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2. Предмет научног истраживања

Предмет истраживања ове докторске дисертације обухвата испитивање молекулских и
ћелијских механизама који леже у основи епителне сензитизације на алергене хране, са
циљем доприноса развоју поузданих in vitro алата за процену и предвиђање
алергености нових намирница. Истраживање се реализује у оквиру пројекта Marie
Skłodowska-Curie Actions докторске мреже ALLPreT (Allergenicity Prediction Toolbox
for Novel Foods), чији је примарни циљ унапређење стратегија за процену алергеног
ризика нових и модификованих извора протеина пре њиховог пласирања на тржиште.

Алергени хране и неалергенски дијететски протеини користиће се као модел-
биомакромолекули за систематско испитивање њихових ефеката на активацију епитела,
трансепителни транспорт и интегритет интестиналне баријере. Хумане интестиналне
епителне ћелијске линије (Caco-2 и T84), култивисане на transwell уметцима, служиће
као поједностављени, али функционално релевантни in vitro модели интестиналне
баријере за проучавање раних молекулских и ћелијских догађаја који настају након
контакта са дијететским протеинима.

Ови иницијални догађаји препознају се као кључни у раној фази сензитизације на
храну, током које епителне ћелије не делују искључиво као физичка баријера, већ
активно учествују у обликовању имунског одговора кроз регулацију баријерне
функције и секрецију имуномодулаторних медијатора.

Поред тога, у оквиру истраживања биће примењена in vitro гастроинтестинална
дигестија коришћењем стандардизованог INFOGEST статичког протокола, укључујући
моделе који симулирају дигестију одраслих и старијих особа, у циљу што верније
репродукције физиолошки релевантних услова варења. Сирови и термички обрађени
кикирики биће подвргнути in vitro дигестији пре експозиције епителним ћелијама, како
би се испитало на који начин гастроинтестинална разградња и технолошка обрада
утичу на структурни интегритет, трансепителни транспорт и алергенски потенцијал
протеина кикирикија.

Овај експериментални приступ омогућиће процену ефеката пептида насталих током
дигестије и улоге матрикса хране у модулацији епителне активације, нарушавању
баријерне функције и иницирању каскадних имуносигнализационих путева.

Транспорт протеина кроз епителни слој биће квантификован применом ELISA методе.
Активација епителних ћелија пратиће се анализом експресије и секреције
проинфламаторних цитокина, укључујући епителне алармине (IL-1β, IL-25, IL-33 и



TSLP). Интегритет конфлуентних епителних монослојева биће оцењен
имунофлуоресцентном детекцијом протеина чврстих ћелијских веза и мерењем
трансепителне електричне резистенције (TEER).

Интеграцијом ових приступа, истраживање има за циљ идентификацију
дискриминаторних биомаркера који на нивоу епителне баријере поуздано разликују
алергене од неалергених протеина.

3. Основе хипотезе

Алергија на храну представља све израженији изазов за јавно здравље, погађајући
више од 220 милиона људи широм света. Клиничке манифестације варирају — од
благих оралних симптома до тешке, по живот опасне анафилаксе [1].

Убрзани развој одрживих, климатски отпорних и алтернативних извора протеина
(попут инсеката, алги и биљних замена за месо) намеће потребу за поузданим и
предиктивним алатима за процену алергености. Такви алати су кључни за потврду
безбедности нових намирница пре њиховог пласирања на тржиште, у складу са
регулаторним оквиром Европске уније који се односи на нову храну [2].

Ипак, постојеће стратегије процене алергености и даље не укључују валидиране,
механистички засноване предиктивне моделе, посебно када је реч о процени
потенцијала сензитизације нових и модификованих протеина [3].

Фаза сензитизације представља суштински предуслов за развој IgE-посредоване
алергије на храну, јер обухвата иницијалне молекулске и ћелијске догађаје који се
одвијају на нивоу епителних баријера [1].

Епителне ћелије интестиналне мукозе не делују искључиво као пасивна физичка
препрека, већ имају активну имуномодулаторну улогу. Оне регулишу транспорт
протеина, одржавају интегритет баријере и секретују цитокине и алармине који
усмеравају и обликују даље имуне одговоре [4,5].

Ипак, упркос њиховом централном значају, механизми који управљају транспортом
алергена кроз епителне баријере, као и процеси активације епителних ћелија
протеинима хране, још увек нису у потпуности разјашњени. Додатно, кључни фактори
који утичу на процес сензитизације — укључујући пут и дозу изложености, трајање
излагања, ефекте дигестије и матрикса хране, технолошку обраду, као и специфичан
епителни контекст — недовољно су интегрисани у постојеће приступе процени
алергености хране [6].

Оквир пута нежељеног исхода (Adverse Outcome Pathway, AOP) за сензитизацију на
храну препознаје поремећај интегритета епителне баријере и активацију епителних
ћелија као кључне ране догађаје који иницирају развој алергијске сензитизације [7].

Истовремено, технолошка обрада хране и гастроинтестинална дигестија могу значајно
променити конформацију протеина, изложеност епитопа и њихову биодоступност,
чиме директно утичу на алергенски потенцијал дијететских протеина [8,9].



Полазна хипотеза подразумева да дигестија и обрада хране модификују алергенски
потенцијал протеина, као и да се алергенски и неалергенски протеини разликују у
способности да:

– пређу епителне баријере,

– активирају епителне сигналне путеве (нпр. NF-κB),

– индукују проинфламаторне и епителом посредоване цитокинске одговоре,

– наруше интегритет чврстих ћелијских веза.

Свеобухватна карактеризација ових раних епителних одговора омогућиће
идентификацију поузданих, предиктивних маркера алергенског потенцијала и
представљаће значајан корак ка развоју валидираних in vitro алата за процену
алергености хране.

4. Циљеви истраживања и очекивани резултати

Научни циљеви ове докторске дисертације структурисани су кроз следеће
истраживачке фазе:

 Успостављање и оптимизација диференцираних in vitro модела
интестиналног епитела, коришћењем ћелијских линија Caco-2 и T84 као
поједностављених, али физиолошки релевантних модела хуманог цревног
епитела.

 Примена INFOGEST статичког in vitro модела дигестије (модели одраслих и
старијих особа) на сирови и термички обрађени кикирики, у циљу добијања
физиолошки релевантних продуката гастроинтестиналне разградње.

 Компаративна анализа трансепителног транспорта алергених и неалергених
протеина кроз диференциране епителне монослојеве, ради процене њихове
способности преласка епителне баријере.

 Карактеризација епителне активације након излагања алергенима, кроз
квантификацију кључних цитокина (IL-1β, IL-25, IL-33 и TSLP), као и процену
активације редокс-зависних сигналних путева.

 Процена интегритета епителне баријере и структурног ремоделовања,
мерењем трансепителне електричне резистенције (TEER) и
имунофлуоресцентном анализом протеина чврстих ћелијских веза.

 Идентификација молекулских и ћелијских биомаркера који поуздано
разликују алергене од неалергених протеина и поседују предиктивну вредност
за епителни стрес, дисфункцију баријере и про-сензитизујуће
имуносигнализационе процесе.

Очекивани резултати ове докторске дисертације обухватају развој робусног,
механистички утемељеног in vitro модела интестиналног епитела, намењеног
проучавању раних догађаја у процесу сензитизације на храну. Поред тога, очекује се
идентификација поузданих биомаркера епителног порекла повезаних са алергенским
потенцијалом протеина, као и генерисање експерименталних података који ће
допринети унапређењу стратегија процене ризика од алергености нових намирница.



Добијени резултати представљаће научну основу за даљи развој предиктивних алата и
пружиће значајан допринос активностима у оквиру ALLPreT пројекта.

5. Методе истраживања

Хумане интестиналне епителне ћелијске линије (Caco-2 и T84) биће култивисане на
transwell уметцима у циљу формирања конфлуентних, поларизованих монослојева са
функционалним чврстим међућелијским везама. Успостављање и очување интегритета
баријере пратиће се мерењем трансепителне електричне резистенције (TEER), као и
имунофлуоресцентним обележавањем структурних протеина међућелијских веза.

Трансепителни транспорт алергених и неалергених протеина процењиваће се
квантификацијом њиховог проласка у базолатерални одељак, применом ELISA методе
и имуноблота. Поред анализе појединачних протеина, сирови и термички обрађени
кикирики биће подвргнути INFOGEST статичком in vitro моделу дигестије, у условима
који симулирају гастроинтестиналну дигестију одраслих и старијих особа.

Добијени производи дигестије биће детаљно окарактерисани и нанесени на апикалну
страну епителних монослојева, ради процене утицаја дигестијом и технолошком
обрадом изазваних протеинских модификација на епителни транспорт, интегритет
баријере и ћелијске одговоре на стрес.

Паралелно, епителни одговор на стрес биће анализиран мерењем нивоа
унутарћелијских реактивних кисеоничних врста (ROS) и производње азот-оксида, чиме
ће се пратити редокс-регулисани сигнални механизми опасности повезани са
излагањем алергенима.

Активација епитела биће детаљно окарактерисана анализом генске експресије и
секреције кључних цитокина (IL-1β, IL-25, IL-33 и TSLP), који ће бити квантификовани
на нивоу mRNA и протеина применом qPCR и ELISA методологије.

У циљу функционалне процене активације имунског система, базолатерални
супернатанти добијени са епителних монослојева изложених алергенима биће
примењени на диференциране THP-1 макрофаге, као модел интестиналних
мијелоидних ћелија. Активација макрофага пратиће се мерењем ослобађања
проинфламаторних цитокина, чиме ће се омогућити функционална евалуација
интеракције између епителних и имуних ћелија након трансепителне транслокације
алергена.

Интеграцијом ових комплементарних експерименталних приступа обезбедиће се
механистичко разјашњење начина на који алергени, у поређењу са неалергеним
протеинима, као и алергени модификовани дигестијом и матриксом хране, утичу на
интегритет епителне баријере, сигнализацију стреса, секрецију цитокина и активацију
имунског одговора. Овако добијени подаци пружиће добру научну основу за развој
предиктивних in vitro алата за процену алергености хране у оквиру ALLPreT пројекта.
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