YHUBEP3UTET Y BEOI'PAZLY - XEMHUJCKHU ®AKYJITET
HACTABHO-HAYYHOM BERY

IIpenmer: OOpaznoxkeme TeMme TOKTOpPCKE AucepTanuje kanaugaTkume Pauze 3adap,
MacTep Omoxemyapa, moJ| HacJioBoM “Pa3Boj in vitro moaesia 3a npoueHy CeH3UTH3AIUje
nporeuHa xpane”/ “Development of an in vitro model for assessing the sensitization of
food proteins”.

1. Hayuna o6sact: XeMujcke HayKe
¥Y:ika HayuHa obJact: buoxemuja

2. [IpeameT HAYYHOT HCTPAKUBAKA

[Ipenmer ucTpakuBama OBE TOKTOPCKE AUCEpTaIije 00yxBaTa NCIIUTUBAE MOJIEKYJICKHX U
henmjckux MexaHu3ama KOjH JIKE Y OCHOBH CIIUTEITHE CEH3UTHU3AIM]e Ha aJIepreHe XpaHe, ca
UJbEM JONPUHOCA pa3Bojy MOY3JaHUX in Vitro ajara 3a MpOUeHy H TnpeaBubame
aJIEPreHOCTH HOBHMX HaMUpHuUIA. VcTpakmBame ce peanmsyje y OKBHpY mpojekta Marie
Sktodowska-Curie Actions nokropcke mpexe ALLPreT (Allergenicity Prediction Toolbox
for Novel Foods), unju je nmpumapHu mwb yHarpeheme crparteruja 3a MpoLEHy alepreHor
pH3HKa HOBUX U MOJU(PHUKOBAHUX U3BOpA MPOTEHUHA MIPE HBUXOBOT IUTACHPaha Ha TPIKHIITE.

AJlepreHu XpaHe M HEAJIEPreHCKH AWJeTETCKH IPOTEMHHM KOpHCTHhe ce Kao Mojed-
OMOMaKpOMOJIEKYIIU 32 CUCTEMATCKO UCIIUTHBAKE IbIXOBUX eeKaTa Ha aKTHBALU]Y CIHTENa,
TPAHCENHUTEIHH TPAHCIIOPT U MHTEIPUTET MHTECTHHATHE Oapujepe. XyMmMaHe MHTECTHHAIHE
enutense henujcke nunuje (Caco-2 u T84), kynrtuBucane Ha transwell ymernuma, ciyxuhe
Kao T0jeIHOCTABJbCHH, alli (DYHKIMOHAIHO PEJICBAHTHH in Vitro MOAETH WHTSCTHHAITHE
Oapujepe 3a MpoydaBame paHUX MOJIEKYJICKHUX M henujckux gorahaja Koju HAcTajy HAKOH
KOHTAKTa ca I1jeTeTCKUM MPOTEHHIMA.

OBy mHMLMjanHU Jorahaju mpenos3Hajy ce Kao KJbyYyHH y paHo] (a3u CEH3UTHU3aluje Ha
XpaHy, TOKOM Koje enuTenHe henuje He Aenyjy HCKJbydHMBO Kao ¢usnuka Oapwjepa, Beh
aKTUBHO YYECTBY]y y OOJMKOBamby HMMYHCKOI OJrOBOpa KpoO3 peryianujy OapujepHe
(byHKIH]je ¥ CeKpennjy MMyHOMOIYJIaTOPHUX MEINjaTopa.

ITopen Tora, y OKBHpPY HCTpakuBama Ouhe TpHMEmEHa in Vitro TacTPOWHTECTHUHAIIHA
nurectrja kopuithemem cranaapanzoBador INFOGEST cratuukor nporokosa, ykibydyjyhu
MoJielie KOjU CHMYJIMPAjy AWTECTH]y OJpaciuX W CTapujux ocoba, y IUJby IITO BEpPHUjE
penpoaykiuje GpU3MOIOIIKK PEJICBAaHTHUX YClIOBa Bapewa. CHUpOBU M TepMHUYKU oOpaheHu
KUKHPUKHU Onhe MoIBPrHYTH in Vitro IUTeCTHjU Mpe eKCIO3UIije enuTeTHuM henrjama, Kako
OM ce HMCIUTAI0O HAa KOjU HAUWH TacTPOMHTECTHUHAJIHA pas3rpajma M TEXHOJOMIKa o0pana
yTU4Yy Ha CTPYKTYPHH HHTETPUTET, TPAHCENHUTEIHU TPAHCIOPT U AIEPTeHCKH TOTEHIIMjAT
MPOTCHHA KUKUPHUKH]A.

OBaj excrnepuMeHTaJIHU NpucTyn omoryhuhe mpoueHy edekaTta menTuia HACTAIUX TOKOM
IUTeCTHje W YJIOT€ MaTpuKca XpaHe y MOIyJAljH ENUTEIHE aKTHUBaIdje, HapyllaBamby
OapujepHe QyHKIM]e 1 MHULUPAKY KaCKaJHUX UMYHOCUTHAJIN3ALMOHHUX ITyTeBa.

Tpancnopt npoTenHa Kpo3 enuTenHu ciioj ouhe kBanTudukoBan npumenom ELISA metoze.
AxTuBanMja enuTeaHUX henuja mpatuhe ce aHAIUM30M EKCIpecHje U  CeKpeluje
npouH(IAMATOPHUX IMTOKUHA, YKIJbyuyjyhu emmrtenne amapmuue (IL-1B, IL-25, IL-33 u



TSLP). Hurerputrer KOH(MIYEHTHUX  ENUTETHUX  MOHOCIOjeBa Ouhe  onemeH
UMYHO(DIYOPECLIEHTHOM JETEKIMjOM TMPOTEHHAa YBPCTUX NEIHjCKUX Be3a U MEPEHEM
TpaHcenurenHe enekrpuuHe pesucrenyje (TEER).

WuTerpanujoM OBUX TPUCTyNa, HCTPOKUBAKE UMa 33 [OWh HIACHTU(DUKALHU]Y
JUCKPUMHHATOPHUX OMOMapKepa KOjU Ha HUBOY €NMTENHE Oapujepe MOYy3JaHO PA3JIUKY]y
aJlepreHe oJ1 HeaJIepreHux MpoTEeHHa.

3. OcHoBe xunore3se

Anepruja Ha XpaHy NpeIcTaB/ba CBE M3PaXEHUJU HM3a30B 32 JaBHO 3/paBibe, mnorahajyhu
Bumie ox 220 MmIMOHA Jbyau mUpoM cBera. KimHudke MaHudecranuje Bapupajy — O
OJarux OpaJHUX CUMITOMA JI0 TEIIKE, 110 )KUBOT onacHe aHagunakce [1].

VYOp3aHu pa3Boj OJPKUBHUX, KIMMATCKM OTHOPHMX U alNTepHATUBHUX H3BOpa IMPOTEUHA
(momyT WHCcekara, aurd W OWJPHUX 3aMeHa 3a Meco) Hamehe morpely 3a MOy3maHUM WU
NPEAUKTUBHUM aJlaTHMa 3a NPOLEHY alepreHoCcTH. TakBU allaTH Cy KJbYYHH 32 HOTBPIY
0e30eHOCTH HOBHMX HAaMHpHHUIA TMpe IHHXOBOT IUIaCHpama Ha TPXKUINTE, y CKIamy ca
perynatopHuM oKBUpoM EBporicke yHHje KOju ce OJJHOCH Ha HOBY Xpany [2].

Wnak, mocrojehe crpareruje mpoieHe alepreHoCTH U Jajbeé HE YKJbY4yjy BalluJUpaHe,
MEXaHUCTHYKM 3aCHOBaHE NPEAMKTHBHE MOJEJe, MOCEOHO Kaxa je ped O MpPOICeHU
MOTEHIIMjajla CeH3UTH3allHje HOBUX U MOAU(PUKOBAHUX TIpoTerHa [3].

daza ceH3uTH3ANMjEe TPEICTaB/ba CYIMITHHCKHA TPeayclioB 3a pa3Boj IgE-mocpenoBane
alepruje Ha Xxpasy, jep oOyxBara HMHHIIMjaJHE MOJeEKyJicke U henujcke norahaje Koju ce
OJIBMjajy Ha HUBOY eMUTEIHUX Oapujepa [1].

Enurenne henmje wHTECTHMHATHE MyKO3€ HE JENyjy UCKJBYYHMBO Kao IacWBHA (U3NYKA
npernpeka, Beh HMMajy akTHBHY HMYHOMOJYJATOpHY Yyiory. OHe peryiuury TpaHCHOpPT
NPOTEHHA, OJpXaBajy HHTETPUTET Oapujepe W CEKPeTyjy LUTOKMHE M ajJapMUHE KOjU
ycMepaBajy v 00JIMKYjy ajke UMyHe onroBope [4,5].

Wnak, ynpkoc HBHXOBOM IICHTPAJTHOM 3HAa4ajy, MEXaHU3MHU KOjU YIIPaBJbajy TPAHCIIOPTOM
aJlepreHa Kpo3 eNuTeNHe Oapujepe, Kao H TMPOIECH aKTUBAIMje CMHUTEITHUX henuja
MPOTEHHUMA XPaHe, JOIIl YBEK HUCY y TIOTIYHOCTH pa3jamimkbeHu. J101aTHO, KJbydHH (aKTOpH
KOJU YTUYY Ha TPOIEC CEH3WTH3AIMje — YKJbYUYjYhH TyT M 103y H3JI0KEHOCTH, TPAjarhe
u3narama, epekTe TUrecTHje ¥ MaTpHKCca XpaHe, TEXHOJOMKY 00paay, Kao U crenududyan
CMHUTEIHA KOHTEKCT — HEJOBOJHHO Cy HHTEIPUCAHHM Yy TOcCTojehie MpHCTyre MpOICHU
aJIepreHocTu Xpane [6].

OxBup myTta HexesbeHor ucxona (Adverse Outcome Pathway, AOP) 3a ceHsutm3anujy Ha
XpaHy mperno3Haje nopemehaj WMHTerpuTeTa enuTeNHe Oapujepe M aKTUBALIU]y EMUTETHHUX
henunja kao kJbydHe paHe noralaje KOju HHHUIMPAjy pa3Boj alieprujcKe ceHsuTu3anmje [7].

HcroBpeMeHo, TeXHOJIONMKA 00paia XpaHe U TaCTPOMHTECTHHAIHA JUTEeCTHja MOTY 3HAYajHO
MPOMEHHUTH KOH(OPMAIUjy MPOTEHHA, W3JI0XKEHOCT CMUTONA M HHXOBY OHOJOCTYITHOCT,
YMMe JUPEKTHO YTUYY Ha aJIepreHCKH MOTEHINjall IUjeTeTCKUX mpoTenHa [8,9].



[Tona3Ha XxumoTtes3a MojapasymeBa Ja JUrecTdHja M o0paga xpaHe MOAU(DUKY]y alepreHCKH
MOTEHIIMjaJl MPOTEHHA, KA0 W Ja Ce aJCPreHCKH M HEAICPreHCKH MPOTECHHU PA3IHKYjy Y
CIIOCOOHOCTH J1a:

— npelyy enutenHe 6apujepe,

— aKTHBHpAjy enuTeNnHe curHainHe myrese (amp. NF-kB),

— UHJYKY]y OIpOUH(IaMaTOpHe U EMUTEIOM IIOCPEJOBaHEe [IMTOKMHCKE OJIMOBOPE,
— Hapyllle HHTETPUTET YBPCTUX heujcKux Besa.

CBeoOyxBaTHa KapaKTepHu3alja OBHMX paHMX CHNUTEIHUX oaroBopa omoryhuhe
UACHTUDUKAIM]Y TOYy3JaHUX, TNPEAUKTUBHUX MapKepa aJepreHcKor TMOTeHIWjala u
npencraB/bahe 3HauajaH KOpak Ka pa3Bojy BalWAMpaHUX in Vitro anata 3a MPOIEHY
aJIEPreHOCTH XpaHe.

4. ln/beBU HCTPAKMBAHLA U OUEKUBAHM Pe3yJITATH

Hayynu 1usbeBH OBe [JOKTOPCKE JMCEpTalje CTPYKTYpUCaHH Cy Kpo3 ciexaehe
UCTpaXuBadke Qasze:

e YVYcnocraBbame W onTuMusanmja audepeHOUMpaHMx in  vitro Moaesa
HHTECTHHAJHOT emnmuTea, kopumthemem hemujckux nmauja Caco-2 m T84 kao
M0jeTHOCTABJ/bCHUX, ald (DU3HMOJIOIIKA PEJICBAHTHUX MOJIENa XyMaHOT IIPEBHOT
enuTena.

e IIpumena INFOGEST craTuukor in vitro Moaesa gurectuje (MOJEIH OJPACTUX U
CTapujux 0coba) Ha CUPOBU U TEPMHUUKH OOpal)eHM KUKHpUKH, y LUIbY N0OUjama
(U3MOIIOMIKY peIEBAaHTHHX MPOJIyKaTa TaCTPOMHTECTHHAIHE PAa3TPaIibe.

e KomnapaTuBHa aHa/u3a TPAaHCENUTETHOT TPAHCIOPTA AJIEPTEHUX U HEAIEPreHUX
MpOTeHHA Kpo3 Iu(epeHIpaHe EMUTEIHe MOHOCJIOjEBE, Paau IMPOLEHE HHXOBE
CIIOCOOHOCTH TIpeiacka enuTeHe dapujepe.

e Kapakrepusanuja enurelHe aKTHBAlHje HAKOH H3JIarama ajlepreHuMa, Kpos
KBaHTUUKAIM]y KbydHux murokuaa (IL-10, IL-25, IL-33 u TSLP), kao u npoueny
aKTHBAIIMj€ PEOKC-3aBUCHUX CHUTHAIHUX MyTEBA.

e [Ilpouena WHTerpuTeTa emnuTe]He OapHjepe W CTPYKTYPHOT PeMoO/Ie/I0Bamba,
MEpEHEM TPAHCEIINUTEIHE CIIEKTPUYHE pe3ucTeHImje (TEER) 51
UMYHO(ITyOPECIICHTHOM aHAJIM30M MPOTEUHA YBPCTHX hennjckux Besa.

e MHWnentudpuxaumja mosekyiackux u heamjckux Omomapkepa Koju IOY3/1aHO
pa3NuKyjy ajepreHe oJl HeaJllepreHUX NPOTEeWHA M MOCenyjy MPEIUKTHBHY BPEIHOCT
3a  emnuTeilHW  cTrpec, aAuchyHKumjy  Oapujepe U TpO-CEH3UTH3Yjyhe
MMYHOCHUTHAJTU3AI[OHE TTPOLIECE.

OuekuBaHu pe3ylTaTH OBE JOKTOpPCKE aucepranuje oOyxBaTajy pa3Boj poOyCHOT,
MEXaHUCTHYKH YTEMEJbEHOT i1 Vifro MOJeNa WHTECTUHAIHOT eIMUTeNla, HaMEHECHOT
npoydaBamy paHux jaorahaja y mpouecy ceHzuTHzauuje Ha xpany. [lopen Tora, odekyje ce
uaeHTH(UKAIM]a T0Y3/JaHUX OMOMapKepa CMUTEITHOT MOPEKJia TOBE3aHUX Ca aJIepPreHCKUM
NOTEHIIMjaJIOM MPOTEMHa, Kao M TEHEpPHCamhe CKCIePUMEHTAIHUX I[ojaTraka Koju he
JONPUHETH yHaIpehemy cTparernja nporeHe pusruKa o1 aiepreHOCTH HOBIX HAMUPHHMIIA.



Jlobujenu pe3ynraru npejacraBjbahe HaydHy OCHOBY 3a JjaJbU pa3BOj MPEIUKTUBHUX ajnara U
npyxuhe 3HauajaH nonpuHoc akTuBHOocTUMA y oKkBUpY ALLPreT mpojekTa.

5. MeTone ucTpaxknBama

Xymane uHTecTHHanHe enurtenHe henujcke nunuje (Caco-2 u T84) 6uhe kynTuBucaHe Ha
transwell ymetunMa y by (opMupama KOH(IYEHTHHX, OJAapU30BaHUX MOHOCIIOjEeBa ca
¢byHKIMOHATHUM YBpcTUM Melhyhennjckum Bezama. YcrmocTaBibamke M OUyBambe HHTETPUTETA
Oapujepe mparmhe ce mMepemeM TpaHcenuTenHe enekrpudne pesucteHimje (TEER), kao u
UMYHO(DITYOpECLIEHTHUM O0eNeKaBambeM CTPYKTYpHUX MpoTenHa Mehyhenujckux Besa.

TpancenuTenHu TpaHCIOPT aJepreHUX U HEAIePreHuX NpoTenHa mpolemuBahe ce
KBaHTH(UKAIM]jOM HBUXOBOT Ipojiacka y OazomnatepainHu oaebak, npumenoMm ELISA merone
u umyHoOnoTa. [lopen aHanmse mojeIMHAYHUX MPOTEHHA, CUPOBH M TepMHUYKU oOpalheHn
kukupuku 6uhe noaspraytu INFOGEST craTtuukoM in vitro Mojeny TUTecTHje, y yCIOBHMA
KOjU CUMYJINPajy TaCTPOMHTECTUHAIIHY AUTECTH]Y OAPACIUX U CTApHjUX 0c0o0a.

JloOujenn pou3BoaM aurecTrje Ouhe AeTaJbHO OKapaKTepHUCAHU U HAHECCHHW Ha allMKATHY
CTpaHy EMHWTEIHUX MOHOCJIOjeBa, pajyd MPOICHE yTHUIlaja IUTECTHjOM W TEXHOJIOIIKOM
o0pazoM W3a3BaHUX TNPOTCHHCKUX MOJIU(UKANMja HA CMHUTEITHU TPAHCIOPT, WHTETPUTET
Oapujepe u henujcke oAroBope Ha CTpeEC.

[lapanenHo, enuTenTHU OArOBOp Ha cTpec Ouhe aHamuM3upaH MeEpemeM HUBOA
yYHyTaphemnujcKuX peakTuBHUX KuceoHnYHUX BpcTa (ROS) 1 mponsBoame a30T-0KCHIa, YUME
he ce mnpaTuTH penOKC-peryJUCaHd CUTHAJIHM MEXaHU3MHU OIACHOCTH II0BE3aHU ca
U3JIarambeM ajlepreHuma.

AxTHBalja enuTena Ouhe AeTaJbHO OKapakTepucaHa aHaJN30M TEeHCKE eKCIpecHje u
cekpenyje kpyuaux nurokuna (IL-10, IL-25, IL-33 u TSLP), koju he 6utn kBaHTUDUKOBAHU
Ha HuBoy mRNA u nporenna npumenom qPCR u ELISA metononoruyje.

Y mwpy (GyHKOMOHATHE MPOIEHE aKTUBAalMje HMMYHCKOT CHCTeMa, Oa3oJjaTepaiHu
CYNEpHAaTaHTH JOOMjeHW ca eNHUTEIHHX MOHOCIOjeBa W3JIOKEHHX aynepreHnma Ouhe
npumerseHn Ha jaudepenumpane THP-1  wmakpodare, kao Monen HHTECTHHATHUX
MujeongHuX henwja. AxtmBammja Makpodara mparuhe ce MepemeM ocnoOahama
npouH(MIaMaTOPHUX LWUTOKWMHA, 4YuMe he ce omoryhuTu ¢QyHKIUMOHATHA eBalyalyja
WHTEepakyje n3Mely enuTenTHux M MMyHHX henija HaKOH TPaHCENUTENHE TpPaHCIOKAaIHje
anepreHa.

WHTerpanujoM OBUX KOMIUIEMEHTAPHHUX EKCIEpUMEHTAIHUX IpHcTyna obe30eaunhe ce
MEXaHUCTHYKO pa3jalllibehé HadyMHa Ha KOjU alepreHu, y mopehemy ca HealepreHuM
IPOTEeMHUMA, Ka0 U aJepreHd MOAM(DUKOBAHM JUIECTHjOM W MATPUKCOM XpaHe, yTU4y Ha
WHTETPUTET CMUTEIHE Oapujepe, CUTHAM3AIN]Y CTpeca, CEKPEIHjy IIMTOKUHA U aKTUBAIIH]Y
UMYHCKOI oJroBopa. OBako noOujeHu nojauu npyxuhe n1o0py HaydHy OCHOBY 3a pa3Boj
MIPEIMKTUBHHEX [N Vitro anara 3a mpoleHy ajiepreHoctu xpaHe y okBupy ALLPreT npojexra.
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