Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 99.1 253.41 31 14300000 23 4 184 58061
1 42 QOGM57|C  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  99.1 253.41 31 14300000 23 4 184 58263
4 15 Q647H3|Qt Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy  99.1 192.61 26 577000 13 2 48 61532
6 7 Q647H4|Q¢  Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hy  99.2 188.29 31 63300 12 3 41 61506
9 6 12 Q6T2T4|Q¢ Arah3 Storage protein OS=Arachist  99.2 188.29 31 63300 12 3 41 61499
13 59 Q647H1|Q647H1_ARAHY Conarachin OS=Arachis hypo 99.1 139.13 14 241000 6 6 15 75933
12 27 Q6PSU4|Q¢ Arah1  Conarachin (Fragment) 0S=A  98.2 95.52 12 90800 3 3 12 48095
12 18 NING13|N Arah1 Seed storage protein Ara hl 98.2 95.52 8 90800 3 3 12 71345
12 20 sp|P43238| Arahl Allergen Ara h 1 clone P41B 98.2 95.52 8 90800 3 3 12 71345
16 92 sp|Q647H2 Arah3 Arachin Ahy-3 OS=Arachis hy  88.2 72.23 5 54500 2 2 3 54569
10 5 272 D8KXX2|D8 n/a AO2 OS=Arachis hypogaea P 37.3 30.55 1 3.44E+03 1 1 1 148235
1 7 Q647H4|Q¢  Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hy  99.1 235.54 28 6350000 20 4 300 61506
1 12 Q6T2T4|Q¢ Arah3 Storage protein OS=Arachist  99.1 235.54 28 6350000 20 4 300 61499
1 5 13  Q9FZ11|Q8 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G  99.1 193.59 22 564000 13 1 119 60449
7 41 Q6IWG5|Q Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 99.1 179.89 29 708000 14 2 98 58061
7 42 QOGMS57|C  Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  99.1 179.89 29 708000 14 2 98 58263
8 45  E5G077|E5 Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachist  99.1 164.64 29 0 11 1 74 58305
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1 7 Q647H4|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-10S=Arachishy 99.1  162.19 25 85400 8 1 38 61506
12 1 12 Q6T2T4|Q¢ Arah3  Storage protein OS=Arachist 99.1 162.19 25 85400 8 1 38 61499
6 41 Q6IWG5|Q Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  82.8 54.94 10 16700 2 2 3 58061
6 42  QOGMS57|C Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 82.8 54.94 10 16700 2 2 3 58263
1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 304.12 26 15800000 24 1 506 61532
3 3  BSTYU1|BS Arah3  ArachinArah3isoform0S=A 99.1  303.67 28 6880000 23 2 499 60624
5 13 Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G  99.1 287.35 22 4320000 20 2 478 60449
13 6 7 Q647H4|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachishy  99.1 286.03 28 1970000 22 4 418 61506
6 12 Q6T2T4|Qf Arah3  Storage protein OS=Arachist  99.1 286.03 28 1970000 22 4 418 61499
9 41 Q6IWG5|Q Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  99.1 198.84 18 3130000 11 5 35 58061
9 42 QOGMS57|C Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 99.1  198.84 18 3130000 11 5 35 58263
3 3 B5TYU1|B5 Arah3  Arachin Arah3isoform 0S=A  99.2 339.69 33 42100000 42 2 832 60624
1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.2 338.17 32 78800000 44 5 899 61532
6 7 Q647H4|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-1 0S=Arachishy 99.2  326.97 30 8200000 40 6 755 61506
14 6 12 Q6T2T4|Q¢ Arah3  Storage protein OS=Arachist 99.2 326.97 30 8200000 40 6 755 61499
5 13 Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.2 324.5 33 6980000 35 3 788 60449
9 41 Q6IWG5|Q Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  99.1 194.92 16 1980000 14 2 80 58061
9 42 QOGM57|C  Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  99.1 194.92 16 1980000 14 2 80 58263
1 41 Q6IWG5|Q Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  98.9 116.4 10 17300 4 3 10 58061
1 45 E5GO077|E5 Arah3  Arah3allergen OS=Arachist  98.9 116.4 10 17300 4 3 10 58305
15 1 42  QOGMS57|C  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 98.9 116.4 10 17300 4 3 10 58263
2 13 Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G  98.8 106.02 12 1480 5 1 6 60449
2 5 Q516T2|Q5 Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachishy  98.8 106.02 11 1480 5 1 6 60736
2 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  98.8 106.02 11 1480 5 1 6 61532
1 216 Q6IWG5|Q  Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  99.1 279.74 44 1.10E+07 24 19 176 58061
1 217 QOGMS7|G  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 99.1  279.74 44 1.10E+07 24 19 176 58263
2 215 sp|Q6PSU2  Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hypc ~ 99.1 216.68 70 3.87E+06 16 16 82 20114
3 219 sp|Q647H2 Arah3  Arachin Ahy-3 OS=Arachishy  99.1 239.93 35 2.26E+06 13 11 45 54569
16 6 89 Q647H3|Qt Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 219.97 40 1.83E+05 16 2 23 61532
9 85 B5TYU1|BS Arah3  ArachinArah3isoform 0S=A  99.1 199.25 34 1.42E+04 12 1 17 60624
15 1679 Q38711|Q: n/a Galactose-binding lectin (Fra 83 43.8 17 1.19E+04 2 2 2 29134
15 1680 sp|P02872| n/a Galactose-binding lectin OS= 83 43.8 16 1.19E+04 2 2 2 29325
15 1681 AOA089ZXL n/a Peanut agglutinin variant OS: 83 43.8 16 1.19E+04 2 2 2 29407
Protein Protein Score Coverage Area # # Avg. Mass
# SPOT Group D Accession  Allergome Description Score (%) (-101gP) %) 4 under XIC | Peptides Unique #PSM g(Da)
1 216 Q6IWG5|Q  Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac 99.1 250 27 1.76E+06 19 19 100 58061
1 217 QOGM57|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  99.1 250 27 1.76E+06 19 19 100 58263
2 215 sp|Q6PSU2  Arah2  Conglutin-7 OS=Arachis hypc ~ 99.1 193.67 50 3.02E+05 9 9 34 20114
5 84 A1DZFO|A1 Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypog:  98.9 83.58 20 1.75E+04 5 3 8 60375
17 5 87 Q647H4|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachishy 98.9 83.58 20 1.75E+04 5 3 8 61506
6 219 sp|Q647H2 Arah3 Arachin Ahy-3 OS=Arachishy  98.5 127.14 10 1.74E+04 3 3 7 54569
8 89 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  97.6 79.08 12 5.83E+03 3 1 4 61532
8 83 Q9FZ11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 97.2 79.08 12 5.83E+03 3 1 4 60449
8 86 Q516T2|Q5 Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachishy  97.2 79.08 12 5.83E+03 3 1 4 60736
5 216 Q6IWG5|Q Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 99.1 168.44 23 1.55E+06 12 11 57 58061
5 217 QOGM57|Q Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 99.1 168.44 23 1.55E+06 12 11 57 58263
6 215 sp|Q6PSU2  Arah2 Conglutin-7 OS=Arachis hypc 99 118.27 38 4.95E+05 5 5 27 20114
8 88 Q6T2T4|Q€ Arah3  Storage protein OS=Arachist  99.1 137.79 20 3.81E+04 7 2 11 61499
8 87 Q647H4|Q¢ Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hy  99.1 137.79 20 3.81E+04 7 2 11 61506
14 204 EOLFE7|ESL Arah1l 7S conarachin (Fragment) OS  80.6 38.61 21 1.74E+04 2 2 2 15873
18 14 205 Q6PSUS|Q¢ Arah1l  Conarachin (Fragment) 0S=A  80.6 38.61 10 1.74E+04 2 2 2 33604
14 206 Q6PSU6|Qt  Arahl Conarachin (Fragment) 0S=A  80.6 38.61 10 1.74E+04 2 2 2 34133
14 3470 Q6PSU4|Q¢ Arah1l  Conarachin (Fragment) 0S=A  80.6 38.61 7 1.74E+04 2 2 2 48095
14 207 Q6PSU3|Qt Arahl Conarachin (Fragment) 0S=A  80.6 38.61 5 1.74E+04 2 2 2 66575
14 208 B3IXL2|B3l. Arah1l Mainallergen Ara h1 OS=Ara  80.6 38.61 5 1.74E+04 2 2 2 70283
14 209 sp|P43237| Arahl AllergenArah 1 cloneP170 80.6 38.61 5 1.74E+04 2 2 2 70283
14 274 NINGI13|N Arahl Seed storage proteinArahl  80.6 38.61 5 1.74E+04 2 2 2 71345
14 275 sp|P43238] Arah1l Allergen Ara h 1 clone P41B 80.6 38.61 5 1.74E+04 2 2 2 71345
1 216 Q6IWG5|Q  Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac~ 99.1 244.88 30 4.48E+06 28 23 147 58061
19 1 217 QOGM57|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog ~ 99.1 244.88 30 4.48E+06 28 23 147 58263
4 215 sp|Q6PSU2  Arah2  Conglutin-7 OS=Arachis hypc 99 154.39 41 9.36E+05 6 6 53 20114
7 84 A1DZFO|A1 Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypoge ~ 99.1 157.89 22 1.04E+05 8 3 16 60375
3 89 Q647H3|Qt Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy 99 135.1 17 4.30E+04 7 3 15 61532
5 516 A5Z1RO|AS5. Arah6  Arah6 OS=Arachis hypogae: 84 112.57 20 4.59E+04 3 3 12 16920
5 517 sp|Q647G9 Ara h6.0101 Conglutin OS=Arachis hypog: 84 112.57 20 4.59E+04 3 3 12 16920
20 8 84 A1DZFO|A1 Arah3  Arachin 6 OS=Arachis hypoge 98.3 91.67 11 0.00E+00 4 1 7 60375
10 216 Q6IWG5|Q Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 61.4 56.21 5 1.83E+04 1 1 4 58061
10 218 ES5GO77|E5 Arah3  Arah3allergen OS=Arachist 61.4 56.21 5 1.83E+04 1 1 4 58305
10 217 QOGM57|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  61.4 56.21 5 1.83E+04 1 1 4 58263
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1 516 ASZ1RO|AS5. Arah6  Arah6 OS=Arachis hypogae: 84.2 130.16 20 8.56E+04 4 4 16 16920
1 517 sp|Q647G9 Ara h 6.0101 Conglutin OS=Arachis hypoge 84.2  130.16 20 8.56E+04 4 4 16 16920
21 8 216 Q6IWG5|Q  Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac 61.2 64.77 5 3.59E+04 1 1 5 58061
8 218 ES5G077|E5 Arah3  Arah3allergen OS=Arachist  61.2 64.77 5 3.59E+04 1 1 5 58305
8 217 QOGM57|Q Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  61.2 64.77 5 3.59E+04 1 1 5 58263
2 1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  98.9 127.76 15 21100 4 2 13 61532
2 2 AIDZFO|A1  Arah3  Arachin 6 OS=Arachis hypoge  98.6 103.49 15 10600 4 2 9 60375
1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 181.68 24 830 10 1 170 61532
1 5 Q516T2|Q5 Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachishy  99.1 181.68 24 830 10 1 170 60736
1 13 Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.1 181.68 24 830 10 1 170 60449
2 7 Q647H4|Q¢  Arah3  Arachin Ahy-10S=Arachishy  99.1 178.08 22 1930 9 1 168 61506
2 10 Q8LKN1|Q¢ Arah3  Allergen Arah3/Arah4 OS=Ar.  99.1 178.08 22 1930 9 1 168 61738
6 41 Q6IWG5|Q  Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac  84.1 64.34 7 18300 2 1 7 58061
6 42  QOGM57|Q  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  84.1 64.34 7 18300 2 1 7 58263
6 45 E5G077|E5 Arah3  Arah3allergen OS=Arachist  84.1 64.34 7 18300 2 1 7 58305
23 19 122 E9LFE7|E9L  Arah1l 7S conarachin (Fragment) OS 61 35.48 9 6930 1 1 1 15873
19 69 Q6PSUS|Q¢ Arahl  Conarachin (Fragment) 0S=A 61 35.48 4 6930 1 1 1 33604
19 57 Q6PSU6|Q¢ Arahl  Conarachin (Fragment) OS=A 61 35.48 4 6930 1 1 1 34133
19 27 Q6PSU4|Q¢ Arahl  Conarachin (Fragment) 0S=A 61 35.48 3 6930 1 1 1 48095
19 26 Q6PSU3|Q¢ Arahl  Conarachin (Fragment) 0S=A 61 35.48 2 6930 1 1 1 66575
19 21 sp|P43237| Arahl AllergenArah1 cloneP170 61 35.48 2 6930 1 1 1 70283
19 23 B3IXL2|B3lII Arahl  Mainallergen Ara hl 0S=Ara 61 35.48 2 6930 1 1 1 70283
19 55 ES5GO76|ES' Arah1l  Arah 1allergen OS=Arachis t 61 35.48 2 6930 1 1 1 70788
19 18 NINGI13|N Arah1l  Seed storage protein Ara hl 61 35.48 2 6930 1 1 1 71345
19 20 sp|P43238] Arahl  AllergenArah1 clone P41B 61 35.48 2 6930 1 1 1 71345
1 13 Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G 91 70.3 6 6910 2 2 3 60449
24 1 5 Q516T2|]Q5 Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachishy 91 70.3 6 6910 2 2 3 60736
1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy 91 70.3 6 6910 2 2 3 61532
1 2 A1DZFO|A1 Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypogz 99 165.65 17 1500000 9 4 235 60375
1 3 B5TYU1|BS Arah3 Arachin Arah3 isoform OS=A 99 165.65 17 1500000 9 4 235 60624
1 7 Q647H4 | Qf Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hy 99 165.65 17 1500000 9 4 235 61506
1 13 Q9Fz11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 99 165.65 17 1500000 9 4 235 60449
1 29 Q9SQH7|Q!Ara h 3.0201 Glycinin OS=Arachis hypogae 99 165.65 17 1500000 9 4 235 61011
1 5 Q516T2|Q5 Arah3 Arachin Ahy-4 OS=Arachis hy 99 165.65 17 1500000 9 4 235 60736
25 1 15 Q647H3| Q¢ Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy 99 165.65 17 1500000 9 4 235 61532
1 10 Q8LKN1|Q¢ Arah3 Allergen Arah3/Arah4 OS=Ar: 99 165.65 17 1500000 9 4 235 61738
1 83 Q8LLO3|Q8 Arah3 Trypsin inhibitor (Fragment) ( 99 165.65 42 1500000 9 4 235 25499
2 34 082580|0¢& Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 99 142.03 17 3.17 6 1 159 58350
4 41 Q6IWG5|Q Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 98.8 94.98 17 3350000 5 4 79 58061
4 45 E5G077|E5 Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachis t 98.8 94.98 17 3350000 5 4 79 58305
4 42 QOGM57|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog 98.8 94.98 17 3350000 5 4 79 58263
B 1 41 Q6IWG5|Q  Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 49.4 30.83 6 11200 1 1 1 58061
1 42  QOGM57|Q  Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  49.4 30.83 6 11200 1 1 1 58263
1 13 Q9Fz11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.1 124.75 17 3050 6 1 24 60449
1 5 Q516T2|Q5 Arah3 Arachin Ahy-4 OS=Arachis hy 99.1 124.75 17 3050 6 1 24 60736
1 15 Q647H3| Q¢ Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy 99.1 124.75 17 3050 6 1 24 61532
5 69 Q6PSUS|Qt Arah1l Conarachin (Fragment) 0S=A  66.8 34.65 4 2480 1 1 1 33604
5 57 Q6PSU6|Qt Arah1l Conarachin (Fragment) 0S=A  66.8 34.65 4 2480 1 1 1 34133
C 5 27 Q6PSU4|Qt Arahl Conarachin (Fragment) 0S=A  66.8 34.65 3 2480 1 1 1 48095
5 26 Q6PSU3|Q¢ Arahl Conarachin (Fragment) 0S=A  66.8 34.65 2 2480 1 1 1 66575
5 21 sp|P43237| Arah1l Allergen Arah 1 clone P170  66.8 34.65 2 2480 1 1 1 70283
5 23 B3IXL2|B3I Arah1l Main allergen Ara hl1 OS=Ara  66.8 34.65 2 2480 1 1 1 70283
5 18 NING13|N Arah1l Seed storage protein Ara hl 66.8 34.65 2 2480 1 1 1 71345
5 20 sp|P43238| Arah1l Allergen Ara h 1 clone P41B 66.8 34.65 2 2480 1 1 1 71345
1 26 Q6PSU3|Q¢ Arahl Conarachin (Fragment) 0S=A  99.2 315.98 41 819000 25 7 183 66575
1 21 sp|P43237| Arah1l Allergen Arah 1 clone P170 99.2 315.98 39 819000 25 7 183 70283
1 23 B3IXL2|B3I Arah1l Main allergen Ara h1 OS=Ara  99.2 315.98 39 819000 25 7 183 70283
D 2 18 NING13|N Arah1l Seed storage protein Ara hl 99.2 298.73 31 2930 19 1 139 71345
2 20 sp|P43238] Arah1l Allergen Ara h 1 clone P41B 99.2 298.73 31 2930 19 1 139 71345
4 7 Q647H4|Q¢  Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hy  97.7 75.57 5 2730 2 2 2 61506
4 12 Q6T2T4|Q€ Arah3 Storage protein OS=Arachist  97.7 75.57 5 2730 2 2 2 61499
4 10 Q8LKN1|Q¢ Arah3 Allergen Arah3/Arah4 OS=Ar;  97.7 75.57 5 2730 2 2 2 61738
4 2 A1DZFO|A1 Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypoge 97.7 75.57 5 2730 2 2 2 60375
1 13 Q9FZ11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.2 216.57 36 42600 16 1 132 60449
1 5 Q516T2]|Q5 Arah3 Arachin Ahy-4 OS=Arachis hy  99.2 216.57 35 42600 16 1 132 60736
1 15 Q647H3|Q¢ Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachis hy  99.2 216.57 35 42600 16 1 132 61532
E 3 7 Q647H4|Q¢  Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachis hy  99.2 215.35 46 39100 17 3 124 61506
9 41 Q6IWG5|Q  Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac  79.4 52.07 5 30300 1 1 1 58061
9 42 QOGM57|Q Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  79.4 52.07 5 30300 1 1 1 58263
9 45 E5GO77|E5 Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachist  79.4 52.07 5 30300 1 1 1 58305
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1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.2 334.82 45 54900000 57 4 627 61532
3 3  B5TYU1|BS Arah3  Arachin Arah3isoform OS=A  99.2 333.82 45 28300000 57 2 567 60624
5 13  Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G  99.2 319.71 45 2310000 48 3 538 60449
F 6 7 Q647H4|Q¢  Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachishy  99.2 316.31 40 2030000 47 4 491 61506
6 12 Q6T2T4|Q€ Arah3  Storage protein OS=Arachist 99.2 316.31 40 2030000 47 4 491 61499
9 41 Q6IWG5|Q  Arah3  Glycinin (Fragment) OS=Arac 99.1 212.57 21 845000 19 3 82 58061
9 42  QOGMS57|Q  Arah3  Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  99.1 212.57 21 845000 19 3 82 58263
3 18 NING13|N Arah1l  Seedstorage protein Ara hl 99.2 218.27 23 2990000 13 1 129 71345
G 3 20 sp|P43238] Arah1l  AllergenArah1 cloneP41B  99.2 218.27 23 2990000 13 1 129 71345
20 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 121.78 19 67700 5 2 9 61532
21 2 AIDZFO|A1  Arah3  Arachin 6 OS=Arachis hypoge 99 114.8 17 83200 4 1 9 60375
1 59 Q647H1|Qf n/a Conarachin OS=Arachis hypo  99.1 277.04 18 42800000 16 7 161 75933
3 18 NING13|N Arah1 Seed storage protein Ara h1 99.1 215.02 16 434000 10 1 42 71345
3 20 sp|P43238| Arah1l AllergenArah1 clone P41B  99.1 215.02 16 434000 10 1 42 71345
4 26 Q6PSU3|Q¢ Arahl Conarachin (Fragment) 0S=A  99.1 214.23 17 196000 10 1 38 66575
H 4 23 B3IXL2|B3l. Arah1l Mainallergen Ara hl1 0OS=Ara  99.1 214.23 16 196000 10 1 38 70283
4 21 sp|P43237| Arahl AllergenArah1 cloneP17Q0 99.1 214.23 16 196000 10 1 38 70283
2 87  EOLFFO|ESL n/a 11S arachin (Fragment) 0S=A  99.1 204.15 43 18800 10 1 65 19081
7 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 139.35 21 523000 6 3 25 61532
9 3  B5TYU1|BS Arah3  Arachin Arah3isoform OS=A 99 132.27 19 163000 5 1 20 60624
8 2 AIDZFO|A1  Arah3  Arachin 6 OS=Arachis hypoge 99 129.77 19 295000 5 1 22 60375
| 1 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 129.86 17 4460 6 1 10 61532
23 59 Q647H1|Qf n/a Conarachin OS=Arachis hypo  70.9 41.92 1 4360 1 1 1 75933
11 34  082580|0¢Ara h3.0101 Glycinin (Fragment) OS=Arac 62.8 39.85 3 2480 1 1 1 58350
11 13  Q9FZ11|Q9 Arah3  Glyl OS=Arachis hypogaea G  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 60449
11 2 AIDZFO|A1  Arah3  Arachin 6 OS=Arachis hypog:  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 60375
) 11 3  B5TYU1|B5 Arah3  Arachin Arah3isoform OS=A  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 60624
11 5 Q516T2|Q5 Arah3  Arachin Ahy-4 OS=Arachishy  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 60736
11 7 Q647H4|Q¢  Arah3  Arachin Ahy-1 OS=Arachishy  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 61506
11 12 Q6T2T4|Q€ Arah3 Storage protein OS=Arachist  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 61499
11 15 Q647H3|Q¢ Arah3  Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 61532
11 10 Q8LKN1|Q¢ Arah3  Allergen Arah3/Arah4 OS=Ari  62.8 39.85 2 2480 1 1 1 61738
# SPOT Pratein | Protein Accession  Allergome Description Score (%) Score Coverage  Area # # Avg. Mass
Group 1D (-101gP) (%) under XIC Peptides Unique (Da)

L 2 2 A1DZFO|A1 Arah3  Arachis hypogaea PE=2 SV=1 99.1 122.66 17 27600 7 3 16 60375
6 15 Q647H3|Q¢ Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 132.13 17 8070 5 1 11 61532

7 2 A1DZFO|ALl Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypoge  99.1 127.52 18 1830 5 1 10 60375

5 122 EOLFE7|ESL  Arah1l 7S conarachin (Fragment) OS  84.1 89.31 21 575000 2 2 39 15873

5 69 Q6PSU5|Qt Arah1l Conarachin (Fragment) 0OS=A  84.1 89.31 10 575000 2 2 39 33604

5 57 QePsue|Q¢  Arah1l Conarachin (Fragment) OS=A  84.1 89.31 10 575000 2 2 39 34133

M 5 27 Q6PSU4|Qt Arahl Conarachin (Fragment) 0OS=A  84.1 89.31 7 575000 2 2 39 48095
5 26 Q6PSU3|Qt Arahl Conarachin (Fragment) OS=A  84.1 89.31 5 575000 2 2 39 66575

5 23 B3IXL2|B3I Arah1 Main allergen Ara hl1 OS=Ara  84.1 89.31 5 575000 2 2 39 70283

5 21 sp|P43237| Arah1l Allergen Arah1 cloneP170 84.1 89.31 5 575000 2 2 39 70283

5 18 N1NG13|N Arah1 Seed storage protein Ara hl 84.1 89.31 5 575000 2 2 39 71345

5 20 sp|P43238] Arah1l Allergen Ara h1 clone P41B 84.1 89.31 5 575000 2 2 39 71345

5 3 B5TYU1|B5 Arah3 Arachin Arah3 isoform 0S=A 99.1 230.11 32 16300 18 1 195 60624

1 2 A1DZFO|ALl Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypoge  99.1 228.54 32 130000 18 1 228 60375

2 15 Q647H3|Q¢ Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  99.1 227.16 29 180000 17 1 212 61532

3 13 Q9FZ11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 99.1 226.44 26 100000 17 2 203 60449

N 6 7 Q647H4|Q¢  Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachishy  99.1 217.96 29 84900 17 4 173 61506
6 12 Q6T2T4|Q€ Arah3 Storage protein OS=Arachist  99.1 217.96 29 84900 17 4 173 61499

11 41 QelwGs5|Q  Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 98.7 93.26 12 30900 5 1 10 58061

11 42 QOGM57|a Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  98.7 93.26 12 30900 5 1 10 58263

10 59 Q647H1|Qt n/a Conarachin OS=Arachis hypo  98.5 62.78 7 70900 4 4 10 75933

6 83 Q8LLO3|Q8 Arah3 Trypsin inhibitor (Fragment) ¢ 62.3 44.29 20 11400 2 2 2 25499

6 34 082580|0¢ Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 62.3 44.29 9 11400 2 2 2 58350

6 13 Q9Fz11|Q9 Arah3 Glyl OS=Arachis hypogaea G 62.3 44.29 8 11400 2 2 2 60449

6 2 A1DZFO|A1 Arah3 Arachin 6 OS=Arachis hypoge  62.3 44.29 8 11400 2 2 2 60375

6 3 B5TYU1|BS Arah3 Arachin Arah3 isoform OS=A 62.3 44.29 8 11400 2 2 2 60624

6 29 Q9sQH7|Q' Arah3 Glycinin OS=Arachis hypogae = 62.3 44.29 8 11400 2 2 2 61011

6 5 Q516T2|Q5 Arah3 Arachin Ahy-4 OS=Arachishy  62.3 44.29 8 11400 2 2 2 60736

o 6 7 Q647H4|Q¢  Arah3 Arachin Ahy-1 OS=Arachishy  62.3 44.29 8 11400 2 2 2 61506
6 12 Q6T2T4|Qf Arah3 Storage protein OS=Arachis t 62.3 44.29 8 11400 2 2 2 61499

6 15 Q647H3|Qt Arah3 Arachin Ahy-2 OS=Arachishy  62.3 44.29 8 11400 2 2 2 61532

6 10 Q8LKN1|Q¢ Arah3 Allergen Arah3/Arah4 OS=Ar;  62.3 44.29 8 11400 2 2 2 61738

6 116 A1DZF1|Al Arah3 Arachin 7 (Fragment) OS=Ara 61 44.29 8 9750 1 1 1 23857

7 92 sp|Q647H2 Arah3 Arachin Ahy-3 OS=Arachis hy  60.1 33.58 6 6840 1 1 1 54569

7 41 Q6IWG5|Q  Arah3 Glycinin (Fragment) OS=Arac 60.1 33.58 5 6840 1 1 1 58061

7 45 E5G077|E5 Arah3 Ara h 3 allergen OS=Arachist  60.1 33.58 5 6840 1 1 1 58305

7 42 QOGM57|Q  Arah3 Iso-Ara h3 OS=Arachis hypog  60.1 33.58 5 6840 1 1 1 58263
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Tabela 8.3 Sekvence intaktnih MPOP iz Arah 3 (18) i Ara h 1 (27), pronadenim nakon
in vitro oralno-gastri¢ne digestije celog zrna sirovog kikirikija, uparenih sa Ara h 3 i
Ara h 1 epitopima dobijenim iz IEDB baze podataka. Frakcija u kojoj su se nalazili
MPOP je analizirana pristupom tandem masenom spektormetrijom intaktnih peptida
(bez digestije tripsinom ili nekom drugom proteazom). Pronadeni epitopi U
identifikovanim peptidima su boldirani i predstavljeni sa svojim identifikacionim
brojem (1D IEDB).

Broj Alergen ID
Pept Peptidna sekvenca aksesioni Epitop Sekvenca IEDB Epitopa Reference
broj IEDB
Arah3
1 LKNNNPFKF (ALDZFO | 106026 QARQLKNNNPFKFFV [166]
Q6IWGS,
1 LKNNNPFKF QOG)M57 106042 QLKNNNPFKFFVPPS [167]
Arah3
2 RQLKNNNPFKF (A1DZFO | 106026 QARQLKNNNPFKFFV [167]
Oﬁl\;\IGR
Arah3
3 SYGLPRE (A1DZFO | 105678 ANSYGLPREQARQLK [167]
)
Arah3
4 IAVPTGVAF (ALDZFQ | 99266 GDLIAVPTGVAFWLY [166]
Q6IWGS,
4 IAVPTGVAF QOGMS57 | 99325 IAVPTGVAFWLYNDH [166]
)
5 IAVPTGVA Arah3 53687 RFDEGDLIAVPTGVA [141]
(A1DZFO
5 IAVPTGVA Q6IWGS, | 99266 GDLIAVPTGVAFWLY [166]
QOGM57
)
5 IAVPTGVA 99325 IAVPTGVAFWLYNDH [166]
[168];
6 RILSPDRK 71559 VTVRGGLRILSPDRK [141]
[167];
6 RILSPDRK 99738 TVRGGLRILSPDRKR [166]
Arah3
6 RILSPDRK (ALDZFo | 70725 VRGGLRILSPDRKRR [141]
)
6 RILSPDRK 99277 GGLRILSPDRKRRAD [166]
6 RILSPDRK 105826 GGLRILSPDRKRRQQ [167]
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6 RILSPDRK 106076 RILSPDRKRRQQYER [167]
KKNIGRNRSPDIYNPQAG [167];
7 31642 KKNIGRNRSPDIYNP [166];
SL
[141]
Arah3
(A1DZFO
)
KKNIGRNRSPDIYNPQAG [167];
7 99331 IGRNRSPDIYNPQAG [166];
SL
[141]
Arah3 [167];
8 RSPDIYNPQAGSL (A1IDZFO | 99513 NRSPDIYNPQAGSLK [166]
)
Arah3 [167];
9 SPDIYNPQAGSL (A1IDZFO | 99513 NRSPDIYNPQAGSLK [166]
)
10 LRGRAHVQVVD Arah3 99363 IYRLRGRAHVQVVDS [166]
(A1DZFO
10 LRGRAHVQVVD ) 99447 LRGRAHVQVVDSNGN [166]
Arah3
11 LRGRAHVQVVDSNG (A1IDZFO | 99447 LRGRAHVQVVDSNGN [166]
)
Arah3
12 ARQLKNNNPFKF (Q6IWGS5 | 106026 QARQLKNNNPFKFFV [167]
)
NGRAHVQVVDSNGNRVY | Arah3
13 DE (QBIWGS5 | 99597 RAHVQVVDSNGNRVY [166]
NGRAHVQVVDSNGNRVY | Arah3
14 5 (Q6IWGS5 | 99597 RAHVQVVDSNGNRVY [166]
Arah3
15 RAHVQVVDSNG (AIDZFO | 99597 RAHVQVVDSNGNRVY [166]
“Arah3
15 RAHVQVVDSNG (A1IDZFO | 99447 LRGRAHVQVVDSNGN [166]
Arah3
16 LQEGHVL (A1DZFO | 99141 DEELQEGHVLVVPQN [166]

]
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Q6IWGS5,

16 LQEGHVL QOGM57 | 99440 LQEGHVLVVPQNFAV [166]
)
Arah3

17 GHVLVVPQNF (A1DZFO | 99280 GHVLVVPQNFAVAGK [166]
QBIWGS,

17 GHVLVVPQNF QOGMS57 | 99440 LQEGHVLVVPQNFAV [166]
)
Arah3

18 HVLVVPQNF (ALDZFO | 99280 GHVLVVPQNFAVAGK [166]
QBIWGS,

18 HVLVVPQNF QOGM57 | 99440 LQEGHVLVVPQNFAV [166]
)
Arahl

19 VLPKHADADNIL (Pa3238, | 100389 | PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
NING13,
Q6PSUS3,

19 VLPKHADADNIL gg‘;f’ig) 190791 IEAKPNTLVLPKHADADNIL | [170]
Arahl

20 VLPKHADADNI (P43238, | 100389 | PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
NING13,
Q6PSU3,

20 VLPKHADADNI P43237, | 190791 IEAKPNTLVLPKHADADNIL | [170]
B3IXL2)

21 VLPKHADADN nany | 999 KPNTLVLPKHADADN [166]
ra
(P43238,

21 VLPKHADADN gé’;‘gjg 100389 | PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
P43237,
B3IXL2)

21 VLPKHADADN 190791 IEAKPNTLVLPKHADADNIL | [170]

22 VLPKHADAD Aang | 99393 KPNTLVLPKHADADN [166]
(P43238,
NING13,

22 VLPKHADAD Q6PSU3. | 100389 |  PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
P43237,
B3IXL2)

22 VLPKHADAD 190791 IEAKPNTLVLPKHADADNIL | [170]

23 PKHADADNIL 100389 | PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
Arahl

23 PKHADADNIL (P43238, | 190791 | IEAKPNTLVLPKHADADNIL | [170]
NING13,
Q6PSUS3,

23 PKHADADNIL PA43237, | 190849 | LPKHADADNILVIQQGQATV | [170]
B3IXL2)

23 PKHADADNIL 523624 PKHADADN'A‘X'GQQGQATVTV [171]
Arah1l
(P43238,

24 PKHADADNILVI NING13. | 190849 | LPKHADADNILVIQQGQATV | [170]
Q6PSUS3,

114




P43237,

PKHADADNILVIQQGQATVTV

24 PKHADADNILVI B3IXL2) | 523624 ANG [171]
24 PKHADADNILVI 100389 | PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
[166];
25 SFNLDEGHA 99616 RKSFNLDEGHALRIP 179
Arah1 [172]
(P43238,
NING13,
Q6PSUS,
25 SFNLDEGHA P43237, | 190952 RKSFNLDEGHALRIPSGFIS [170]
B3IXL2)
25 SFNLDEGHA 191006 | TVTVANGNNRKSFNLDEGHA | [170]
26 LRIPSGF 99142 DEGHALRIPSGFISY [166]
26 LRIPSGF 99312 HALRIPSGFISYILN [166]
Arahl
(P43238,
26 LRIPSGF NING13, | 100063 GHALRIPSGFISYILNRHDN [169]
Q6PSUS,
P43237,
26 LRIPSGF B3IXL2) | 190781 HALRIPSGFISYILNRHDNQ [170]
26 LRIPSGF 190952 RKSFNLDEGHALRIPSGFIS [170]
27 LRIPSGFI 99142 DEGHALRIPSGFISY [166]
27 LRIPSGFI 99312 HALRIPSGFISYILN [166]
Arahl
(P43238,
27 LRIPSGFI NINGI3, | 100063 GHALRIPSGFISYILNRHDN [169]
Q6PSUS,
P43237,
27 LRIPSGFI B3IXL2) | 190781 | HALRIPSGFISYILNRHDNQ | [170]
27 LRIPSGFI 190952 RKSFNLDEGHALRIPSGFIS [170]
[170];
28 ILNRHDNQNL 100169 ISYILNRHDNQNLRVAKISM
Arah1l [169]
(P43238,
NING13,
Q6PSUS,
P43237, [166];
28 ILNRHDNQNL B3IXL2) | 99355 ISYILNRHDNQNLRV [72]
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[170];

29 RVAKISM 100169 ISYILNRHDNQNLRVAKISM [169]
Arah1l [166];
29 RVAKISM (P43238, | 99511 NQNLRVAKISMPVN [172];
N1NG13, [18]
Q6PSUS,
29 RVAKISM P43237, | 100433 | QNLRVAKISMPVNTPGQFED | [169]
B3IXL2)
29 RVAKISM 190882 | NQNLRVAKISMPVNTPGQFE | [170]
30 AKISMPVNTPGQF 100433 | QNLRVAKISMPVNTPGQFED | [169]
30 AKISMPVNTPGQF Arah1l | 190882 | NQNLRVAKISMPVNTPGQFE | [170]
(P43238,
NING13,
Q6PSUS,
VAKISMPVNTPGQFEDFFPASS
30 AKISMPVNTPGQF P43237, | 434773 173
Q B3IXL2) R+ MCM(K3) 73]
30 AKISMPVNTPGOF VAKISMPVNTFF;GQFEDFFPASS [173]
[174];
31 VVVNKGTGNLE 98841 | KAMVIVVVNKGTGNLELVAV | [169];
[175]
Arahl
31 VVVNKGTGNLE (P43238, | 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
NING13,
Q6PSUS,
P43237,
31 VVVNKGTGNLE B3IXL2) | 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV | [170]
31 VVVNKGTGNLE 523259 NSKAMV'VV\\//';'EGTGNLELVA [171]
[166];
32 VKVSKEHVEE 98910 NEGVIVKVSKEHVEE [177];
[172]
32 VKVSKEHVEE Arah1 99757 VIVKVSKEHVEELTK [166]
ra
(P43238,
N1ING13) [169];
32 VKVSKEHVEE 100323 | NEGVIVKVSKEHVEELTKHA | [170];
[74]
32 VKVSKEHVEE 106968 | VKVSKEHVEELTKHAKSVSK | [74]
33 SEEEGDITNPINL Arah1 | 99657 SEEEGDITNPINLRE [166]
(Q6PSU3
, P43237,
33 SEEEGDITNPINL B3IXL2) | 190971 SEEEGDITNPINLREGEPDL [170]
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[170]

)

34 LAGDKDNVIDQI 100137 | IFLAGDKDNVIDQIEKQAKD
Arah1l [169]
(P43238,
NING13,
34 LAGDKDNVIDQI Q6PSU3, | 434746 IFLAGDKDNVIDQIEK + [173]
P43237, MCM(K7)
B3IXL2)
34 LAGDKDNVIDQI 434747 IFLAGDKDNVIDQIEK [173]
35 LAGDKDNVIDQ 100137 | IFLAGDKDNVIDQIEKQAKD | (179
Arah1l [169]
(P43238,
NINGI3, IFLAGDKDNVIDQIEK +
35 LAGDKDNVIDQ Q6PSU3, | 434746 MOM(KT) [173]
P43237,
B3IXL2)
35 LAGDKDNVIDQ 434747 IFLAGDKDNVIDQIEK [173]
[174];
36 IVVVNKGTGNLEL 98841 | KAMVIVVVNKGTGNLELVAV | [169];
[175]
Arah1l
36 IVVVNKGTGNLEL (P43238, | 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
NINGL,
Q6PSU,
P43237,
36 IVVVNKGTGNLEL B3IXL2) | 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV | [170]
36 IVVWNKGTGNLEL 523259 | NSKAMVIVWVNKGTGNLELV | 144
AVRK
[174];
37 IVVWNKGTGNL 98841 | KAMVIVVVNKGTGNLELVAV | [169];
[175]
37 IVVWNKGTGNL 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
Arah1l
(P43238,
37 IVVVNKGTGNL NINGL | 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV | [170]
Q6PSU,
P43237,
37 IVVWNKGTGNL B3IXL2) | 523250 NSKAMV'VV\\//NR'EGTGNLELVA [171]
172];
KAMVIVVVNKGTGNL [172];
37 IVVWNKGTGNL 99364 GTG [166]
Arah1l
NiNGL [166];
38 IVKVSKE Qopsy | %8910 NEGVIVKVSKEHVEE 77
P43237, [172]
B3IXL2)
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[169]

38 IVKVSKE 100323 | NEGVIVKVSKEHVEELTKHA | [170];
[74]
38 IVKVSKE 99757 VIVKVSKEHVEELTK [166]
38 IVKVSKE 190967 | RWSTRSSENNEGVIVKVSKE | [170]
38 IVKVSKE 191030 WSTRSSENNEGVIVKVSKE [170]
39 IMPAAHPVAINA 148649 KEGDVFIMPAAHPVAINASS H;g}
Arah1l
(P43238,
NINGI,
Q6PSU,
39 IMPAAHPVAINA P43237, | 99167 DVFIMPAAHPVAINA [166]
B3IXL2)
39 IMPAAHPVAINA 190764 GDVFIMPAAHPVAINASS [170]
40 IMPAAHPVAIN 148649 KEGDVFIMPAAHPVAINASS | (170
Arah1l [176]
(P43238,
NINGI,
40 IMPAAHPVAIN 06PSU 99167 DVFIMPAAHPVAINA [166]
P43237,
B3IXL2)
40 IMPAAHPVAIN 190764 GDVFIMPAAHPVAINASS [170]
41 IMPAAHPVA 148649 KEGDVFIMPAAHPVAINASS H;g}
41 IMPAAHPVA 99167 DVFIMPAAHPVAINA [166]
Arahl
41 IMPAAHPVA (P43238, | 190764 GDVFIMPAAHPVAINASS [170]
NINGI,
Q6PSU,
P43237, 1661
41 IMPAAHPVA B3IXL2) | 98843 KEGDVFIMPAAHPVA Em}'
41 IMPAAHPVA 540385 EGDVFIMPAAHPVAI [172]
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2 EVKPDKKNPQL 99242 FEVKPDKKNPQLQDL [166]
2 EVKPDKKNPQL 99283 GKLFEVKPDKKNPQL [166]
42 EVKPDKKNPQL 148695 | NNFGKLFEVKPDKKNPQLQD | [176]
Arah1l [178]:
2 EVKPDKKNPQL (P43238, | 190745 EVKPDKKNPQLQ '
[170]
NINGL,
Q6PSU.
P43237,
B3IXL2)
42 EVKPDKKNPQL 190750 | FEVKPDKKNPQLQDLDMMLT | [170]
42 EVKPDKKNPQL 190877 | NNFGKLFEVKPDKKNPQLQ | [170]
42 EVKPDKKNPQL 523002 | "NNFORLFEVKPDKKRPQLADL | a7y
42 EVKPDKKNPQL 540393 EVKPDKKNPQLQDLD [172]
83 EVKPDKKNPQ 99242 FEVKPDKKNPQLQDL [166]
83 EVKPDKKNPQ 99283 GKLFEVKPDKKNPQL [166]
43 EVKPDKKNPQ 148695 | NNFGKLFEVKPDKKNPQLQD | [176]
[178];
83 EVKPDKKNPQ 190745 EVKPDKKNPQLQ
Arah1l [170]
(P43238,
NINGL,
Q6PSU,
e EVKPDKKNPQ P43237. | 190750 | FEVKPDKKNPQLQDLDMMLT | [170]
B3IXL2)
e, EVKPDKKNPQ 190877 | NNFGKLFEVKPDKKNPQLQ | [170]
43 EVKPDKKNPQ 523002 NNFGRLFEVSEADMKKNPQLQDL [171]
e, EVKPDKKNPQ 540393 EVKPDKKNPQLQDLD [172]
e, EVKPDKKNPQ 190729 | DLSNNFGKLFEVKPDKKNPQ | [170]
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43 EVKPDKKNPQ 190876 NNFGKLFEVKPDKKNPQ | [170]
44 EEGDITNPINL Aah1 | 99657 SEEEGDITNPINLRE [166]
(P43238,
44 EEGDITNPINL NINGI3) | 190971 | SEEEGDITNPINLREGEPDL | [170]
45 DITNPINL 98731 DITNPINLRE [177]
45 DITNPINL 98732 DITNPINLREGEPDL [177]
Arah1l
(P43238,
45 DITNPINL NINGIL, | 99196 EGDITNPINLREGEP [166]
Q6PSU,
P43237,
45 DITNPINL B3IXL2) | 99657 SEEEGDITNPINLRE [166]
45 DITNPINL 190971 | SEEEGDITNPINLREGEPDL | [170]

Tabela 8.4 Sekvence MPOP iz Ara h 3 (30), Ara h 1 (28) i Ara h 2 (2), pronadenim
nakon in vitro oralno-gastri¢ne digestije celog zrna sirovog kikirikija, uparenih sa Ara h
3 i Ara h 1 epitopima dobijenim iz IEDB baze podataka. Frakcija u kojoj su se nalazili
MPORP je analizirana masenom spektormetrijom nakon redukcije, alkilacije i tripsinske
digestije. Pronadeni epitopi u identifikovanim peptidima su boldirani i predstavljni su sa
svojim identifikacionim brojem (ID).

Broj
Pept.

Peptidna sekvenca

Alergen
aksesioni
broj

1D
Epitop
IEDB

Sekvenca IEDB Epitopa

Reference

AHVQVVDSNG

AHVQVVDSNG

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
Al1DZFO0,
Q6IWGS5,
QOGM57,
E5G077,

Q9SQH7)

99447

LRGRAHVQVVDSNGN

[166]

99597

RAHVQVVDSNGNRVY

[166]

ALRRPFYSNAPQE

Arah3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
QI9SQH?7,
A1DZF0)

99484

NALRRPFYSNAPQEI

[179];
[166]
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IETWNPNNQE

Arah3
(Q647H4,
QB8LKN1,
Q6T2T4,
Al1DZFO0,
Q6IWGS,
QOGM57,
E5G077,

QISQH7)

25997

IETWNPNNQEFECAG

[141]

IQQGRGYFG

IQQGRGYFG

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKN1,
A1DZFO,

QISQH7)

16280

FIQQGRGYFGLIFPG

[179];
[166];
[141]

99561

QEIFIQQGRGYFGLI

[179];
[166]

LKNNNPFKF

LKNNNPFKF

LQEGHVLVVPQN

LQEGHVLVVPQN

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
AlDZFO0,
Q6IWGS,
QOGM57,
E5G077,
Q9SQH7)

106026

QARQLKNNNPFKFFV

[179]

106042

QLKNNNPFKFFVPPS

[179]

99440

LQEGHVLVVPQNFAV

[166]

99141

DEELQEGHVLVVPQON

[166]

LQEGHVLVVPQNF

Arah3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZFO0,
Q6IWGS5,
QOGM57,
E5G077,
Q9SQH7)

99440

LQEGHVLVVPQNFAV

[166]

LRILSPDR

LRILSPDR

LRILSPDR

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZFO0

71559

VTVRGGLRILSPDRK

[168];
[141]

99738

TVRGGLRILSPDRKR

[179];
[166]

70725

VRGGLRILSPDRKRR

[141]
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8 LRILSPDR 99277 | GGLRILSPDRKRRAD [166]
8 LRILSPDR 105826 | GGLRILSPDRKRRQQ [179]
NGRAHVQVVDSNGN
9 RVYDEE 99597 | RAHVQVVDSNGNRVY [166]
Arah3
(Q647H4, [179];
10 NIGRNRSPDIYNPQAG | Q8LKN1, | 99331 | IGRNRSPDIYNPQAG [166];
Q6T2T4, [141]
A1DZF0)
11 NNNPFKF Arah3 105988 | NNNPFKFFVPPSEQS [179]
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
11 NNNPFKF AIDZFO, | 106026 | QARQLKNNNPFKFFV [179]
QBIWGS,
QOGMS57,
E5G077,
11 NNNPFKF Q9SQH7) | 106042 | QLKNNNPFKFFVPPS [179]
[179];
12 NRSPDIYNPQAG 99331 | IGRNRSPDIYNPQAG [166];
Arah3 [141]
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZF0)
[179];
12 NRSPDIYNPQAG 99513 | NRSPDIYNPQAGSLK [166]
Arah3
(Q647H4, [179];
13 NRSPDIYNPQAGS Q8LKN1, | 99513 | NRSPDIYNPQAGSLK [166]
Q6T2T4,
A1DZF0)
Arah3
(QBLKNT, [179]:
14 NRSPDIYNPQAGSL Q6T2T4, 99513 | NRSPDIYNPQAGSLK [166]
A1DZFO,
Q647H4)
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15

NSYGLPR

Arah3
(Q647H4,
Q8LKNL,
Q6T2T4,
Al1DZFO0,
Q6IWGS,
QOGM57,
E5G077,

QISQH7)

105678

ANSYGLPREQARQLK

[179]

16

PDIYNPQAGSL

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZFO,
Q6IWGS,
QOGM57,
E5GO077)

99513

NRSPDIYNPQAGSLK

[179];
[166]

17

QEGHVLVVPONF

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKNL,
Q6T2T4,
A1DZFO,
Q6IWGS,
QOGM57,
E5G077,

QISQH7)

99440

LQEGHVLVVPQNFAV

[166]

18

QLKNNNPFKF

18

QLKNNNPFKF

Arah 3
(Q6IWGS,
QOGM57,

E5G077,
Q9SQH?7,
Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZF0)

106026

QARQLKNNNPFKFFV

[179]

106042

QLKNNNPFKFFVPPS

[179]

19

RAHVQVVDSNGNRVY
DEE

Arah 3
(A1DZFO,
Q6IWGS5,
QOGM57,

E5G077,

QISQHY7)

99597

RAHVQVVDSNGNRVY

[166]

20

RPFYSNAPQE

Arah 3
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZFO,
Q9SQH7

99484

NALRRPFYSNAPQEI

[179];
[166]
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Arah3

(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4, [179];
21 RPFYSNAPQEI A1DZFO, 99484 | NALRRPFYSNAPQEI [166]
QBIWGS,
QOGMS7,
E5G077,
Q9SQH7)
Arah3
(Q647H4, [179];
22 RSPDIYNPQAGSL Q8LKN1, 99513 | NRSPDIYNPQAGSLK [166]
Q6T2T4,
A1DZF0)
23 SLPYSPYSPQ Arah 3 106093 | RSLPYSPYSPQTQPK [179]
(Q647H4,
Q8LKN1,
23 SLPYSPYSPQ Q6T2T4) | 106122 | SRRRSLPYSPYSPQT [179]
Arah3
24 SLPYSPYSPQTQPK | (Q8LKN1, | 106093 | RSLPYSPYSPQTQPK [179]
Q6T2T4)
[179];
25 SPDIYNPQAG 99331 | IGRNRSPDIYNPQAG [166];
Arah3 [141, 168]
(Q647H4,
Q8LKN1,
Q6T2T4,
A1DZF0)
[179];
25 SPDIYNPQAG 99513 | NRSPDIYNPQAGSLK [166]
Arah3 [179];
26 SPDIYNPQAGSL (Q647H4, 99513 | NRSPDIYNPQAGSLK [166]
Q8LKN1)
Arah3
27 SYGLPR (Q647H4, | 105678 | ANSYGLPREQARQLK [179]
Q8LKN1,
NLTIOTA
Arah3
28 YEEPAQQGR 105700 | CPSTYEEPAQQGRRH 179
QQ (Q9SOH7, QQ [179]
Q8LKN1,
Q6T2T4,
28 YEEPAQQGR AIDZFO, | 146150 | TYEEPAQQGRRHQSQ [179]
Q9SQH?7)
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29 YEEPAQQGRR Arah3 105700 | CPSTYEEPAQQGRRH [179]
(Q647H4,
Q8LKNL,
Q6T2T4,
29 YEEPAQQGRR Al1DZF0) 106150 | TYEEPAQQGRRHQSQ [179]
Arah 3
(Q647H4,
30 YGLPR Q8LKN1, | 105678 | ANSYGLPREQARQLK [179]
Q6T2T4,
A1DZFO,
Q6IWGS,
30 YGLPR QOGMS7, | 1961 YGLPREQARQLKNNN 17
G S50077. 06196 G QARQ [179]
QISQH7)
Arah1 [169];
31 L EPDDLKQK 98978 | RCLQSCQQEPDDLKQKACE
CLRSCQQ Q (P43238, QsCQQ QACES [175]
NING13,
Q6PSU3,
P43237,B3l
31 CLQSCQQEPDDLKQK XL2) 190885 | PCAQRCLQSCQQEPDDLKQK | [170]
32 VVVNKGTGNLE 99053 | VVNKGTGNLELVAVR Eg%
Arah1l
32 VVVNKGTGNLE (P43238, 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
N1NG13,
Q6PSU3,
P43237,B3l
32 VVVNKGTGNLE XL2) 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV | [170]
32 VVVNKGTGNLE 523259 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | 1,794
AVRK
KAMVIVVVNKGTGNLELVA | [174T:
33 VVVNKGTGNL Arah1 | 98841 v [169];
(P43238, [175]
NING13,
Q6PSU3,
P43237,B3l
XL2)
[172];
33 VVVNKGTGNL 99364 | KAMVIVVVNKGTGNL [166]
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33 VVVNKGTGNL 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
33 VVVNKGTGNL 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV | [170]
33 VVVNKGTGNL 523259 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV |1y 949
AVRK
[174];
34 VVNKGTGNL 98841 KAMVIVVVNKGTGNLELVAV | [169];
[175]
34 VVNKGTGNL 99364 KAMVIVVVNKGTGNL Hga
Arah1l
(P43238,
NING13,
34 VVNKGTGNL Q6PSU3, | 99053 VVNKGTGNLELVAVR [166];
P43237,B3l [177]
XL2)
34 VVNKGTGNL 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
34 VVNKGTGNL 148985 | VVNKGTGNLELVAVRKEQQQ | [176]
34 VVNKGTGNL 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV [174]
34 VVNKGTGNL 523259 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV [171]
AVRK
[172];
35 SFNLDEGHA 99616 | RKSFNLDEGHALRIP [166]
Arahl
(P43238,
NING13,
Q6PSUS,
35 SFNLDEGHA P43237.831 | 190952 | RKSFNLDEGHALRIPSGFIS [170]
XL2)
35 SFNLDEGHA 191006 | TVTVANGNNRKSFNLDEGHA | [170]
Arahl
36 SEEEGDITNPINL (P43238, | 99657 SEEEGDITNPINLRE [166]
NING13)
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36 SEEEGDITNPINL 190971 | SEEEGDITNPINLREGEPDL | [170]
37 REGEPDLSNNFGKL | .., |98979 | REGEPDLSNNFGKLF [177]
(P43238,
NING13)
37 REGEPDLSNNFGKL 190893 | PINLREGEPDLSNNFGKLFE | [170]
38 PKHADADNIL 100389 | PNTLVLPKHADADNILVIQQ | [169]
Arah1l
38 PKHADADNIL (P23, | 190791 | IEAKPNTLVLPKHADADNIL | [170]
NING13,
Q6PSU3,
38 PKHADADNIL P43237,B31 | 190849 | LPKHADADNILVIQQGQATV | [170]
XL2)
38 PKHADADNIL 523624 | PKHADADNILVIQQGQATVT | 1,74
VANG
[166];
39 NNPEYEPSR 99031 | TSRNNPFYFPSRRFS Lo
[166];
39 NNPEYEPSR 99031 | TSRNNPFYFPSRRFS o
39 NNPEYFPSR 99607 | REETSRNNPFYFPSR [166]
Arahl
(P43238,
NING13,
39 NNPEYEPSR Q6PSU3. | 100478 | RNNPEYFPSRRFSTRYGNQN | [169]
P43237 B3l
XL2)
39 NNPEYFPSR 148966 | TSRNNPFYFPSRRFSTRYGN | [176]
39 NNPEYFPSR 190878 | NNPFYFPSRRFSTRYGNONG | [170]
39 NNPEYEPSR 190973 | SHVREETSRNNPFYEPSRRE | [170]
39 NNPEYFPSR 540582 | RNNPFYFPSRRFSTR [172]
Arahl
(P43238, 701
40 LAGDKDNVIDQ NING13, | 100137 | IFLAGDKDNVIDQIEKQAKD ’
[169]
Q6PSU3,
P43237 B3l
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XL2)

IFLAGDKDNVIDQIEK +

40 LAGDKDNVIDQ 434746 | Vo (K7) [173]
40 LAGDKDNVIDQ 434747 | IFLAGDKDNVIDQIEK [173]
41 LAFPGSGEQVEKL 98859 LAFPGSGEQVEKLIK [177]
Arahl
(P43238,
41 LAFPGSGEQVEKL NING13, | 98859 LAFPGSGEQVEKLIK [177]
Q6PSU3,
P43237)
41 LAFPGSGEQVEKL 190804 | KDLAFPGSGEQVEKLIKNQK | [170]
Arah1 [166];
42 KGSEEEGDITNPIN (P43238, | 98850 KKGSEEEGDITNPIN [177]’
NING13)
KAMVIVWVVNKGTGNLELVA | B741
43 IVVVNKGTGNLE 98841 v [169];
[175]
Arahl
(P43238,
NINGL3, NSKAMVIVVVNKGTGNLELV
43 IVVWNKGTGNLE Q6PSU3, | 523259 AVRK [171]
P43237,B3I
XL2)
43 IVVVNKGTGNLE 190708 | AMVIVVVNKGTGNLELVAV | [170]
43 IVVVNKGTGNLE 148699 | NSKAMVIVVVNKGTGNLELV | [176]
44 ISMPVNTPGQF 100433 | QNLRVAKISMPVYNTPGQFED | [169]
Arah1l
44 ISMPVNTPGQF (P43238, 190882 | NQNLRVAKISMPVNTPGQFE | [170]
N1NG13,
Q6PSU3,
P43237,B3I
' VAKISMPVNTPGQFEDFFPAS
44 ISMPVNTPGQF XL2) 434773 | oo MM (K3) [173]
44 ISMPVNTPGQF 434774 \S’QK'SMPVNTPGQFEDFFPAS [173]
Arahl
45 IMPAAHPVAINAS (P43238, 190764 | GDVFIMPAAHPVAINASS [170]
N1NG13,
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Q6PSU3,
P43237,B3lI

45 IMPAAHPVAINAS XL2) 148649 | KEGDVFIMPAAHPVAINASS H;g};
46 IMPAAHPVAINA 190764 | GDVFIMPAAHPVAINASS [170]
Arah1l
(P43238,
NING13, [170];
46 IMPAAHPVAINA Q6psu3. | 148649 | KEGDVFIMPAAHPVAINASS | 1j7c
P43237,B3
XL2)
46 IMPAAHPVAINA 99167 | DVFIMPAAHPVAINA [166]
[170];
47 IFLAGDKDNVIDQ 100137 | IFLAGDKDNVIDQIEKQAKD | 1ycon
Arahl
(P43238, IFLAGDKDNVIDQIEK +
47 IFLAGDKDNVIDQ NING13, | 434746 | o0 Q [173]
Q6PSUS3, (K7)
P43237,B3
XL2)
47 IFLAGDKDNVIDQ 434747 | IFLAGDKDNVIDQIEK [173]
[176];
48 FONLQNHR 100445 | QRSRQFQNLQNHRIVQIEAK | [jcc
48 FONLQNHR 99646 | RSRQFQNLQNHRIVQ [166]
[177];
48 FQONLONHR 98971 | QRSRQFQNLONHRIV 1172]
Arahl
48 FONLONHR (P43238, | 99239 | FDQRSRQFQNLQNHR [166]
NING13,
Q6PSUS3,
48 FONLQNHR P43)§ﬁ721)53' 190748 | FDQRSRQFONLQNHRIVQIE | [170]
48 FQONLONHR 190757 | FONLQNHRI [170]
48 FQONLONHR 190758 | FONLQNHRIVQIEAKPNTLYV | [170]
48 FQONLQNHR 40406 | FQNLQNHRIVQIEAK [172]
Arahl [170];
49 FIMPAAHPVAINA (P43238, | 148640 | KEGDVFIMPAAHPVAINASS | f7cr
NING13,
Q6PSUS3,
49 FIMPAAHPVAINA | pa3p37.83) | 99167 | DVFIMPAAHPVAINA [166]
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XL2)

49 FIMPAAHPVAINA 190764 | GDVFIMPAAHPVAINASS [170]
50 | EDFFPASSRDQSSYLQ 99243 | FFPASSRDQSSYLQG [166]
G Arah1
(P43238,
50 | EDFFPASSRDQSSYLQ | NINGI3, | 199749 | FEDFFPASSRDQSSYLQGFS | [170]
G Q6PSU3,
P43237,B3l
so | EDFFPASSRDQSSYLQ | XL2) | )00 | QFEDFFPASSRDQSSYLQGFS | 1)/,
G RNT
51 EDFFPASSRDQSSY Arah1 | 190749 | FEDFFPASSRDQSSYLQGFS | [170]
(P43238,
NING13, QFEDFFPASSRDQSSYLQGFS
51 EDFFPASSRDQSSY | b | s2a001 | Jic [171]
P43237,B3l
51 EDFFPASSRDQSSY XL2) | 99241 | FEDFFPASSRDQSSY [166]
52 EDFFPASSRDQSS 100749 | FEDFFPASSRDQSSYLQGFS | [170]
Arah1 QFEDFFPASSRDQSSYLQGFS
52 EDFFPASSRDQSS (Paz2zs, | 524091 | - [171]
NING13,
Q6PSUS,
52 EDFFPASSRDQSS | P43237,B31 | 99241 | FEDFFPASSRDQSSY [166]
XL2)
52 EDFFPASSRDQSS 98955 | QFEDFFPASSRDQSS [177]
53 EDFFPASSR 99241 | FEDFFPASSRDQSSY [166]
53 EDFFPASSR 98955 | QFEDFFPASSRDQSS [177]
53 EDFFPASSR 190749 | FEDFFPASSRDQSSYLQGFS | [170]
53 EDFFPASSR 524091 gEEDFFPASSRDQSSYLQGFS [171]
Arahl
(P43238,
53 EDFFPASSR NING13, | 434773 | YAKISMPVIIIFGQFEDFERAS 1 1174
Q6PSU3, (K3)
P43237.B3| VAKISMPVNTPGQFEDFFPAS
53 EDFFPASSR XL2) 434774 | oo Q [173]
53 EDFFPASSR 99530 | PGQFEDFFPASSRDQ [166]
53 EDFFPASSR 100400 | PVNTPGQFEDFFPASSRDQS | [169]
53 EDFFPASSR 19983 | SMPVNTPGQFEDFFPASSRD | [170]
[172];
53 EDFFPASSR 421060 | GQFEDFFPASSRDQS o1
Arahl [18];
54 DLAFPGSGEQVEKL | e | 99368 | KDLAFPGSGEQVEKL ey
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NING13,

54 DLAFPGSGEQVEKL Q6PSU3, | 190804 | KDLAFPGSGEQVEKLIKNQK | [170]
P43237,B3l
55 DLAFPGSGEQVEK (P43238, | 99368 KDLAFPGSGEQVEKL ’
: [166]
N1NG13,
Q6PSU3,
55 DLAFPGSGEQVEK 190804 | KDLAFPGSGEQVEKLIKNQK | [170]
P43237,B3l
56 CVYDPR 99385 | KLEYDPRCVYDPRGH [166]
56 CVYDPR 99782 | YDPRCVYDPRGHTGT [166]
Arahl
56 CVYDPR (P43238, 99919 | CVYDPRGHTGTTNQRSPPGE | [169]
N1NG13)
56 CVYDPR 100455 | RCTKLEYDPRCVYDPRGHTG | [169]
56 CVYDPR 190820 | KLEYDPRCVYDPRGHTGTTN | [170]
57 AENNHRIF 100037 | FGINAENNHRIFLAGDKDNV | [169]
57 AENNHRIF Arah 1 190771 | GINAENNHRIFLAGDKDNVI [170]
(P43238,
N1NG13,
57 AENNHRIF Q6PSUS, 190988 | SSELHLLGFGINAENNHRIF [170]
P43237,B3l
XL2)
[172];
57 AENNHRIF 420973 | FGINAENNHRIFLAG [18]
57 AENNHRIF 521205 '}ZHD'I;ILGFG'NAENNHR'FLAGD [171]
58 | CLQSCQQEPDDLKQK 98953 | QEPDDLKQKA [177]
ACESR
Arahl
(P43238,
58 | CLQSCQQEPDDLKQK | \1NG13, | 99120 | COQEPDDLKQKACES [166]
ACESR
Q6PSU3,
P43237,B3l
XL2
58 CLQSCQQEPDDLKQK ) 99443 LQSCQQEPDDLKQKA [166]
ACESR
RCMCEALQQIMENQSDRLQ [180];
59 CMCEALQQIMENQ 53291 | o [170];
[181]
Arah?2
59 CMCEALQQIMENQ (Q6PSU2, 15608 | FENNQRCMCEALQQIMENQ | [27]
Q6PSU2-2,
Q6PSU2-3,
Q6PSU2-4)
59 CMCEALQQIMENQ 53290 | RCMCEALQQIMENQSDRLQ | [27]
59 CMCEALQQIMENQ 178803 | FENNQRCMCEALQQIMENQS | [180]
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60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR
60 NLPQQCGLRAPQR

Arah 2
(Q6PSU2,
Q6PSU2-2,
Q6PSU2-3,
Q6PSU2-4)

[170];

33124 | KRELRNLPQQCGLRAPQRCD | 143
39150 | LRNLPQQCGLRAPQRCDLD | [27]
99448 | LRNLPQQCGLRAPQR [166].
[182]
105306 | LPQQCGLRAPQR [183]
179200 | LRNLPQQCGLRAPQRCDLDV | [180]
179375 | QFKRELRNLPQQCGLRAPQR | [180]
ELRNLPQQCGLRAPQRCDLE
514924 | o [171]
FKRELRNLPQQCGLRAPQRC
515929 | 'Ev, [171]
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Oopa3zan S.

U3zjaBa o ayTopcTBy

Hme u npezume ayropa Wgana 3. [Tpoxuh

bpoj nnpekca b 05/2011

UzjaBibyjeM Jia je JOKTOpcKa AUcepTalyja Mo/l HacJI0BOM

»JlHreCTOMHUKA ajiepreHa KHKPHKHja H KapaKkTepu3anuja ¢pparMeHaTa OTHOPHHX

Ha nporteoan3sy“
. pe3yJsiTaT CONCTBEHOT UCTPAXKUBAYKOT Paja;

. Ja JucepTalyja y UEJHHH HU y JeloBUMa HHje Ouiia MpeayiokeHa 3a CTHLAKE

Apyre QUIJIOME NpeMa CTyIHjCKUM MporpaMuMa JpyruX BUCOKOLIKOJICKUX YCTaHOBA,
. Jia Cy pe3y/TaTu KOPEKTHO HABEAEHU U

. Ja HUCaM KpUIMNa ayTopcka IMpaBa M KOPHCTWIIA HHTEJIEKTyaJlHy CBOjUHY

APYTHUX JULA.

V Beorpany, [Tornuc ayropa

190, 2009 e, Fodic
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O6pa3zan 6.

HM3jaBa 0 HCTOBETHOCTH INTAMIIAHE H €1EKTPOHCKE Bep3Hje NOKTOPCKOr paja

VMe 1 nipe3ume ayTopa KMpana 3. [Tponuh
bpoj unpexca b 05/2011
Ctyaujcku porpam Buoxemuja

Hacnos paza

,,JIHreCTOMHKA ajlepreHa KHKMPHKHja 1 KapakTepu3anuja ¢parMeHara OTIoOpHHX

HA NpoTeoan3y*

Menropu

np Tawa hiupkosuh Bennukosuh, Penosru npodecop, Yausepsurer y beorpany -

Xemujcku daxyret, Jomuchn wiad Cpricke akajieMuje HayKa 1 yMETHOCTH
"

np Karapuna Cmuspanuh, Buiim HaydHM capalHHMK, YHHBEp3HTET y beorpamy -

XeMujcku haKyaTeT

MsjaBibyjeM Ja je IUTaMIaHa Bep3uja MOT JOKTOPCKOT paja MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO]
BEp3Wju KOjy caM IMpejaja paju MnoxpameHa y JIHrHTAIHOM penosHTopHjymy

Yuusep3urtera y beorpany.

Jlo3BoJpaBaM fia ce ofjaBe MOjU JIMYHH TI0/Jallll BE3aHH 3a N0o0Ujare akaJeMCKOT Ha3uBa
JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy UM U TIpe3uMe, roJiMHa U MecTo pohema U aaTyMm ondpaHe

paja.
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OBM JMYHM TOZAlM MOry ce o0jaBUTM Ha MpEXHHM CTpaHullaMa JAWrMTaiHe

6ubAMOTEKE, Y €JIEKTPOHCKOM KaTasiory 1 y mybikanujama YHuBepsuTeta y beorpany.

¥ beorpany, IoTnuc ayTopa
N 10 2019 ‘7\,\QM o %’.:blz ¢
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N3jaBa o kopnmhemy

Osnamhyjem Ynupepsutetcky Gubmuorexy ,,Cerosap Mapkosuh® na y Jlururainu
perosutopujymM YHuBepsuteta y Beorpaiy yHece MOjy HOKTOPCKY AMCEPTALWjy MOJ

HaCJIOBOM:

,»JlHrecToMHKa ajiepreHa KHKPHKHja H KapaKkTepu3aumja ¢parMeHaTa OTHOPHHX

Ha MpoTeoan3y*
KOja je Moje ayTOpCKO JEIO.

JlucepTanyjy ca CBUM MPUJIO3MMA TIPeJiajia caM Y eeKTPOHCKOM (popMaty MorofHoM 3a

TpajHO apXUBUPAILE.

Mojy MOKTOPCKY JWcepTaidjy MOXpameHy y JMIMTalHOM — pPemo3HTOpHjyMy
Vuupep3uteta y beorpagy U JOCTYNHY Y OTBOPEHOM MPUCTYMY MOTY 1a KOPUCTE CBHU
Koju momwmTyjy ompende caapxade y ogabpaHoM Tumy jmueHie KpeartusHe 3ajeHuULIe

(Creative Commons) 3a KOjy caM ce OJTyuHo/J1a.
1. Ayropctso (CC BY)

2. AyropcTBo — Hexomepuujaauno (CC BY-NC)

3. AyTopcTeo — HekomepuujaaHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLHjaiHo — aenutr noj uctum yenosuma (CC BY-NC-SA)
5. AyrtopctBo — 6e3 npepaja (CC BY-ND)

6. AytopcTBo — menuti o uctuM yenosuma (CC BY-SA)

(MonuMo Ja 3a0KpYXKUTE camo jefHy off Iuect noHyhemwx nuuenuu. Kparak omuce

JULIEHLHM je CaCTaBHU JIEO OBE U3jaBe).

V¥ Beorpany, ITotnuc ayropa

/\8 ./\A_ Q-O/\Q ‘/"VCL\,\_Q\ \:R OoLl\C'
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1. AyropcrBo. JJo3BoJpaBaTe yMHOXaBamwe, AUCTPUOYLIH|Y W jaBHO CaONIITaBame /eJia,
W Mpepaje, ako Ce Hapede MME ayTopa Ha HauMH ofpehieH on cTpaHe ayTopa WM
JaBaola JIMUEHLE, YaKk M y KomepuujanHe cBpxe. OBO je Hajcio0OAHHja 0 CBUX

JIMICHLIH.

2. AyTopcTBO — HeKomMepLUHjaaHo. J[[03Bo/baBaTe yMHOXKaBaWwe, MUCTPUOYLIH]Y ¥ jaBHO
CaomIITaBake JAeia, W Mpepajne, ako ce Hapele MME ayTopa Ha HauuMH onpeheH of
CTpaHe ayTopa WIH Aasaoua JyuueHue. OBa JHMUEHLA HE JO3BOJbaBa KOMEPLHUjaTHY

ynotpeby nena.

3. AyropcrBo — Hekomepuujajino — 6e3 mpepaga. J[o3Bo/raBaTe YMHO)KABaIbe,
IUCTpuOYLHMjy U jaBHO caolllTaBame jesa, 0e3 MpoMeHa, NpeobIMKoBama WK
ynorpebe Jiena y cBoM Jelly, ako ce HaBe/ie MMe ayTopa Ha HauuH oapeljeH oji CTpaHe
ayTopa Wid fapaona Juuenue. OBa JIMLEHIA HE NO3BOJbaBa KOMEPUMjalHy ynoTpeby
Jena. Y OQHOCY Ha CBe OCTajle JHLEHIIE, OBOM JIMLEHIIOM ce OrpaHHyaBa HajBelin oOum

npasa kopuluhema aena.

4. AyTOpcTBO — HEKOMEpPUHUjaIHO — JAEJMHTH MO MCTHM ycjaoBuma. JIo3BosbaBate
YMHOXXaBam-€, AUCTPUOYLUjy M jaBHO CaoMIUTAaBame [€Na, U Mpepaje, ako Ce HaBeme
1UMe ayTopa Ha HauMH oApehjeH O] CTpaHe ayTopa WIM AaBaolla JHMUEHIE M aKo Ce
npepaja OUCTpUOyupa IOJ MCTOM WM CJIMYHOM JmieHioM. OBa JMIEHIA He

J03BOJbaBa KOMEPLMjaTHy ynoTpeby aena u npepaja.

5. Ayrtopcerso — Oe3 mpepaja. Jlo3BosbaBaTe yMHOX@Bame, JUCTPUOYLH]Y W jaBHO
CcaomuTaBame Jiesia, O6e3 npoMeHa, NpeobNuKoBaka WM yHoTpe6e neia y CBOM ey,
aKo Ce HaBeJle UMe ayTopa Ha HauMH ojpeheH o cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMLEHIIE.

Osa nuueHLa 103B0O/baBa KOMEPLUjaIHy yoTpedy aena.

6. AYTOpPCTBO — JeJHTH HOA HCTHM YycjaoBuMa. JI03BOJbaBaTe YMHOKABAIbE,
AMCTpUOYLMjy U jaBHO CaoMIUTaBaibe Jelia, U Mpepaje, ako ce HaBeae UMe ayTopa Ha
HaYMH ojpeheH on cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JMIEHLE W ako Cce Ipepaja
aucTpulOyupa TIOJA MCTOM MM CIMYHOM JineHiioM. OBa JIMIEHLA [03BOJbaBa
KoMepuujamHy ynorpe€y nena u mpepaga. Ciuuda je codTBEpcKHM NHLEHLAMA,

OJTHOCHO JIMLICHIIAMa OTBOPCHOT KoJa.
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