Yuusep3uter y beorpany — Xemujcku gakyarer
HacraBHo-Hay4HO Behe

IMpeamet: O6paznoxkeme TeMe JOKTOpcke nucepranuje Munana [Iponanosuha

Monum HacraBno-Hayuno Behe YHuBepsurera y beorpany — Xemujckor akynrera qa ogo0pu
U3pajy TOKTOPCKE TUCEPTAIlH]je MO/ HACTOBOM:

,JIpou3BoaKba, (GYHKIHMOHAJIHA KapaKTepu3amdja W KoMmapaTuBHa anaau3za IgA
Be3yjyhux, xereposioro npousBeeHux NPOTeHHA U menTuaa*

1. Hayuna o6sact: Xemuja (yxa HaydHa obnact: buoxemuja)
2. TIlpenMeT HAYYHOT HCTPAKHBAHA

[Ipenmer HayyHOI MCTpaKMBama OBE JIOKTOPCKE JAucepTaluje oOyxBara XeTepoJory
IIPOU3BO/IbY NMPOTEUHA U MENTHIA MOPEKIIOM U3 OakTepuja ca criocoOHoINy Be3nBamba XyMaHOr
UMYHOIJI00y/IMHA Kiace A.

OcuM TpoM3BOIHEC M KapaKTepHu3aluje MPUPOTHO HISHTHYHHX IMPOTeHHa cTyauja he
YKJBYYUTH ¥ TIOCTYNKE ONTHMH3alMje TPOTEMHCKHX CEKBEHIM paau IocTu3ama Behe
CENIEKTUBHOCTH M J€IHOCTABHOCTHU TIPOU3BOIIHE.

UctpaxxuBawe he omoryhutu yBua y wmoryhHocTH paber pa3Boja OakTEpHjCKHX
IIpOTeMHA U MenTHjaa 3a npeurihaBame U kBaHTU(UKaujy IgA xao u nerekuujy b numgponnra
Koju npoussoze IgA.

JlutepaTtypHu mnojmanu ynyhyjy Ha MoryhHocT Tepamujcke MpUMEHE MeNnTuaa
WHXUOUTOpPHUX 3a wuHTepakuujy IgA ca meroBum peuentopoM (FcoRI) y pasmuuuntum
natojorujama. Te he oBoM cTyaujom OuTH 00yxBaheHO M HUCHUTHBaWmE yTHIAja MENTHAA
u3BeneHux u3 xymaHor IgA u FcaRI Ha nHXuMOMIM)y MHTEpaklMje HaBEAEHUX OaKTepH)CKUX
nporerHa u nentuaa ca IgA. U3Bohewme oBe cryauje pesyntupahe ycmocraBibambeM in Vitro
cucrema 3a npaheme nuxubunmje IlgA-FcaR| uarepakmumje.

OBa crynuja npyxuhe yBua y (QyHKIMOHAIHE KapaKTEpUCTUKE HOBOAOOM]EHUX
IpOTeMHAa U MENTHAA, HBUXOBY CTA0MIHOCT y PA3IMYUTUM Iy(PEpCKUM CHUCTEMHUMA, Kao H
MoryhHOCTH ®HXO0Be yroTrpede y (YHKIHMOHATHUM TECTOBHMA TIENITHAA HAMEHEHHX Y
TeparnujCcKe CBpXe.

3. OcHoOBHe XHIIOTE3€

Nmynornobymua A (IgA) je Haj3acTylJbeHHMja Kjlaca aHTHTENa Ha MYKO3HUM
MOBpIIMHAMA M TIPEJCTaBJba MPBY JUHHU]JY 0J0paHe TaCTPOMHTECTHHAIHOT, PECHHPATOPHOT U
TCeHUTOYPUHAPHOT TpakTa OJf MAaTOI€HWX MHUKPOOpraHu3aMa, a ydecTBYje M y CHCTEMCKOM
MMyHCKOM ofrosopy’. Onpehusame cepyMckor IJA o KJbYYHOT je KIMHMYKOT 3Hauaja y
OpojauM oOossewmuma. Y IgA Hedpomatuju nedextHa rmxosmwnauvja IgAl u gopmupame
MIMyHOKOMIITIEKCA Cy IEHTPaJHH MeXaHH3MH MaToreHe3e’. Y alKOXONHOj OOIECTH jeTpe



TIOBHILICHE BPETHOCTH cepyMckor IgA Kopenmpajy ca TexxuHoM maronormje’, mok y Sjogren-
oBoM cuHapoMy IgA peymaTomaHu (aKTop MOKa3yje BHCOKY AHjarHOCTHUKY BpETHOCT®.
Cepymcko onapehuBame IgA u IgA mponykyjyhux b henumja crora mpeacrtaBiba cBecTpaH
JIMJarHOCTHYKHM aJjlaT, a peareHCH KOju OBO omoryhaBajy OTBapajy MOTYNHOCTH pa3aIuduTHM
UCTPAXUBAYKUM MPHUCTYITHMA.

[locToje pasnuuuTH OAKTEPUjCKUM TNPOTEMHH Koju Be3yjy IgAY' u unxubupajy
unTepakiyjy IgA ca FcaRl, Te ce mpernocTaBba 1a MPUCYCTBO OBHX MpPOTEHHA OakTepujama
IIpya CEJIEKTUBHY MPEIHOCT.

CradmIokokHH TMPOTEMHH HaAIWK cynepanTureHuMa (eng. Staphylococcal superantigen
like, SSL) mpencraBspajy umyHomomynatopae ¢akrope koje je Staphylococcus aureus passuo
Kako Ou n30erao JeTeKInjy U eITMMHHAIU]Y O] CTpaHe UMYHCKOT cucTteMa nqomahuna. He camo
Jla IOCTOju 14 TeHa ca KOjuX ce MPENuCyjy a 3aTUM eKCIIPUMHPAjy pa3nuuutd SSL mpoTeuHw,
IITO TOTBphyje HHUXOB 3HAYaj, HEro BehMHa HBUX TMOCTOJU M Yy BUIIE ANEICKUX H30(OpPMH.
[Tocrojame amenckux wu30(OPMH OTEXKaBa CTyIUje CITUMHHHCAa HHTEPAKIHja H3MEHOM
AMUHOKHCEIIMHA, jep Ce aMUHOKHCEIMHKH OCTATIH OKapaKTepUCAHU Kao KJbYYHH Yy jJEIHO]
QJIETICKOj BapHjaHTH HE HaJla3e y JPYroj BapHjaHTH, WK CE HE HaJla3e HA UCTHM ITO3UIIH]jaMa.

Y oBom pany ¢okyc he Outu Ha SSL7 nporemny koju Besyje xymanu IgA u C5
KOMIIOHEHTY KomriemeHTa. [IpumapHa cekBeHua SSL7 mporenmHa u3 S. aureus koju hemo
KOPDUCTUTH Yy OBOM HCTpPaXHBamby pa3jiMKyje cé y OJHOCY Ha JI0 caja HCIHMTaHEe aJeJCKe
BapujaHTe y Juteparypu. Mako je mo3HaTo Ja MOCTOje pa3IuuuTe ajesncke BapujaHte SSL7
IpoTeMHa MOTPeOHO je 3a CBaKy U3BpIIMTH (YHKIMOHANHY Kapakrepuzauujy. Ilpema
JIOCTYIIHUM JuTeparypHuM nopaumma SSL7 u neykouutHu penentop FcaRI Besyjy ucte
KJbyuHe ocTatke y Fc peruony xymanor IgA’. Ocranu Leu-257 u Leu-258 u octamu 440443 y
o naHny IgA najy 3Hauajan nompuHoc BesuBawmy M FcoRI m SSL7, mto je morBpheno y
TPOAMMEH3NOHATIHO] CTPYKTYpH SSL7 u3 coja S. aureus Newman y komruiekcy ca Fc pernonom
xymanor IgA1°. Topen Be3uBama xymanor IgA, SSL7 takohe uma criocobHoCT aa ce Bexke 3a C5
KOMIIOHEHTY KOMIUIeMeHTa®, a crabmnan kommuieke IgA-SSL7-CS moTBpamo je 1a ce Be3HBame
3a C5 oaBuja HCKJbY4YHBO npeko C-tepmuHamHor gomeHa SSL7, ocraBspajyhu N-TepmuHamiHu
JIOMEH cJI000/1aH 32 UHTepakiujy ca IgA.

Ja Ou enuMuHucamy uHTepakinuje SSL7 mporenHa ca C5 KOMIOHEHTOM KOMILIEMEHTa
YMECTO U3MEHE I0jeIMHAYHUX aMUHOKHUCENIMHA IIJIAHUPAH j€ HOBU IMPUCTYH KOjU Tpeba Ja yKUuHe
Be3nBame CS5 KOMIIOHEHTE KOMIJIEMEHTA M €BEHTYaJIHE JIpyre Hecneun(uyHe HHTepaKkiyje.

Excnpumupame M jAerajbHa KapakTepu3alldja HOBOJM3ajHUPAHOI NpOTEHHa MNpyKuhe
yBUJ Y MOTYhHOCTH HBeroBe ynorpede Kako Kao peareHca 3a npeurirhaBame XymaHor IgA, Tako
U Kao peareHca 3a JeTekiujy u kBantuduxanujy IgA u IgA npoaykyjyhux henuja.

Jomr jemaH OakTEepHjCKU MPOTEMH KOjU MMa CIIOCOOHOCT Be3uBama IgA je Sir 22 wus
Oaxtepuje Streptococcus pyogenes. U3 mera je u3BenaeH iuHeapHu (parment, nentun ox S50
aMHHOKMCENTHHA, KOjH UMa KOMepIHUjaiHy Hasup mentua M®. Opaj mentua Hamrao je ymorpeGy
Kao jeJlaH 0/1 HajyCHEIIHUjUX KOMEPIIHjaTHIX apUHUTETHUX MaTpUKca 3a npeunithaBame [gA.



N nmentun M (pM) u ommcane anencke Bapujante SSL7 uMajy HUCKE KOHCTAHTE
JTUCOIMjallije Yy MHTEPAKIUju ca XyMaHuMm IgA, m oba wumajy MoryhHOCT HWHXHOHUIIH]jE
nntepaknuje IgA ca FcaRI| penenropom, anu mga au moctoju MOTyhHOCT HHXUOMIIM]E jEAHOT ca
JIpyruM 10 Ccaja HHje YCTaHOBJHCHO, KA0 INTO HHUje paljleHa HM KOMIapaTHBHA aHalU3a y
pa3IMYMTAM TECTOBHMA, ITO Takole mpeacTaBiba OKyC OBE Te3e.

Takohe, ytunaj pekomOuHanTHUX [gA Be3yjyhux mpoTemHa Ha WHXUOHWIM]Y BE3HBamba
IgA 3a mospiuHy S. aureus, xoje je panuje npumeheno® he 6uTH aHATM3UPaH.

4. llnb ucTpaxKuBamkba M 0YEeKUBAHHU Pe3yJTaTH

['maBHM 1MJb OBOT paja MPEACTaBJba XETEPOJIOTY MPOHU3BOIKBY NPUPOIHO HICHTUYHHUX H
MoudukoBanux Oakrepujckux IgA Besyjyhux mpoTenHa U MeNnTHAa U HUXOBY KOMIIAPATUBHY
aHaJIM3y paJy MMPOHAJIAKEHa ONITUMAIIHUX peareHaca 3a npeuninhaBame u KBanTupukanujy 1gA
u nerexkiyjy IgA npoaykyjyhux b mumdonura.

Jla 6u ce ocTBapuo IIaBHU LWJb paja AucepaTanuja he 6utu ypahena kpo3 aBe (asze ca cBOjuM
crienu(pUIHUM ITHJbEBUMA:

A) Xereposora npou3Bojma 1 npeunirhapame NpoTENHA U NMENTUAA

- YmuoxwutH SSI7 ren u meroBy MmoaudukoBany gopmy (ssl7mod) nobujeHe 13 KIMHHYKOT
n3onara S. aureus oj maiMjeHTa ca peKypeHTHOM YpHHApHOM MH(EKINjOM U KIOHHpATH
UX y EKCIIPECHOHU BEKTOp. A 3aTHM HOTBPAWTH OTBOPECHU OKBUD 4YHMTarba CEKBEHIE SSI7
u SsI7mod y ekcripecOHOM BEKTOPY.

- TlpomsBectn u mpeunctutu SSL7 m SSL7mod mporeune y E. coli excnpecnoHom
cCHCTEMY.

- CacraBuTH CekBeHIly Koja koaupa nentua M (PM) u3 onuroHykieoTHa u KIOHUPATH je
y E. coli ekcnipecnoHu BEKTOp KOjU je ONTHMH30BaH 3a MPOM3BOAKBY M MpeunnrhaBame
nporenHa. [ToTBpauTH cexBeHIly u npoaykosatu PM y E. coli ekcripecnonom cucremy.

- VYxnonutn C-TepMHHAIHM LMCTEMH M3 PM Koju je oAaroBopaH 3a JUMEpH3alUjy U
kioHupatu je y E. coli ekcipecoHn BeKTOp KOjU je ONTUMH30BaH 3a MPOHM3BOIBY U
npeunmrhaBawe npoTrenHa. [lOTBpAMTH OTBOPEHHM OKBHpP 4YMTama CEKBEHLE U
npoykoBaTu HatuBaH nentua M (pMn) y E. coli ekcripecnonoM cuctemy.

- OkapakTepucaTH CTaOMIHOCT XeTepoJioro npousBeaeHnx SSL7 u SSL7mod, pM u pMn
y Pa3sTUUUATHM Ty(EepCKUM CHUCTEMHMA, M y CKIIQAy ca THM ONTHMH30BaTH ITOCTYIKE
MIPOM3BOIH-E U TIpeuniinaBama ca IujbeM J100ujama comyOormTHux GopmMH.

- IlpousBoama u npeunmthaBamwe nentujaa u3BeaeHux u3 xymasor IgA u FcaRI. IIpema
MOCTYIIKY OIKMCAaHOM 3a NpousBoamy PM u pMn.

b) ®ysknumonamHa kapakTtepusaija mupousBeaeHux SSL7, SSL7mod, pM u pMn wu
yCIIOCTaBJbamk-e TeCTOBA 3a NpoBepy nuxuomunuje IgA u FcaRI nntepakiuje

- Hnentudukanmja npoTenHa XyMaHOT cepyma Koju ce Be3yjy 3a SSL7 u SSL7mod
- HcnuruBame BesmBama SSL7 m SSL7mod nporenna kao u pM u pMn mentuaa ca
xymanuMm IgA y in-house passujeHom en3umckoM umyHoecejy (ELISA)



- OpnpehuBame aduuuTera BesmBamwa SSL7 mporemHa 3a xymanu IgA TexHoJOrHjoM
Microfluidic Diffusional Sizing (MDS) u ucnutuBame naxuounmje momohy pM

- MHcnuruBame Be3mBama SSL7 u SSL7mod mporenna kao u pPM u pMn nenruga 3a b
nuMdonure nepudepHe KpBU

- MHcnuruBame BesuBamba SSL7 m SSL7mod mporemna 3a Oaxrepuje Staphylococcus
aureus

Ouexkyje ce na he pe3ynraTi OBe JOKTOPCKE JHCEPTAlMje TOBECTH 10 pa3Boja HOBHX iN-
house pearenaca 3a aerekiujy, kBaHTUGUKAIM]Y U npeunithaBame xymanor IgA 3acHOBaHUX Ha
HOBOJ ajiesickoj BapujanTu nporenHa SSL7 - SSL7mod. Odgekyje ce na hemMo pa3BUTH ¥ HOBH IN
Vitro cucrem 3a nmpaheme naxuounuje IgA-FcoR| urTepaknuje.

5. MeToae ucTpaxknBama

[lpunukoM w®3page  OKTOpcke aucepranuje Ouhe  kopumrheHe — cTaHmapaHe
1a00paTopujcke METOAE€ M TEXHHKE MOJIEKyJapHE TEeHETHKe, IPOTEHHCKEe Onoxemuje u
UMYHOXEMH]e.

I'enn koju komupajy SSL7 u SSL7mod Guhe ymuOXeHm u kmomupann y pQ-EK©
EKCIPECHOHU BEKTOp ca N-TepMUHAIIHUM JTOJIATKOM O]l 5 XHUCTHJWHA, KOjU je Moryhe moTmyHo
YKJIOHUTH JISjCTBOM €HTEPOKHHA3€e, T CE HA Taj HAYMH J100Wja MPOTEHH MICHTHYAH TIPUPOIHOM
nporendy. Hakon excnpummupamwa SSL7 u SSL7mod mporenHa u mnpeuuninhaBama MeTal
aduHUTETHOM XpomaTorpadujom, N-TepMUHAIHM 10aTaK 3a MpedrinhaBame he OUTH uceueH u
ykiaomweH. Tako noOujeHu mporemH he OWTH Be3aH 3a NpPEaKTHMBUPAHW MATPUKC Ha 0asu
cedapose, Te he ce KopucTUTH 3a APUHUTETHY XpoMmaTorpadujy cepyMcKux nporenHa. Besane
nporenHcke (pakurje he 6uTH oKapakTepucaHe MeTo/laMa Kao LITO ¢y AOT OJIOT ¥ aHaJM3upaHa
MacCeHOM CIIEKTPOMETPH)OM.

Ha cnuyan Hauwns, nentug M (PM) he OuTu KOHCTpyHCaH U3 KPaTKUX OJMTOHYKIICOTHIA
u exkcripumupad y pMAL-WELQ BekTOpy, KOju NPOU3BOAM XUMEpPYy ca MaliTo3a Be3yjyhum
IIPOTEUHOM, oJ1 Kora he nmentua 6utu oaBojeH nomohy komepuujanHe WELQut npoTtease.

O6a npotenna ouhe excripumupanu y Escherichia coli. MaunumjanHo npeunnrhaBame he
ce paautu Metasn apUHUTETHOM Xpomarorpadujom, Mok he ce 3a ¢uHamHO mpeuunthaBame
KOPUCTUTH pasinuuuTe xpomatorpadceke texnuke. Konnenrpamuja ysopaka he 6utu npahena
MPUMEHOM pa3IMYUTUX €ceja 3a ojpehuBame KOHIIEHTpaluje NpoTerHa, a yucroha he Outu
npaheHa MPUMEHOM HATPHU]jyM-A0JeUUII-Cy(daT-nmoarnaKkpmiaMuane rea enekrpodopese (SDS-
PAGE). myHoxemujcke TexHUKe Koje he OuTh kopuinheHe ¢y J0T OJIOT U BECTEpH OJIOT, Kao U
ELISA. Ilporennu u nentuaun he 6utn obenexaBanu (ryopecienHOM U OMOTHHOM.

Acdunuter uw wmoryhHOCT MHXHOUMIMje jeJHOr MPOTEHMHA/MeNTHIA JApYruM Ouhe
aHamu3upanu nomohy ELISA wunxuOummje, ka0 u cucreMa KOjU KOPUCTH TEXHOJIOTH]Y
MUKpodynaHor audysuoHor onpehusama BenmuumHe (eng. MDS — Microfluidic Diffusional
Sizing) 3a Mepeme poMeHa MOJISKYJICKE BeTMYHHE (XUIPOANHAMUYKOT paaujyca). HCTpyMeHT
MepU MOJIEKYJICKY BEJIMYMHY TaKO MITO NpaTH AUQy3ujy y MHKPOQIIYHIHO] KOMOPU — Y



CI000THOM OOJIMKY TIPOTEHMHA M Y MPHUCYCTBY Bedyjyher mapTHepa, Te omoryhaBa onpehuBame
apHHUTETa Be3MBambA.

Herexuuja xymanunx CD19+B nmumdponura koju excnpumupajy IgA pamuhe ce momohy

NPOTOYHOT LUTOMETpa, U TojapasymeBahe KommapaTtuBHy aHaiau3y. HoBu In Vitro cucrem 3a
npahewe naxuounuje IgA-FcoR | unrepakuuje 6uhe 6asupan va ELISA.
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