HACTABHO-HAYYHOM BEhY
XEMUIJCKOI' ®AKVIITETA
YHUBEP3UTETA Y BEOI'PALIY

[MPEJAMET: U3Bemraj Komucuje 3a oueny nokropke nucepranuje Juauje H. @uaunosuh,
MacTtep Onoxemmuyapa

Ha penoBHoj cemnmin HactaBHOo-Hayunor Beha YHuBepsutera y beorpamy - Xemwujckor
(dakynrera, ogpxkanoj 13. dbebpyapa 2025. rogune, nzabpanu cMmo 3a wiaHoBe Kommcwuje 3a
MOJHOIICH-E M3BEIITaja O OleHH ypaheHe mucepranuje kanauaara Jluauje . Owimmnosuh,
Mactep OMoxeMuje, MpHujaBJbeHe MO/ HACTOBOM:

wllpeunimhaBame ekcTpaneyJlapHUX Be3UKYJIa HMYHOA(PDUHUTETHUM
MeTOAaMa M BbUX0Ba KapakTepu3anuja‘

Behe nayunux oOnactu npupofHuX Hayka YHUBep3uTeTa y beorpany je Ha ceqHUIM OIp>KaHO]
21.4.2022. rogune Ha 3axTeB XeMujckor (akynrera (eBuaeHnonu 0poj: 89/8 ox. 14.4.2022.)
JlaJI0 CarlaCHOCT Ha MPEajsior TeMme IOKTOpPCKe aucepranuje (eBUAeHIHOHU Opoj: 61206-
1633/2-22; 21.4.2022.).

Komucuja je moKTOpcKy aucepraiujy mperienaita w HacraBHo-HayuHoMm Behy momHOCH
cnenehu

MN3BELITAJ
A. Ilpuka3 caapxaja qucepranmje

Jlokropcka aucepranyja kanauaara Jiuguje 'b. @ununosuh HanucaHa je Ha CPIICKOM JE€3HKY,
Ha 101 crpana A4 ¢popmara (pont Times New Roman Bennunne ciosa 12 pt, ca npopeaom 1.0,
MapruHama (2cm). [ucepranuja canpxu 24 cinuke, 34 tabene, 149 nurtepaTypHUX HaBOAa.
Hucepramuja ce cactoju u3 noriasiba: YBon (2 crpane), [Iperien nuteparype (20 crpana),
Huseeu (1 crpana), Hamum panosu (26 crpana), luckycuja (5 crpana), 3akspyuak (1 crpana),
Marepujanu u metoze (19 crpana), Jluteparypa (9 crpana). [Topen Tora aucepranuja caapxu:
uHopmMalje 0 MEHTOpy 1 koMucHju (1 crpana), 3axBaJHUILYy Ha CPIICKOM je3UKYy (2 cTpaHe),
Caxerak Ha CpIICKOM M Ha €HIVIECKOM je3uky (mo 1 ctpana), Jlucty ckpahenuna (2 crtpane),
Canpxaj (2 crpane), buorpadujy xanmmmara Ha cprckom je3uky (1 crtpana), U3jaBy o
ayropcTBy (1 crpana), U3jaBa o ucroBernoctu (1 crpana) u M3jaBy o kopuurhewy (2 cTpane).

YBon npyxa nperien mehyhenujcke koMmyHukanuje ca GoKycoM Ha yJIOTy eKCTparenyiapHux
Besukyna (EBc) kao mocpeanuka y npenocy curnana mehy henujama. ¥ oBoMm je neny onucana
IbUXOBa CTPYKTypa, OuoreHesa M KiacHupHUKalyja, Kao M 3Ha4aj y (U3UOJOLIKUM U
MaTojomkKuM mporecuma. IloceOHa je maxma mnocBeheHa MeTomama H3oJaIuje |
kapakTtepusanuje EBc. JacHo cy n3HeTa orpannyema cTaHJapJHUX KOHBEHIIMOHATHUX METO/1a
Y TIOTEHIMjaJl IPUMEHE jJeIHOIOMEHCKUX aHTHUTeNa 3a u3ojoBame EBc u3 pasnuuutix uzsopa.
VY pany cy mpHKa3aHW pa3IHYUTH OMOJIONIKK U3BOPH 33 M30JI0BAKkE BE3WKYya (I1a3Ma, ypuH,
MEAMjYM pazIU4YUTUX cucapckux henujckux nuHuja). [lopen pasBujama U NMpPUMEHE HOBE
METO/IE 32 M30JI0BaFkh-¢ BE3UKYNa, y OBOJ j€ AUCEpPTallijh ONMMCaHa U MPUMEHA UCTE METOJIE 3a
BUXOBO (PIIyOpeclieHTHO 00eTIeKaBambe.



Teopujcku nmeo je momesbeH Ha cemam 1enuHa. [IpBa menuna, IIyT oTkpuBama
eKCTpale yJapHUX Be3UKYJa H Pa3Boj HOMEHKJIATYype, /1aje Mpervie]l HCTOPH]CKOT pa3Boja
EBc on mmuxoBor otkpuha ma a0 AaHamme caBpeMeHe Kiacudukamuje. [lpyra nenuHa,
Kaacupukanmja excrpauenyjapHuX Be3HKY.Ja, o0jammaBa KiIacH(PHUKALW]y BE3UKyJa H
BUXOBE KapakTepucTuke. Tpeha nennna, Buorenesa ekcrpanesnyjapHuX Be3UKYJ1a, IeTaJbHO
omnucyje mporec OuoreHese, MexaHusMe HUXOBOr HactaHka ykipyuyjyhu ESCRT 3aBucan u
ESCRT wnezaBucan mnpouec. YerBpra uenuHa, buosomku cacrtaB wu  yJjora
eKCcTpalelyJapHUX Be3UKYJIa, aHAIM3KUPa MOJIEKYJICKH canpkaj EBc kao u BUXOBY yjory y
Mehyhenujckoj KOMyHHUKAIju U TOTEHIMjAJIHy MPUMEHY Y Pa3IMYUTUM OMOMEIUIUHCKUM
uctpaxupamwuma. llera nenuna, MeTome H30/10Bakba eKCTPaleIyJapHHX Be3MKYJa,
o0yxBaTa pa3IMUUTE TEXHHKE KOj€ CE KOPHCTE 3a M30JIOBaEkhE¢ BE3UKYIa M3 PA3TUUUTHX
ouonomkux u3Bopa. lllecra nenuna, CTpareruje 3a KapakTepu3alnujy eKcTpaueayJIapHux
Be3UKYJIa, OIIUCY]y MeTo/ie 3a aHanu3y EBc kao mrTo cy npoTodyHa HMTOMETpH]ja, EIEKTPOHCKA
MHUKpPOCKOIIMja U JpYyre MOJIEKyJapHEe TEXHHUKE KOjé C€ MOI'y KOPUCTHTH 3a IOTBphuBame
npucyctBa Besukyna. Cenma 1enuHa, bojeme ekcTpamenyapHuUX Be3HKYy.Ja, oOpabyje
npuMeny sunoduiaHux 6oja, monyt Oil red O, 3a o3HauaBame EBc anmum u mocrymnke 3a
eIIMMUHUCae BUIIKa 0o0je Kako Ou ce Ao0miM moy3maHu pesynratd. JlogatHo je ommcaHa
uMyHOa(UHUTETHA METO/1a Kao creluuvaH NpucTyI 3a 00jemhe Be3uKya 0e3 ryOuTka lbuX0oBe
OMOJIOIIKE aKTUBHOCTHU. Y OBOj Cy LIEJIMHU ONMCAaHH U HAaUMHM yJlacka Be3uKyna y henujy kao u
pa3nuyuTe TEXHUKE KOj€ Ce MOTY KOPUCTUTH 3a Npaheme BhHUXOBE HHTEpHAIN3aLH]e.

[TornaBpe LlmsbeBH TpencTaB/ba OCHOBHE IIMJBEBE OBE JIOKTOPCKE AMCEpTalje, Kao |
KOHKPETHE 3a/IaTKe HEONMXOJHE 3a MHXOBY peanm3anujy. [JIaBHH Wb je pa3Boj HOBE
UMyHOa()MHUTETHE METOJ/Ie 3aCHOBaHE Ha Kopullhemwy HaHOAHTHUTENA 3a u3ojoBawmwe EBc u3
pPa3IMYUTUX OMOJIOMIKKMX U3BOpa. Y OBOM OJICJbKY Cy HABEIACHH KOHKPETHU 3aJlalld KOjU CY
CIIPOBCACHU KaKO Ou ce HUCITYHWJIN TTIaBHU OUJbCBU TE3C.

[Tornasbe Hamm pagoBu TpHKkazyje pe3ylTaTe OCTBapeHE TOKOM H3pajie OBE JOKTOPCKE
nucepranyje. OHO je MOAEIbEHO Y 0caM LIeJTHHa!

e IlpousBonma u mnpeunmhaBamwe HaHoaHTHTeJda: [IpencraBibeH je mporec
excripecuje HaHoaHTHTeNa (VHH- GFP), muxoBo npeunirhaBame 1 KapakTepu3alyja.

e CuHre3a mnoiumMepa M kapakTepusanuja: OmnucaH je TOCTyNak CHUHTe3e
MOJMMETAKPUIIATHOT HOCa4ya, MWCIUTHBAKE HEroBe IOPO3HOCTH, ojpehuBame
KamanuTeTa Be3WBamba NPOTEHHA Kao M Je(UHHCAme CTA0MIHOCTH KOHCTpyKara Ha
HOCady Kpo3 TECTUPaHU BPEMEHCKH MEPHOI.

e Pa3Boj u onTHMH3ALMja MPOTOKOJA 32 H30J10Balbe €KCTPALYJAPHUX Be3HKYJa
(EBc): Hakon pa3Boja meTozie, oHa je KopuiitheHna 3a nzonosame EBc, a buma cy morom
onpehenn Opoj, KOHIIEHTpalMja MPOTEWHA W JUMHUIA, MOPQOJIOTHja, W TPUCYCTBO
crnienu(PUIHUX MPOTEHHCKUX MapKepa.

e Jlopeheme MeToaa yaTpaueHTpugyrupama " HUMYHOA(MHHUTETHE
xpomarorpaduje 3a uszosnoBamwe (EBc): HoBo pasBujena metoma je ymopehena ca
METOJIOM KOja C€ cMatpa ,,3J1aTHUM CTaHAapJoM  — METOZIOM yATpareHTpudyrupama.

e MHcnutuBame penpoayuuduiaHoctu meroge: Ilpouewmena je crabuimHoCcT U
PEeNpOAYUONITHOCT UMYHOA(PUHUTETHOT POTOKOJIA 32 H30510Bambe EBc

e bojewe excrpanenyiapHux Be3uky/aa: ONTUMH30BaH je MPOTOKOd 3a O6ojeme EBc
muno¢miHuM 60jama, Oil red O, qUpeKkTHO HA MOAMMETaKpUiIaTHOM Hocady. Mcnuran



je Tmporec enMMHUHUCama BHIIKa 0oje a edekar Oojema je mpahen
CTEKTPO(OTOMETPHjCKHM METO/IaMa.

e In vitro npey3uMame 000jeHHUX eKCTpaleJdyJapHUX Be3HKYJa: AHATU3UPAHO je
Mpey3uMame MPETX0IHO 000jeHNX Be3uKyJa o ctpane Skbr3 hemmja momohy mporoune
nuromerpuje. McnuTaH je yTUIa] pa3IMuuTOr BpeMEeHa WHKyOaluje W pa3iuduTHX

KOHIICHTpAIIHja BE3UKyJIa, YUMe je OTBPheHO J1a je mpey3uMarme 3aBUCHO O] KOJIMYHHE
BE3UKYJIa U Ty>KWHE HHKyOaIuje.

[Tornasspe JIMCKycHja KpUTHYKK aHATIH3UPA TOOHjeHE pe3yiITare U MOCTaBJba UX Y KOHTEKCT
nauTepaTypHux nopataxa. IlopehemeMm excnepuMeHTaTHHX pesyjarara ca IofaluMa U3

auTeparype, MOTBplyjy ce TodeTHe XHWIoTe3e, y3 IMpeiarame MOryhux ofjammerma
YCTAaHOBJbCHUX YUHCHUIIA.

[Tornasibe 3akibydaKk Mpyxa caxer Mpervie]l pe3yaTara J0KTOPCKe JucepTalrje U oropapa Ha
MUTamka MOCTAaBJbEHA Y OKBUPY HEHUX IIHIbEBA.

Marepujaj u MeToae caJp)ke JeTajbaH ONMKC KOpUIIheHe omnpeMe, peareHaca, y3opaka Kao u
EKCIIEPIMEHTATHUX METO/Ia ¥ MPOLEAypa IPUMEHEHUX Y UCTPAKHUBAIDY.

b. Kparak npuxka3s pesyiarara



Y 0BOj JOKTOPCKO] JAWCEpTAlMjH pa3BHjeHA je HOBa MeTojda 3a TNpedyuinhaBame
excTpanenynapaux Besukyna (EBc) W3 pa3nmuumTux OHONOMIKMX W3BOpa. 3a Ty CBPXY
KkopuinheHa cy HaHOaHTWUTena cenekToBana u3 HamBHe VHH (enrn. Heavy chain only)
oubnmuorexke aupexkTHo Ha EBc u3 henmjckux numHMja kapruHoma aojke (Skbr3), nakon
JeTIeTUPakha Ha Be3uKynama u3 henmja OyOpera xymanux emOpuona (Hek293). [MozutuBau
KJIOHOBH Cy CEKBEHIMpaHHU U TpekjoHupanu y Bekrop pET14b 3a excrpecujy ca eGFP u
xuctuauHckuM Tarom. Koncrpykru DS, H1 u G2 umajy Hemto Bume aMuHokucennaa og H6
B1, anu cy um mace Beoma cnuune. M3oenekrpuune Tauke Bapupajy o 6,14 (H6) no 7,73 (G2),
IITO yKa3yje Ha pa3jiiKe y CacTaBy aMUHOKHCETHHA. AlM(AaTUYHU WHACKC TMOKa3yje CIUYHY
TEeMIIepaTypHy CTaOMIHOCTH CBHX KOHCTpykara. KiIOHMpaHM MPOTEHMHM Cy €KCIIPUMHUPAHU Y
OakTepujama, a ycrnemHocT ekcrpecuje npahena je SDS-PAGE enekrpodope3om. YoueHa je
Tpaka Ha 42 kDa, mTo je moTBpAuiIo ycIenHy ekcrpecujy, mpu yemy ce G2-GFP naj6osbe, a
H6-GFP ce Hajcnabuje excripumupa. Hakon nuse henuja, mporenHu cy npeduniheHd MeTam-
adbuHUTETHOM Xpomarorpadujom 3axBasbyjyhu xuctumauackom tary. SDS-PAGE ananmsa je
notBpawia yucrohy mpenapara u ouekuBany macy ~42 kDa. JloOMjeHH POTEHHU CY Jajbe
KOpHUIINEeHU 32 IMOOMJIM3AIIH]y Ha TIOJMMETaKPHIATHU HOCAY.

HaxkoH cuHTE3€ MoJMMEeTaKpUIIaTHOT HOcava, )KUBUHOM MTOPO3UMETPHjOM je UCIIMTaHA FHheroBa
nopo3HocT. [Ipoceyna BenrunHa Mopa HAKOH UMOOMIIM3AIHje U OJIOKHpama Hocada H3HOCHIIA
je 80-92 nm, mto je Mame o TuTepaTypHux Bpearocty 150 nm. [IporeHar mopo3HocTH OMO
je 60 %. Jla Ou Be3wBame OWIO CTa0WIHHjC YyBOhEHa je aMWUHO Tpyla Ipe JojaTKa
HaHoaHTHTeNa. EneMenTapHa aHanu3a mokasaia je 1a HAKOH aMUHaIMje MMoJimMepa KOJTHIHA
amuHo rpyma je 0.025 g ma 1 g momumepa. CkeHupajyhoMm eneKTpoOHCKOM MHUKPOCKOIIH]jOM
(SEM) onpehena je BenmnumHa YecTHIA NOIMMEPA, Koja M3HOCH of 125-250 pum, mTo je y
CKJIaJly ca JUMEH3HMjaMa CUTa Koja Ccy KopulrheHa 3a mpocejaBame MoIruMepa HaKOH CHHTE3e.
3a onpehuBame kamanuTeTa Hocada kopumiheH je BSA kao mozmen mpotewnH. JlanrmynpoBa
M30TepMa MOKa3yje OJIHOC BE3aHOT U HEBE3aHOT MIPOTEUHA, PH YeMy W30TepMaliHa KpHBa MMa
o0muk xumepOoje, MTO yKa3yje Ha TMOCTH3ake MAaKCUMAaJHOT KalaluTeTa Be3HBamba.
JIuneapuszanujoM KpuBe, onpeljeHa je MakcMMaiHa KOHIIEHTpalMja MPOTeUHa KOjH Ce MOTY
Be3atu 3a Hocad. OHa je u3Hocuia Q max (48,10 mg/mL), 1ok KOHCTaHTa AMCOLHMjaIHje
H3HOCH 2,62 nM.

HaxoHn cuHTe3e M aMuHanMje, MOJMMETAKPIIIATHH HOCAY je aKTHBHUPAH TIyTapajIeXHIoM U
CBaK{ KOHCTPYKT je goaar y konuuuau ox 100 pg Ha 1 g BnakHOT oJuMepa U MHKYyOUpaHo je
npeko Hohu. EdukacHoct nmobunmzanuje, mposepeHa je bpendopnoBum peareHcoM U
n3Hocwia je 99%, 6e3 AeTEeKTOBAaHUX 3a0CTAIMX MTPOTEHUHA.

@OyHKIMOHAIN30BaHU NoiIMMep KopuilheH je 3a u3onoBame EBc u3 miasme 100poBOBHHUX
nasaorna. CTabUIHOCT UMOOMITCAHUX aHTUTeNa npaheHa je TokoM ocaM Hezesba. [lonumep je
gyyBaH Ha 4 °C, a U30510Bamka cy NOHABJbaHA HENIEJbHO TOKOM IIPBE TP HeNesbe, 3aTUM HAKOH
nay3e ofi TP HeZleJbe MMOHOBJbEHA CY Y IIeCTO] U OCMO]j HelesbH. Pesynraru cy nmokasanm Ja je
CTaOMIIHOCT UMOOMIIMCAHUX aHTHUTENA MOTITYHO O4yBaHa TOKOM 4eTupu Henesbe. [locie mecrte
Henesbe npuMehen je Omarm maa eduxacHoctu (23-27%), OMHOCHO HAKOH TOT IMEpUoJa Y
n300BaHUM y3opuuMa EBc jeTekroBaHe Cy HEIITO HMXKE KOHIIEHTpaluje MpoTenHa. Y
y30pIMMa HakoH INpPBE U OCME HeJesbe je KopuiThemeM NpOTOYHE IMTOMEeTpuje mpaheHo
npucyctBo anturena CD9 jenHor o miaBaux 6nomapkepa EBc. Besukyne cy nmoOmincane Ha
JaTeKCHa 3pHA M HAKOH OJIOKHpama W HUCIUpama, JeTeKiuja je paheHa ymorpedom
MOHOKJIOHCKUX aHTH-CDY9 anTuTena. AyroduryopecieHiiyja 3pHa kopuiheHa je Kao KOHTPOJIa,



JIOK je TmoMepaj uIyopecIeHIlje YAeCHO ToKa3uBao npucyctBo anturena CDY. Pesynraru cy
MOKAa3aJIu J1a jé HUBO JETEKTOBAHOT aHTHIC€HA 0CTA0 HETIPOMEH-CH TOKOM 0caM Hejesba, ca 90%
MO3UTHUBHUX Joral)aja y cBuM y3opuuma. MimyHoapunuretrHo npeunmhaBame EBc u3 miasme
NOOpOBOJPHUX JlaBajamna W helwjcKuX KylTypa MpuiaroheHo je crnenuuuHOCTH MOIa3HOT
Marepujana. 3a OBy CBpPXy Ha MOJMMETAKPWIATHU HOcad mMobuiucaHo je ykymHo 500 pg
Ha”HoaHTHTeNa Ha 1o 1 mL nomumepa. Tlonumep je MHKyOHUpaH ca Mi1a3MoM 3ApaBUX JOHOpA U
MenujymuMa hemmjekux kyarypa (Hek293, Skbr3, Jurkat) y3 memame Tokom aBa cata. Hakon
TOTa UCTIPaH je my(depoM H BE3UKYIIe ¢y exyupane mpomeHoMm pH Bpennoctu. (200 mM rwmuH,
pH 2.2) Enyuuja EBc je mpahena MepemeM KOHIEHTpaluje NPOTEMHA Yy NPUKYIUbEHUM
dpakujama. HakoH Tora KpenpaH je Xxpomarorpam Koje je Mmokasao JBa U3pakeHa MHKa, IITO
yKa3yje Ha MpHUCYyCTBO pa3numuutux nonynamuja EBc. Hacympor Tome, xpomarorpam EBc u3
henmjcke nuanje Hexk293 npukaszao je camo jenaH enyluoHd UK, IITO NOTBphyje XOMOreHHjH
y3opak. OBH pesyaTatu cy y ckiany ca ananu3oM NTA (enmt. Nanoparticle tracking analysis)
Koja je motBpauia Behy xereporeHoct EBc u3 xymane minasme. NTA ananu3om oapehena je
KOHIIEHTpaIuja u auctpulynuja BennunHe EBc n3zonoBanux u3 xymaHe rja3me U heiaujckux
kyntypa. EBc u3 Hek293 henujcke nunuje umajy npoceuan aujamerap o 164 + 64.7 nm, nok
3a Jurkat henujcky nuaujy uzHocu 147.2 £ 55.4 nm. Be3ukyne u3 XymaHe IuiasMe UMajy
npoceyan aujamerap on 195.4 + 88.3 nm. dunanHa KOHIIEHTpAaIlMja N30JI0BAaHUX BE3UKYJa 3a
Hek293 EBc uznocuna je 4.01 x 10° £ 0.01 x 10° yectuna/mL, 3a Jurkat EBc 2.01 x 10°+0.03
x 10° yectuna/mL, ok je 3a cepymcke EBc uznocuna 4.05 x 10° £ 0.01 x 10° yvectuna/mL.
CratucTuykoM oOpaioM IMOKa3aHO je Ja McTa MMyHOoapUHUTETHA Xpomarorpaduja uzomnyje
CTaTUCTUYKU PA3UYUTy KOHIEHTpALM]y BE3UKyJa Yy 3aBUCHOCTH O]l THUMA TMOJIa3HOT
Marepujaia.

Hereknuja noBpmuHckux antureHa CD9, CD63 u CD81 na EBc mpahena je ymorpebom
MIPOTOYHE IIUTOMETpHje. Besukyne cy mmoOuicane Ha JIaTeKcHa 3pHa rnpeko Hohu Ha 4 °C, a
3aruM Ookupane. Jlereknmja je u3BpiieHa kopurhemeM TpH pa3inuuuTa antutena: Anti-CDO9-
PE, Anti-CD63-AlexaFluor 488nm u Anti-CD81 PE/Dazzle. Pe3synarartun noxa3syjy mopact
¢yopeclieHIMje Y OIHOCY Ha KOHTPOIY, I7le Cy IMPOIEHTH MO3UTUBHUX Joralhaja 3a aHTUTeH
CD9 uznocumu: 30,20 + 1,42% 3a EBc u3 Hex293; 28,35 + 2,62% 3a Jurkat u 24,05 £+ 5,44%
3a asmy. Y cinyuajy antureHa CD63 Bpeanoctu cy cienehe: 30,95 +0,78% 3a Hex293; 20,20
+ 0,57% 3a Jurkat; 3,90 + 0,14% 3a mnasmy. Jlok 3a antures CD81 mpoiieHaT mO3UTHBHUX
norahaja je uzHocuo: 26,65 = 0,50% 3a Hex293; 9,45 + 0,21% 3a Jurkat, 13,45 + 0,70% 3a
wia3My. Pesynratu mokasyjy 3Ha4ajHe pa3jiMKe y €KCIpecHju Mapkepa u3Mel)y pasiuuuTux
M3BOPA 3a U30JI0BaKkE eKCTpalenynapHux Besukyna. [lpucyctso CD63 anTurena y yzopuuma
EBc u3 mnasme notepheHo je kopumthemem ,,Western blota®, u pesynratu cy mnokasaiu
npucyctBo Tpake Ha oko 50 kDa, mto je ouekuBana maca nporenHa CD63.

Nzonosane EBc u3 cepyma ananusupase cy eJIeKTPOHCKOM MUKPOCKomjoM. OHa je moTBpaAnsia
MIPUCYCTBO BE3UKYJIa, KAPAKTEPUCTUUHE CPepuuHe CTPYKTYype, ca AUjaMeTPOM Yy pacrony oa 50
1m0 200 nm. lomatHo, ckeHHMpajyha eneKkTpoHCKa MUpKockomuja, npu yBehamy ox 100,000
myTa, MOTBPAMIA je MPHUCYCTBO H3oyioBaHuX EBc, Takolhe mpukasyjyhu uecture cdepHOr
obnuka y uctoM pacnony nujamerpa (50-200 nm).

HaxoH mTo je pa3BujeHa uMyHoauHUTETHA XpoMaTorpaduja 3a uzonosame EBc u3 menujyma
henujckux nuHUja U XyMaHe IU1a3Me, cienehn je Kopak OMO ONTHMM30BaEkE MPOTOKOJIA 32
uzonosamwe EBc u3 ypuna. YpuH je unKkyOupaH ca GyHKIHOHATIHUM MOJIUMEPOM Ipeko Hohu a
HaKOH HMCTHUpama HEeBe3aHUX (pakildja TECTHpaHA Cy JBa pazIuyuTa THmna enyupama EBc:



MPBU j¢ KOHTHHYHMpPaHA eIylHja Ha KOJOHH Y3 CaKylJbamke eIyHpaHux ¢pakiuja, a JpPyrd
npucTyn je Ouo aBocTeneHa enynuja 0ad mpuctynomM. OBU cy mpuctynu ymnopehenu
aHaM3MpameM KoHieHTpanuje u Benuunae EBc ynorpe6om NTA. Pesynraru cy mokazanu na
THII eIyrpama yTuue Ha nquctpuOynujy BennunHa EBc. KonTuHynpaHa enynuja Ha KOJOHH
uMaia je yXKy pacrojaeny BenuduHa ca Hajpehum Opojem dectuna Benmuuue of 70 nm u
npoceunum aujamerpom ox 100,12 £ 15,9 nm. J[Bocrenena Oay enyiuja pesyaTupana je y
IMpOj pacmofenu BennynHa ca Hajpehum Opojem uectnma o 100 nm u mpocedyHUM
nujametpom on 124,8 + 2,47 nm. Ykasyjyhu na je qyke KOHTaKTHO BpeMe€ ca eIyIHOHUM
mydepom pesynatupano y enyupamy Behux EBc. Takohe, y mormieny npuHoca, JTBOCTENIeHa Oa4d
eNynuja mokasania je 6ospe Bpennoctu. OBaj MPUCTYT PE3yATHPA y KOHIIEHTPOBAHH]EM Y30PKY,
yrMe ce n30eraBa peyKkoBame 3alpeMruHa U pu3uK oj1 ryoutka EBc Tokom TakBor Kopaka.

Kaxko 6u ce momaTtHo okapakTepucaina e()uKacCHOCT HOBO pa3BHjeHE METOIE, YPHH je KopulrheH
Kao Mojaen CcucteM 3a wu3onoBakbe EBc y3 kopumheme 1Ba mpucTyna: MeTozaa
yatpauentpudyrupamwa (CFG) u umynoapunurerno npeuninhasamwe (IM). EBc nobujene u3
OBa JIBa TIPUCTyNa Cy aHAIW3UPAHE Pa3IUYUTHM OHOXEMHJCKMM W HWHCTPYMCHTAJIHHM
TexHUKama. Pesynratu cy mokasanu Ja je ynrpaneHTpuyrupame MMano CIMYaH pesyinTar
nerekroBaHux Omomapkepa CD9 (40%), CD63 (55%), u CD81 (35%) y mopehemy ca
BpPEIHOCTUMA JTOOHjCHIX UMYHOAUHUTETHOM Xpomaporpadujom CD9 (25%), CD63 (70%), i
CDS81 (45%). Bpennoct CD9 anTurena je mrwka kon IM npuctyna anu BpeIHOCTH Apyra JIBa
aHTUTeHa Cy Buima. MelyTum y mnormieny koHueHrpanuje nporenna u sununa, CFG je mano
Behe Bpennoctu mportenHa (1.349 mg/mL) u mumupa (0.522 mg/mL) y nopehemy ca IM
nporenna (0.279 mg/mL) u mumaa (0.074 mg/mL). OBa neTekToBaHa pa3inKa jJaCHO CyTepHIIe
na ynorpeda merone CFG naje Benuke KOMMYMHE KOHTAMHHALIMjA IPYTUX HEBE3UKYJIAPHUX
CTPYKTypa, IITO C€ MpaTh Kpo3 OmHOC Opoja mporewHa W Jymnuna. Y ciay4dajy CFG Taj
KOC(UIU]SHT je HUKH U U3HOCH 2.659 + 0.716, nok y cinydajy IM u3nocu 3.819 = 0.531. Kana
je ynopehena konmeHTpanuja nooujeaux EBc, 00a mpuctyna cy gana cimdad Opoj Be3uKylia
(109 yectuna/mL). Mehytum IM mpuctyn je pesyntupao Behum OpojeM MamHUX BE3HKYIaA
(pacmon 52.5-112.5 nm), nok je CFG nobujeno Butie Behux Be3ukyna (pacmnon 87.5-137.5 nm).

Besukyne wu3onoBaHe u3 ypuHa ymnorpeOom IM ananmusupane cy mnomohy ckeHupajyhe
enekTpoHcke mukpockonuje (SEM) u mukpockonuje aromckux cuina (AFM). SEM ananuza
nokasana je cpepne crpykrype y omcery Benununna ox 50-115 nm. Ha yBehanom npukasy je
YOUEHO Jla TOBpUIMHA MOjeJUHAYHEe Be3MKYle HMje miaTka cyrepumryhu na IM He yThue Ha
Mop¢onomnike kapakrepuctuke camux EBc. AFM ananuza je nomaTHO mHpyxXuia yBUA Y
MOBPLIMHCKY MOP(OJIOTH]Y, ca TPUKa3uMa JBOJUMEH3NOHATHUX U TPOAUMEH3UOHATHHUX CIIMKa
Be3ukyina. Pesynraru cy nokazanu crpykrype EBi npeununka uzmehy 40-60 nm.

Penponyun6unnoct IM 3a u3onoBame EBc 13 XymaHe niia3me v ypuHa TeCTHpaHa je Kpo3 BUIIIE
y3aCTONHUX TIOHaBJbalkha H30JI0Bama. Y y30puuMa M3 XyMaHe Iasme, mpahemeM
KOHLIEHTpAIlMje MpOoTeWHa W JIMOUAA HHUje NpuMeheHO CTaTUCTUYKU 3HA4ajHO OJCTyHAame.
Takole npahemem npucyctsa anturena CD9, momepaj piyopecieHnyje je Takohe jako ciimdyan
3a CBa TpU M30JI0Bama. [lopea Tora, penpoayluOUIHOCT je TECTUPaHa U Ha YPHUHY, KPO3 TpU
HE3aBHCHA LUKITyca n3onoBama IM. [Ipoceyna koHIIEHTpalMja IpoTenHa y n3ojaTuMma je ousia
MIPETEKHO KOHCTAHTHA 0e3 CTaTUCTUYKH 3HAaYajHUX OJICTYIama, IITO j€ OIeT MOTBPANIO 100py
PENPONYITUOUTHOCT METOJIE.



Panu mpahewa mpeysumama EBc, umyHoaduuuTeTHa Xpomarorpaduja je KopumniheHa 3a
6ojeme EBc ynorpebom nunodunue 60je Oil Red O. EBc npukymbene u3 menujyma Skbr-3
henujcke nuHUje HaHETe Cy Ha MOJMMETaKpmiIaTHU Hocad ca VHH, morom je nanera 6oja, a
BHIIIAK 00j€ je YKIOHhEH HCIUpameM ca mydepom, J0K cy o0ojeHe enyupane mpomeHoM pH.
Edexar 60jema je npahen MmepemeM arcopbanie Ha 495 nm u 595 nm, npu gyemy je npumehen
nmopact arcopOaHIle, IITO je yKa3zano Ha enyupame o0ojenux EBc. 3a mpaheme edexra
npeysuMama obojernx EBc on crpane henuja, xopummheHa je MpoTOYHA IMTOMETPH]a.
Tectupane cy JBe KOMMYMHE J0IATUX BE3UKyJa (HOPMUpaHe peMa KOHIEHTPAIUju IPOTEeHHa,
3 u 6 pg) u pesynraru cy mnokaszanu jna Beha konmnentpamuja EBc moBomu mo mspakeHujer
nomepaja Qayopecuennuje. Takohe je TecTUpaHO pPA3IUYUTO BpeMe HWHKyOaluje Tae je
npumeheHo 1a mpoaykaBameM WHKyOallMje Ha BHINE YacoBa JOBOAM JO Beher momepaja
duryopecnennmje y nopehemy ca kpahum BpemeHoMm nHkybanuje. Pesynrartu cy jacHO rmokaszanu
na je npeysumame EBc o ctpane henmja u BpeMeHCKH M KOHIICHTPAIIN]CKUA 3aBUCHO.



B. Ynopenna anasnu3a pe3y/iTata KaHAWAaTa ca pe3yiTaTuMa u3 JuTeparype

Excrpanenymapue Besukyine (EBc) cy kipyunu mocpennui Mehyhenujcke KOMyHUKaIluje.
OcnobGahajy ce u3 jeanor tuma henuja, myTyjy Kpo3 HUpKyJanujy, Aeayjy Ha npyre henuje u
TaKoO MPEHOCEe pazauuuTe curHane. thuxosa crmocoOHOCT mpoiacka Kpo3 Ouosnomke Oapujepe
YMHU WX IIOCEOHO 3HAYajHUM 3a paznuuute npumene.| 1] 36or npupoaHe criocoGHOCTH IpeHoca
ouomornekyina, EBc ce Mory KOpucTuTH Kao HOCauu JieKoBa, Mo0oJbIlIaBajyhu njbaHy TOCTaBy
u cMawyjyhu nycnojase. [lopen Tora Mory ce KOpUCTUTH U Kao BeoMa J100ap J1jarHOCTHYKU
anar 3a npaheme paznuuautux o6osecty. [2, 3] [maBHu n3a3oB y uctpaxkuBamuma EBc je n36op
oaroBapajyhe mMeTozie 3a HUXOBO H30JIOBAK-E M3 MOHEKAJ BeoMa KOMILIEKCHUX OMOJIOLIKHUX
u3BOpa, Kako Ou ce 100MO YHCT M TOYy3/aH npernapar. llpema wucTpaxuBamy
NuTepHanuonanHor JApymTBa 3a  eKCTpauenyiapHe Besukyhe, g0 2015. roaune,
yATpaleHTpUdyrupame je OWiIo Haj3acTylJbeHHja MeTona, kopuirheHa y yak 81%
ucrtpaxuBama. [lopen me kopucte ce u OpojHE Apyre TeXHUKe, YKibyuyjyhu Quirpanujy,
yaTpadutpaiyjy, yarpaueHTpugyrupame, HeHTpudyrupame y rpaijeHTy I'yCTHHE, TAT0XKEHhe
nomohy paznuuutux nonumepa. [4] TpenyTHe MeTozie umMajy OpojHa OrpaHUYEHa, HEKa OJ1 ’bUX
Cy moTpeba 3a BEJIMKUM KOJIMYMHAMA y30paka, BUCOKA IIEHa, pOOYCHOCT OmpeMe, TyroTpajHu
MOCTYTIIN M30JI0Baba I HETaTUBHHU YTHIIA] Ha CTPYKTYpy camux EBc. Takolhe, MHOTE MeToze
KOj€ c€ KOPUCTE HE MOTY J1a PA3JIMKY]y BE3UKYJIE KOje TIOTUIY O] 3ApaBUX henmja ol OHUX Koje
MOTHYY OJf TATOJIOIIKKX H3MEHeHUX henmja. 300r Tora je pa3Boj METOJE 3a CHEeHH(UIHU]S
n30JI0Bame ofpehennx nomynanyja EBc U3 KIMHUYKKUX y30paka KJby4aH 3a yHanpeheme oBor
Hay4yHOT 1oJba. UMyHOapuHUTETHE METO/IE CY MOCEOHO KOPUCHE 3a U30JI0BAkE CHIEIU(DUIHUX
nomynanyja EBc, moceOHO kaza ce mpuya o uCTpaKuBamUMa TyMOPCKUX 000Jbemha. TyMopcke
henuje yecto nmajy cniennpuyne nporerne Ha noBpumHu cBojux EBc, momytr EGFR, EpCAM,
Mart-1 i TYRP2. OBu nporennu omoryhasajy pa3Boj aHTUTENA KOja CEJIEKTUBHO TPENO3HA]Y
caMo BE3HKYJIE KOj€ eKCIIPUMHUPA]jy OBE IPOTEHHE, IITO MOO0IbIIaBA TPEIU3HOCT HCTPAKUBAHA
MaTOJIOIIKUX CTama. [5]

KomruiekcHOCT OMONOIIKHUX y30paka MpeJcTaBba M3a30B 32 UMYHOA(DUHUTETHE METOJNE, jep
Kopuilhewe aHTUTeNa Koja NPEeNo3Hajy caMO jelaH aHTUIeH CMamyje XEeTepOreHOCT
uzonoanux EBc. [Ipema nureparypu [6], komOMHaIMja BUllle aHTUTENIa oMoryhaBa U3010Bambe
BUIIIE PA3IMYUTHX Kiaca Be3uKyna. KibyuHu Qakrop je xkoHTposa aduHHUTETAa U aBUJIUTETA
BE3UBamba, jep MPEBUCOK AQUHUTET MOXKE JOBECTU JI0 T'yOMTKa BE3HMKYJIa M HHUXOBE JIHM3€
npuiInKoM enyupama.[7] Texnuka xubpuaoma je omoryhmia pasBoj u ynorpeOy aHTHTeNa y
OMOJIOIIKMM M MEIUIMHCKUM HCTpakuBamHUMa, oMoryhaBajyhu HempekuaHy NpOU3BOIBY
cnenuPUUHUX MUIIJUX aHTUTEJIa Ha pasnuuyuTe aHtureHe. Mehytum y pany ca
KOHBEHIIMOHAJIHUM aHTUTEJIMMa Ipo0JieM NpeAcTaBiba BbUX0BA BEIMUNHA, CTAOMIHOCT U 1IeHa
MPOU3BO/IEH-C. 300T CBOj€ BEIMYMUHE MOJIOKHHU CY XUIPOJIU3U, IIEHA HUXOBE MPOU3BOIHE |
BHCOKa, Ta je OWIo HEeonmxoAHO NpoHahW anTepHAaTUBHU MYT KpeHupama CHeru(pHIHIX
areHaca.[8] Otkpuhe ma 1aMe UMajy cmocOOHOCT MPOU3BO/IHLE AHTUTENIA KOja CE CACTOj€ camo
O]l TEIIKUX JlaHaIa (HAHOAHTUTEJA) OMOTYNHIIO j€ MOjeTHOCTABIBEHEC U CMACHE TTPOU3BOIHE
crelM(pUUHUX areHaca 3a Ipero3HaBame aHTUreHa. [IpeqHocTy HaHOaHTUTENA Y OJHOCY Ha
KOHBEHI[MOHAJIHA aHTHUTeJda Cy JaKlla MaHWIynanyja, Oosba CTaOWIHOCT, jeTHHM]jA
MPOU3BOba, OOJBM TMPOAOP KPO3 YBPCTAa TKHBA ald M KPO3 KPBHO- MOXKIaHy Oapujepy,
CMambeHa UMYHOT'€HOCT, BUCOKA CTAOMIIHOCT U COyOMIHOCT.[9-11]

OBa J0KTOpCcKa JTucepTalyja uMajia je 3a IuJb pa3Boj HOBOI IpuUcCTyna 3a u3onoBame EBc,
KopucTehy HaHOAHTHUTENA CEJIEKTOBaHA AUPEKTHO Ha aHTUreHnMa EBc u monumerakpunatHu



HOca4d Kao uBpcToj ¢aszu. Hocau, cuHTETHCAH Ol MOJMMETAKPHIHE KHUCEIWHE, PaHHje je
kopuitheH 3a MMOOWIM3alMjy €H3MMa 300T CBOje CIOCOOHOCTH Ja AOMPHHECE OYyBamby
IbUXOBE aKTUBHOCTH, YUME C€ MPOAYKaBa kUXoBa (yHKIHOHATHOCT. [12-14] V 0Boj Te3u, oH
j€ TIpBH Iy T UCKOpHIITNEeH Kao YBpcTa ¢a3za Koja HOCH HaHOaHTHTeNa crienuduyuna 3a EBc.

Y oBOM pajty, IpUMEHOM HaHOAHHUTENA Ca CPeIHbUM aQUHUTETOM M HUKOM 3aCTyIUbeHOIIhy Ha
HOCauyy, NOCTUTHYTU CY YCJIOBH 3a €JIyHpame ONTHUMAallHU 3a H30JI0Bale BE3HKyna 0e3
omrehema mUXOBe CTpykrype. OBaj mpuCTyn je 00e30eAuo CTAaOMIHO BE3UBAKE TOKOM
xpomatorpaduje, 0K ce enylyja MOCTHXe OJlaruM MpoMeHaMa ycjoBa U 0e3 HapyllaBama
ctpykrype EBc, miTo je y ckitany ca nurepaTrypHuM noganuma. [15]

HanoanTurena xoja cy kopunrhena 3a Be3uBame EBc cy nmpoussenena y E. coli, a HakoH MeTal-
apuHUTETHE XpoMaTorpaduje qoOHjeHn cy 4ucTH mnpenaparu. Jla 6u ce ocurypana nodpa u
cTabWiIHa MHTEpaKIMja HOocad je Tpe uMoOuIn3anuje nporenHa amuHosaH. [Ipucycrso GFP
MPOTEUHA OJIAKIIIABA BU3YEIH3AIM]y aJId U OJIAKIIIaBa MPABUIIHY OPjCHTAIIN]y HAHOAHTHTENA Ha
marpukc. EdukacHa u koHTponucana nMoOmim3anyja oMoryhmia je crabiiHO Be3UBamkE MPH
yeMy Cy aHTUTeNla 3aapxana (QYHKIHOHATHOCT ocaMm Heaesha y3 uyBambe Ha 4°C.
Kapaxrepuzanuja Hocada je moka3aiga BUCOKY IMOPO3HOCT ca MPEYHUKOM 1mopa ox 90 nm, mro
omoryhaBa wm3onoBatbe EBc y3 MuHMManan ryOMTaKk HBHXOBOT cajpxkaja. MakcuManHu
KalauTeT MaTpHUKca 3a poTerHe n3Hocuo je 48.1 mg/mL. Tectupan je Ha y3opruma EBc u3
cynepHaranTa henmjckux KyaTypa, mia3Me ¥ ypruHa y3 KOHTPOJIMCaHE yCIIOBE paaa. Y30pIHu Cy
OpUKyIUbeHH y ckiaay ca ISEV mpemopykama, a CBU JOHOpPU Cy MOTIHCAIA ETHUKY
caracHocT. OBaj pUCTyN HyAU epUKacHy, Op3y, jepTUHY MeToxy 3a u3oji0Bame EBc norogny
3a pa3Ha OMOMEIUITMHCKA UCTPpakKKBama.[16]

VY oBOM ucTpaxuBamwy aHanusupaHe cy EBc momohy Bulle pazamuuTHX WHCTPYMEHTAIHUX
TE€XHMKA. 3a NOTBpAY NpucycTsa Tpu masHa antureHa (CD9, CD63 u CD81) Ha npoTouHOM
UTOMETPY KopuiheHa Cy MOHOKIIOHCKA aHTHTeNa. 300r cBojux Manux numensuja EBc ce He
MOTY TUPEKTHO CHHUMATH, T1a C€ TO pellaBa MMOOMIM3AINjOM Ha CMOKCH/IHA JIaTeKCHA 3pHa.
[IpucycTBO Be3uKysa J0JAaTHO j€ TOTBPhEHO TpEeTMaHOM HEJOHCKUM naerepreHToM (TpuToH)
KOjU je YTHIIa0 Ha 3HayajaH Taj curHajga QIIyopecleHIuje yclen TryOJbema CTPYKType
Besukyina. llopen mnporoune uuromerpuje, EBc cy ananusupane mnpahemeM KpeTama
Hanouectuiia (NTA), koje je mokaszalio pa3iaMYUTE KOHIIEHTpAIlMje BE3WKyJla y Y30pIruMa
mwiasme, ypuHa u henujckux kynrypa.[17] Enexkrponcke mukpockomnuje (TEM, SEM) u
MHUKpPOCKOIH]ja atoMckux cuia (AFM) motBpauie cy BUXOBY MOP(OIOTH]Y, CTAOMIIHOCT U
OJICYCTBO arperaiyje Koje ce 4ecTo JelIaBa Koj ynoTpede apyrux merone. OnTumusaimja
Kopaka enynpama EBc ca umyHoaduHuTETHOT MaTpuKca nokasana je na 6ad enynuja naje sehu
IPUHOC U HIMPH CIIEKTap BEIWYMHA Be3UKyJa y nopehemy ca KOHTUHYMPAHOM €NyLIMjOM Ha
koigonu. Ilopehemem Mertome koja ce Hajuemhe KkopucTH 3a H3onoBake EBc,
yATpaleHTpU(yTUpame, ca HOBO Pa3BUj€HOM MMYHOA(QUHHUTETHOM METOAOM IOKa3ajo je Ja
oHa omoryhaga 100Mjame YUCTH]jer Mpenapara, ca Mambe KOHTaMUHAaIlMja IPOTenHa. YIIPaBo je
OBO BaXHA NpeIHOCT MMyHOa(UHUTETHE Merone jep omoryhaBa mpaheme W aHaTU3Mpame
nporeoma Hu JunuaomMa. OHa MHUHMMaiM3yje KOHTAaMHHALMje ald Yy HCTO BpeMe uyBa
MHTETPUTET BE3UKYJIA IITO je KIbYYHO 3a pa3IMuiTa UCTPAKUBAA.

Jlo cama cy ce 3a Bm3yenuzanujy W mnpaheme mpeysumama EBc xopucTtunu paznmmauta
MIPUCTYIH, YKIbYUyjyhu reHeTCKU MHKEHEPUHT U (piiyopeclieHTHO obenekaBamwe. Jlunoduine
60je nonyt ,,PKH* cy crannapaHe, anu uMmajy orpaHudemna, MOIMyT arperanyje U ClioHTaHOoT



ociobahama ca Be3ukyna. Kako Ou ce To mpeBa3uIio, y OBOM pajay MpUMEHEHA j& METona
60jema EBc Ha monmuMeTakpunatHoM Hocauy kopuctehu munoduminy, Oil Red O 60jy.[18, 19]
Besukyne cy 000jeHe TOKOM IIPOTOKa KPO3 KOJIOHY, a BHINAK 00je eTMMUCAH UCITUPABEM TIPe
enyupama. O6ojene EBc cy npahene Tokom npey3zumMama o ctpane SKBR3 henuja. [Tokazano
je Ila je mpey3uMarme 3aBHCHO OJI BpeMeHa U KoHLleHTpauuje. HoBa mmMyHoaduHuTeTHAa MeTo1a
je Op3a, pernpoayKTUBHA U NPUMEHHUBA 3a W30J0Bakbe EBC M3 pa3nnuuThX THUIIOBA y30paka.
CucreMm je jeqHOCTaBaH, CKagaOWUIaH M €KOHOMCKHU WCIUIATHB Ca BEIMKUM ITOTCHIIH]aJIOM 32
M30JI0BabE BE3UKYJa y pazinuyute cBpxe. OBa HOBa METO/Ia HE HapyIlaBa BUXOBY CTPYKTYPY
alM Takohe UyBa W HHUXOBY OMONOWIKY yiOry, yMHehW je NepCHeKTHBHOM 3a pa3Ha
UCTPaKUBAKa U KIMHUYKE TPUMEHE.
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. IIpoBepa OpUrnHAJIHOCTH JOKTOPCKE JUCEPTALHje

Ha ocnoBy [IpaBuiH#Ka O MOCTYNKY MPOBEPE OPUTHHATHOCTH AOKTOPCKHUX JHCEpTalrja Koje
ce Opane Ha YHuBep3utetry y beorpany u Hanasa y uzBemrajy u3 nporpama iThenticate xojum
jé U3BpIIEHa TMpOBEpa OPUTMHATHOCTH JOKTOPCKE JHUCEpTalMje IOJ HAaCcJIOBOM
,IlpeunnmhaBame eKCTpaueJyJapHUX Be3MKYyJa HMYHOA(PUHUTETHHUM MeTodaMa U
BUX0BA KapakTepu3amuja’, aytopa Jluamje ®uaumoBuh, koHcraryjem na yTBpheHO
noayaapame Tekcta usHocu 8%. OBaj crerneH noayJapHOCTH MOCIEIUIA j€ HABECTH MPETEKHE
pasnore (HIIp. IUTaTa, JIMYHUX UMEHA, OnOIrorpadckux mogaraka 0 KOpUIIheHoj TUTepaTypH,
T3B. ONIITUX MECTa U MOJAATaKa, Kao U MPETXOJHO MyOIMKOBAaHUX pe3ysiTaTa TOKTOPAHIOBUX
UCTPa’KMBaba, KOjU Cy MPOUCTEKIIU U3 HErOBe JAUCEpTallrje), ITO je y CKIaay ca uiaHoM 9.
[IpaBunHuka.



B. 3akibyuak

OBa JOKTOpCKa JAHcepTalyja TpeAcTaB/hba 3HA4YajaH JOMPUHOC Yy obmactu
OMOMEIMIIMHCKUX HCTpakuBama. Pa3Boj HOBE MeToJe 3aCHOBaHE HAa HAHOAHTHTEIMMa 32
M30JI0Bamb-E M MpeuyninhaBame excTpanenyiapaux Besukyna (EBc) u3 paznmuntux Onoaomkux
n3Bopa. CrpoBefieHa Cy JeTajbHa HCTPaXKMBamka Kako OM ce yTBpAWJIEC KapaKTePUCTHKE
n3onoBannx EBc, mHXoBa OHOJIOIIKA AKTUBHOCT WM TIOTCHIMjaJHA MPHUMEHA Y JaJbUM
EKCIIEPUMEHTUMA.

VY 0BOj AucepTanyju YCIEIHO Cy KOHCTpyHUCaHa HAHOAHTHUTEIIA ITOBE3aHa ca 3eJICHUM
¢dnyopecuentHuM nporenHoM (GFP, enrn. Green Fluorescent Protein) m mpousBemeHa y
cuctemy Oakrepuje Escherichia coli ca BUCOKUM TIPHHOCOM €KCIIpECH]j€, KOjH CE KpeTao y
oncery ox 2-4 mg/L kynrype. Ilpeunmhena HaHOaHTHTENa Cy YCIEIIHO BE3aHa Ha
MOJIMMETAaKpWIIaTHU Hocad ca edukacHomhy uMobunmuzanuje on 4vak 99%. Tokom
OCMOHEJICJPHOT TIepPHO/Ia TeCTUPamka, IMOOMIIMCAHa aHTUTENa TI0Ka3aia Cy 3a/l0BoJhaBajyhy
CTaOWJIHOCT Yy Tpajamky oi JjaBa Mecena. OCMHIUBCH je W ONTHMH30BaH MPOTOKOJ 3a
umyHoaduHUTeTHO npeunnihaBabe EBc u3 cynepnaranTta henujcke Kyntype Tpu pa3jinyura
tuna hemmja (HEK, Skbr3 u Jurkat) kao n u3 mna3zme no6poBossHUX gaBaona. OBOM je METOIOM
omoryheno 0p30 u JaKo 1001jamke BUCOKO MPeYNITNeHNX BE3UKYIIa MOTOAHUX 32 JaJbe aHAIIN3E.
Konopumerpujcku eceju cy kopumheHH 3a MOTBpAY NpuUCycTBa KJbyhHHX OHOMoOnekyna y
n3onoBanuM ysopuuma EBc (mporemna w numnmpa). [IpuMeHoM mpoTOvYHE IUTOMETpHjE
JI0Ka3aHo je aa u3oioBaHu EBc ekcripumupajy Tpu cTaHaapaHa moBpiirHCcKa antureHa CDI,
CD63 u CD81. Ynorpebom aBe BpcTe eNeKTpOHCKe MUKpockonHje - Tpancmucrone (TEM) u
ckennpajyhe (SEM)- neraspno je ucnutana mopgonoruja EBc. TEM ananmsa je mokasaina jia
M30JI0BaHE BE3WKYJIC MMajy KapaKTepucTHUaH ,,cup-shape®, mro je cranmapaaa Mopdoiomka
kapakrepuctuka EBc. Jlomarno, SEM anHanm3a je mokaszana Ja MMyHOa(MHHUTETHA METOJa
oMoryhaBa noOujame IMOjeIMHAYHUX Be3ukyna Bemuumae o 50-200 M, 6e3 Qopmupama
arperara. Takole je mokasana J1a Cy aHTHTela CIIOCOOHA J1a H30JTyjy BEOMa XeTEPOreHY CMEITy
EBc y momeay BeIMUYMHE ajld JI0CTa XOMOTEHY Y IOINIEAYy CTPYyKType M oOnuka. Hakon
kapakrepuszanrje EBc u3 nna3me u cynepHaranTa henmjcke KyJnType U mia3sme, MeToja je ajbe
yHanpeheHa, 10JaTHO ONITUMHU30BaHa U MIPHUMEEHa Ha JollI jejaH OMOJIOIIKY U3BOp- ypuH. [la
O6u ce mnpoleHWnIa e(PUKACHOCT HOBO-pa3BHjeHE METO/E, H3BpUICHO je mnopeheme ca
CTaHJapAHOM METOJIOM yiTpaueHTpudyrupameM. YTBpheHo je na IM ycnemno uzonyje EBc
U3 ypuHa, IpU YeMy je NPUHOC BE3MKYJa HEIITO HWXKH Yy OJHOCY Ha METONy ,,3J1aTHOT
CTaHJapAa™ — yaTpaueHTpudyrupame. MehyTuM, 3HauajHa HPEIHOCT UMYHOA(QUHUTETHE
MeToJle orje/la ce Yy BHMCOKOj 4McTohM J00MjeHMX Yy30paka, LITO je JA0Ka3aHO HUKHUM
KOHILIEHTpallljaMa KOHTaMUHUPajyhux npoTenHa u JIunuaa y nopehemy ca 6pojeM Be3uKyIa.
Jenan ox 3HauajHUX JIONPUHOCA OBE JUCEpTallje jeé pa3Boj M ONTUMM3alMja MPOTOKOJA 32
o6ojeme EBc ¢nyopecuentnum 6ojama. Ilokasano je na wucra uMyHoaUHHUTETHA
Xpomarorpaduja Moxe J1a ce KOpUCTH 3a npeuninhaBame anu u 6ojewe EBc y jenHom kopaky.
Ha oBaj ce HaumH y jemHOM KOpaky 100Hjajy o0enekeHe Be3uKyie, ocio0oheHne Buiika 0oje
6e3 ynorpele 1ogaTHUX MeToza. TakBe Be3UKYyIIe 3aApKaBajy CBOjy OMOJIOIIKY aKTUBHOCT, LITO
j€ TOKa3aHO HHUXOBOM YCIICITHOM MHTEpHAIM3AIMjoM of cTpane Skbr3 hemuja, mpu demy je
MpoIIeC Mpey3uMarma BPEMEHCKH M KOHIIEHTPAIH]CKH 3aBHCaH.

Pe3ynraru Hay4HO-MCTpaKMBAUKOT pajia Cy 00jaBJheHHU Y JIBa HAyYHA Pajia KaTeropHje
M21. Ilopen Tora, pe3yaTaTu OBOT pajia Cy CAONIITEHUW Ha YETUPU CKYIa, O] KOJUX Cy TpH
MehyHaponHOT 3Ha4aja a jenaH HauuoHadHor. Ha ocHoBy m3noxenor Komucuja mpemmaxe
HacrtaBHo-HayuHom Behy Xemwujckor ¢akynrera YHuep3utera y beorpaay, na momHery



TOKTOpcKy aucepranujy Jlumuje B. Dunmumosuh, mnox HacmoBom ,IlpeunmrhaBame
eKCTpaleTyJIapHUX Be3WKyJa MUMYHOA(QHHUTETHHM METO/aMa M HHXOBa KapakTepHu3ammja‘
MIPUXBaTH U 0N00OpH HEHY oA0paHy 3a CTUIAFmhE aKaJeMCKOT 3Bamba JOKTOpa OMOXEMH]jCKHX
HayKa.
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