HACTABHO-HAYUYHOM BERY BUOJIOIIKOT ®AKYJITETA YHUBEP3UTETA ¥
BEOTPAZTY

Ha I penoBnoj cennuimm HacraBHo-HayuHor Beha buosnomkor ¢akynrera YHuBep3uTera
y Bbeorpany, oxpxanoj 13.10.2017. rommnue, mpuxBaheH je m3BemrTaj MeHTOpa aAp [lparane
Mapxkosuh u np bussane boxxuh HenesskoBuh o ypahenoj mokropcekoj nuceprammju Jdapka b.
Muxabuue, HCTpakuBaya capaaHuka MHCTHTYTa 32 MEANIIMHCKA HCTPAXKUBAKa Y HUBEP3UTETA
y beorpany, nox HacmoBoMm ,,IloTeHnmMjan pekoMOMHAHTHHX NMPOTEHHA MJbYyBauKe Kpreba
Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) 3a nerekunjy cnenmpuaHUX aHTHTEIa Ka0 MapKepa yooaa
Kpne/ba“, u oapehena je Komucuja 3a npersies u oleHy JOKTOPCKE JUCEpTallje y cacTaBy: JIp
Hlparana MapkoBuh, BHIIM HaydHH capagHuk HWHCTUTYTa 3a MEOUIIMHCKA HCTPaKHBamba
VYuusepsurera y beorpany, ap bubana boxxuh HenermmkoBuh, penoBau npodecop buomnomkor
tdakynrera YHuuep3utetra y beorpany, np Xesmsko Pagynosuh, Assistant Professor, School of
Biological and Physical Sciences Northwestern State University, LA, USA, ap Cuexana
TomaHoBuh, BUIIM HayyHH capaAHuk MHCTUTyTa 32 MeIUIMHCKA UCTpakuBamba Y HUBEp3UTETa
y beorpany u np Jby6omma K. CranucassbeBuh, Banpennu npodecop buonomkor ¢dakynrera
VYuusep3urera y beorpany.

Kowmmcuja je npernenana ypaheHy DJOKTOPCKY AMcepTanujy Kanaunata u Behy mognocu

cienchn

U3BEIITAJ

Onury nogauu o J0KTOPCKOj AUCEePTALUju:

Jloktopcka nucepranyja Jlapka Muxabuie, T10a HacioBoM ,JloTeHuujan
PeKOMOMHAHTHUX NPOTeMHA IUbyBauke Kpneba Ixodes ricinus (Linnaeus, 1758) 3a
AeTeKUHjy crnenu(PUUYHUX AHTHTeJIa Kao Mapkepa yboaa kpmesba“, odyxsara 100 crpana

TekcTa 0e3 mpuitora, 26 ciuka u jefaHy tadeny. JJokTopeky nucepranujy ynHe: HacimoBna crpana



Ha CPIICKOM U EHIJIECKOM je3uKy, [lomamm o MeHTOprMa M uiaHoBuUMa kKomwucuje, CTpaHa ca
nojayMa O HHCTUTYIHjH y KOjoj je ypaheH eKcrlepruMeHTaIHH Je0 Te3e, 3aXBajlHuIa, Pe3nve
Ha CPIICKOM M EHIJIECKOM je3MKy ca KJbydyHMM peunmma, Canpixkaj, TekcT mo moriaBbuMa U
[Tpuno3u. TekcT je mojesbeH Ha cenaM mornasiba: YBoj (27 ctpana), Llumesn pana (1 ctpana),
Martepujan u merone (21 crpana), Pesynratu (19 crpana), uckycuja (13 ctpana), 3aksbyunu (2
ctpane), JIuteparypa (17 ctpana). YV oksupy Ilpunora ce nanaze: buorpaduja ayropa, Uzjasa o
ayTopcTBy, M3jaBa 0 MCTOBETHOCTH MITAMIIAHE M EJIEKTPOHCKE BEp3Hje JOKTOPCKE THCEpTaluje

u UzjaBa o kopumihemy.

[IpenMer oBe JOKTOPCKE NUCEPTAlMje je WCIMUTHBAKE TMOTEHIMjaia PeKOMOWHAHTHHUX
NMpOTEeHHA TJbYBaUKe Kpriesba [xodes ricinus 3a ACTEKIU]y crielMPUIHUX aHTUTENA Kao MapKepa
yOoaa kpnesba. McTpaknBama Cy HacTajla M3 akTyelHe motpede na ce mpoHalje mTo 6osbm
METOJIOJIONIKA TPHUCTYN 3a TMOY3[aHy MpPOICHY pPH3HKAa OJ] H3J0XKCHOCTH KpIejbMMa Kao
BEKTOpUMa W pe3epBoapuMa BEJIMKOr Opoja maToreHa JbyId M JKMBOTHEA, C jeJHE CTpPaHe, U
YHILCHUIIC JIa TUbyBauKa KpIieJba, Koja JoCcIeBa y KoKy noMahrHa HakoH y0o/a, caapku OpojHe
NPOTeHHE KOjU JIOBOJE N0 CTBapama CICIU(PUYHUX aHTHTENA KOja, ca Jpyre CTpaHe, MOry

IpeJcTaB/baTH Mapkepe yoona KpreJsba y cepyMy gomahuHa.

Y o0BOj cTyauju ucTpaxkuBama cy Qokycupana Ha npotemne PA107, AV422 u
kanperukynuH (CAL) mopeknom u3 mibyBauke Kpresjba [ ricinus, Kao MEOUIMHCKH
Haj3Hauajuuje Bpcte y Cpbuju u EBpomu. [la Oum ce mpouenHuna moryhHocT ymotpebe
pexkoMOMHAHTHUX (OpMHU OnadpaHHX MPOTEHHA IUbYBauyke OBE BPCTE KpIeJba 3a JETEKIHUjy
cenn(pUIHUX aHTHUTENIAa Kao Mapkepa y0o/ia Kpriesba, HajIpe je U3BpIIeHa aHali3a Koaupajyhux
CEKBEHIIM T€HA M AMUHOKHCEIMHCKUAX CEKBEHIIM MPOTEHHA, a 3aTHM j€ UCTIMTHBaHA PEaKTUBHOCT
PEeKOMOMHAHTHHAX MPOTEHWHA ca cepymMHMa qoMahnmHa KOju cy Omim m3inokeHu ybony ucre (I
ricinus) wnu papyre BpcTe kpmesba (Dermacentor reticulatus) TOJ eKCIIEPUMEHTATHUM
yCIIOBHMA, M ca cepyMumMa gomahiHa Koju ¢y u3nokeHn nosehanom pusuky ox yoona kKpresba y

IPUPOAHOM OKPYKEHY (JIOBAUKHU IICH).

JloOujenu pe3ynTaTy cy MoKasaid Aa ce O UCIIUTUBAHKX IMPOTEHHA MJbyBayKe Kpriesba /.
ricinus caMo peKoOMOWHaHTHH TNpoTenH AV422 (rlrAV422) moxe ynmoTpeOuTH 3a JETEeKIH]Y
Mapkepa y0oma Kpresba y CepyMy eKCIepHUMEHTamHO HWH]ecTupaHux pomahmHa, kKao u
nomahnHa W3MOKEHUX KpIeJbUMa Yy TIPUPOJHOM OKPYKEHY, IITO TPEACTaB/ba IOTBPAY

MPeTXOAHUX y0oma W WHQPECTHPAHOCTH KpnesbrMa. TuMe je MOoKa3aHo Ja Cy XOMOJIO3U



CEKPETOPHOT TPOTEHHA TIUbyBauke AV422 pa3nuyuTux BpcTa Kpresba HMYHOTEHH KOjU
MHIYKY]Y pa3B0j XyMOPAJIHOT UMYHCKOT oAroopa. C 003upoM 1a ce 0Baj MPOTEHH IJbyBadKe
yOpusraBa y jomahnHa y panuM ¢azama Xpamemna, J1a je crenupuryaH 3a Kprejbe U €BOITyTUBHO
KOH3€pBUpPaH, Kao M Ja YYecTByje y IpolecuMa KJbyYHMM 3a YCIEIIHO Xpameme U
KOMILIETHpamhe KPBHOI 00pOKa, HE3aBUCHO OJ1 Pa3BOJHOT CTaJMjyMa KpIieJba, IIOKa3aHo je J1a OH
Ipe/cTaB/ba MPOTEHH cCa 3HAYajHUM IOTEHLMjaJloM 3a pa3BOj CEpPOJIOUIKMX TEecToBa 3a

HCTIUTHBAE H3JI0KEHOCTH JoMahuHa yooIy Kpresba.

AHaJIn3a JOKTOPCKe AucepTanuje:

VY nornasby YBO/, kauauaar je y OKBUpPY YETHPH MOTIOTIIABIbA /a0 JIeTajbaH MpHUKa3
penieBaHTHE JINTepaType Koja ce OJHOCH Ha MPOOIEMATHKY JOKTOPCKE TUCEPTalnje, y CKIaay ca
IUbEM U TOCTABJEHUM 3ajalMa. Y IpBOM IMOTIOIJIABJbY JAaT je Mperie]] JUTepaTypHHUX
rojJiaTaka o OIIITUM KapaKTepUCTHKaMa Kpresba. HaBeneHa je muxoBa mojena y Tpu pamunmje:
Ixodidae (TBpmm kpmnesbn), Argasidae (Mexu kpresbr) u Nutalliellidae. abe je mat meraspan
OIMMC ONIITHX KAapaKTepUCTHKA TBPAHMX Kpresba, Ixodidae, ¢ 003mpoM Ha HUXOB 3HAYaj ca
acrieKTa XyMaHe W BeTepuHapcke menunuHe. Onucane cy ommre u nocedne Mopho-aHaTOMCKe
KapaKTepUCTUKE TBPAMX KpIiesba, KOje Ce OJHOCE Ha pa3BOjHE CTaIujyMe Kpo3 Koje KpIesbu
mpoJiaze: /1Ba jyBEHHJIHA, ITOJTHO He3pena (1apBe M HUM(E) W PenpOayKTUBHO 3peiy axyiTHY
¢opmy. OmmcaH je MEAMIMHCKM 3Hayaj KpIesba M HUCTAaKHYTO j€ Jla Cy KpIEJbH JaJleKo
3HAYajHUjU Kao BEKTOPHU M3a3uBaya 000Jbema, HEro M0 JUPEKTHOM YTHUIAjy, yciea camor yoona
U Xpamema kpresba. [locebaH cerMeHT ce OAHOCH Ha [. ricinus, Kao HajpaclpOCTPaBEHU]y U
HajOpojHUjYy BPCTY Kpriejba y EBponu. Y onuicy MeAWIIMHCKOT 3Havaja [. ricinus HaBeICHO je J1a
Jj€ OBa BpCTa KOMIETEHTAH PE3epBOAp U BEKTOP BEIMKOI Opoja XyMaHUX M aHUMAJHUX MaTOreHa
U 1a cy Mehy nHGEKTUBHUM areHcHMa Koje MPEeHOCH, 3acTYIIJbeHH OpOjHH BUPYCH, OaKTepuje u
IIPOTO30€.

[ToceOHO MOTHOTIIaBIEE OTHOCH C€ HA CacTaB M yJOTY IUbyBaudke KpIiejba, ¢ 003UpOM Ja
npuuBpiihuBame Kpresba 3a aomahvHa M y3uMame KpBHOI OOpoKa J0BOJE JI0 aKTUBalMje
OpOjHMX XeMOCTAaTCKMX U UIMYHCKHX peakuuja gjomahiHa, Koje KpIesb caBiagaBa yOpu3raBameM
MJbyBadKke y KoKy nmomahuHa Ha MecTy yoona. MicTakHyTo je na je mibyBadka KpIresba U3y3eTHO
KOMILICKCHOT CacTaBa, HITO jeé BaKHO 3a YCIENIHO y3MMame KpBHOT oOpoka. [lerasbHO je
OMHCAaHO FHCHO AHTHMXEMOCTATCKO JICjCTBO, JICJIOBAkEM OpPOjHUX KOMITOHGHTH KOje JCNyjy

MHXUOWTOPHO HA TPOIEC KoaryJaluje KpBH, HarOMIJIaBamhe TPOMOOLUTA M Ba3OKOHCTPUKIIH]Y.



VY HapeIHUM CerMEHTHMa OIHUCAHU Ccy OpojHH, (YHKLMOHAIHO Pa3lIUYUTU MOJIEKYJH, KOJU
JeNyjy Ha pasHHMM HHBOMMA y CIIpedyaBamy WHQIIaMalHje Ha MeCTy y0oaa, W HaBeICHE CY
OpojHEe KOMIIOHEHTE IUbYBadyKe KOj€ HCI0JhbaBajy WMYHOMOJYJIATOpHO naejcTBo. OmmcaHa je
yjora IUbyBaukKe y HpPEHOLICHY MaToOreHa, KOju Cy €BOJUYpald Yy KOHTEKCTy Kopuilhema
(dyHKIMja MJbyBadKe 3a CONCTBEHY TpaHcmucHjy. Kpo3 nertasban mpuka3 OpojHMX (yHKIIHM]a
KOMIIOHEHTH IJbyBauKe, WIyCTPOBAHO je 0OMJbe (PYHKIMOHAIHO M CTPYKTYPHO DPa3IUUUTHX
MPOTEHHA, KOjU MOTY IPEICTaBJhaTh MOTSHIIMjAIHE aHTUTEHE, C 003UPOM J1a je WACeHTH(HKanrja
TaKBHX IIPOTEMHA Y OCHOBHU OBE CTYy/H]e.

Hapenno moTmornaBibe OJHOCH c€ Ha JIOCajalliiba Ca3HAKka O MMYHCKOM OJATOBOPY
nomahuHa Ha yOoI M Xpameme KpIesba, KOju ce akKTUBUpa omTehemeM TKUBa Ha MecTy ybona,
Kao M KOMIIOHGHTaMma IUbyBadyke YOpH3raHUM TOKOM YyOoma. CucremMaTtn3oBaHH cy OpOjHHU
JUTEpaTypHH TOJNAIM KOjU TOKa3zyjy: 1) ma MMyHCKH ONrOBOp Ha YOOA W Xpameme Kpreba
npecTaB/ba KOMOMHAIM]Y helrjcKor W XyMOpaJHOT MMYHCKOT OATOBOpA, 2) J1a WHUIIH]jATHY
peaKImjy Ha Xpamemhe Kpresba npeactasba Thl hemmjckn onroBop, Kora KapakTepuIlne CHHTE3a
nponHpIaMaTOPHUX IUTOKWMHA 3) Ja ce y KacHHjoj (a3u uH(ecTanuje KprebhMma, Kao
MOCJIETUIA J1ejCTBa OPOjHUX KOMIIOHEHTH IJbyBadke KpIieshba, MIMYHCKH OJATOBOpP ycMepaBa Ka
Th2 henujckom oAroBopy MITO KprejbUMa Jaje MPEAHOCT y MPEeXHUBIbaBamy 300T 3HAYajHOT
anTunH(pnamaTopHor edekra Th2 nurokuHa, 4) 1a je MpoJyKIMja aHTUTEA BakaH e(eKTOPCKU
MexaHu3aM Ha yooj kpresba u 11a je IgG riaBHu U30TUI Yy XyMOPAJIHOM UMYHCKOM OJATOBODY.

VY nocnenmeM NMOTIONIAB/bY pa3MaTpaHa je BaXKHOCT MPOLIEHE U3JI0KEHOCTH KpreJbuma
U pu3uKa oa WH(EKIWje MaToreHnMa Koje MPeHoce, OMHCAaHu Cy A0 caia KopuinheHu
METOOJOIIKY TPUCTYNIH Yy TMPOLEHH H3JI0KEHOCTH KpIesbhMa, HaBeleHa Cy HHUX0Ba
OrpaHUYeHa M Pasio3n 300T KOjUX je jOII YBEK aKTYEIHO NMPOHAIAKEHE HOBHX METOHOJIOIIXHX
npuctyna. UYumeHHIa Ja IUbyBadka Kprejba caap)kd OpojHE NpPOTEHHE ca WMYHOTCHHM
CBOjCTBMMA KOjU JOBOJE JO AaKTHBAIWj€ XyMOpPAJHOT HMYHCKOT onrosopa momahuHa,
HaMETHYJa je WIejy Ja aHTHTeNa crenn(puYHa 3a NPOTEHHE IUbyBAayKe KpIeJba y Cepymy
nomahuHa MOTy J1a Ipe/icTaBJbajy Moy3JaHe MapKepe y0oaa KpIesba y CEpOoIOIIKHM TECTOBUMA.
HcrakHyTa je Ba)KHOCT aJeKBAaTHOT 0Jabupa MpOTEeWHAa W M3HETH Cy OCHOBHU IIOJIAIH, 70 caja
JOCTYIIHM Y JIMTEpaTypH, O IMPOTEMHUMA IUbYyBauke KOjU C€ HUCIUTYJy y OBOj JOKTOPCKO]

JTUCEepTaIju.

Kanmunar y mormasisy LIMJBEBU PAJIA HaBoau &a je JOKTOpCKa aMcepTaidja
ypaheHa ca musbeM mnpoleHe MOryhHOCTH ymnoTpebe peKOMOMHAHTHUX NpPOTEHHA IJbyBauKe

Kpriejba 3a NpHUIIPEMY CCPOJIOUIKHUX TCCTOBA KOjI/I ou CJIIYKUJIN 3a HUCIIUTUBAKLE U3JTIO0KCHOCTU



nomahuna ybony kpresba. @okyc je Ha mporemnuma PA107, AV422 u CAL u3 mibyBauke
Kpresba [. ricinus, Ka0 METUIIMHCKU Haj3HavajHUje Bpcre y Cpouju u EBporm. [edunucanu cy
cienehu 3agany ucTpaxkupama: 1) aHann3a Koaupajyhux ceKBeHIM I'eéHa U aMMHOKHCETHMHCKUX
CEKBEHIIM oJabpaHuX MPOTEHHA IUbyBauke Kpresba /. ricinus; 2) ekcrpecuja peKOMOMHAHTHUX
[pOTeHHa IUbyBauke Kpresba [. ricinus; 3) HWCIUTHBAaKkE PEAKTUBHOCTH PEKOMOMHAHTHHUX
IpOTEeHHA IIJbyBauKe Kpnesba [. ricinus ca cepyMmuma jomahuHa Koju cy OMIM U3JI0KEHH YOOIy
KpIesba OBE BpCTE; 4) UCIHUTHBAKHE PEAKTUBHOCTH PEKOMOMHAHTHHUX MPOTEHWHA IJbyBauyke
Kpnesba /. ricinus ca cepymuma JoMahrHa KOju cy OMIIM M3JI0’KE€HH YOOAy Jpyre BpcTe KpIeJsba;
5) WCHUTHBaKkE PEaKTHBHOCTH PEKOMOMHAHTHHX IPOTEHHA IJbYBadke Kpresba . ricinus ca
cepymuma agomahmHa Koju Cy M3JOXeHH moBehaHOM pH3HMKY o7 y0oada Kpresba y MPUPOTHOM

OKPYXEHY (JIOBAUKH IICH).

VY nornasisy MATEPUJAJI U METOJE, y nornornasssy MATEPUJAJL, naBeneHo
j€ 1a cy 3a u3pajay OBOT paja KopuniheHu Kpriesbu BpcTa [. ricinus v D. reticulatus w neTabHO
je omMcaH Ha4YMH BHHUXOBOT MPHKYyIUbaka. HaBemeH je coj MuineBa Koju je kopuiiheH 3a
eKCIIepUMEHTAIHY MH(pecTanujy apBaMa Kpresba W WHAYKIH]Y XyMOPAJTHOT HMYHCKOT
OJIrOBOpa, JIOK Cy JIOBAaYKM IICH KOpHIINEeHH Kao JoMahuMHHM KOjU Cy H3JI0KeHH HoBehaHoM
pU3MKy o ybOonma Kpresba y IpPUPOAHOM OKpykemy. HaBeneHo je na cy cTpaxuBama
CIPOBEJICHa y CarjlaCHOCTH ca 3aKOHOM O J00pobutu kuBoTuma (,,Cia. ri. PC* No6/10), y3
onobpewa ETnuke KoMmucHje 3a 3alITUTYy AOOPOOMTH OIJIEHUX JKUBOTHHA MHCTHTyTa 3a
MEIMIMHCKAa NCTpakuBama YHHBep3uTeTa y beorpany u Yopase 3a BeTepuHy MHUHHCTapcTBa
MOJHOMIPHUBPEIE U 3alITHTE KUBOTHE cpeanne Penybnuke Cpouje (No 323-07-04717/2015-05) u
y3 omoOpema ETmuke kommcuje 3a 3aIITUTYy JOOpOOWTH OTNIEAHMX KHBOTHIA Dakynrera
BETEpHHApPCKE MEOUIMHE YHHBep3uteTa y beorpamy m Ympase 3a BeTepuHy MUHHCTapcTBa
MOJHOMIPHUBPE/IC ¥ 3aIITUTE KUBOTHE cpeauHe Penyoimke Cpouje (No 323-07-03455/2015-05/3).
VYV mnornornassy METOJE Hajipe je netasbHO OmMcaHa eKCIpechja pPEeKOMOWHAHTHUX
npoTenwHa IUbyBauke kpmesba 1. ricinus, PA107, AV422 u CAL. WHunujanHu Kopak y
eKCIpecHju PEeKOMOMHAHTHHX NpOoTeMHa Ono je mobOujame Koaupajyhux CeKkBEeHIM TreHa 3a
ofa0paHe CEKpeTOpHe NpOoTeHHe IJbyBauke, yMHOkaBameM PCR meronoM, mpu yemy je kKao
Matpuna nociayxuia kommieMmentapHa JIHK cunrerucana Ha ocHoBy ykynHe PHK n3onoBane
U3 MyJ0Ba XOMOT€HM30BaHUX NPHUKYIJBEHUX Kpresba. CekBeHIle KOje Cy /€0 TPaHCKPUIITOMaA
Bpcre A. americanum W XOMOJIOT€ HYKJIEOTHUIHE CEKBEHLE W3 JPYI'MX pPOAOBa KpIeJba,
nenonoBae y 0aszu GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) cy mnocmyxune 3a

KpeHrpame KOHCEH3YC CEeKBEHIIM U JU3ajHUpame celMGUIHNX MpajMepa Koju ¢y KopuirheHu 3a



yMHOaBame. JloOujeHe konupajyhe cekBeHLle TIeHa 3a MPOTEHHE IUbYBAaukKe Cy IOTOM
npeunmtheHe n ybaueHe y MpUMapHU BEKTOpP, KOjUM Cy TpaHcopmucane KomrereHTHe E. coli
IM107 henuje. IloTBpaa npucycTBa MpUMapHOT BEKTOpa ca yoaueHOM KoaupajyhoM cexBeHIIOM
y TpancopmucanuMm henujama je ypahena ,insert-check PCR-om, kopuctehm amexBaTHe
npajmepe. IIpoaykTu ymMHOXKaBama Cy IHOTOM CEKBEHLUpPAHH, y LUJbY aHaIU3€ HHTpa- U
WHTEPCIIEIUjCKe BapHUjaOMIIHOCTH KOAMpajyhux cekBeHIM ojabpaHux TeHa 3a MPOTEHHE
mwpyBauke. Komupajyhe cekBeHe cy HaKkoH Hcenama M3 MPUMapHAX BeKTOopa ybadeHe y
EKCIIPECHOHU BEKTOp, KOjuM cy TpaHchopmucane kommeteHTHe E. coli One shot TOPI10F’
henmuje. IloTBpaa mpucycTBa aJeKBaTHOT EKCIPECHOHOT BeKTopa ypaleHa je ,,insert-check™
PCR-om. HakoH w3onanmje 1urasmmya w3 henwja Ko KOjUX je MOTBPHEHO MPHCYCTBO
onromapajyher ekcrmpecmoHor BeKkTopa, Tpanchopmucane cy KommeTeHtHe E.  coli
BL21(DE3)pLysS henuje, y kojuma je mMOTOM WHIYKOBaHA EKCIPECHja MPOTEHHA XEMH]jCKUM
nyTeM. Y NOUJbY HM30JI0Bamba M NpeduinhaBama eKCIPUMHUpPAHUX PEKOMOWHAHTHUX IPOTEHHA,
Oakrepujcke henuje cy nu3upane coHnpUKAI]OM U Iydepom 3a imzy. Ppakimje GaKkTepHjcKux
nuzata aHanusupaHe cy SDS-PAGE enektpodopesom. 3a crnenmuduyHy JeTeKIujy
peKoMOMHAaHTHUX TpoTenHa KopumheHa je Western blot anammsza y3 ymnortpeOy Anti-HisG
aHTUTEJa, KOBbYTOBAaHOT NMEPOKCUAA30M, CIEUU(PHUHOr 32 MOJUXUCTUAMHCKU HacTaBak (6xHis
eNUTON) NenTHIa Koju je Qy3noHuncan ca N-TepMUHAITHUM KpajeM pEeKOMOMHAHTHUX MPOTEHHA.
[IpeunmhaBame 1 M3omanuja peKOMOWHAHTHHX MPOTEWHA Cy W3BplieHH enynujomM ca PVDF

MeMOpane HakoH SDS-PAGE enextpodopese.

Jlajbe ciemu  OmUC  eKCIepHMEHTanHe HHpecTanuje 1adopaTophjCKuX IKUBOTHEHA
JapBama Kpresba, JOOMJHUX Yy J1a0OpaTOpUjCKUM YCIOBMMA, Y IIMJbY MHIYKLHj€ XyMOPAJIHOT
UMYHCKOT OJTOBOpa, M00Mjama OAroBapajyhnx cepyma M NMPUKYIUbakha HACHCAHWX JIAPBH. 3a
WCTIHTUBAkhE PEAKTHBHOCTH CEepyMa EKCIIEPHMEHTATHHX JoMahmHa ca eKCTPAKTOM YKYITHHX
MPOTEeWHA HACHCAHWX JIAPBU M Ca pEKOMOMHAHTHUM TMPOTEHHUMA IJbyBayKke Kpresba . ricinus,
Kao U 33 UCTIUTUBAE PEAKTUBHOCTHU CepyMa JIOBauKuX mnaca ca rlrAV422, xopumhenu cy SDS-
PAGE enextpodopesza u Western blot, y3 ynorpedy oxaropapajyhux antutena. Crneundudna

peakTHBHOCT je HakoH Western blot ananmse Bu3yaqn3oBaHa XpoOMOTeHCKH, 00jereM DAB-oMm.

PE3VYJITATH oBe nucepranuje cy npukazanu y dopmu nase menuHe. llpBu geo ce
OJHOCH Ha EKCIpPEecHjy PEKOMOMHAHTHUX IpOTEHHA IUbyBauke Kpresba. HakoH nobujama
KoAMpajyhux CekBeHIM TreHa 3a ofa0paHe CeKpeTOpHE MpPOTEHHE IIJbyBauke U HUXOBOT

yMHO)aBama, PCR mpoayktu cy m3onoBaHu u3 reia u kopuirhenu y nasmseMm paay. Ilorepna



MPUCYCTBA MPUMAPHOI BEKTOpa ca yOauyeHOM KoJupajyhoM CEeKBEHLIOM y TpaHC()OpMHUCAHUM
henmujama je ypahena ,,insert-check® PCR-om. Kommpajyhe cexBeHue mpucyTHe y MpHUMapHUM
BEKTOpUMa Cy CEKBEHIMpaHe Ja Ou ce yTBpAWIa €BEHTyallHa BapHjaOMIIHOCT oAabpaHux
IpOTEeHUHA IJbyBauKe YHyTap Bpcte [ ricinus U u3Mel)y paziauMuuTHX BPCTa U POJOBA TBPIAMX
Kpnesba. Pesynaratm Ccy mokasaqum  IPUCYCTBO  HHTpAcHELHjCKe M HMHTEepCHelHujcKe
BapMjaOMJIHOCTH y MCIUTHBAHUM CEKBEHL[aMa NPOTEHMHA IUbYBaukKe Kpresba. AHAIN30M je
yrBpheHo na je koampajyha cexBenma 3a [rPA107 eBOIyTHBHO KOH3EpBHpaHHWja Ol OHUX KOj€
koaupajy IrAV422 u [rCAL, mTo je unmycTpoBaHo U Ha enTuaHOM HUBOY. Kako je CAL ommire
3aCTYIJBCH MPOTEHH €yKaphoTa, U3BPILICHO je mopeheme oaroBapajyhmx aMHHOCKHCETMHCKIX
CeKBEHIIM W3 pA3IMYUTHX BpCTa KpIesba, WHCEKAaTa, NTHIA W CcUcapa, W (QOPMHUPAHO je
onromapajyhe ¢umorenercko crabmo. HakoH aHanmm3a komupajyhux HyKICOTHIHHX U
oaroBapajyhnx aMHHOKMCEIIMHCKUX CEKBEHIIH, MaJbH MOCTYIIU y A00Hjalky PeKOMOMHAHTHHX
nporenna ([rPA107 u I[rAV422) cy agekBaTHO MOTKPEIJHEHN OPUTHHAIHOM JOKYMEHTAIIH]OM.
Kpajmu kopak, H3010Bame U MOTBpAA A0OHjamka MpeduInheHor peKOMOMHAHTHUX MPOTEHHA U3
nu3ata 0akTepujckux henuja, UIycTpoBaH je mpukazoMm Western blot aHanu3e, HAKOH JETEKIH]e
pexoMOnHaHTHUX npoTenHa Anti-HisG aHTHTENOM, 00IIeKEHUM MTEPOKCHIA30M.

Jlpyru €0 OBOT IOIJIaB/ba OJJHOCH C€ Ha UCIUTHBAKE PEaKTUBHOCTU cepyMa aomahuHa
ca peKOMOMHAHTHMM HpPOTEMHUMA IUJbyBauke Kpnesba [ ricinus. Western blot anamusa
PEaKTHBHOCTH cepyMa EKCIEpUMEHTaIHUX JAoMahmHa ca eKCTPaKTOM YKYIMHHMX IpOTeHHa
HACUCaHUX JIapBH /. ricinus je Tokasana Jia y3 HecnenuuiHe TI0CToje U Tpake Koje ce jaBibajy
camMo y oOpaciy peakTUBHOCTH cepyMma mH(pecTupanux nomahmua. CepymMu mamoBa Cy Jajbe
WCMIUTHBaHU HA TMpHUCycTBO aHTU-[FPA107 u antu-IrAV422 antutena, kao mapkepa y0ona
kpresba. Ol CBUX aHAIM3MPAHUX CepyMa, caMo jedaH je O0uo peaktuBad ca r/lrPA107 mok cy y
CepyMHMa CBHUX IIaloBa JIeTeKTOBaHAa aHTH-[FrAV422 anturena. Jla Ou ce yTBpawWio nma Ju
r/lrAV422 yHakpcHO pearyje ca aHTUTeITMMa CIIeU()UIHIM 32 XOMOJIOTH MPOTEHH U3 IJbyBadKe
Bpcre D. reticulatus, xpriesba U3 Tpyle metastriata, najbe ce UCIMTAla PEaKTUBHOCT cepyMa
manoBa Ha KOjUMa Cy XpameHe JapBe oBe Bpcre ca 1/rAV422. IlpucycTBo aHTHTENa
cenn(pUIHUX 32 XOMOJOTH MPOTEHH je ETEKTOBAaHO Y CepyMHUMa CBHX HCIMTHBAHUX IAIOBa.
Pesynratu ucnmTruBama peakTUBHOCTH cepyMa JIOBAuKuX maca ca r/rAV422 cy koj cBUX maca
MOKa3ajy MPHUCYCTBO aHTHTENa CHeNUPUUHUX 3a XoMmonore AV422 w3 pa3iuuuTHX BpCTa
KpIesba KOjuMa Cy OB IICH OWJIM M3JI0KEHH, JIOK CYy KOHTPOJHH CEpyMU OMIIM HEPEaKTHUBHH.

CepopeaKTI/IBHOCT CC pasjiuKOoBaJia IO UHTCH3UTCTY Meljy rcumMma.



VY nornaspy JUCKYCHUJA pesyntaTu cy eTajbHO pa3MaTpaHU ca CBUX aclieKkara Koje
Hamehe mpoOiieMaTHKa OBE JOKTOPCKE IUCEpTalje. 3a UCTpakWBama y OBOj CTYAHJH CY
ofa0paHu NpPOTEMHM IJbyBauke Kpnesba [ ricinus, CAL, koju je IUPOKO 3aCTYIJbEH KOJ
eykapuota u PA107 u AV422, koju cy cienupuIHU 3a Kpresbe. XOMOJI03H NMPOTEHHA MIbyBayKe
PA107 u AV422 nopeknom u3 I ricinus HUCY okapakTtepucaHu no caga. Maxo CAL wuma
U3pa’KeHa aHTUI'eHa CBOjCTBA, HUj€ Crieln(UyaH 3a Kprejbe U UCTI0JbaBa YHAKPCHY PEaKTHBHOCT
ca aHTUTEINMa CIeNn(UIHUM 3a STMTOIC AaHTUTEeHA HEKHUX eHonapasuta. Kako cy pesynratu y
OBOj CTyAMjH TOKazanu Ja cy koaumpajyhe cexBenue 3a [rPA107 u [rAV422 eBomyTUBHO
KoH3epBUpaHe y Behem mim mctom HMBOY y onHocy Ha [rCAL, namu pan je ¢oxycupaH Ha
excpecHjy pekoMOMHaHTHHX npoterHa PA107 u AV422 [ ricinus, K0oju Cy, 3a pa3iuKy OX
CAL, cnenn¢pudHu 3a KpIiesbe.

HcnutuBameM pEaKTHBHOCTH CepyMa TIIaloBa ca EKCTPAKTOM YKYIMHHX IPOTEHHA
HACHCaHUX JIApBH, YTPBPHEHO je 1a je JOUUI0 M0 MHIYKIHMje XyMOPaIHOT HMYHCKOT OATOBOpa
Ha yOox nmapBu. MjeHTHyHe Tpake KOJ KOHTPOJHOT CepyMa W cepyMa WH(PECTHpAaHUX IaIoBa,
nobujene Western blot aHanu3oM, BepoBaTHO Cy Mocieula AeTeKIM]je JaKUX U TeIIKUX JaHaua
IgG mamoBa koju ce y nlapBaMa Hala3d HAaKOH y3MMama KpBHOT oOpoka. [lomaTtHe Tpake y
o0paciyy peakTMBHOCTH cepyMa HH(pecTHpaHuX IoMahuMHa yKa3yjy Ha MpPUCYCTBO HpPOTEHHA
IJbYBayKe KpIieJjba KOjU Cy MHAYKOBAJIHU MPOAYKLHU]Y CHEIM(DUIHNX aHTUTENA.

Nako je mokazaHo 5a je cexBeHna 3a PA107 HajkoH3epBUpaHuja Mel)y MCTIUTHBaHUM
MpPOTEMHNMA, MITO OM r'a YMHWIO HAjOOJBPMM KaHIMIATOM 3a pa3Boj CHEIU(PUYHOT TecTa 3a
JeTeKIMjy Mapkepa yOoma Kpresba, IpU HCIUTHBaWKY peakTuBHOCTH r/rPA107 ca cepymmma
nH(pECTUpaHNX TaloBa, HUjE JETEKTOBaHA NIMpa PEaKTUBHOCT, MTO ykazyje na [rPA107 nuje
MoroZlaH 3a pa3Boj cnenupuuHux TecrtoBa. llpermocraBika ce ma PA107 ymasm y cacraB
[IEMEHTHOT 4era, Koju omoryhaBa momaTHO mpwyBpuihuBame TBPAMX Kpresba 3a gomahuHa.
OncyctBo mmpe cepopeakTuBHOCTH ca r/rPA107 moxe fma mpeacTaBiba YHELEHHWIIA J1a CY 3a
nH}ecTayjy namoBa Kopumhene iapse /. ricinus, BpCTe U3 TPy prostriata, 9vju TPUITaTHALN
MPOAYKYjy Mame MpoTerHa IeMeHTHOr uema. C japyre cTpaHe, MmokaszaHo je nga [rAV422,
yOpmsran y nomahmHa Kao KOMITOHEHTa TJbYBauKe TOKOM EKCIepHMEHTalHe HWH]ecTarmje
JapBaMa KpreJba, HWHAYKyje pa3Boj cnenuuuHux aHTu-[rAV422 aHTuTeNna, Koja cy
JIeTeKTOBaHa KOJ| CBUX MH(pECTHpaHUX NaroBa noMohy pekoMOMHaHTHE (opMe OBOI IPOTEUHA.
[IpucyctBo [rAV422 y mbyBaukuM HE3aBUCHO O] Pa3BOJHOT CTaaWjyMa, y3 KOH3EPBHCAHOCT
KOJIMpajyhnx CEKBEHIIM M OUYyBAaHOCT aHTUI'CHCKUX KapaKTEPHUCTHKA, CyrepHIly na je r/irAV422
no6ap KaHAWAAT 3a pa3BOj TECTa KOjUM OU ce MpOLEHHIA MPeTX0HAa M3JI0KEHOCT KpIlesbuMa.

PeakTuUBHOCT cepyMma maioBa KOju Cy HOCIYXWIM Kao aomahunu napsama D. reticulatus ca



rlrAV422 yka3yje Ha MOCTOjabe aHTUTENAa CIEMUPUYHUX 32 XOMOJIOTH MPOTEHH, Koja Cy
nerekroBana nomohy r/rAV422. OBo yka3yje Ha MOTYNHOCT IIMpe MpUMEHe TecTa 0a3upaHor Ha
rlrAV422, y KOHTEKCTY MPOIEHE MPETXOIHE U3T0KEHOCTH Pa3INYUTHM BpcTaMa KpIesba, Kako
U3 ITpyne prostriata, TAKO U U3 Tpyne metastriata.

Jlasbe, y OBOM IOIJ1aBJby MPOKOMEHTApUCAHU Cy PE3YyJITAaTH KOjU C€ OAHOCE Ha aHAIU3y
ynotpebe r/rAV422 y mpolileHu TpeTXO0JHe U3I0XKEHOCTH KpresbruMa JomMahnHa y TpUpPOTHOM
okpyxemy. CepyMu CBUX UCTIUTUBAHUX JIOBAYKUX Maca Cy OWJIM peakTHBHH ca rlrAV422, unme
Jj€ yKa3aHO Ha IPUCYCTBO CHEIM(UYHUX aHTHUTENA KOja Cy MPOJYKOBaHA y OJroBOpYy Ha ybon
Kpresba. Kako cepymu JIoBauKHX maca caapike aHTUTeNa crenudruyHa 3a HaTUBHE XOMOJIOTe U3
MJbYBayKe OHUX BPCTA KpIleJjba KOj€ Cy y4YECTBOBAJIC y MPETXOJHUM HH(eEcTanujama, a mpeMa
nojanuMa u3 nmureparype 16 Bpcta kpnesba uadectupa nce y Esporn u Cpouju, mehy kojuma je
u [ rticinus, pesyntatu motBplyjy wmoryhy mpumeny r/rAV422 3a mpomeHy H3I0KEHOCTH
nomahuHa KprieJbuMa pa3IHIUTHX BPCTA.

Ha kpajy oBor mornasspa KaHAWAAT J1aje KPUTUYKH OCBPT HA CBOjE PE3yJiTaTe M Ha3HAKE

Oyayhux ucTpakuBama Koja Cy 3aCHOBaHa Ha MOKa3aHUM KapakTepucTukama rirAV422.

VY nornasmpy 3AK/bYUIH kaumuaat cymupa pe3yarare Jo0HjeHe TOKOM HCTPaKUBambha
Y Kao TJaBHM 3aKJby4YaK MCTUYE BEIHMKH MOTEHIMjan npuMene r/rAV422 3a nerexuujy Mapkepa

y0o/1a pa3IMYUTHUX BPCTA KpIeJba.

[MornaBse JIMTEPATYPA canpxu 155 Oubmmorpadckux jenumuuma. JlurepatypHu
W3BOpU Cy AaJCKBAaTHO W Ha OArOBapajyhuM MecTMMa IIMTHPAaHH Yy TEKCTY JOKTOpPCKE

JUCepTaIuje.
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Munuseme n npenior Komucuje:

JlokTopcka aucepranmja Japka Muxa/buie, MOJICKyJIapHOT OHoora u ¢pu3noiara, Mo
HacJlIo0BOM ,,JloTeHUMjan pekOMOMHAHTHHX NPOTEMHA IUbYyBauke Kpneba Ixodes ricinus
(Linnaeus, 1758) 3a nerexkumjy cnenuuyHMX AHTHTEJAa KA0 Mapkepa y0oaa Kpmeba“
MpeJICTaBJba CaBPEMEHY CTYAH]Y Ca OPUTHHAIHUM JOTIPUHOCOM HACTOjamy J1a ce WACHTH(HKYje
MMYHOTCHH KOHCTHUTYCHT IUbYBadke KpIieJba KOjU JOBOAW JI0 CTBapama CIeHUPUIHUX
aHTHTENla, Mapkepa y0oma kprejka y cepyMmy aomahmHa, W KOjU TOCEdyje CBE HEONXOJIHE
KapakTepUCTUKE Koje Hamehe KOMIUIeKCHa MpUpo/ia caMuX KpIiesba, HHXOB )KUBOTHU LUKITYC U
HauuH Xpamewa. OO0UM, cajip)kaj, OPUTMHAIHOCT pe3yiTara, HaUMH HBUXOBOI NIPE3EHTOBAkA U
nopehema ca JuTepaTypHUM NOAAlMMa, MOKa3yjy Ja jeé MCTpaXXMBalke Yy OKBUPY OBE
JMcepTalyje 3acHOBAaHO Ha CaBPEMEHUM Ca3HakbHMMa U Ja je CIPOBEAEHO 10 CBUM
KpUTEpHjyMHMa Hay4YHO-UCTpaxkuBaukor paja. Komucuja uctude na je KaHAMJAT HA OCHOBY
pesyiTara CBOje JOKTOpPCKE aucepTanuje MyOauMKoBao [Ba pada y Kareropuju BpxyHcku
MelyHapoanu yacomnuc (M21).

Ha ocHOBy cBera M3/I05K€HOI, KOMMCHja ca 3aJ0BOJECTBOM Ipeitaxke HacTtaBHo-
HayuHoMm Behy buonomkor ¢dakynrera YHuep3urera y beorpany aa npuxBaTH NMO3UTHBaH
N3Bemraj u 0n00pu jaBHy o0paHy JOKTOpCKe aucepTanuje kanaunata Japka Muxamuie nou
HacimoBoM ,JloTeHIMjam pEeKOMOWHAHTHUX TMPOTEMHA IUbYBauKe Kprejba Ixodes ricinus
(Linnaeus, 1758) 3a merekuujy crnemuuyHUX aHTHTENa Kao Mapkepa yboma Kpresba“™ mpen
KOMHCHjOM Yy UCTOM cacTtaBy, np [parama Mapkosuh, Bumm HaydHu capamuuk MHcTuTyTa 32
MEIUIMHCKA HCTpakuBamwa YHHUBep3utrera y beorpany, ap bussana boxuh Henespxosuh,
penosau npodecop bruomomkor ¢axynrera Yausepsutera y beorpany, np Xespko Pagynosuh,
Assistant Professor, School of Biological and Physical Sciences Northwestern State University,
LA, USA, ap Cuexana TomanoBul, BUIIM HaydHU capaJHUK MHCTUTyTa 3a MEIHMIIMHCKA
ucTpakuBamwa YHuBep3urera y beorpany u gp Jbybuma XK. CranucasspeBuh, BaHpeaHu
npodecop bruonomxor ¢akynrera YHuBep3utera y beorpany.
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MeAUIMHCKA UCTpakuBama Y HuBep3uTera y beorpany

np brwbana boxuh Henemmkosuh, penosuu npodecop buonomikor
¢dakyntera YHuBep3urera y beorpany

np Kemwko Pagynosuh, Assistant Professor, School of Biological
and Physical Sciences Northwestern State University, LA, USA

ap Cuexxana TomanoBuh, BUIIM Hay4HU capaaHuk MHCTHTYTA 32
MEIMIMHCKA UCTPaKNBamka Y HUBEp3uTeTa y beorpany

np Jbyouma CranucassseBuh, BanpeaHu npodecop bruomomkor
¢dakxynrera YHuBep3urera y beorpamy

V¥ beorpany, 6. 11. 2017. rogune.
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