HACTABHO-HAYYHOM BEhY YHUBEP3UTETA Y BEOI'PALLY -
BUOJIOIIKOI' ®AKYJITETA

Ha IX penoBHoj cequnnm HacraBHo-HayuHor Beha YHuBepsutera y beorpamy - bBuonomnikor
dakynrera, oapxkanoj 13.07.2021. romuue, Ha ocHOBY Monbe meHtopa np Came Jepemuh, Buier
Hay4HOT capajnuka MHcTUTyTa 32 MOJIeKyJIapHy T€HETUKY U T€HETUYKO UHXKEHEPCTBO Y HUBEP3UTETA
y beorpany, ompehena je Komucuja 3a mpersien u OleHY JOKTOPCKE IUcepTaldje JAOKTOpaHia
Mune M. Manauh, uctpaxkuBaua capagHuka MHCTUTyTa 3a MOJIEKYJIapHY T'€HETUKY M T'€HETHYKO
UMH)XEHmhepcTBO YHuBEp3utera y beorpany, moa HacioBoM: ,, BHOTEXHOJIOIMIKHM 3HAYAJHU €H3UMH M3
cojeBa poaa Pseudomonas: UaenTudgukanuja 1 peKOMOMHAHTHA eKCIIpecHja JaKa3a H Jumaza®,
y cacTaBy:

1. gp Cama Jepemuh, BUIIM Hay4YHH capagHHUK, VHCTUTYT 3a MOJEKyJapHy T€HETUKY H
IF€HETUYKO MHKEHEPCTBO, Y HUBEp3UTET Y beorpany;

2. np Jacmuna HukonmHoBuh-Pynuh, Hayunu caBeTHUK, THCTUTYT 32 MOJIEKYJIapHY T€HETHKY
Y TEHETUYKO UHKEHEPCTBO, Y HUBEP3UTET Y beorpany;

3. 1p bophe ®@upa, penosuu npodecop, YuusepsuteT y beorpany - buonouiku dakynrer;

4. np I'opan Bykotuh, HayuHu capagHuk, YHuBep3uTeT y beorpany - buomnomiku dakynrer.

Kommucuja je mpernenmana ypaheHy AOKTOPCKY aucepTandjy KaHIuaaTkumke u HacrtaBHO-
HayyHoM Behy YHuBepsureta y beorpany - buonomkor gakynrera nogaocu cienehu

N3BEINITAJ

Onuryn nosxany 0 AOKTOPCKOj AMCePTALMjH

Jloktopcka aucepranmja Mune M. Manauh nox HacioBoMm ,,BHOTeXHOJIOIIKM 3HAYAjHU
eH3uMH u3 cojeBa pona Pseudomonas: UnenTudukanuja 1 peKOMOMHAHTHA eKCIIpecHja JiaKa3a
U JMna3a“, IMpejicTaB/ba OPUTMHAIHO HCTPAaXHMBaWkE KOje 33 TeMy HMMa HICHTU(UKAIM]y HOBHUX
CH3MMa JlaKa3a W JHIa3a I[OpPEKJIOM M3 cojeBa poma Pseudomonas, m®»HXOBY PEKOMOWHAHTHY
excrpecH]y, GQyHKIMOHAIHY KapakTepHu3allr]y, Kao U UICITUTUBAE MOTEHIIN]jalla 32 ’bUXOBY PUMEHY Y
OMOTEXHOJIOTUJU U OHOpeMeInjaliju.

OBa JOKTOpCKa AucepTanuja peanu3oBaHa je y JlabopaTopuju 3a MoJieKyJapHy T€HETUKY U
eKOJIOTH]y MHUKpoopranusama, MHCTUTyTa 3a MOJEKYJIapHy T'€HETUKY M T€HETHYKO WH)XXHEPCTBO,
Vuusepsutera y beorpany, y oxBupy mnpojekra ,JI3yuaBame MHUKPOOHOJIOIIKOI TUBEp3UTETa U
KapakTepu3alrja KOPUCHHX CpeIuHCKuX Mukpoopranmzama (OM 173048)“. Jleo ekcnepumeHaTa
ypahen je y buortexnonomkoj naboparopuju Illkone 3a xemujcko HHKewmepcTBo HanmonamaHor
Texuuukor YHuBepsutera y Atunu, I'puka.



JlokTopcka nucepTanyja HamucaHa je Ha 128 ctpana (nmpopen 1) u caapxu: HacinoBHy cTpany
Ha CPIICKOM M €HIJIECKOM je3uKy, [lojjaTke 0 MEHTOpY M YiIaHOBMMAa KOMHUCH]je, Pe3rme Ha cprickoM u
CHIJIECKOM je3uKy ca KJbydHHM peunma, Canpikaj, Tekct mo mornarspuma, CHucak JHTEpaType U
[Tpunore y okBupy kojux ce Hanazu 40 cnuka u 8 tabena. Y JAOKTOPCKO] MUCEPTAllUjU Cy MUTHUPAHA
363 u3Bopa nureparype. Tekct mucepranumje caapxku cienacha mormasiba: YBoa (ctp. 1-26); HinbeBn
(ctp. 27-28); Matepujan u meroae (ctp. 29-54); Pesyararu (ctp. 55-76); duckycuja (ctp. 77-86);
3aksbyunu (ctp. 87-88); Jlureparypa (ctp. 89-114); Mpuuosu (ctp. 115-128). IMopen HaBeaeHor,
npuiokeHu cy: buorpadmuja ayropa, M3jaBa o ayropctBy, M3jaBa 0 HCTOBETHOCTH INTaMIIaHE U
€JIEKTPOHCKE BEP3HUje TOKTOPCKe ArcepTanuje u M3jaBa o kopumhemy.

AHaJjM3a J0OKTOPCKe JUcepTalnuje

[lornaBibe YBOA IOKTOPCKE IHCEpTaLUje CagpXKHU IET MOTIOrJIaBba. Y HEMY Cy CaXeTo
NPUKA3aHK IOAALM U3 JIUTEpaType KOjU Cy HEMOCPEIHO IOBE3aHH ca TEMOM JJOKTOPCKE AUCEpTalyje.

Y mnornornasiby ,,Pox Pseudomonas® UCTakHYT je BEJIMKH JUBEP3UTET MOMEHYTOr POja,
MeTa0OoJIMYKa Pa3HOBPCHOCT U OTIIOPHOCT Ha pa3inyuTe abMOTHYKE U OMOTHYKE (HaKTOpe KOjU OBHM
OakTepujama omoryhaBajy IMIUPOKY pacHpOCTPamEHOCT Yy Pa3IMYUTHM CKOJIOIIKAM HUIIIaMa.
[ToTmornasibe ,,3Ha4aj Bpcta poaa Pseudomonas y GHOTEeXHOJIIOTHjU MCTUYE M3y3eTaH 3HAa4yaj BpPCTa
OBOI' poJia, Ka0 M HMXOBMX €H3UMa 3a MPHUMEHY Yy pa3jiIMYUTHUM OUOTEXHOJIOIIKMM IPOLECHMA.
Onucane cy mnpeaHocTH Kopuinhemwa Lenux henwja M eH3uMa y OHMOTEXHOJIOTHJU Yy OJHOCY Ha
XeMHUjcke Kartaiuzatope. McTakHyTo je Ja cy BpcTe OBOI poja Jo0ap HM3BOp OKCHAa3a, JIMIA3a,
npoTeas3a W IPYrux eH3uMa 3HauajHuX 3a OMokatanuTHuyke mpouece. HaBenene cy Bpcre oBOr popa
KOje Cy Yy JlaHallllkhe BpeMe Hajuenthe y ynotpeOu y pa3inyuTuM rpaHama uHayctpuje. [lotnornassse
,,3JHauaj BpcTa pojaa Pseudomonas y 3amiTuTH KHBOTHE CpeanHE  MCTHYE CIOCOOHOCT BpCTa poja
Pseudomonas ma pasrpajae pa3iuydTa jeIdibCiba, 3araljuBade >KUBOTHE CpEAMHE, IITO WX YHHHU
MOTOJTHUM 3a NMPUMEHY y Ouopemeanjanuju. Jlatu cy mojmanuy o Bpcrama 3a Koje je MoKa3aHo Ja BpIe
TpaHchopMalMjy TOKCHYHUX CYNCTaHIM KOje Cy MPHUCYTHE Yy KOHTAMHUHUPAHUM CpeluHama.
Hcraknyro je u nga mojenuHe BpcTe poma Pseudomonas mory na pasrpal)yjy IIacTHYHH OTIMA
Pa3IUYUTOT OPEKIIa.

[Totnornassbe ,,Jlakaze je mogesbeHO HA ocaM oJiesbaka: ,,/I3Bopu u OHooIIKa ylIora Jakasa“,
,CTpyKTypa Jnakasza®, ,,AKTUBHO MECTO JlaKa3a M MeXaHW3aM EH3UMCKe Karaimuse“, ,,Menujatopu
nakaza®, ,,CyncTparu 3a nakaze®, ,,buoxemujcka kapaktepusaiyja jgakasza“, ,,3Hadaj eH3UMa JjakKasza y
OMOTEXHOJIOTH]U U Oumopemenujanuju* u ,llpuMena nakaza y pasrpaamu 00ja“. Y MpBOM OIEIBKY
HaBeJICHE CY OCHOBHE OJJTUKE IMMHUPOKO PACIPOCTPAh-EHIX OKCHIATHBHUX CH3MMA JIaka3a KOjH CIajajy
y TpyIly MyJAITH-0aKap OKCHJIa3a, U3BOPH U BbUXOBE pa3IMIUTe OMOJIOIIKE yIIOTe Y 0J0paHu OpraHnu3ma
oIl ctpeca, MOp(oreHesn, OKCUAANN]U TOKCHHA, MTUTMEHTAIUjU, CIIOpYJIalHji, XOMeocTa3n Oakpa u
npyrum  mpouecuma. Operpak  ,,CTpykTypa Ilakaza“ oONUCyje TMPUCYCTBO  CHEHHPUUHUX
KYIPEIOKCUHCKUX TOMEHA KOJ| JI0 caja MpOy4YeHUX eH3uMa Jiaka3a. HaBoau ce 1a oBU €H3UMHU MOTY
MMaTh MOHOMEPHY, XOMOJUMEPHY, XETEPOIUMEPHY U MYITUMEPHY CTPYKTYpY. Y OIEJbKY ,,AKTUBHO
MECTO JlaKa3a U MeXaHW3aM €H3MMCKEe KaTallu3e ™ NCTUYE Ce J]a Ce aKTHBHO MECTO KapaKTEPUCTUIHO 3a
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€H3MMe JIaKa3e CacTOju OJ1 YeTUpH OakapHa joHa Koju Ccy kiacudukoBanu y Tpu tuna — Tum 1, Tum 2 u
Tun 3. OBu OGakapHu joHH GOPMHPAjy ABa IEHTPA — MOHOHYKJIICADHU W TPUHYKJIEApPHH, KOJH CY
KJbYYHU 32 KaTAIMTUYKH MEXaHW3aM JiaKa3a, OJHOCHO WHTEpaKIHjy ca cynTtpatoM. JleTtasbHO je
ONMCAaH MEXaHH3aM EH3UMCKE KaTallu3e KOjU IOoJpa3syMeBa OKCHAALM]y CYICTpara W pPeayKUujy
MOJIEKYJICKOT KHCEOHHKa 10 Bojae. Oxesbim ,,Meaujaropu nakaza“ u ,,CyIncTpaty 3a jakaze™ HaBoOJe
71a JJakaze OKCUAY]y IIUPOK CHEKTap apOMaTHYHHUX M JAPYTHX jeAMIbEHha, a J1a Ce MOCPEACTBOM PEIOKC
Me/IMjaTopa, OICEr CYNTpaTa OBUX EH3MMa MOXKE NPOIIMPUTH Ha jelIUIEHha KOja MMajy BEJHKY
MOJICKYJICKY Macy WJIM BHUIIA PEIOKC IMOTEHIWjaJl OJf caMor eH3uMma. Y OJIeJbKy ,,bruoxemujcka
KapakTepHu3allyja J1aka3a“ Jatr je yImopeaHH Mperiie] TeMIepaTrypHux u pH ontumyma eH3uMa Jiakasa
KOJI pa3IMYUTHX BPCTA, a ONKCAHA j€ U TEPMOCTAOMIIHOCT, K0 ¥ JICjCTBO Pa3IMUYUTHX MHXUOHUTOpA HA
BUXOBY aKTHBHOCT. OJiesbakK ,,3Hava] eH3uMa Jiaka3za y OMOTEXHOJIOTHjU U OMOpeMeInjaluju’ UCTHYE
BEJIMKH 3HA4aj OBUX CH3MMa Kao OMOKaTaau3aTopa y pa3iuduTUM OHOTEXHOJIOUIKUM MPOLECHUMa, Kao
U TIpollecuMa YKJamama Pa3TUuuTHX 3araliBada W3 jKMBOTHE cpeiuHe. VICTakHyTe Cy MpeaHOCTH
yrnoTpede 0akTepujCKuX JaKa3a y 0JHOCY Ha ()yHTallHE ¥ HaBEJICHE BPCTE YHjU Cy EH3UMH Yy yIoTpedn
y HHIYCTPUjU U Ouopemenujanuju. ,llpuMenHa makaza y pasrpaamu 00ja“ je ole/bak KOjU OIHCY]je
BEJIMKH TIOTCHIIMja]l CH3MMa Jiaka3a 3a OHOpeMeIHjalujy OTHAJHUX BOJA KOHTAMHUHUPAHUX
MocTojaHuM 0ojama U3 TeKCTHIIHE UHAYCTpH]je.

[Totnornasbe ,Jlumaze* uwmHM ocam ojnespaka: ,JI3Bopu u Ouosnoimika ysiora Jumnasa‘,
,CTpyKTypa numaza W MeXaHHM3aM eH3UMCKe KaTanuze, ,bakrtepujcke mnumasze®, ,,MexaHuzMu
cekpenmje OakTepujcKuX Jmmasa“, ,,buoxeMujcka kapakrepusanuja tunasa®, ,,CeJIeKTUBHOCT Jiumna3a‘®,
,»3JHAUaj EH3UMa JIMIa3a y OMOTEXHOJIOTHjH U Onopemeanjanuju’ u ,,JIpumena numnaza y Onopasrpaamu
nonumepa“. Tlocneamu oesbak MOIEJbEH je Ha celaM IMOA0JeshaKa: ,,buopa3rpaiuBu MOJIMMEPH Kao
anrtepHaruBa Twiactuim, ,,PHA mommmepu, ,,buopasrpaama PHA mommmepa®, ,,PCL mommmepu®,
,,bropasrpangma PCL nmomumepa®, ,, Kommoctupame™ u ,,Kommoctupame PHA u PCL marepujama®. ¥
OJIeJbKY ,,MI3BOpU M OHOJOIIKa yjora Jumna3a‘ omnMcaHe Cy OCHOBHE OJUIMKE OBUX €H3HMMa, IIHPOKO
pacipoCTpameHUX KOJ pa3NUYUTHX BPCTa, KA0 U HUXOBA 3ajeIHUYKA OMOJOIIKA yjaora — pa3rpamba
macti. Opespak ,,CTpykTypa numa3a ¥ MeXaHHW3aM €H3MMCKe Karanu3e™ HUCTHYe MPUCYCTBO
KapaKTEepUCTUYHOT 0/ XUAPOJIa3HOT MOTHBA KOJ CBUX JIMMAa3a, Ka0 U BUCOKO OYyBaHE KaTaJHUTHUUYKE
TpHjaJie y OKBHPY aKTHBHOT MecCTa eH3uMa. J[eTajbHO je OmHMcaH KaTaIWTHYKA MEXaHW3aM €H3UMa U
WHTEepakiuja ca cyrnctparoM. Onesbak ,,bakrepujcke numaze* onucyje aunase mopekiioMm u3 6akTepuja
U UCTHYE JIa je eKCIpecHja IeHa KOjU KOAMpajy OBE €H3UMe Koj OakTepHja yrjaBHOM peryiucaHa
CpPEIUHCKUM (paKTOpuMa M IpejacTaB/ba NenujcKu OJIroBOp Ha HENOCTATaK HyTpUjeHaTa. Y OJEJbKY
»MeXaHu3Mu cekpenuje OaKTEepHjCKUX JHIMa3a‘ OMHCAaHM Cy KOMIUIGKCHH HaYyuHHU CeKpeluje
BaHNENNjCKHX JIMIAa3a y CIoJballllby CPeUHY. Y 0JIeJbKY ,,bruoxeMujcka kapakTepusaiuja aumnas3a‘ aat
je mperyen TemrepaTypHuX W PH onTtuMyma numasza KoJ pa3MYUTHX BpcTa. McTakHyTa je BHCOKa
TEPMOCTAOMITHOCT OBHX €H3MMa, Ka0 M OTIIOPHOCT Ha OpraHcKe pacTBapade. ,,CeleKTHBHOCT JHma3a‘
je onerpak KoOju Kiacu(uKyje numaze Ha OCHOBY FHHUXOBE CEJIIEKTUBHOCTH y HM300py CyINTpara,
PETHOCENeKTUBHOCTH W EHAHTHOCEJICKTHBHOCTH, Ha YeMy je 3acHOBaHa NpPHMEHAa OBHUX €H3WMa.
Opespak ,,3Hayaj eH3uMa JIMIasza y OMOTEXHOJOTHjH M OuopeMeaujaluju aaje OCBPT Ha H3Yy3€THE
KapaKTepUCTUKE JHIaza 300T KOJHX C€ OBH C€H3WMHU IIUPOKO YIOTPeOJhaBajy y pa3IMIUTHM



WHIYCTPUJCKUM TpoliecuMa U Ouopemeaujanuju Bojma u 3emsbmmra. Oxpespak ,,Ilpumena numasza y
OWopasrpaflbi ToJIMMepa™ JIeTaJbHO oOmucyje (u3nuka W XEeMHjCKa CBOjCTBa OHOpasrpaguBUX
MOJIMMEPHUX MaTepujaja OJf KOjUX 3aBUCH MPOIleC eH3UMCKe pasrpaime. OmnHucaHu Cy MeXaHU3MHU
CH3UMCKE pasrpajme nonuxuapokcuankanoara (PHA) u momukanposakrona (PCL), ca akiieHTOM Ha
eH3UME Jumase. Y oJleJbIluMa KOjU C€ TUYY KOMIIOCTUPamka UCTAKHYTO j€ Jia je OBaj MPOIEC jeTHO O]
HajeUKACHUJUX pellemha 3a YKIamame OHOpasrpaJuBOr OTHala M JaTH Cy NpUMEpH yOp3aHe
pasrpajme moauMepa Mo/ IejCTBOM OAKTepHjCKUX SH3UMA.

VY nornarspy LnsbeBH jacHO je neduHICAH TJIABHU HAYYHH IMJb JIOKTOPCKE TUCEpTAaIrje 1a ce
UIEHTU(DUKY]Y U PEKOMOMHAHTHO EKCIIPUMHUPAJy HOBH OaKTEPHJCKHM E€H3MMH JIaKa3e W JIUIa3e W3
cojeBa poma Pseudomonas w aHamu3upa BHUXOB IOTEHIHWjal 3a NPUMEHY Yy OHOpeMeIujamuju
3araljeHux 3emsbHINTa U Bojia. Kpo3 mocraBibeHe criennpuyHe UIBEBE Y OKBHPY OJ/IeJbKa KOjU CE THYE
CH3MMa Jlaka3a, IUIaHUPaH je 01abup cojeBa poaa Pseudomonas koju mokasyjy jJaKa3Hy aKTHBHOCT U3
kosiekuyje JlabopaTopuje 3a MOJeKylIapHy T€HETHKY M €KOJIOTHjy MHKpoopranuzama (MHcTtuTyT 32
MOJICKYJIApHY T€HETHKY M TeHETHYKO MHXKCHEPCTBO, YHHBEp3UTeT y beorpaay), yMHOKaBame reHa
KOJU KOJUPAjy OBE €H3WMeE, KIIOHUPAE, ONTUMHU3AIMja PEKOMOMHAHTHE EKCIPECH]je Y XETePOJIOTOM
nomahuny, npeuuninhaBambe W KapakTepusaldja peKOMOWHAHTHUX CH3MMa W HCHHUTHUBAKE HHUXOBOT
AIUTMKATUBHOT MMOTEHIUjalla y pa3rpalkby UHAYCTPHjCKHX 3arahuBava. Y 0/IeJbKy KOjH C€ THYE JIMIa3a
MOCTaBJbCHH CY CICIU(PUYHHU ITUIBEBH 32 0JJa0UP COjeBa ca JIMIOJIMTUYKOM aKTUBHOIINY, HCITUTHBAE
aIUTMKATUBHOT TOTCHIMjalia o0Ja0paHMX CcojeBa 3a pasrpajmby MNPUPOJHHX W CHHTETHUKHX
NOJMMEPHUX Marepujaja y mydepy W y KOMIIOCTY, YMHOXKaBame T€Ha KOjU Cy MOTEHIIMjaJTHO
OJIrOBOPHHM 32 OBY aKTHBHOCT, KIIOHUPAE U ONITUMH3AIIH]a PEKOMOMHAHTHE EKCIIPECH]E Y XOMOJIOTOM
nomahuny.

VY mnornaBjby Marepujag M MeToJe ONHCAaHE Cy CaBpPEMEHE METOJEe MHKpoOMOJorHje,
MOJIEKYyJIapHE TE€HETHKe, OnoxeMuje M OMOMH(pOpPMATHKE KOpUIINEHE y peann3aldjd TMOCTaBJBEHUX
mwbeBa. OBO TOIVIaBjb€ YMHM 8 MOTIOINIABJbAa y OKBHPY KOjUX ce Hamazu 29 onesrpaka u 14
nojojesbaka. HaBeneHu cy GakTepujCKu COjeBU, KOMEPLHjaTHU U KOHCTPYHUCAHU BEKTOPH, peareHCH U
MEIMjyMH 3a KyJITUBaIMjy OakTepuja (y NPUCYCTBY MJIM OJICYCTBY OAroBapajyhux aHTUOMOTHKA), Kao
U YCJIOBU HUXOBOT Tajemwa (Temreparypa, aepanuja). JleTajbHO Cy OnMHMcaHe MOJIEKYJIApHO OMOJIONIKe
MeTojie KopuiiheHe y OBOj Te3u — wu3ojanuja ykynHe u twiasmuiane JIHK, ymuaoxkaBame JJHK
¢dparmMenaTa metonoM JaHdaHe peaknuje monmMepase (PCR), araposna rem enektpodopesa, 3aTuM
muraupja JJHK ¢parmenara, npunpema u Tpancopmaiuja KOMIETEHTHUX henuja, pecTpUKLIHMOHA
aHayn3a miasmMuaa, kao u cexksenuupamwe JJHK. ¥V okBupy notnornassba ,,buonnpopmatiuku anartu
ommcana je Meroja in Silico aHamu3e Mo3HATHUX CEKBEHIIM I'eHA 3a Jaka3e M JIMMa3e KOJ cojeBa poja
Pseudomonas, kao u anamm3a cekBeHue reHoma P. putida F6. JlerassHO je ommcaH mocTymak
IM3ajHUpama MpajMepa 3a YMHOXKaBame I'eHa 3a Jiaka3e W JIMIasze, ald M CTaTUCTHYKA aHalu3a U
obpaga moxaraka. HakoH Tora, mnpeicTaBbeHe Cy OHOXEMHJCKE METOJe 3a H30Jalujy,
KOHIIEHTPOBame, ofpehuBame KOHIEHTpalllje MPOTEenHa, Tal0KEeHhe U 0/ICOJbaBamke MPOTEHHA, Kao U
METOJla 3a HHUXOBO pa3/iBajambe TMOJHMAKPWIAMUIAHOM Treil  elneKkTpodope3oM (HAaTUBHOM U
neHatypuiryhom). Onmcane cy u Xxpomarorpadcke METO/Ie 3a M30JIallk]y U MpedyuirhaBame MpoTernHa
u3 auBiber coja P. putida F6 u pekomOuHanTHHMX gomahuHa, ka0 ¥ N-TEpPMHHAIHO CEKBEHIIMPAMHE
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npoTtenHcke ¢pakinuje u3 auBsber coja P. putida F6. Creau ommc MeTona 3a UCIUTHBAFE CH3MMCKE
aKTMBHOCTH JlaKa3a M JIMIa3a y TECTOBMMA Ca pPa3IMYUTUM CYICTpaTHUMa. Y OKBUPY IOCIEIHEr
IOTIIOIVIaB/bAa OINMCAaHE Cy METOJA€ 3a MpUIpeMy NOoJIMMepa MOJUXUIPOKCHAIKAaHOAaTa U
MOJIMKANPOJIAKTOHA, Ka0 U METOJIe 32 YTBphHMBame €H3MMCKE pa3rpajiibe OBUX IOJIHMMEpPA Y CacTaBy
YBPCTHX TOJJIOT, Y Mydepy U y MOJIelly KOMIIOCTa — CBeTiIocHa Mukpockonuja u FTIR ananu3a.

VY nornasspy Pe3yaratum u3N0oKEeHU Cy pe3yiTaTH HCTPAKUBamba KOjU Cy TPYNHUCAHH Y JIBE
nesnMHe. Y TpBOM ey MNPETPaXKeHo je cemaM cojeBa pojaa Pseudomonas u3 maboparopujcke
KOJICKIIMje ¥ JIETCKTOBaHA OKCHATHBHA AKTHBHOCT KapaKTEPUCTHYHA 3a JIaka3e KOJ TPH coja —
P. putida F6, P. putida KT2440 u P. putida CA-3. Coj koju ce HajBuie ucrakao je P. putida F6 koju
je ToKa3zao BpPJIO 3HAYajHE pa3jiMKe y JIAKa3HOj aKTMBHOCTH Y OJHOCY Ha Jpyre cojeBe. Ha ocHOBY
mocrojehnx CEKBEHIM 3a Jlakase y cojeBuMma poja Pseudomonas y mocTynHuM Oa3ama IojaTaka
nu3ajHupanu cy m3pohenu npajmepu. CojeBH Cy aHaIM3UpPAaHH PEAKIMjOM JaHYaHE MOJHMepas3e Ha
MPUCYCTBO T'eHA KOjU KOJIUPajy OBE €H3UME. Y MHOXKEHHU Cy ()parMeHTH oAroBapajyhe BelmuumHe KOJ
cojea P. putida KT2440 u P. putida CA-3, 3a koje je METOJIOM CEKBEHIIUpaba U aHAJTU30M CEKBEHIIN
yTBph)eHO TIpeKianame ca CEKBEHIlaMa I'eHa 3a KOje Ce MPETIOCTaBJhba Jla KOIUPajy MyITH-Oakap
OKcHJa3e, OJIHOCHO Jaka3e. HampaBibeHu cy M crieruuyHE pajMepH 32 YMHOXABamkbe OBHX I'€Ha ca
JIOJAaTUM PECTPUKIIMOHUM MECTHMa 3a MoTpebe KioHupama y ekxcrnpecuoHn PRSET B Bextop.
VMHOokeHH TeHH u3 cojeBa P. putida KT2440 u P. putida CA-3 3a koje ce npeTrnocTasiba a KOAUPajy
nakase cy o3HaueHu kao MCOKT u mcoCA3. Koa ocranux cojeBa HHje YTBphEHO MPUCYCTBO OBUX I'eHA.
C o03upom na je coj P. putida F6 mokazao Haj3HAYajHH]y CH3MMCKY aKTHBHOCT, MPUCTYIUIO CE
npeunnihaBamky MPOTEMHA ca aKTUBHONIINY Jaka3e METOJOM jOHOM3MEHHMBAYKe Xpomartorpaduje.
[Mporenn wmonekyiacke mace ~24 kDa koju je mnpeuniiheH Ha KOJOHHM Ca jaKUM aHjOHCKHAM
m3MemnBadeM Q cedapo3om, a HaKOH Tora Ha Tell (PUITPAMOHO] KOJIOHH, O3Ha4YeH je kao Laccl u
CeKBEHIIMpaH Ha aMHUHO Kpajy. Jpyra, HexomoreHa mpoTewHCKa (pakiuja, o3HaueHa kao Lacc2
n3ryouna je BehuHy jaka3He aKTHBHOCTH HaKOH IpeuuinhaBama Ha res (UITPALMOHO] KOJIOHH, T€
HHje KopuinheHa y najbeM pany. Pemocnen on ceqam amuHokucenuua Ha N-tepmunanHoM aeny Laccl
npotenHa 6uo je cnenehu: MTHHSED. Vnopeno je ypaheHo cekBeHIMpame reHoMa JUBJBET COja
P. putida F6 u GromHpopMaTHuKa aHAIU3a LENOKYIHE CeKBeHIe. HakoH aHann3e CEKBEHIlE FeHOMa
YOUEHO J€ 0CaM I'eHa KOju MOTEHIM]aTHO KOAUPa]y €H3UMe ca aKTUBHOIINY Jlakas3e, 0J KOjuX je je/iaH,
O3Ha4YeH Kao Cbp, caapkao CEKBEHILy Koja ce MpeBoau y amuHOkucenuHckd HH3 MTHHSED. I'en
COPA KOj¥ TIOTEHIIMjaJTHO KOJIMpa 3a MYJITU-0aKkap OKCHIa3y M KOjU 1O BEIMYUHU OATrOBapa JeTHOM O
npoTerHa W3 HexoMoreHe (pakiuje Lacc2, omabpan je 3ajenno ca Cbp reHom 3a yMHOXaBambe,
KJIOHHpamke U PEeKOMOMHAHTHY eKcrpecHjy. [1o cekBeHIIama OBHX I'eHa HalpaBJbEHU CY CHEIU(PUIHH
npajMepy ¥ TeHU Cy YMHOXKEHH Yy peaklMju JaH4YaHe MojuMepase. ['€HHu Cy KIOHHpaHU Cy Y
excripecuonu Bektop PRSET B u pekomOuHanTHO ekcrpumupanu y Escherichia coli momahuny.
CekBeHIMpameM je yTBpheHa HJIEHTHMYHOCT Ca OPUTHMHAIHUM CEKBEHIIaMa OBHMX I'eéHa U3 TeHOMa
P. putida F6, P. putida KT2440, P. putida CA-3, te cy one cauyBane y GenBank 6a3u mojaraka mos
npuctynauM 6pojeBuma: MN075139 (mcoKT), MNO075140 (mcoCA3), MN075141 (cbp) u MN075142
(copA). TlopaBHamwem amuHOKHcenuHCKUX cekBeHIln MCOKT u MCOCA3 mpoTenHa noOujeHa je
cimaHOoCT 011 98 %. bronHpopMaTHIKOM aHATN30M aMHUHOKHCETHHCKUX cekBeHIM COpA, McoKT u
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McoCAS3 mnpotenHa yTBpHEeHO je MPHUCYCTBO JAOMEHA KapaKTEPUCTHYHHX 32 MYJITH-Oakap OKcHIase,
1ok je kox Cbp mporenna nponalen 6akap-Be3yjyhu 1oMeH. PeKOMOMHAHTHO €KCIIPUMUPAHUA €H3UMHU
MOKa3aJld Cy AaKTHBHOCT KapaKTEPUCTHYHY 3a Jiaka3e, T€ Cy NpEYHIINEHW U OKapaKTEpUCAHH.
YTBpheHo je ma cy cBa YeTHpH €H3MMa aKTHBHA y IIMPOKOM oricery PH u temmeparypa, Kao u aa cy
TEPMOCTAOMIIHU. YCTaHOBJbEHO je na je onTmmanHa PH BpemHocT 3a muxoBYy akTHBHOCT PH 4, a
ornrtumanau temmeparypuau omncer o 30 °C o 50 °C. McnutuBameM €H3UMCKE pa3rpaibe TEeCKTUITHIX
00ja peKOMOWHAHTHO EKCIIPUMHUPAHUM JlaKa3ama y3 JI0JlaTak MeaujaTopa yTBpheH je Beoma aodap
MoTeHIMja henujcKkuX eKcTpakara KOjH Cajpike OBE €H3MME Jia pa3rpaje 0oje Koje Cy IIMPOKO]
ynoTpeOu y TEeKCTHUIIHO] HHAYCTPHjU M UHAYCTpUjU O6oja: amuao upHy 10b, 6GpoMkpe3on jbyoudacTy,
EBaHc miaBy, peakTwBHY IJpHY 5 W pemMaszon OpwiMjaHT 1uiaBy. HajOosbe pesynrare mokazao je
henmjcku eKCTpakT ca pekoMOMHAHTHUM eH3uMoM COPA Koju je pa3rpaauo IeT 01 cellaM TeCTUPaHUX
00ja.

Y apyrom jeny WCTpaxuBama INPETPAKEHO je cemam cojeBa poma Pseudomonas wus
nabopaTopHjcKe KOJICKIIMje M JCTEKTOBaHA JIMITOJUTHYKA aKTHBHOCT KOJ JBa coja — P. aeruginosa
PAO1 u P. chlororaphis B-561. IlpucTynuio ce HCIUTaBamby CH3MMCKE pasrpajmbe IMoJUMepa
NOJIUXHUPOKCHANKAHOATa U IMOJHUKANpoiakToHa. Kao MHIylep JUMONMTHYKE aKTUBHOCTU cojeBa P.
aeruginosa PAOL u P. chlororaphis B-561 kopuiiheno je maciuHoBo yibe. [Tokaszano je na henujcku
npoTeuHu oba coja pasrpal)yjy oBe moimMmepe, Kao M Ja je yJbe J00ap HHIyLEp TUMNOJUTHYKE
akTUBHOCTH. Takole je ucnurana pasrpajima rnojiuMepa y oonuky gpuiMa HHKyOarujoMm ca hemujckum
nporenHuma cojea P. aeruginosa PAO1L u P. chlororaphis B-561 y tpajawy ox ueTupu Henelbe, U 'y
MOJIEJI CHCTEMY KOMIIOCTa ca OaKTepHjCKOM KyaTypom Hematorenor coja P. chlororaphis B-561 y
Tpajalby OJ] YETHUPU HeAeJbe 3a IMOJIMKANpPOJIAKTOH M OcaM Helesha 3a MOJMXHUAPOKCHATKAHOATE.
MepemeM ryouTka Mace U METOJIOM CBETIIOCHE MUKPOCKOIIH]€ YTBphEHO je /1a je JOIILIO0 A0 CMambemha
Mace ToJMMepa, Kao U JoJaTHE MOBPIIMHCKE €pO3Huje Y OJHOCY Ha KOHTPOJIHE MOJIMMeEpHE (pruiMoBe.
BuonHpopMaTHYKOM aHATM30M HM3[BOjeHH Cy T'eHH KaHauaath u3 cojeBa P. aeruginosa PAOL u
P. chlororaphis B-561 koju nmpeTnocTaB/beHO KOIUPAjy JUIONIUTHYKE eH3uMe. Ha OCHOBY CEeKBEHIH
OBHUX I'¢Ha HAIPABJLCHHU CYy MPajMEPH 32 BHXOBO YMHOKaBambe. Y MHOKEHH Cy renu 3a unasy A (lipA)
u pocdomunasy I (plcB) uz P. aeruginosa PAO1L coja, kao u iumna3y A (lipA) u3 coja P. chlororaphis
B-561, mTo je u motBpheHo cexBeHImpameM. Xomorora ekcrpecuja y P. putida KT2440 nomahuny
Jlaia je TpU aKTUBHA €H3MMa, alli je U30CTaja ’hUX0Ba CEKpellrja y CIoJballllby CPEAUHY.

[TornaBme [uckycuja mocBeheHo je ymopenHoj aHalW3W pe3yiTaTa JT0O0MjEHHX y OBOj
IHMCepTalUji ¥ ToJaTaka JTOKyMEHTOBAHUX Y J0CAIallkh0j HAYYHO] JTUTEPATypu. Y OBOM IOTJIABIBY
UCTaKHYT j€ 3Hayaj] W JONPUHOC TIOCTUTHYTHX pe3yiTara Kako y o0nacTu ¢yHIaMEeHTaIHe
MOJIEKyJIapHE MUKPOOHOJIOTH]j€, TAKO U Y 00JIACTH MIPUMEHEHE MUKPOOHOJIOTHjE.

Y mpBoM ey OUCKYCHje KOjU C€ THYe €H3MMa JlaKka3a HCTaKHYTO je Ja je Y HOBHjO]
TUTEpaTypu ONKMCAHA TPHUMEHAa HEKOJIMKO PEKOMOWHAHTHMX OaKTepHjCKUX JaKa3a, YIrIaBHOM Y
mpoiecuMa OuopeMenujanuje — pasrpagmbyd CHHTETHUKUX 00ja W YKIamkamy MOJUIUKIMIYHAX
apoOMaTHUYHUX YIJbOBOJOHUKA, ald W y OHOTpaHchopMaluju jeIumema Koja ce KOpUCTe Y
dapmarieyTckoj WHAYCTpuju. Takohe je HarmameHo aa Cy OIKMCAaHE Jaka3e M3 BpcTa poja



Pseudomonas yriaBHoM uaeHTH(GHUKOBaHE U npeunithaBaHe U3 TUBJ/BMX COjeBa H JIa je 10 caja jeMHN
pekoMOMHAHTHO ekcripumupann ensuM COpA u3 coja P. putida KT2440. Haseneno je aa je cacTaBHH
JIe0 OBe CTyauje Ouja moTpara 3a HOBUM, €(pUKACHH]UM OAaKTEPHjCKUM JlakazaMa y COjeBHMa poja
Pseudomonas 1 pekoMOMHAaHTHA XETepoJIora eKcrpecuja y JoMahiHy jeJHOCTaBHOM 32 MaHMITYJIAIH]Y
kao mro je E. coli. Y mpBom moTmoriaB/by UCTAaKHYTO je Jia je Jlaka3Ha aKTHBHOCT y hesmjckum
ekcTpakTuMa cojeBa P. putida F6, P. putida KT2440 u P. putida CA-3 yka3ana Ha yHyTaphenujcky
JIOKAJIM3alHjy €H3MMa JIaKa3a U Jia je OBa YHICHHIIA Yy CKJIy ca MojanuMa y Jureparypu. Takohe,
HAarJameHo je 1a je nmopehemeM HYKICOTUAHUX M aMUHOKHCEIMHCKUX CEKBEHIIM I'eHa 32 MYJITH-0aKap
okcumase kox cojea P. putida KT2440 u P. putida CA-3 ca rennma koju ce mory mpoHahu y
JOCTYITHUM 0a3ama IoJlaTaka v JUTEPATypu YCTAHOBJBCHO J1a CE HE PaJy O UCTHM I'€HHUMA, U J1a Cy OHU
[0 MPBH MYT YMHOXXEHM M3 THX COjeBa y OBOj CTyauju. VcTakHyTo je W Ja je TopaBHAmEM
amuHOKucenuHCKNX cekBeHI MCOKT u McoCA3 mporenna yrBpheHo 1a ce pagu o BpJO CPOIHUM
MyJTH-0aKap OKCHAa3aMa ca JIOMEHOM KapaKTePHCTUYHHM 32 OBE €H3UME, NMPUCYTHHM HAa HCTUM
no3unyjama. Y JIpyroM IOTIOIIIABKY HarjameHo je aa ce amuHokucenuHckn au3 MTHHSED na
aMHHO-TEPMUHAIIHOM JIeJTy TPOTEHHA ca Jlaka3HOM akTuBHomIhy mpeunitheHor u3 coja P. putida F6
HUje Morao npoHahu Mmelyy yakazama nmoctynmHuM y 0a3ama mojaaraka. Takohe ce HaBoaM Ja Cy JiBa
IreHa — IeH KOjU 3a KOjU c€ MPETIOCTaBJba Ja KOAWPA MPOTEHH KOjJH CAJIpKU je3rpo ca 4YeTUpU
0-3aBOjHUIIC U Be3yje Oakap (Chp rew), kao M r'eH 3a KOjH Ce MPETIOCTaB/ba a KOJAUpa MyJITH-Oakap
okcumaszy (COpA ren) wu3 coja P. putida F6 mo npBu myTr y OBOM paay YMHOXEHH, KJIOHHPAHU H
PEKOMOMHAHTHO EKCIpUMUpPaHu y xeTeposioroM nomahuny E. coli. Mcraknyto je aa cy nporewHu
CopA u3 coja P. putida F6 u nporenn nmoa uctuM Ha3uBoM u3 coja P. putida KT2440 paziauuutw, ca
cIMYHOIINY aMUHOKHCEIMHCKUX CcekBeHIH of 67,7 %. Takohe, maka3a koja je MO JUTEpaTypHUM
nojganuMa npeuninhena u3 coja P. putida F6 monekyincke mace 59 kDa, pasnukyje ce o1 eH3uMa
uneHtuukoBanux y oroj crynuju — Cbp (~12,7 kDa) u CopA (~68,5 kDa). Takohe je HaBeneHo na
[IOCTOJU Hecllarame y MOJIeKYyJICKO] Macu mporerHa u3 Laccl ¢dpakuuje koju je cekBeHLUUpaH
(~24 kDa) u nmpousBoaa uneHtupuroanor cbp rexa (~12,7 kDa). McrakuyTo je na ce u3a Cbp reHa Ha
pactojamy o camo 11 ©Oa3Hux mapoBa Hamasu COPC TreH, KOjU TOTEHIMjaTHO KOJAUpPa
HepUIUIa3MaTHYHN BE3UBHH IIPOTEHH KOjH peryJIniiIe XxoMmeoctasy Oakpa, Mojekyicke mace ~13,9 kDa,
na je "HemocpeaHa Oau3uHa MOTyhM y3pOK MOTEHIMjaJIHOT MPENMUCHBamha OBUX T'€HA Y J€MHCTBEHHU
HeNTUI, MITO MOXE Jla pa3jaCHH HENoJyAapame MNpeTIocTaB/beHuX BenumuuHa Cbp nporenna wu
nporeuHa u3 Laccl ¢paxuuje. Harnameno je 1a je akTUBHOCT YeTHPU PEKOMOWHAHTHO €KCIIPUMUpPAHA
eH3uMa yBehana ~2,5 myTa J1oJaBamkeM M3BOpa JOHA Oakpa y peakilfjy OKCHUJaIMje CylcTpaTa u Jia je
OBa YMICGHUIIA Yy CKJIaay ca JUTepaTypHuUM nojauuMma. Takole, naT je W ymopeaHu Mperien
TeMmrepaTypHux U pH onTumyma, Kao U CBOjCTBAa TEPMOTOJIEPAHLIMjE JIaKa3a €KCIPUMHUPHHUX y OBOM
pazy u Jlakasza Koje Cy onucaHe y Jureparypu. HaBeseHo je 1a eH3MMM eKCIPUMHUPAHU Y OBOM Pajy
MOCe/yjy CBOjCTBa KOja Cy MOXKeJbHA 32 MPUMEHY Yy MHIyCTpHUjU. IcTakHyTO je Aa ¢y peKOMOMHAHTHO
eKCIpUMHpaHe jaka3e u3 cojeBa poaa P. putida F6, P. putida KT2440 u P. putida CA-3 ucriurane y
OBOM pajy ToKazajie 100ap MOTEeHIHM]al 3a pa3rpaamkby TeKCTUIHNX 00ja, y3uMmajyhu y o63up na cy y
aHayn3u KopuinheHn heiaujcku eKcTpakTH, a He npeuynmheny ensumu. Harnamero je u aa je ynorpeba



MeIjaTopa 3a Jlaka3ze 3HavyajHO JOMpPHUHENA MPOLECy pasrpalme PEaKTUBHHUX 00je KOje MMajy BHIIU
PEIIOKC MOTEHIUjall Y OJTHOCY Ha CH3HM.

Y gapyroMm Jneny JAMCKyCHje JaT jeé OCBPT Ha JEjCTBO JIMMOJMUTHYKUX CH3MMa COjeBa
P. aeruginosa PAO1 u P. chlororaphis B-561 Ha pa3rpaimy monmmepa pacTBOPEHHX Y YBPCTUM
nojyiorama, Kao M mosmMmepa y oOinuky ¢wmiMa y mydepy. OBH pe3ynraTH NOTKPEIJBEHH CY
JUTEpPATypHUM TojanuMa. LMcTakHyTo je Ja je axkTHMBHOCT €H3MMa KOju Cy pasrpajauif
MOJIMXUIPOKCHANIKAHOATE W TOJIMKAMPOJIAKTOH JCTeKTOBaHA Yy BaHNENMjCKO] W YHYTaphelnjcKoj
dbpakumju mMpoTeMHa Koj o0a coja KOju Cy TajeHM Ha MACIMHOBOM YJbY Kao jJEJIMHOM H3BOPY
YIJbEHUKA, T€ j& MPETIOCTAB/LEHO Jia Cy €H3UMH KOju pasrpal)yjy oBe MoJuMepe JBOjaKoT MOpEeKIa.
Kao nocnenunia nejctBa en3uMa yTrBpheHa je MOBPIIMHCKA epo3Hja Kol 00a MmoJuMepHa MaTtepujaia y
o0nuKy ¢uima, Kao M yMmepeH ryoutak mace. Kol monMKanposjakTOHa HHjEe yodeHa IMpOMeHa
KapOOHMJIHOT HMHJIEKCAa M HMHJCKCAa KPUCTAIMHHUTETAa HAKOH YETHUPU HE/leJbe JCjCTBA €H3UMa M OB3j
pe3yaTar ompaBAaH j€ BHCOKMM HHBOOM KpucTamHe ypeheHocTn momasHor Matepujana. Kox
MOJIMXHUIPOKCHANIKaHOaTa HHje Owmio moryhe wu3Meputu oOBe WHIEKce 300r amopdre mpupoe
nojauMepa. McnuraHo je 1ejcTBO JUMOMUTHYKUX eH3uMa HeraToreHor coja P. chlororaphis B-561 na
noJMMepHe (HIMOBE TOJIMXUAPOKCHAIKAHOATa M TIOJHMKANPOJIAKTOHA Y JM3ajHUPAHOM MOJIEI
cucTeMy KomrocTa. HakoH 4eTupu Hellesbe TpeTMaHa IMOJUKAIPOJIAKTOHA OaKTEPHjCKOM KYJITYPOM
coja P. chlororaphis B-561 y kommocTty mpomene cy OuWiie BHIJbUBE TOJMM OKOM, a OITHYKOM
MUKPOCKOIHjOM JICTEKTOBaHA j€ KOMIUIETHA W3MEHA Y MOBPIIMHCKO] MOP(}OJIOTHjU MmoJmMepa, IITO
3ajeJHO ca pEeJaTHBHO BHUCOKMM T'YOMTKOM Mace M HENpPOMEHEHUM KapOOHHIHHM W HHICKCOM
KPUCTAIMHUTETAa CYrepullle Ja Cc€ OJBHjaja IMPOrpEeCHBHA, MCTOBPEMEHa pasrpaima aMOpPHHX U
KPUCTATHUX perroHa mojumepa. Ha ocHOBy ryOuTKa Mace W rmocMaTpama MUKporpaduja MmoBpIIHHe
MOJIMXUIPOKCHAIKAHOATa JaCHO j€ yO4YeHO Ja je Ouopasrpaama MOJUXUAPOKCHAIKAHOATA CPEIHEr
JaHIa yop3aHa J1ejcTBOM JIMIOJIUTHYKUX eH3uMa coja P. chlororaphis B-561 y poky o1 ocam Hepesba.

Kako je y 0BOj cTyauju NOKa3aH MOTEHIMjajl JIMIIOIUTHYKUX eH3UMa 3 cojeBa P. aeruginosa
PAO1 u P. chlororaphis B-561 3a Oyayhy mpumeny y OuopasrpajimH MOJUMEPHHX MarepHjaia,
in silico ananmu3om wuaeHTH(HKOBaHA Cy TPU I'eHA KaHAWAATa KOjU TOTEHIHUJjaHO KOJAWPAjy OBE
BaHhenMjcKe €H3MMe. YMHOXKEHHM TeHH KOju Koaupajy jumazy A u ¢ochomumnaszy Il u3 coja
P. aeruginosa PAOL, kao u munazy A u3 P. chlororaphis B-561, kimoHupaHu Cy W XOMOJIOTO
excripumupanu y P. putida KT2440 nomahunHy. JIMIONMTHUYKHAM ecejeM TMOTBpheHA je aKTHBHOCT
PEKOMOMHAHTHUX €H3MMa, T€ j€ KOHCTAaTOBAHO Jla Cy YKJIOHMpaHU IeHH (pyHKUHMOHATHU. MehyTum,
BehH /1€0 JIMMOJITUYKE aKTUBHOCTH JIETEKTOBAH je Y yHyTaphennjcKuM Qpakiyjama peKOMOMHAHTHUX
CojeBa, JIOK jeé KOJ JTUBJBUX COjeBa aKTUBHOCT JETEKTOBaHa y BaHhenHMjcKUM (pakiujama, MTO je
yKa3aJlo Ha YHIEHMILY Jla HHje JOLUIO 0 CeKpelHje PeKOMOMHAHTHHUX €H3MMa y BaHNEHjCKy
cpeauny. IlpernocTaB/beHO je Ja je oBa MojaBa MOCIEAMIA CIOKEHOI CUCTEMa CEKpelfje MPUCYTHOT
KO IUBJBMX cojeBa. Hasemeno je ma je P. putida KT2440 xomomorm nomahuH mocmyxuo 3a
UCTIUTUBAke (DYHKIIMOHAIHOCTH YKIIOHWPAHUX Te€HAa W aKTHBHOCTH PEKOMOMHAHTHHX €H3MMa U Ja je
OCTaBJbEH MPOCTOP 32 HAKHAIHY ONTHMHU3AIM]y TPOIEca HUXOBE CEKpelHrje y CIOJbAIlby CPEIUHY
pamu TOTEeHIHWjalHe yrmoTpeOe OBHX €H3UMa y OWOKaTalu3u H  OHOpasTpaambH  MOJIUMEPHUX
Marepujania.



VY nornarpy 3ak/by4lld, KOje je TMOJIEJbeHO Ha J[Ba MOJOJEIbKA, CAXETO W jaCHO CYy M3HETH
HAjBOXHUJU 3aKJbYYIH KOjU Cy TPOMCTEKIM M3 aHAIM3€ pe3ysitaTa JOOWjeHUX Y OKBUPY JOKTOPCKE
nucepranyje. [IpBoj Tpynmu 3akjbydaka TMpHIagajy OHH KOjU C€ OJIHOCE Ha EH3UME JIakase.
[TperpaxuBameM KoJeKIHje cojeBa poga Pseudomonas JlaGoparopuje 3a MOJIEKYJIapHY T€HETUKY U
eKOJIOTH]y MHKpoopranuzama, VHCTHTyTa 3a MOJEKyJapHy T€HETHKY W TEHETHYKO WHKECHEPCTBO
VYuuBep3utera y beorpany, Ha mpUCyCTBO €H3MMa Jlaka3a JIETEKTOBaHA j€ €H3MMCKa aKTHBHOCT KOJI
TPH O] CeAaM TECTHPAHUX COjeBa. YMHOKEHU Cy T€HH KOjU KOJMPA]y HOBE MYJTH-0aKap OKCHAA3e y
cojesuma P. putida KT2440 u P. putida CA-3 — mcoKT u mcoCA3. CIMYHOCT aMHHOKHUCETHHCKHX
CEKBEHIIM OBa J[Ba MpoTerHa nu3Hocu 98 %, ma je 3akibyd4eHo Jia ce pajy O CPOJHUM IPOTEHHHMA KOJT
oBa jiBa coja. Hakon 6mounndopmarnuke ananusze N-TepMHHAIHE CEKBEHIIE MPEYUITNEHOT MpOTeuHA |
IICJIOKYITHE TEHOMCKE cekBeHIle coja P. putida F6 ymuokeHa cy aBa rena — cbp u COpA, Koju Hemajy
HuKkakBe ciumyHocTH ca reHuMa MCOKT m mCOCA3, ma je cXOoIHO TOME 3aKJbydeHO Ja ce paad O
JAPYroM THIly Jiaka3a. PekoMOMHAHTHOM ekcrpecujoM y xerepoiiorom E. coli nomahuny nobujena cy
4eTupu (YHKIMOHAJIHA €H3MMa BHCOKE TEPMOCTAOMIIHOCTH, ca akTUBHomhy y mmpokom pH u
TEMIIEPATYPHOM OIICETy U 3HauajHO yBehaHOM aKTHBHOIINY y MPUCYCTBY joHA Oakpa, T je 3aKJby4eHO
Ja je OBO ajekBaraH jJoMahuH 3a HUXOBY PEKOMOWHAHTHY MPOW3BOAKY. NENUjCKU EKCTpaKTH ca
PEKOMOMHAHTHUM CH3MMHMA CY y IPUCYCTBY MeMjaTopa MoKa3aiu no0ap MOTCHIUjall 3a Pa3rpalimby
MocTojaHux 00ja Koje ce KOPUCTE Y TEKCTUIIHO] MHIYCTPHjH, a Haj3HAUYajHU]y aKTUBHOCT IOKa3ao je
henujcku excrpakt ca COPA eH3uMoM. 3akJbydeHO je 1a cy cojeBu poxa Pseudomonas mobap usBop
€H3MMa JIaKa3a ca MOTCHIIM]aJIOM 32 MPUMEHY Y OMOpeMe v ariyj .

Jlpyra rpyrma 3ak/by4aka OJHOCH C€ Ha CH3UMe Jinnase. JIMMoIuTHYKa aKTHBHOCT, HHYKOBaHa
MacJIMHOBUM yJbE€M JIETEKTOBaHA je KoJ JBa coja pomaa Pseudomonas — P. aeruginosa PAOl u
P. chlororaphis B-561. 3ak/by4eHo je fa Cy OBH COjeBH J00ap M3BOP CH3MMA JIMIIAa3a ca MOTEHIIHjaIoM
3a OMopasrpajmby MPUPOJHOT TOIUMEpa TOJIUXHIPOKCHAIKAHOATA CPEIbET JIAaHIIA U CHHTETHYKOT
NoJMMepa TOJIMKANPOIAKTOHA jep je MOKa3aHO Ja MOTY HM3a3BaTH pasrpaimby OBHX IOJHMEpa Y
OKBUpY 4BpCTHX mojsiora u y mydepy. Takohe je mokasano ma coj P. chlororaphis B-561 moxe
yOp3aTH pasrpajmky OBUX MOJMMEPHHX MaTepujaia y MOJEN CUCTEMY KOMIIOCTa. Y MHOKEHH Cy T€HH
KOju Koupajy Banhenujcke aunoautuuke easume lipA u plcB u3 coja P. aeruginosa PAOL, kao u lipA
u3 P. chlororaphis B-561. Xomonorom ekcripecujom y P. putida KT2440 nomahinHy u ucnutuBameM
aKTUBHOCTH JIMIAa3a 3aKJbY4YEHO j€ Ja j€ U30CcTana aJeKBaTHa CEeKpellrja peKOMOMHAHTHUX €H3UMa U J1a
Jj€ 32 BUXOBY IPUMEHY Y OMOKaTaIM3U U OMOpEMe Irjalliji HeOX0/IHA ONTUMH3allija OBOT TIpoIieca.

VY nornaripy JluTepaTypa npeacTaBjbeHa je JUCTa KOjy unHe 363 u3Bopa JUTepaType KOju Cy
oMoryhunu pa3Boj uzeje 3a u3Boheme 0BOI UCTPAXKHBAKA, KA0 U 00jalllbemhe 1001jeHUX pe3yirara u
JIOHOLIeH€ 3aKbyyaka. HaBeieH! M3BOpH Cy a/IeKBaTHU M NOKPUBAjy CBE MOjeAMHAUYHE 00JacTH OBOT
ucTpaxkuBama. HaBohemwa nureparype y caMoM TEKCTy JHCEpTalyje Cy jacHa M MpUMepeHa, Kako Mo
caJipkajy Tako U 10 MECTY.

VY nornasspy IIpui1o3u npeacTaB/beHO je MeT Npuiiora y OKBUPY KOjUX Cy JE€TaJbHO HaBEIEHU
TabeIapHu MPUKa3u U CIIMKE 0AroBapajyhux pesynrara qo0HjeHUX Y OKBUPY OBOT HCTPAKUBAKbA.



PaioBu 1 KOHTpecHa CaoMIITEemha U3 TOKTOPCKe AUcepTaluje

W3 oBe mucepranuje mpoucTekiia Ccy JiBa paja y yacomnucuMma MmelyHaponHor 3Haudaja, Kao U

JEIIHO CAOIIITEHE Ha CKYITy Mel)yHapoJHOT 3Ha4aja.

b1. PanoBu y yaconucuma melyHapoHor 3Havaja

1. Mandic, M., Spasic, J., Ponjavic, M., Nikolic, M., Cosovic, V., O'Connor, K., Nikodinovic-
Runic, J., Djokic, L., Jeremic, S. (2019). Biodegradation of poly(e-caprolactone) (PCL) and
medium chain length polyhydroxyalkanoate (mcl-PHA) using whole cells and cell free protein
preparations of Pseudomonas and Streptomyces strains grown on waste cooking oil. Polymer
Degradation and Stability. 162: 160-168. (M21)
https://doi.org/10.1016/j.polymdegradstab.2019.02.012

2. Mandic, M., Djokic, L., Nikolaivits, E., Prodanovic, R., O’Connor, K., Jeremic, S., Topakas,
E., Nikodinovic-Runic, J. (2019). Identification and Characterization of New Laccase
Biocatalysts from Pseudomonas Species Suitable for Degradation of Synthetic Textile Dyes.
Catalysts. 9(7): 629. (M22)
https://doi.org/10.3390/catal9070629

b2. Konrpecna caonmrema Ha CKylioBuMa Mel)yHapoaHOT 3Havaja

1. Mandic, M., Radivojevic, J., Djokic, L., Nikodinovic-Runic J., O’Connor, K., Vasiljevic, B.,
Jeremic, S. (2015). Towards biotechnological application of Pseudomonas spp. lipases,
6th Congress of European Microbiologists, FEMS, 7. — 11. Jun, 2015., Mastriht, Holandija,

p. 2166 - 2166, (M34)

IIpoBepa opUrHHATHOCTH JOKTOPCKE AHcCEpTaNuje

Ha ocnoBy IIpaBuinHMKa O MOCTYNKY MpPOBEpE OPUTMHAIHOCTU JOKTOPCKUX JAUCEepTaluja
Koje ce OpaHe Ha YHHMBEp3UTETY y beorpaay u Haiasza y u3Beltajy u3 nporpama iThenticate kojum
Jj€ U3BpIlIeHa MpoBepa OPUTHHATHOCTH JIOKTOPCKe AucepTanuje kanauaatkume Mune M. Manauh,
ytBpheH je uHaekc ciauuHocTd on 11%. VYBuzmom y wusBemraj yrBpheHo je Aa cy mojayaapama
YIJIaBHOM IMOCeIMIa LIUTaTa, yrnorpede OMIITHX I0jMOBA, JUYHUX HUMEHa M Oubiamorpadckux
nojataka o KOpHUIINEHO] JUTepaTypH, Kao U MPETXOJHO 00jaB/bEHUX pe3yliTaTa HCTpakKUBamba
NPOMCTEKINX M3 JOKTOpaHJaoBe nucepranuje. JlogatHo, oapeheHn AeIoBH TEKCTa KO KOjUX je
yTBph)eHO moaynapame HUCY MOBE3aHM M Hemajy cmucao. Kajga ce cBe HM3HETO y3Mme y 003up,
U3BEIITA] yKa3yje Ha OPUTHHAIHOCT JOKTOpCKe JucepTauuje kanaugara Mune M. Maunauh, noa
HACIOBOM  ,,BHOTEXHOJIOIKM 3HAaYajHH e€H3MMH U3 cojeBa poaa Pseudomonas:
NnenTudukanuja 1 pekOMOMHAHTHA eKCIIPecHja JIaKa3a | JIMNa3a* Te ce NPONUCaHU MOCTYIaK
MpUIIpeMeE 3a IeHY 0/10paHy MOXe HACTaBUTH.
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https://doi.org/10.3390/catal9070629

Munubemwe u npeasior Komucnje

Ananmza JOKTOpcke nucepranuje Muune M. Manmuh mon HacioBoM ,,BHOTEXHOJIOIIKHU
3HAYajHH eH3MMH u3 cojeBa poaa Pseudomonas: HneHTudukamuja M peKOMOMHAHTHA
eKcIpecHja JlaKka3a W Juna3a® mnokasyje Ja je KaHAMJaTKHba YCHEIIHO pealn30Balia IMOCTaBJbEHE
IUJbEBE KPO3 aJIeKBATHO IUIaHUWpaHE HCTpakKMBauke MocTymnke. JOKTopcka aucepTanuja npeacTaBiba
OpUTHMHAJIaH Hay4YHO-HCTPaXMBAUYKH pajJg Koju ce ©O0aBM pPEKOMOMHATHOM E€KCIIPECHjOM U
KapakTepu3alMjoM eH3MMa Jiakaza M JiMIa3a y cojeBMMa poma Pseudomonas, kao U HHXOBOM
MPUMEHOM y OHMOTEXHOJOTHjU W OmopeMenujanuju. Pe3ynratu OoCTBapeHH y OKBHPY IUCEpTaIdje
NPEJCTAaBJbEHU Cy CUCTEMAaTHUYHO M MPETJIeHO, a IUXOBO KPUTHUYKO pasMarpame rOBOPH O J0OpOM
MO03HABaKY HAay4YHE NMPOOJIEeMaTHKE.

Ha ocHOBY yBHIa y €KCHEPHUMEHTAIHU pajJi TOKOM HCTPaXUBamba U MOCTUTHYTE PE3yiTarte,
Komrcuja 3akipydyje Ja Cy MOCTaBJbEHHU 3aJalld HCIymeHu. M3 mucepranuje cy mpouCTEeKia /Ba
Hay4yHa paja, IITO MOTBphyje akTyemHOCT W 3Ha4yajHOCT noOujeHuX pesynrara. Komucuja mma
3aJI0BOJbCTBO Ja mpemioxku HactaBHo-HayuHom Behy buonomkor Qakynteta YHuBep3uTeTa y
beorpany, na npuxBatu NMO3UTHBHY OLIEHY AOKTOpcke auceptauuvje Mune M. Manauh u omoryhu
KaHIUAATKULY JaBHY 0JI0paHy paja.

VY beorpany, _20. 7. 2021. _ronune

KOMUCHUIJA:

np Cama Jepemuh, BUIIINM HAyYHU capaHUK,
HNHCTUTYT 32 MOJIEKYJIApHY '€HETUKY U TEHETHYKO MHIKEHEPCTBO,
YHuusepsurer y beorpany

np Jacmuna HukoaunoBuh-Pynuh, HayuHu caBeTHUK,
WHCTUTYT 3a MOJIeKynapHy F€HETUKY U T€HETUYKO UHKEHEPCTBO,
YHuusepsurer y beorpany

1p bophe dupa, penoBau npodecop,
VYuusep3utet y beorpany - buonomniku gakynrer

np I'opan Bykotuh, HaydHu capagHuk,
VYuusepsutet y beorpany - buosnomku ¢akynrer
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