HACTABHO-HAYYHOM BERhY BUOJIOIIKOI' ®PAKYJTETA
YHUBEP3UTETA Y BEOI'PALLY

Ha VI penosuoj ceqauimu HactaBHo-HayuHor Beha buomnomkor dakynrera YHUBEp3uTera y
beorpany, onpxanoj 12.04.2019. rogune, npuxsahen je m3BemTaj meHTopa np Karapune
BessoBuh u ap bpanka Jopuuha, o ypahenoj nokropckoj nucepranuju Huxone /. [Tonoswuha,
UCTpaKMBaya capafHuka Ha VHCTUTYTy 3a MOJIEKYJIapHy TEHETUKY M TE€HETHYKO
UHXemepcTBO Yy beorpamy, mnox HacmoBom: “HMenuTuBame NPOOMOTHYKUX H
HMYHOMO/JY/IATOPHUX KAPAKTEPHCTHKA NMPHPOJAHUX H30J1aTa €HTEPOKOKA y MoJeauMa
in vitro m in vivo” u oapehena je Komucuja 3a npersen u oleHy A0KTOPCKE JUCEpTaIfje y
cacraBy: np Karapuna BesboBuh, Bumm HayyHu capagHuk, MHCTUTYT 3a MOJIEKYJIapHY
TeHETUKY U TEHETHYKO WHXKEHEpCTBO, YHHBep3uteT y beorpamy, mentop; ap bpanko
JoBuuh, Baapeaau npodecop, buonomku dakynrer, Yaupepsurer y beorpany, MeHTop u ap
Jenena Boxuh, HayuHu capamHuk, MHCTUTYT 3a MOJIEKyJapHY T€HETHKY M TEHETHYKO

HNHXEHEPCTBO, Y HUBEp3UTET y beorpany, unaH.

Komucwuja je mpernemana ypaheHy MOKTOpPCKY aucepraivjy Kanaupata u Behy momnocu

cienehu

N3BEINITAJ

1. onmTH MOoJAIMN O IOKTOPCKOJ JTUCEPTAIININ

Hoxropcka mucepranuja Hwuxome [[. TlomoBuha monm wacioBom “UcnutuBame
NPOOMOTHYKUX W WMYHOMOJYJATOPHHUX KAPAKTEPUCTHKA MNPHUPOJAHUX H30JaTa
€HTEPOKOKa y MoJesiuMa in Vitro m in vivo” mpeacraBba OPUTHHATHO HUCTPAKUBAE KOje 3a
TeMy MMa MPOoyYaBambe MPOOMOTHYKAX U UMYHOMOYTaTOPHUX KapaKTePUCTUKA CHTEPOKOKa
U3 Mieka M (epMEHTHCAaHMX MIICYHHMX MNpPOM3BOJa ca moiapydja 3amamHor bankaHa y

mozenumMa in vitro u in vivo.



OBa pgokTopcka pgucepTamuja je ypahena y JlaGopatopuju 3a MoOJIEKyJapHY
MukpoOuonorujy HMHCTHTyTa 32 MOJEKyJapHY TEHETHKY W T'eHETHYKO HHKCHEPCTBO
VYuuBep3utera y beorpamy, y okBupy mnpojekta “H3ydaBame TI'eHa W MOJCKYJIapHHUX
MeXaHu3aMa y OCHOBH MPOOMOTHYKE aKTUBHOCTH OakTepHja MJICUYHE KHCEIMHE M30JI0BAHUX
ca nonpyyja 3anaaHor bankana (O 173019)”.

JlokTopcka aucepraiyja caapxu: HacioBHy cTpaHy Ha CPIICKOM H €HTJIECKOM jE3UKY,
[TomaTke 0 MEHTOpUMa U YIaHOBMMa KOMHUCH]e, Pe3rMe Ha CPIICKOM M €HITIECKOM jE3UKY ca
KJbydHuM peunma, Canpxaj, Texcr mo mornaBibuma, Crumcak nuteparype u [lpwuiore.
JlokTopcka aucepranyja HanucaHna je Ha 160 crpanuna (nmpopen 1,5), cagpxu 28 cnuka u 14
tabena. Jlucepranuja je nojesbeHa Ha 8 nornassba: YBoa (1-27 crpana), lluibeBu paxa (28
crpana), Marepujaa u meroae (29-53 crpana), Pesyararu (54-82 crpana), luckycuja (83-
96 crpana), 3akbyumm (97-101 crpana), Cnmcak Jaurteparype (102-132 crpana) u
IMpunosu (133-160). [Topen HaBemeHor y mpuiiory caapxu: buorpadujy ayropa, UsjaBy o
ayTopcTBY, M3jaBy O HCTOBETHOCTH INTAaMIIaHE W EJIEKTPOHCKE Bep3Uje JIOKTOPCKE
mucepranyje, M3jaBy o kopumhemy, Kao W HaydHe paJoBe 00jaBJbeHE y HAyYHUM

yaconucuma ca ISI nmucre koju cy TUpPEeKTHO MPOUCTEKIIN U3 TOKTOPCKE TUCEpTaIHje.

2. AHAJIN3A JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

[Tornassbe YBOA JOKTOPCKE AUCEpTAlMje CaJp’KU IIECT MOTIOINIaB/ba. Y HEMY Cy
CaXeTO MpHKa3aHW JIUTEpaTypHU MOJAIM KOJU Cy HENOCPEJHO IIOBE3aHU ca TEeMOM
JIOKTOPCKE JMCepTalnje.

Y nornornasky ,,Pox Enterococcus® omnmcane cy ocHOBHE Mopdorouike,
O6uoxemujcke, PU3MOIOIIKE U TeHETHYKE KapaKTePUCTUKE OBOT POJIa, IUBEP3UTET CTAHUIITA,
BUXO0BA yJora y epMEHTHCAaHUM MIIEYHUM NPOU3BOAMMA U YJIOTa Y U3a3UBalby OOTHUYKUX
unpexkuuja. Ilopen tora, nat je mpersies (UIOTEHETCKE CPOAHOCTH U IPETIOCTaBIHEHE
CTapOCTH OBOT pojia Ha OCHOBY (prytoreHeTcke annuse rexa 3a 16S pubdozomanny PHK, kao u
UCTOpHjaT Kiacu(uUKallije eHTEpOKoKa. Y OKBHpY ,MaeHTudukanmja eHTepokoka™ nar je
nperJiesl KOHBEHIIMOHAIHUX METO/Ia KOje Cy ¢€ KOPUCTHIIE 3a UIeHTH(UKALIN]y EHTEepOKOKa U
Koje cy Oa3upaHe Ha (U3MOJOLIKUM KapaKTepUCTHKaMa OBOI pOJa, 3aTUM Iperjien
MOJIEKYJJApHUX METO/AA KOJUMa CE€ aHAIU3UpPajy Pa3IMYUTU KOH3EPBUCAHU TE€HH MPUIMKOM
uACHTU(UKAIM]je EHTEPOKOKa, KAao0 U HajCaBPEeMEHUjUX MeETOoJa 3a HUXOBY HCIPaBHY

UACHTU(UKAIN]Y 10 HUBOA BpcTe. Y MOTIOIIAaBIbY ,,EHTEpOKOKEe Kao MaToreHu ¢y OMUCaHu
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(dakTopu KOjU JIONPUHOCE NATOICHOCTH EHTEPOKOKa, Kao IITO Cy pPE3UCTeHIHja Ha
AHTUOMOTHKE, MPUCYCTBO JETEPMHUHAHTH BUpPYJICHIIMje U popMupame ouodpunma. Y oaesbKy
,,PE€3UCTEHINja CHTEPOKOKA Ha aHTUOMOTHKE  OIKCaHE Cy ypol)eHe U cTedeHe OTHOPHOCTH Ha
IIMPOKH CIEKTap aHTHOMOTHKA KA0 IUTO CY: [-JIAKTAMCKH aHTHOMOTHIM, TIMKOIICHTH]IH,
aMUHOTJIMKO3U/IM, XUHOJIOHU, JIMHE30JIM]I, TETPAlMKINH, €PUTPOMHIIMH, XJIOpaM(EeHUKOI,
HUTpodypaHTOMH W pudaMnuuuH. Y OKBHpPY ojejbka ,,BupyneHTHe aeTepMuHaHTE
SHTCPOKOKA* OMHCAHM Cy aJXE3WHU EHTEePOKOKAa KOju MM omoryhaBajy na ce BEXy 3a
nmpoTenHe BaHheNHjcKOr MaTpHUKCa W Jia Ha Taj] Ha4uH (aBOpHU3Yjy KOJIOHU3AIU]Y CIUTENA.
@dakTopu BHUpYJICHIUjE KOjHU AONMPHHOCE KOJOHM3AIMjH OMHCAHH y OBOM OJIEJbKY CY:
arperalMoHa CyIncTaHIla, KojareH Be3yjyhu TpoTeWH, aHTUreH crhenuduuad 3a
SHJIOKApJUTAC ¥ EHTEPOKOKAIHHU MOBPIIMHCKH MPOTEHH, KA0 W TOKCHYHE CYICTAHIE KOje
uMajy JECTPYKTHBHH edeKaT Ha TKHBO JgomahwHa: UUTONM3HMH, JKElIaTWHa3a u
xujanyponuaaza. Opemak ,,EHTepokoke u Qopmupame Ouodunma™ omucyje daze
dbopMupama OnodpuiIMa KoJi eHTEPOKOKa, Kao U (aKkTope KUBOTHE CPEAMHE U MPOTEHHE Ha
NOBpIIMHU henmje KOju cy YKJbydeHH Y dopmupame Ouodunama. VY MNOTHOTIaBIBY
,,EHTEPOKOKE Kao MPOOHMOTHIM®, Yy TMOCEOHUM OJeJbliuMa, ACTa/bHO J€ JaaT Tperjen
J0Ca/lallllbUX JINTEPAaTypHUX TOJaTaka O OCHOBHMM MEXaHH3MHMa KOjUMa EHTEPOKOKe
OCTBapyjy NpoObuoTHUKu edekar Ha JoMahiHa Kao U KpUTEpHjyMH 3a oadup npoduoTuka. ¥
OKBHPY OBOT MOTITOTJIABJbA OTIMCAHU Cy OaKTEpUOLIMHN €HTEPOKOKA, FbHX0Ba KiIaCH(HKaIHja
U MEXaHW3MH IIOCPEJICTBOM KOjUX TPOHM3BOJHAa OaKTEPHOIMHA MOXE JIOTPUHETH
npobuoTHuKoj akTHBHOCTU. Ilopen Tora, y onespumuma ,,YTHIA) €HTEPOKOKAa Ha EMUTENIHY
6apujepy” u ,,KOHKypeHTHO UCKJbYUHMBamWb€ MAaTOIEHUX OakTepHja™ OMMCaHU CYy MEXaHU3MHU
MOCPEACTBOM KOJUX EHTEPOKOKE CIpeyaBajy WJIM OTrpaHHuYaBajy pacT APYrux OakTepuja u
yTHUy Ha enuTenaHy 6apujepy. ¥ oaesbuuma ,,Mopaynanuja IMyHCKOT OArOBOpa MOCpeoBaHa
npobuoTnukuM Oaktepujama“ u ,Jllpeno3naBame eHrepokoka mnpexko TLR nomahuna*
OIMCaHM Cy CHEIU(PUUHHN U HeCTIeM(PUIHN MEXaHU3MHU JIJI0OBamba EHTEPOKOKa Ha jomahuHa,
MHTEpaKIMja MOJEeKyJa eKCIPUMHUPAHUX Ha MOBPUIMHU henMje eHTepoKoKa M perentopa Ha
hemjama nomahmua. [lomaTHO, CTaBJheH j€ aKIeHAT HaA TMENTUIOTIMKAH W TEUXOUUYHY
KHCEJIMHY €HTEPOKOKAa M MEXaHHM3aM MOJyJallijeé MMYHCKOT OJroBopa MOCpelOBaH OBHUM
MoJIeKynuMa. Y TOTIOTNIaBiby ,,Listeria monocytogenes kao Mozen nCUTHBamka HHDEKIHje
OMMCaH je MexaHHu3aM HH(EKIMje OBOI MaToreHa Kao W aKTHBalfja aHTHOAKTEpH]CKOT
onrosopa nomahmnaa mpeko TLR peneniropa. Y okBupy moTmoriiasiba ,,ExcriepuMeHTaTHI

ayTOMMYHCKH €HIIe()aTOMHUjeTMTHC Kao MOJENl HCIUTHBamba ayTOUMYHCKHX OoJjecTu



onucaH je Hajuenrhe koputheH MoJIe MYJITHILIE CKIEPO3€E, YIECTAIOCT OBE OOJIECTH y CBETY
Ka0 U MEXaHU3MH HacTaHKa OBOT 000JbEHA.

VY mnornasspy Lu/beBH paga jacHo cy AeQUHHCAHM TJIaBHM HAYYHHU IUIBEBH
JIOKTOpcke auceprauuje. OHU Cy MOAEIbEHU y TPHU TPyIe IUbeBa. Y NMPBOj TPYHH IHIbEBA
neduHNCAaHN Cy IMJBEBHM BE3aHM 3a HCIUTHBAmE O0e30eIHOCHOI CTaTryca EHTEpOKOKa
M30JI0BaHUX W3 (EPMEHTHCAHMX MJICYHMX NpPOM3BOAA ca mojapydja 3amagHor bankana.
HctpaxxuBama Be3aHa 3a OBaj] HWb Cy oOyxBatwia: 1. McnuTuBame XEMOJIUTHYKE U
KeJlaTMHA3He aKTUBHOCTH; 2. VIcuTHBame OCETJbUBOCTU Ha aHTUOHMOTHKE; 3. VMcnuTuBame
npucyctBa ¢akropa BupyieHuuje; u 4. WcnutuBame dopmupama Ouodpunma. Y apyroj
Ipyny LUJbeBa JIEPUHUCAHU Cy IIMJbEBU BE3aHH 33 MCIUTHBAIKE MPOOMOTHYKHX CBOjCTaBa
oJabpaHKX CcojeBa SHTEPOKOKa y Mojenuma in Vitro. McrpakuBama Be3aHa 3a OBaj IHJb CY
oOyxBarmuna: 1. IIpexxuBibaBame CHMYIMPAHUX YCIIOBA TaCTPOMHTECTHHAIHOT TpakKTa; 2.
BesuBame 3a mynuH, komareH u (uOponektun; 3. BesuBame 3a HT29-MTX henujcky
nuHujy; 4. AHTUMHKpOOHH noTeHjar; 5. EQekaTt Ha untectunanue henuje; u 6. Epexar Ha
mojeny uHpeknuje ca Listeria monocytogenes. V tpehoj rpynu nusbeBa aeUHHUCAHU CY
[IWJbEBU BE3aHHM 3a HMCIHUTHUBAKE WMYHOMOJYJIATOPHOT TOTEHIHMjasa oja0paHOr coja Ha
Mozeny in Vitro u in vivo. MctpaxuBama Be3aHa 3a 0Baj Wb Cy oOyxBaruia: 1. Moaynauujy
byHKIHje Me3eHTepu4HUX TUMGHUX 4YBOpoBa IN Vitro; u 2. Edekat Ha wuH(amarmjcke
Oouectu in Vivo.

VY nornarsry MaTepHjaa m MeTo/ie ONNCaHE Cy CaBpEMEHE METOJE MOJEKYIapHe
MUKpoOHoIoryje kopumiheHe y pealn3alyji HaBeJeHUX [IMJbeBa. Y OKBHUPY MOTIIOIIABIbA CY
ONUCaHU OAKTEPHjCKH H30JIaTH, Ka0 M JAETabHU METOAOJOIIKH MOCTYNUU KOpHUIIhEeHH Y
IBUXOBOj] KapakTEepU3allMjH y OBOj Te3U. Y TMOTIOTIAaBJbY ,,baKTEepUjCKU COjJeBU* Cy JaTH
CIHCAaK U MOJAIlM O COJeBMMa KOJU Cy M3y4aBaHMU y OBOj T€3H (PErvoH U MOPEKJ0), Kao U
CnHcak KOpUIINEHUX MHIUKATOPCKHUX cojeBa. Y MOTIOIIABIbY ,,MeaujyMH 3a KyJITHBAIH]y
OakTepHja‘ cy onmMcaHU MEIUjyMH y KOjUMa Cy rajeHe 0akTepuje Kao U YCIOBH y KOjUMa Cy
pacne (Temreparypa u aepanuja). bakrepujcku eKCTpakTh KOPUITNEHH Y OBOM UCTPAKUBALY
32 HMCIUTHBAKE MPOOMOTHYKHX W HMMYHOMOJYJIATOPHUX KapaKTepPUCTHKA ONHCAHU Cy Yy
,lpunpema Oakrepujckux ekcrpakara®. Iloctynmm 3a wusonmanujy ykynHe JIHK wu3
Oakrepujckux henuja, kao u m3onoBame masmuaHe JTHK u3 Escherichia coli DH5a onucane
cy y notnoriasibuma ,,M3onanuja ykynue JJHK u3 enrepokoka® u ,,M3omamnuja mmasmuane
JIHK wu3 Escherichia coli DH5a“. YmuoxaBame mwpHux JHK ¢parmenata meromom
naH4yaHe peakiuje momumepase (,,Polymerase Chain Reaction®, PCR) kao u crnmcak npajmepa

Cy OIMCaHHW y MOTHOTJAaBJbY ,JlaHuaHa peakiuja nmonumepase ,,PCR“ . Busyenuszamnmja
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totanHe Oaktepujcke JIHK u JIHK dparmenara mobmjenux PCR meromom je BpieHa
XOPU30HTAJTHOM Tell eleKTpo(pOope30M OIMCAHOM Yy IOTIHOIVIABJbY ,,XOpPU30HTAIHA Iell
enekrpodopesa JTHK.

Metone wucnuTHBama ~ 0e30€IHOCHOT  cTaTyca  EHTEpOKOKa  Kao  JKUBHUX
MHUKPOOpraHu3amMa U bUXOBE MOTCHIUjaIHEe YoTpede y OMOMEIUIIMHN U BETEpUHH OIMCaHe
Cy y OKBUpY ,,McnuTuBame 0e30e1HOCHOr CTaTyca €HTEPOKOKa™. Y OBOj I'PYIU OIHUCAHE CY
MeToae ,,Tect xemoiauTHuke akTuBHOCTH, , TecT kemaTuHa3He akTHBHOCTH, ,, Tect
Mukpoaunyuuje u ,,Tecr popmupama Onodunma“. Merone ucnuTuBamba MPOOMOTUYKUX
ocoOuHa ommcaHe cy y Irpynu meroaa ,,Merozae npoueHe NpoOMOTHYKHX KapaKTepHCTUKA
EHTEpPOKOKa*“ U caapxke. ,,TecT mpexuBsbaBakba EHTEPOKOKA y CHUMYJIMPAHUM YCIOBHMA
raCTPOMHTECTUHAHOT TpakTa®, , TecT Be3uBama EHTEPOKOKA 3a WMOOWIMCAHM MYIIHH,
konareH u pubponexktun®, ,,Kynrusanuja HT29-MTX henujcke nunauje” u ,, Tect Be3nBama
eHTepokoka 3a HT29-MTX“. V okBupy ,Merone mnpoOUOTHYKE KapaKTepH3aluje
Enterococcus faecium BGPAS1-3“ onucanu cy TecToBH ,,TeCT aHTHMHUKPOOHOT Je/IOBamba
Enterococcus faecium BGPAS1-3“ u ,OnpehuBame Opoja Listeria monocytogenes
ATCCI19111 henuja y mojaeny NpoU3BOJAKE JOoTrypTa ca JOAATKOM >KMBOT M TOIJIOTOM
youjenor En. faecium BGPAS1-3“. JlomatHo, na OM ce MCIUTAa0 NPOOMOTHYKU edekar
Enterococcus faecium BGPAS1-3 kopuihena je Caco-2 henujcka nrHUja U 32 NOTpede OBHUX
excriepumenara Caco-2 hemuje cy audepennupane u ypahenu cy ,,TecToBu anxesuje u
unBasuje Listeria monocytogenes ATCC19111 na mnudepenuupanum Caco-2 hemujama y
KOMOWHAIIMjH ca )HUBUM M TOIUIOTOM youjenum Enterococcus faecium BGPAS1-3“. Edexar
’KUBOT U TorioToM youjenor Enterococcus faecium BGPAS1-3 nHa nudepenunpanum Caco-2
henmmjama y moneny unpekuuje npahen je trectoBuma: ,,M3onoBame ykynHe RNK n3 Caco-2
henuja®, ,Peakumja peBep3He TpaHckpunuuje, , KBaHTHUTaTHBHA peaklMja JIAHYAHOT
yMHOXaBama y peasHoM Bpemeny ,,qPCR* “ u ,Merona Western blot“. Jla 6u ce ucnurao
UMYHOMOZYJIAaTOpHU edekar TtomioroM youjenor Enterococcus faecium BGPASI1-3,
crpoBejieHa Cy In Vitro u in VIiVO wucTpaxuBama. Y OKBUpPY ,,MeToJe HCIUTHBAbA
HMYHOMO/IYJIATOPHOT TIOTEHIIMjajia TomIoToM youjeror Enterococcus faecium BGPAS1-3 in
vitro“ kopuirhenu cy myxjau manosa Wistar coja y3rajanu Ha ¢apmu BojHOMenuimHCKe
akazemuje y beorpany. CBe ekcriepuMeHTallHE Mpoleaype oao0peHe cy on crpane ETuuke
KoMmucHje MUHHCTApCTBa TOJHONIPUBpEE, IITyMapcTBa M Bojonpuspene Penmybnuke Cpouje
(6poj mossosie 119-01-5/14/2017-09) u HaBencHe cy y ,,EKcriepuMeHTaIHE >KUBOTHEHE'.
H3onoBame henmja me3eHTepuuHMx JuM@HuUX uwBopoBa (MJIY) wm3 Wistar mamoBa u

yCIIOCTaBJbakhe MpHUMapHe henmjcke KyaType ONMHMCaHU Cy y OKBHpY ,J3omoBame henuja
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ME3CHTEpUYHUX JTUM(HUX YBOpPOBA M YCIOCTaBJbale IpHUMapHe henmjcke nuHUje™.
[utoTtokcnunu edexatr u edexar Ttommorom youjenor BGPASI1-3, nentmmorimkana
BGPAS1-3 u nentunornukana 06e3 temxomuHe kucennne BGPASI-3 na merabonmuky
aktuBHOCT henmmja MJIY crumynucanux ca konkaHaBamuHoM A (KonA) (momen in vitro
undmamanuje) ompehen je tecrom LDH (,,Lactate dehydrogenase) m MTT (3-(4,5-
JTUMETHIITHA30J1-2-01)-2,5- 1 eHnITeTpa3oNrujyM OpOMUI), PEIOM Yy TECTOBUMa ,,Mepeme
IIUTOTOKCUYHOCTH TpeTMana Tectom LDH® u , Mepeme MeTaboinmyke aKTHUBHOCTU TECTOM
MTT*. Edexkru tommorom yb6ujenor BGPAS1-3, mnentupormukana BGPAS1-3 u
nentuaornukana 6e3 teumxomune kucenuHe BGPAS1-3 na cmocobnoct hemmja MJIY
crumynucanux ca KonA 3a npoaykuujy iurokuna (1L-10, IFN-y u IL-17) oapeljen je Tectom
ELISA u onucan y tecty ,,Mepeme npoaykiuje nurokuHa tectom ELISA®. 3a ucnurupame
edekra Tormmorom youjeHor BGPAS1-3 y in vivo moneny xopumthenu cy Dark Agouti
MaloBH KOjUMa j€ HMHIYKOBAaH EKCIICPUMEHTATHH AyTOMMYHCKH eHIe(aloMHjeluTHC U
MeTone cy omucaHe y ,JMyHuzanmja xuBoTHma“. CBe EKCHEPHUMEHTAJIHE IPOLEaype
omobpene cy ox crpaHe Ertmukor kommrera MHCTHTyTa 32 OHOJOIIKA HCTPaXKHBambha
,Cunuma CrankoBuh® y bBeorpaxy (0poj mno3oie 03-10/15) wu HaBemene cy y
,EKCIIepUMEHTaJIHE  KUBOTUHe“. JKMBOTHEE Cy TpeTUpaHe TOIUIOTOM YOHjeHUM
Enterococcus faecium BGPAS1-3 Ha HauKH KOju je omucaH y ,,JI[puMeHa TOmIoToM youjeHoT
Enterococcus faecium BGPAS1-3 na Dark Agouti manoBuma in vivo“. Edekar Toruiorom
youjenor Enterococcus faecium BGPAS1-3 Ha KIMHHYKH TOK OOJIECTH OIHUCaH je Y
,EBallyanja KIMHUYKE CIMKE EKCIIEPUMEHTATHOI ayTOMMYHCKOT eHIedaroMujenuTrca’.
[Topen Tora, edpekar Tomiorom youjeHor Enterococcus faecium BGPAS1-3 Ha mukpoOrom
nMyHHM30BaHUX jkeHkH Dark Agouti mamosa ommcan je y ,,Enextpodopesa y rpaamjeHty
nenarypumryher arenca (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE ananuza)“. ¥V
MOCJeIEM MOTIOrIaBby ,,CTaTUCTHUKAa o0paga pe3yirara’ ¢y HUCTaKHYTH NPOrpaMu U
TECTOBH KopHIIheHu 3a 00paay pe3yaTara 1001jeHuX y OBOj TE3H.

VY nornaspy Pe3yaraTm cy mpHkazaHu pe3yiaTaTH MCTpakuBama JOOUJEHU y OBO]J
Te3u. OBO TOTJaB/be j€ OPraHW30BAaHO Yy TPH Jiela: UCIUTHBame 0e30€IHOCHOT cTaryca
SHTEPOKOKa H30JIOBaHMX ca Mojapydja 3amagHor bankana, ucnuTHBame MPOOMOTHYKHX
KapakTepUCTUKa oJadpaHMX cojeBa y MoOJeny IN Vitro, UCIuTHBame NPOOMOTUYKHUX H
HMYHOMO/IYJIATOPHUX KapaktepucTrka Enterococcus faecium BGPAS1-3 y mozenuma in
Vvitro u in vivo. M3omatu koju cy kopuinheHn y oBoj cTyauju (H = 75) cy y NpeTXOaHUM
CTyAMjaMa OKapaKTepHCaHH Kao CEH3UTUBHHM U MHTEPMEAMjEPHO PE3UCTEHTHH Ha

aHTHOMOTHKE TIpeMa MeToAau AucK audysuje. M3omoBaHu cy U3 pypalHHX Mpeaena
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Penyoiiuke Cpbuje, Penyomuke XpBatcke u boche m XeplieropuHe u3 Mileka, KajMaka,
MujepaMa M CHpeBa O] HEKYBAHOT KpaBJber M Ko3ujer miieka. Ha moueTky ucTtpaxuBama y
OKBHUPY JOKTOPCKE Te3e yMHOkaBameM reHa 3a 16S pPHK u mopehemem pesynrara HakoH
CeKBEHIIMpama UACHTU(UKOBAHM Cy OBH M30JIaTH M TIOKa3aHo je 1a 50 cojeBa mpuIiaaa BpCTu
En. durans, 15 cojeBa Bpctu En. faecium, 6 spctu En. faecalis, 3 coja Bpctu En. italicus u
jenan coj mpumazga Bpcetd EN. hirae. Tokom ucnuTuBama 6€30€IHOCHOT cTaTyca EHTEPOKOKa
MOKa3aHo je Aa 14 MCHUTHBAHMX EHTEPOKOKa MMa aia XeMOJUTHYKY aKTUBHOCT, JIOK 5
WCIHUTHBAaHUX CHTEPOKOKA MMa JKEeJaTHMHA3HY aKTUBHOCT. Y HACTaBKy CTyaHje, 3a 56 cojeBa
KOJU HHUCY MOKa3aJId XeMOJIUTHUYKY U KeJIaTHHA3HY aKTHBHOCT, j€ MCIHUTaHA OCET/BUBOCT Ha
AHTHOMOTHKE M MOKa3aHa je BHCOKA YUeCTaloCT Pe3UCTEHIHje Ha nunpodiokcanut (0 = 27),
JIOK CYy Yy Mam0j MEpPU TECTUPAHHU COjeBH PE3UCTCHTHU HA TEHTAMUIIMH (H = 6). Y HacTaBKy
UCTPpaKUBaka WCIUTUBaHA Cy 23 coja KOjU HE IMOCENyjy PE3WCTCHIN]y Ha aHTHOMOTHKE.
HcnutuBamem crnocoOHOCTH Qopmupama OnoduiMa mnokaszaHo je ga 9 cojeBa Hema
MoryhHocT na gpopmupa Guoduim, ok je 14 cojeBa mokasanao pa3IuyuT cTereH Gopmupama
onodunma (11 cojeBa mocemyje cnaby crmocoOHOCT opMupama Ouoduinma, jegan coj uMa
jaky crocoOHoCT dopMmupama 6noduiMa U JBa coja Cy IMOKa3ajga BeOMa jaKy CIOCOOHOCT
dopmupama 6uodpmima). Ha ocHOBY pe3ynrara mpHcycTBa reHa KOjU KOIUPA]y pa3iudyuTe
¢dakTope BHpYJEHIM]E y TE€HOMY HCHUTHBAHHUX EHTEPOKOKAa, MOXKE CE€ YOUHUTH BHCOKA
3aCTYIJLEHOCT T€HAa KOjU KOIMPajy aIXxe3uHe, JOK je MPUCYCTBO T'€HA YHjH CYy MPOTEUHCKU
MIPOJIYKTH OJIFOBOPHHU 3a opMupame 0Moduama cy CriopaguyHO MPUCYTHU. 3a UCIIUTUBAE
npoOHOTHUYKUX OcoOMHA ofadpaHa cy 23 coja KOjU HEMajy XEMOJMTHYKY M JKEJIATHHA3HY
aKTUBHOCT M KOJU Cy OCETJbMBHU Ha JIeCeT KIMHUYKU pelleBaHTHUX aHTUOWOTHKa. Mebhy
o/1a0paHuM COjeBUMa, U3a0paHU CYy U COJ€BU KOJU UMaJy CITOCOOHOCT dopmupama ouoduima
U TIPUCYTHE TE€HE YHjH Cy NMPOTEHHCKU TPOIYKTH OJITrOBOPHH 3a KOJOHHW3aIHjy nomahuHa.
Kao kputepujymu 3a cenekuujy nmpoOHMOTHKAa HCIUTUBAHHU CY: CIIOCOOHOCT OakTepHuja 1a
NpeXHUBE HEMOBOJbHE ycioBe racrpoumHTectuHanHor tpakra (I'MT), na ce Bexy 3a MyIuH,
npoTenHe BaHhenHjcKor MaTpUKca M WHTECTHHaNHE henuje M mpoAyKiHja aHTUMHKPOOHHUX
jenumema. [IpexxuBibaBame 23 ananusupana coja y ['UT Hakon uHkyOanuje y xenyJaqyHoM
COKy je y mpoceky 94,4% - 98,8% + 1,3%, HakoH nBaHaecTonagadyHor coka 87,1% - 97,9% +
2,9%, oK je y MpoceKy MpekXHBIbaBakEe IPEBHOT coka M3HOCHIO 82,7% - 92,9% + 3,0% y
OJIHOCY Ha ToYeTHH Opoj Oakrepuja. OmucaH je BHCOK IPOIICHAT BE3WBamba TECTUPAHUX
€HTEPOKOKA 3a MYIIMH, KoylareH u ¢udpoHekTrH. TecTrupane eHTepokoke ce Be3yjy 3a HT29-
MTX y npoceky 86,7% £ 5,4%. JleceT TecTUpaHHUX COjeBa j€ UMAJI0 AaHTUMHKPOOHO JI€jCTBO

Ha En. faecalis BG221, nox cy En. faecium BGPAS1-3 u BGZLMI1-5 umanu aHTUMHKPOOHO
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nejctBo Ha L. monocytogenes ATCC19111. 36or anTMiIMCTEpHUjCKOT e(deKTa M OJCyCTBa
crocoOHOCTH dopMmHpama OuoduiamMa y JIpyroMm Jely HCTpaXuBama OJabpaH je
Enterococcus faecium BGPAS1-3 3a pajby nmpoOMOTHYKY KapakTepH3alujy y MojearMa in
vitro. ITokazano je ma En. faecium BGPAS1-3 npoaykyje TepMOCTaOMIIHO aHTUMHKPOOHO
jenumehe MPOTEeHHCKE MpHpoJe, Be3aHo 3a henwjy. Ilopen aHTMMukpoOHOT nenoBama Ha
BG221 u ATCC19111, oBaj coj uma aHTUMHKpOOHY akTHBHOCT u mpema Bacillus subtilis
168, Acinetobacter baumannii 6077/12, Chromobacterium violaceum CV026, Erwinia
carotovora u Klebsiella pneumoniae Ni9. AnTunucrepujcku edekar KHBOT M TOILIOTOM
youjenor BGPAS1-3 Tectupan je y Mozeny HpoU3BOAWmE jorypra ca Streptococcus
thermophilus BGKMJ1-36 i Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus BGVLJ1-21 wu
yo4eHO je cMameme Opoja L. monocytogenes ATCC19111 tokom cenam JaHa CKJIATUIITCHA.
ITopen oBor Ttecra, tectupan je edekar xuBor u TorioroM youjeHor BGPAS1-3 Ha
criocoOHOCT Be3uBawma M MHBa3uje L. monocytogenes ATCC19111 na Caco-2 henujckoj
JMHUJU U TIOKA3aHO je Jia, Y TPH THIa TeCTa, )KUB U ToruioToM youjenu BGPASI-3 cmamyjy
BesuBame L. monocytogenes ATCC19111, nmok He cMmamyjy mHBasujy L. monocytogenes
ATCCI19111 y Caco-2 henmnjama. Tperman nudepenuupanux Caco-2 henuja ca XUBUM U
torotoM youjenum BGPASI-3 crumynuiue ekcrpecujy kinayauHa Ha HuBoy MPHK wu
excrpecuje nporenHa. Huso excrnpecuje 1L-8 nPHK HakoH TpeTmaHa je cMameH, JI0K jeé HUBO
TGF-f uPHK 6uo nosehan. [lonarno, sxuB BGPAS1-3 nosehao je exkcripecujy TLR4 uPHK,
1ok je TororoM youjean BGPAS1-3 mosehao TLR2 nPHK. Tpermanu KUBUM M TOTLIOTOM
youjerum BGPASI1-3 nosehanu cy nuBo MyD88 nPHK, mTo je cBe ykazano Ha To na je
edexar BGPAS1-3 na Caco-2 nocpenosan TLR/MyD88. Tokom undeximje Caco-2 henuja ca
L. monocytogenes ATCC19111 cmamena je excrpecuja kinayauaa u Ha HuBoy nPHK u na
HuBoy mporenHa, kao u UPHK 3a TGF-f u TLR4, nok je muBo IL-8 u TLR2 uPHK 06uo
noBehan. Jlasbe je moka3aHo nga TokoM wuHbeknuje ca L. monocytogenes ATCC19111
pa3NUYUTH TpPEeTMaHW XUBUM U TomioroMm youjenum BGPASI-3 omoryhaBajy na HuBO
excripecrje kinayauHa u Ha HuBoy MPHK u mpotenHa ocrane HempoMemeH, WK Yak moBehaH
y TECTy 3aMeHe U TeCTy HCKJbydema ca TorioroMm youjennm BGPAS1-3. HuBo excnpecuje
IL-8 uPHK 0Ouo je nmoBehan HakoH WHQEKIHUje, JOK Cy Pa3IMYUTH TPETMAaHU KUBHUM WU
toriotoM youjenum BGPAS1-3 cmammiu HuBo excrpecuje IL-8 nuPHK, uzyzeB y tecty
3aMEHE TJIeé je OCTa0 HENpOMEHEH Y OJHOCY Ha eKCIpecHjy y NpHCYcTBY came L.
monocytogenes ATCCI19111. Undexumnja audepenmupanux Caco-2 L. monocytogenes
ATCCI19111 nosena je 1o cmamema HUBoa excupecuje TGF-f nPHK nok tomnorom youjenu

BGPAS1-3 y TecTy 3aMeHe M TeCTy HCKJby4uHBama oMoryhasa na ce HuBo exkcrpecuje 1GF-f
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nPHK onpxu Ha HMBOY €KcIIpecHje OBOT MOJIeKyJsa koJ HemHpummpanux Caco-2 hemuja. ¥V
TECTy MCKJbyuMBama kaga cy Caco-2 TperupaHe ca >KUBUM MM TOIUIOTOM YOUjeHUM
BGPAS1-3 ekcmnpecuja TGF-f uPHK 3nHagajuo je Beha um om HHMBOa ekcrpecwje y
HenHpuuupanum Caco-2 henujama. Mudekuunja crumynuire ekcrpecujy TLR2 nuPHK, noxk je
HakoH TpeTMaHa wHbupanux Caco-2 ca xxuBuM U ToruioroM youjenum BGPAS1-3 HuBo
TLR2 uPHK 0uno cmameH, u3y3eB y TecTy 3ameHe ca ToruiotoMm youjeanm BGPASI-3 kana je
HuBo ekcnpecuje ”PHK ocrao Henmpomemen y ogHocy Ha HemHpuiupane Caco-2 henuje. C
apyre crpane, uHgpekuuja Caco-2 hemmja sa L. monocytogenes ATCC19111 noBomu 1o
cmamema ekcrpecuje TLR4 nPHK, nok je excnipecuja uPHK 3a oBaj penientop nmosehana y
Caco-2 henujama TtperupanuM ca xuBuM BGPASI-3 y Tecty 3amMeHe WiIM TOILIOTOM
youjerum BGPASI-3 y Tecty uckipyunBama. HuBo ekcrpecuje MyD88 uPHK ocrtao je
HenpoMemeH y Caco-2 henujama HakoH uH(ekuje ca L. monocytogenes ATCC19111, nox
no nosehamwa excrpecuje ”PHK nosoau toruorom youjenn BGPASI-3 y tecty 3amene u y
TECTY UCKJbYUHBakba.

Ha ocHOBy mpermocraBke Ja TOIUIOTOM YOHWjeHH c€Oj MACTMMHYHO 3aaprKaBa
MOJIEKYJICKE 00pa3lie MOBE3aHe Ca MHKPOOPTaHU3MHUMa KapaKTepUCTHYHE 3a JKUBU COj,
JIOJIATHO je MCTIUTaH MMYHOMOJYJIATOPHU MPOGHI TOIUIOTOM YOUjEeHOT coja y Mojenuma in
Vitro u in vivo. YV oBuUM HcIUTHBamUMa KopuinheHe cy henuje Me3eHTepUYHHUX JTUMQPHUX
YBOpPOBA KOje Cy TpeTupaHe ca konkaHaBaarHOM A (KoHA) kao in vitro mozen unduamanuje.
Ha nouetky je mokazano na toruotoMm youjenu BGPAS1-3, nentunornukan BGPASI-3 u
nentuaorinkan 0e3 renxonune kucenune BGPAS1-3 y ognocy 1:10 (eykapuorcka henuja :
npokapuoTcka henuja) He Memwajy MeTaOOJMYKy aKTUBHOCT UM HHUCY IIMTOTOKCHYHE. Takobe
OBM TPETMaHU HE Memajy MpOAYKLH]Y Hpo-uHnamanujckux nurokuHa IFN-y u IL-17 y
onHocy Ha HeTtperupane KonA-ctumynucane MJIY henuje. Tpermanu TomaoTomM youjeHUM
BGPAS1-3, nmentunornmukanomMm BGPAS1-3 u nentugorivkaHoM 0e3 TEMXOWYHE KHUCEIMHE
BGPAS1-3 nosehaBajy mpoaykiuujy aHTH-uH¢mamanujckor nurokuHa IL-10 y omHocy Ha
Hetpetupane KonA-ctumymucane MJIY hemmje. Torutotrom youjean BGPAS1-3 npumemeH
in VIVO y MoOjely eKCIEpUMEHTATHOT ayTOMMYHCKOT eHIe(halOMUjeIuTHCa T0Ka3ao je
edekar Ha yOiakaBambe CUMITOMA y OYeTHUM (pa3ama OOJIECTH Kao M Ha BPXYHIy pa3Boja
O6onectu. JlogaTHO je aHATU30M MHUKpOOMOMa JKMBOTHIA KOJUMa j€ HMHIYKOBaH
eKCIIEpUMEHTAIH! ayTOMMYHCKU eHledamomMujenuTuc (KOHTPOJIHA Tpyna >XKUBOTHUHA) U
KUBOTHIbA KOjHMa j€ WHIAyKOBaHA OOJIECT W TpeTUpaHe cy ToriotoM youjenum BGPASI1-3
youeHa pa3jinka y cacraBy MmukpoOmoma. Ilokasano je nma je Lactobacillus intestinalis

MIPUCYTaH CaMo Ha MMOYETKY TpeTMaHa oK HUje JeTekToBaH 30 JaH HAaKOH UMYyHHU3alLHUje HU Y
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KOHTPOJIHO]j TPy HUTH y TPYIH Koja je muia TomioroM youjean BGPAS1-3. Lb. murinus u
En. hirae cy npucyrne camo y y3opuuma ¢ereca HMyHH30BaHHX JKUBOTHEbA Koje ¢y 30 nana
TpetupaHe TomioToM yoOujeHumM BGPASI-3, a HHCY mnpucyTHe y KOHTPOJIHOj TpYIH.
Kopumrhemem yHHBep3aHuX IpajMepa Moka3aHo je na ce Shuttleworthia satelles u
Muribaculum intestinale mojaBbyjy camo 30. man y ¢enecuMa KOHTPOJIHHMX >KHBOTHIHA.
AHanM30M CEKBEHIM [OOMjEeHMX YMHOXKaBameM TIpajMepuMa crequGuyHuM 3a poa
Bifidobacteria nokasano je mpucyctBo Bifidobacterium pseudolongum camo y denecuma
KOHTPOJIHHUX M TPETUPAHUX KHUBOTUIbA 30 JaHa HAKOH UMYHH3AIIH]E.

[Tornassee JIuckycuja je moceeheHo ynopenHoj aHalM3u pe3yaTaTa 100UjeHUX Y OBOj
TE3W W MOoJaTaka U3 JI0CAallbe HaydHe JIUTeparype. Y OBOM IIOTJIaBJbY je MCTAaKHYT 3HAYaj
U JOTPHHOC JOOMjEHUX pe3yiTara Kako y O0JIaCTH MHKPOOMOIIOTHje, TaKO M y 00jacTu
¢byHnamenTanHe MoJieKynapHe Mukpoouonoruje. [Ipsu neo nornasspa JlucKycHja ce 0JHOCH
Ha BUPYJICHTHH TOTEHIMja]l CHTEPOKOKA Y KOME Cy JeTaJbHO ONHMCAHH M IPOJUCKYTOBAHU
pe3ynratu 100MjeHH y OBOM MCTPaXMBamy Yy OJHOCY Ha mojarke u3 jureparype. [Tokazano
je na CHTEePOKOKe W3 MiIeKa W (PepMEHTHUCAHMX MIICYHHX IPOM3BOJIA H30JIOBAaHUX W3
pypaimHuX nenoBa 3amagHor bankana mMajy HHM3aK MATOT€HU MOTEHIHUjall. Y IPYroMm Aemy
nornasjba JlUCKycHja je HCTaKHYT NPOOMOTHMYKM IOTEHIMjasl eHTepokoka. Ilopehemem
pesyaTara J00MjEeHMX TOKOM OBOI HCIHMTHBama ca MoJalldMa MOPEKIOM U3 JI0CaJallibhe
Hay4YHE JUTEpaType MOXKe C€ 3aKJbyUYuTH Jia HCIUTHBAHE EHTEPOKOKEe HMajy maodap
MpoOMOTHYKY ToTeHIjan. JloJaTHO je moKa3aHo Ja KUB U TOIUIOTOM youjeH Enterococcus
faecium BGPAS1-3 ucnosbaBa aHTHINCTEPHUjCKH edeKaT U UCTOBpeMeHO omoryhasa pasBoj
edukacHOr MMyHCKOr ojrosopa aomahuHa mpotuB Listeria monocytogenes u mojactuue
MIPOJYKIIM]Y MOJIEKYJIa KOJU JTOMPUHOCE 3aIITUTH MHTECTHHANIHE enuTenHe 6apujepe. Takohe
je mokazano jga tomiotoM youjenn BGPASI1-3 wucnosbaBa Tepamujcku edekar y in Vivo
MOJIENTy €KCIIEPUMEHTAITHOT ayTOMMYHCKOT eHIe(aloMH]jeTUTHCA.

VY nornasiby 3ak/by4ullM Cy M3HETH 3aKJbYYIIM KOJU C€ MOTY M3BECTU U3 pe3yiTara
nobujeHnx y oBoj Te3u. M3Hero je 21 mojenuHayHUX 3akjbydaka KOJU CE€ OJHOCE Ha
UCTIUTHBake 0e30€THOCHOT cTaTyca eHTEPOKOKa, HWCIUTHBAkE TNPOOHOTHYKHX U
MMYHOMOJYJIATOPHUX KapaKTepPUCTHKA CHTEPOKOKa Y MoienumMa in Vitro u in vivo.

VY mnornasy Jluteparypa je nara sucta 284 wusBopa sutepatrype. LluTupanu
JUTEpaTypHU U3BOPH Cy akTyellHU U OMOTryhuinu cy pa3Boj Hujeje 3a H3BOheme OBOr
HCTpaXMBamba, KAa0 U 00jallmkbemne T00MjeHNX pe3yliTaTa U JOHOIISHEe 3akbydaka. HaBenenu
W3BOPH MOKPHUBAjy CBE MOjeJUHAYHE 00JIACTH OBOT MCTPAXKUBAMKA U AJICKBATHO CY HaBEIICHU

Yy CaMOM TCKCTY.
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4. MULIVBEBE U ITPEJJIOI" KOMUCHUJE

Jloktopcka guceprauuja kanaugata Hukome [JI. IlomoBwha mox HaciaoBOM:
“UcnuTHBame NMPOOMOTHYKHX W MMYHOMOIYJIATOPHUX KAPAKTEPHCTHKA MPUPOTHHX
M30/1aTA EHTEPOKOKA y MoeJuMa iN Vitro m in vivo” mpeacraBiba OpUrHHATIAH HAYYHH Pajl
KOju ce 0aBM HCIHTHUBAKEM TNPOOMOTHYKMX W WMYHOMOJYJIATOPHHX KapaKTePHCTHKA
SHTEPOKOKa M30JIOBAaHMX ca mojpydja 3amagHor bankana. Pe3ynTtatu oBOr ucTpakupama
JOTIPUHENN ¢y 00JbEM pa3yMeBamy KOHTPOBEP3HE TPYyIe MICYHOKHCEITUHCKUX OakTepuja u
IbUXOBO] TOTEHIMjalIHO] YMOTpeOM y MEAMIMHM M BETEpUHU. Te3y OANUKY]y jacHO
neUHUCAHW UUJBEBH M QJICKBATHO IUIAHUPAHUW M YCICUIHO PEAM30BAaHU HCTPAKUBAUKU
nocrynak. OcTBapeHH pe3yiTaTtd 00jaB/beHH Cy y OKBUPY JIBa OpUTHMHAIHA HAaydHa paja,
IITO OTBPhyje aKTyeITHOCT U 3HAYajHOCT JOOHMjeHUX pe3yaTara. Te3a je mponuia COPTBEPCKyY
MIPOBEPY OPUTHHATHOCTH.

Ha ocHOBY yBHJa y €KCIIEPUMEHTAIHU PaJ], IOCTUTHYTE PE3yJITaTe Kao U HAIHCaHY
JIOKTOpPCKY Te3y, Kommcuja 3akipydyje na cy 3aJali NOCTaB/beHH Y IIMJBEBUMA HCITYHH-CHH,
TaKo Jla MO3UTHBHO OIEYje TOKTOPCKY T3y M MMa 3aJI0BOJHCTBO JIa mpensioxu HacraBHo-
HaydyHoM Behy Buonomkor ¢axynrera, YauBep3urera y beorpany, 1a mpuxBaTu MO3UTUBHY
OlLIEHy HOKTOpcke nucepranuje kanaunara Hukxonme JI. IlomoBwha m omoryhm kangmmary

jaBHY oa0paHy paja.
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