YHUBEP3UTET V BEOI'PALLY — XEMUNJCKU ®AKVYIITET
HACTABHO-HAYYHOM BERY

Hpenmer: IIpujaBa Teme nokTopcke aucepranuje Hemame Axcuha, Mmactep xeMrudapa, TUINIOMHPAHOT
WHXEHhepa EIIEKTPOTEXHUKE U pavdyHapCcTBa, JNOKTOpaHAa XeMHjCKOT (akynTera, YHHBEp3UTETa y
Beorpany, ucTtpaxkmBada NpUIpPaBHHUKA, 3armociieHOr Ha MHCTUTYTY 3a XeMHjy TEXHOJIOTH]Y |
MeTanyprujy, YauBepsuteTa y beorpany — MHCTUTYT o HaIoHATHOT 3Ha4aja 3a Pemyomiky Cpoujy

Oopa3zinoxeme Teme

Hazu Teme: AHaaM3a MHTepaKnMja HOBOI JIEKTHHA W30J10BaHOr M3 Savalia savaglia ca
[NIMKAHUMA ¥ MPOTEeHHNMA

Hayuna oOnact: Xemuja

Vxa HayuHa oOmacT: bHoaHAIMTHYKA XeMuja

1. IlpeameT HAYYHOT HCTPAKHUBAKA

[Tnanupanu mpeaMeT OBE JOKTOPCKE JUCEpTalje Cy HCIHUTHBAakba WHTEPAKIMja HOBOT
AHTHBHMPYCHOT JICKTHHA, HM30JI0BAHOT W3 3JIaTHOT Kopana Savalia savaglia, ca TIMKaHUMA,
DIMKONIPOTEMHNMa M TPOTEHMHHMMAa W3 KpPBHE IUIa3Me, MOHOHYyKJIeapHuX henuja mepudepHe KpBH
(Human Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMC)), u apyrux henmjckux Kyiarypa, IMOIYT:
JbYACKMX BaruHaJHUX enurenujanaux hemwja (Human Vaginal Epithelial Cells), mpyackux
ennorenujannux henuja upesa (Human Colon Endothelial Cells) n joynckux Ha3aqTHUX €IUTENN]jATHUX
henuja (Human Nasal Epithelial Cells).

Pa3BujameM HOBUX TEXHOJOTHja M FHCHUM CTAHUM YCaBpIIaBamkeM MaceHa CIEKTPOMETpHja
nocTaje 3JIaTHU CTaHJapj 3a WUCIHUTUBAkE NMPOTEHH-NIPOTEHH WHTEPaKlWja y CTyAHjaMa JbYICKUX
obommema [1]. CxomHO TOME, MPOTEHH-TIPOTEMH WHTEpaKIuje he OWTHM  aHATU3WpaHEe MaCECHOM
CIIEKTPOMETPHjOM Ca TAKO3BaHUM S/40tgun MPOTEOMCKHIM MPUCTYTIOM. J[eTeKIHja ce MpuMapHO 3aCHIBA
Ha WACHTU(UKAIUJU ¥ PeJaTUBHO] KBAaHTHU(HUKAIMjA MPOTEMHA KOpUCTehn MaceHy CIIeKTpOMETPH]Y.
Banmupanuja nobujernx pesynrtara Ouhe morBpheHa TexHHKama BecTepH OJ0T MIIM OPTOTOHAIHOM
TEXHHUKOM I[HJbaHEe MACCHO CIEKTPOMETPH]jCKE aHAJIH3e.

Hogwu npotenn koju cneruduuno Besyje yribere xuapare, LIBI1 (Carbohydrate-binding proteins,
CBP), nextuH caBanuuuH (eng. Savalithsin), moOWO je Ha3WB MO BPCTH 3JaTHOT KOpaja KOjU je
MOPEKJIOM U3 CEBEPOCTOYHOT ATiaHCKOr okeaHa W Cpemo3eMHOr MoOpa M3 KOTa je M H30JI0BaH.
CaBayuIyH je HOB OMOJIONIKM KaHUIAT 32 JIeK, IPOTEHH, 3a KOjU je TOTBpl)eHO Ja CHAKHO MHXUOUpa
narorexe Bupyce ca omoraueM: XMB-1, XCB-1, XCB-2, Uudnenna A u CAPC-KoB-2. Kao Takas on
npezcTaBba OMOJIONIKY aHTHBHPYCHH JIEK NIMPOKOT CIEKTpa W MCIUTHBAGE HETOBHX OHOJOIIKHX



edekara Ha JBYJICKH OpTaHH3aM, jeJlaH je O KJbyJYHUX KOpaKa pa3Boja OBOT JieKa y IPETKIMHUYKO] (a3u.
OTKpHBEH je BUIIETOMWIIELMM HCTPaKHBAaKEM HaydyHHKa ca MHCTHUTYTa 3a XeMHjy, TEXHOJIOTHjy U
Metanyprujy u Xemujckor akynrera, YHuBep3urera y beorpany y3 capanmy ca mapTHepuMa U3
peHOMUpaHuX Hay4dHUX ycTaHoBa u3 CnoBenuje, Hemauke, XpBarcke u Llpue [ope. Umajyhu y Bugy
7a je CaBAIMIMH KaHIUIAT 32 OHMOJIOIIKH JIEK Ka0 TOMUKAIHI aHTUBUPYCHU MUKPOOHULIUA Y PaHOj a3u
pa3Boja, TpeHyTHa HCTPaXMBamka U Pa3B0Oj YCMEPEHH Cy Ha MOAN3aHkh¢ HUBOA TEXHOJIOIIKE CIIPEMHOCTH.

BakHOCT ¥ MHOBAaTMBHOCT CaBaJIMIIMHA OINIe/a CE Y MEXaHM3MY aHTHBHUPYCHOT JI€jCTBA. 3a pa3iIuKy
O]l BaKIIMHA, MaJIUX OPTaHCKHUX MOJIEKYyIa, MenTHae U 1p. [2] caBamuliH ce Besyje 3a mmkane XB
JIMKOTIPOTENHA W THME OMETa HMHTEpaKI{jy TIHKOIOpPTeHHa BHPYCHOT OMOTada M onroBapajyher
peneniropa Ha oBpinuHA henuje. OBako ce moBehaBa e(hUKacHOCT U CENEKTUBHOCT WHXHOUIIHje BUpyca
Yy OTHOCY Ha TPEHYTHO IOCTIYHE JICKOBE, KOjH Ieyjy TeK Kana Bupycu yhy y hemujy [3].

TpenyTtHo, y nuteparypu ce nomume [ pudunun (eng. Griffithsin), ka0 KaHAWAAT 32 JIEK KOjU ce
Be3yje 3a IMKaHe Ha MOBPIINHK Pa3InYUTUX BUPYCHUX IIIHKONpoTenHa, nomyT XWB rmkonporenHa
120 u CAPC-KoB cnajk mmkonporenHa. [puguuuH ce y3 BUIICTOIUIIHE UCTPAKUBAKE YCIICIIHO
MOKa3a0 U MpolIao npBy a3y KIMHUIKUX UCITUTHBAKA Ka0 I'ell U PacTBOP 3a IPEBEHLU]Y pEeHOIICHa
XWB u ciinyaux BUpyca ca omoTadeM [4].

2. OcHoBe xumorese

Kao mro je HaBeeHO y YBOIHOM ey, CaBAJIMIUH IOKa3yje jaKky aHTUBHPYCHY, ald U onpeheny
AHTHUTYMOPCKY M aHTUMHKPOOHY aKTHBHOCT. [la O¥ ce pa3ymMelia OCHOBa FeroBe OMOJIOIIKE AKTHBHOCTH
1 6e30eHOCTH 32 yIIoTpely, jeTHO O/ IMUTamka je J1a JIH Y JbYJICKO] IIa3MH U JPYTUM JbyACKUM henjama
UMa TpPOTeHHAa KOjU MOTY HHTEparoBaTd Ca CaBaJHMIHOM M KakBe Cy OHOJIOIIKE ITOCIIeIHIEe
WHTEpaKIyja.

[Mo3naro je na LIBI1 mocenyjy MHOTe OMOJIONIKE aKTHBHOCTH Ka0 IITO Cy OHMOJIOIIKA CUTHATU3AIIH]a,
AQHTUBUPYCHA M aHTUMHUKPOOHA aKTHBHOCT, UMYHOMO/IYJIaTOPHA aKTUBHOCT, IMTOTOKCHYHA aKTHBHOCT,
MUTOT'€HA aKTUBHOCT UT/ [5]. Jenan o1 Hajjauux MPOTEHHCKUX OTPOBA j€ YIPABO JICKTHH puliiH. O0uM
W THT OMOJIONIKE aKTUBHOCTH 3aBuce o nHTepakuuje n3melhy LBIT un cienuduyne mmko KOMIIOHEHTE
[JIMKONIPOTEHHA YKJbYUEHHUX Y OMOJIOIIKE MPOoIiece MpeHoca curHaia. Yoouuajena kiacudukarmja [[BI1
je mpema crenmudUIHOCTH MoOHOcaxapuaa (crermuduyHa 3a ¢yko3y, crenuudHy 3a MaHO3y,
criermupUIHy 3a TalakTosy, crenuduany 3a H-amerunmiryko3amun wutn.). Mnak, 300r KOHBEPTCHTHE
esomynuje LIbI1-a, ceaku LIBIl nMa jennHCTBeHY IIIMKAHCKY CHEI(UIHOCT. 3aTO je 3a pa3jallmbaBame
Ononomke aktuBHOCTH mojenuHavHor LIIIb BakHO aHanmm3WpaTd WHTEpaKIdje ca TOjeAMHAYHUM
MPOTEMHNMA, TIUKONPOTEMHUMAa M DIHKaHUMa. CXOIHO TOME, Pa3IMYMTH NPUCTYIH JCTEKIH]je
WHTepaknyja yribeanx xuapara u LIBI1 6uhe ucrpaxenu [6].

XKenumo MOTBpANTH pe3yATaTe AOCAAAIIBLUX OCHOBHUX MH BHUTPO aHAIN3a TOKCHYHOCTHU KOJH CY
MOKa3aJl Jja CABAIMIHMH HE IOKa3yje HeXeJbeH OMOJIOIIKM OAroBop. EKcrieprMEHTH ycMepeHH Ha
yTBphHUBame HUTOKMHCKOT MPOo(uIa OCHOBHHU Cy J€0 NMPEKIMHUYKUX CTyAHja KojuMa ce IpoBepana Jia
M TpUMEHAa KaHJuIara 3a JIeK y TeparneyTCKUM KOHIIEHTpalHjama Hehie H3a3BaTH HeraThBaH
UTOKUHCKH OJIrOBOP, OfHOCHO aktuBanujy [IBML] u npyrux henuja y henujckum kyatypama, kao HU
IUTOTKCHYHE e(ekTe Ha fienuje, kao mTo je To ciayyaj ca rpuduiuHom [7].



3. IIub ucTpaskuBamba U 04eKMBAaHU Pe3yJITaTu

[IporeoMuka 3acHOBaHa Ha MaceHOj CIIEKTPOMETPHjU je MeTona n3bopa 3a HIeHTU(DUKAIH]jy
MIPOTENH-TIPOTENH U MPOTENH—TIIMKAH HHTEpaKIyja. Bennky n3a30B je 1a ce nAeHTH(HKY]y TPOTEHHH
KOjH criennpUIHO HHTEPAryjy ca MPOTEHHOM MaMalla y OHOCY Ha MPOTEHHE KOjH Cy UACHTU(HHUKOBAHHI
Kao pe3yiTar NMpUMemeHe eKCIeprMeHTallHe nporeaype. [Ja OucMo OAroBOPHIIM HAa OBaj M3a30B M
MPOHAIITY HAJTIPUKIIAHU]Y BPCTY €KCIIEPUMEHTAIIHE MIPHUITPEME y30paKa 3a CaBIUINH, HCTPAKHNEMO
HEKOJIMKO eKCIIEPUMEHTAITHUX MPOIeaypa: XpoMaTorpadCcKy MPHUCTYT KOpUITherheM HMOOMITN30BaHOT
CaBaJNIMIIMHA HA Pa3IMIATHM YBPCTUM XpoMarorpadckum (azama, mpucTyn odesekaBama caBaJiInHA
Yy pacTtBopy, Ka0 M WMYHONpPEHWIHUTANHjCKE METoAe ca HeobOenexeHuM caBanuiuHoM. [Ipuctym
TUHAMAYKOT YHAaKPCHOT Be3WBamka OM MOTao OWTH jOII jeflaH O MPUCTYIa UCIUTHBAaKka WHTEPAKIIN]je
caBaJIMITMHA ca MPOTenHUMA [8]. 3a cBakM o1 OBUX MPHUCTYIIAa IpuMeHuhe ce oarosapajyhe KoHTpoe u
tectupahe ce paznuunre Xxpomarorpad)cke crparermje.

Pesynraru nobujeHu iiaHUPaHUM eKCTIepUMeHTHMa 1alie HaM OATOBOP KaKaB je MHTEPAaKTOM HOBOT
AQHTUBUPYCHOT JIEKTHHA Ca IPOTEOMOM U IIIMKOMOM KpBHE IUIa3Me M ApYrux heiujcKkux JIMHHUja, Kako
oucmo paszymenu Ouolomke edexre Koje mpoy3pokyje. [Iporanaxeme MOTEHITHjaTHO HHTeparyjyhux
MapTHEpa ca CaBaMIIMHOM HACHTH(PUKOBAIN OMCMO OHOXEMH]CKe Mporiece U JoOWIH HHPOpMAaITHje O
BHUX0BO] yno3u. llpermocraBka je ga he pesynraru moOujeHH M3paJoM OBE JOKTOPCKE IHCEpTaIfje,
Koja mpencTaiba feo He-I' MII npeTKIMHIYKUX UCTIUTHBAKka, TPACUPATH NYT Y a3y NPeTKIMHUIKAX
I'MII ucniutuBama caBajMIIMHA.

KBanTtudukanuja nuToknHa oMoy MaceHe CIIEKTPOMETPHje je N3a30BaH 3aAaTak 300T jako Maie
KOJIMYMHE LUTOKMHA M BHCOKOT JHHAMHYKOT OICera MPOTEMHAa y MAaTpUKCY IUIa3Me W IPHCYCTBa
npoTeMHa Meaujyma y henujckuM KyaTypama, Kao U 300r KOHTaMHMHalMje poTenHuMa henuja Tokom
pacra u npunpeme y3opka.

Jeman ox muIbeBa je Nla aHAIM3WPAMO OATOBOP TOpe HaBENEHWX NENMjCKUX JIMHFja Ha TPETMaH
caBanmuHOM. Jla 6rcMO KBaHTH(UKOBAIH CEKpElNjy IUTOKNHA, Ouhe pasBujern muubann CPM wimm
[IPM KBaHTHTaTHBHH MAaceHO CIIEKTPOMETPHJCKH €C€jH W BAJIWAVPAHN KOMEPIHjaTHUM eNn3a
TECTOBHMA.

4. MeToae UTPAKUBALA

Y u3pamu noxTopcke aucepranuje ouhe xopumrhene crangapHe OMOaHATUTHYIKE METOZE Kao
cnenehe MeToze CIMTUBamkA [9]:

1) Teuna xpomatorpaduja ca macenom cnekrpomerpujom, HIIL-TUMC-TOD MC (nano Liquid
Chromatography - Trapped lon Mobility Spectrometry - Time of Flight Mass Spectrometry) —
xpomarorpa)cKo pasliBajambe NMPOTEHHA W HHXOBa HAEHTH(UKaIMja KopucTehw HarpeaHe
codTBEpE 3a MOCTIPOIICCUPALE TOOUjCHUX TToaTaKa

2) Merone npumpeme y3opaka 3a ananusy Ha HJIL[-TUMC-TO® , monyT aurectrje y pacTBopy,
TUTECTH]jC Yy Ty UT/.

3) Emumcku wumyHocopbeHt eceju, EJIMCA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) —
HCIITHUBA¢ aKTUBHOCTH JICKTHHA Be3WBambeM 3a onpehene nmoOnmm3npajyhe mmronpoTenHe

4) Uwurokunacku eceju u3 [IBMIL] ¢ppakuuje kopcrehu JIL[-MC unu EJIMCA anTHTENa TECTOBE



5) BeprukamHa enexTpodope3a — KBaIMTaTHBHA WACHTU(UKAIMja TMPOTeHHa, onpehuBame
yrcrohe nporenHa, mpunpema y3opaka 3a JIL[-MC

6) Kanunapna enekrpodopesa — ogpehuBame TITUKAaHCKOT MTpoduia

7) BectepH On0T TexHHMKa — AETEKIMja MPOTEMHA Y PAa3IHYUTHM y30pLHHMa, Kao BaJlMAaliOHa
MeToJIa CIIpaM Te4He XpoMaTorpaduje ca MECeHOM CIIEKTPOMETPH]OM

8) dnyopeciieHTHA MUKpockonuja — mpaliera Be3uBamba CaBajMIMHA Ca NPOTCHMHUMA W3
henujckux KynaTypa

9) OcHOBHM a0OpaTOPUjCKM EKCIIEPUMEHTH TOMyT: henmjcke KyiType, rajeme henwja,
[IUTOTOKCUIHOCTH, BUjabuiHOCT henwja, Opojame henmja ut.

10) IIporouna muromerpuja (Flow Cytometry) y by oapehuBama mponudepanuje henmja u
WCIIHTUBaKka MUTOTCHOT eeKTa

11) Ananuza TpaHCKpUIITOMA.

12) AdunnratrBHA XpoMaTorpaduja — U30J0BamkE U pednirhaBame JEKTHHA U3 Kopaa

13) UmyHONpermunuTaTiBHE XpoMarorpaduje i MPOTOKOIH 3a 00eNIeKaBamhe, BE3UBAE U EITYIIH]Y
[IPOTEHHA O] HUHTEepeca

14) Hano cnexrpodoromerapuja.

15) UmyHOeceju ca MHKPOYHIIOM — onpehuBame KOHIGHTpaIldje TMPOTEHHAa W HCIUTHBAE
aKTMBHOCTH JIEKTHHA BE3UBAKEM 3a oJpel)eHe IIMKOIIPOTENHE U TIIMKaHe

16) AHTHBHpYCHA aKTUBHOCT CaBaJIMIIHHA

17) CrarucTuyke aHaIM3e MoAaTaka

HonarHe aHanu3e Koje OM ce HaKHaJIHO yTBpIWIIE Ka0 HEONXoAHe Ouse Ou ypaheHe y capaamu ca

WHOCTpaHUM U oMahinMm nmapTHepuma.
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