YHUBEP3UTET Y BEOI'PAAY-XEMHNJCKHU ®AKYJITET
HACTABHO-HAYYHOM BERY

Ipenmer: OOpa3noxkeme TeMe JOKTOPCKE auceprainuje kanauaarkume Mceuaope B. Tlporuh-
Pocuh, MacTep Oonoxemuyapa, pUjaBJbeHE Mol  HAacllOBOM HAcnuTuBame
HMYHOPeMOIYJaTOPHOr edeKTa XumepHor nporeunHa Bet v 1-BanlLec u weroBux Mmyranara

Ha henujama ypolhene umyHocTu®.

1. Hayuna o6u1act: Xemujcke HayKe

¥Y:ka HayuHa o0JiacT: buoxemuja

2. [IpeameT HAYYHOT UCTPAKUBaHHA

[Ipenmer ucTpakuBama OBE JOKTOPCKE AWCEpPTAIHje j€ HCIUTHBAKHE HWMYHOMOIYJIATOPHOT
edekra nextuHa Oanane (Banlec) u mweroBor myranta Banlecpgst Kao agjyBanaca ypohene
UMYHOCTH y ajiepreH crenupuynoj umyHorepnauju (AUT) Ha Mozeny riaBHOT aneprena opese
(Betulla verrucosa) Bet v 1. 3a oBa uctpaxuBama kioHupahe ce, MPOU3BOUTH U IpeunInaBaTH
xuMepHH nipoterH Bet v 1-BanlLec u \eroB MyTaHT KOjH C€ CacToje 0]l XumoayepreHe nzopopme
aneprena opese Bet v 11 u BanLecCygst K0ju moceayje MyTanujy Ha No3uIMju 84 1€ je XUCTUINH

3aMCHECH TPEOHWHOM I TO OBaj NpOTCUH YMHHU HEMUTOTCHUM Y OJJHOCY Ha JICKTUH OaHaHe [1]

Kopumihemem nporentcke 6asze nogaraka (PDB), nykneoruane 6aze HanmoHnamHor meHTpa 3a
ouorexnonomke wuHpopmanuje (NCBI) u OuomHpopmaThukux ajnara Ouhe au3ajHHpaHe
xuMmepHe cTpykrype Bet v 1-BanlLec, Bet v 1l-BanLecpgst u BanLecpgsr-Bet v 1l. Hakon
KJIOHHpama rena 3a JektuH 6anane (Gene Bank ID EU055641.1), anepren Bet v 1 (Gene Bank
ID AJ002110.1), myranT nektuHa OaHane (BanLecngsr), Xumoanepreny usodopmy ajiepreHa
opese Bet v 11 (Gene Bank ID AJ006906.1), xumepe Bet v 1-BanLec, Bet v 1l-BanLeCpgst 1
BanLecuygsr-Bet v 1l, oBu mportennu he OMTH XeTEpOJSIOrO MPOU3BEACHH Y MPOKAPUOTCKOM

excripecuonoM cuctemy (Escherichia coli). Ymorpe6om xopmaTtorpadckux TeXHHKa OBaKO



noOWjeH PEKOMOMHAHTHU TPOTEMHW he OuTm mpeunmheHu 10 XOMOTEHOCTH, a IO0TOM

OKapaKTEepUCaHH CIIEKTPOCKOIICKUM, €EKTPO(POPETCKUM U UMYHOXEMH]CKUM METOama.

VY apyrom neny HCTpakMBama NMpeYdIINeHH M OKapaKTepPHCAaHW aHTUTCHHM KopucTuhe ce 3a
npaliele MMYyHOMOJYJIATOPHOT OJroBopa IN Vitro Ha henujckoj KynTypw NEepUTOHEATHHX
MUIIMjUX Makpodara, kao M Ha henujama wmakpodara H00HjeHHX TU(EPEHIIH]jalnjoM
koMmepuujamHo goctynHux THP-1 monomurta (henmujcka JWHHMja XyMaHe aKyTHE MOHOIIMTHE
neykemuje). [lopen Tora Gmhe ycrnocTraB/beH CHUCTEM KO-KYIATYpE CAuMIbEH O]l KOMEPIIHjaTHO
JOCTYITHUX €MUTEeNHUX henmuja Koje UMHUTHPAjy enuTeIHH MoHocioj- Caco-2 hemmje (hemmjcka
JMHHUja XyMaHOT EMUTEITHOI KOJIOPEKTAIHOT KapluHOMa) M Makpodara TudepeHIUpaHux H3
THP-1 monomuTta. MMyHONOIIKM OArOBOP HAaKOH TpeTMaHa oOBUX henuja oaromapajyhum
anTureHuMa he Outu mpaheH oapehuBameM HHMBOA eKcrpecHje oapeheHux Mpo- U aHTH-

MH(IaMaTOPHUX IUTOKHUHA.

3. OcHoBHEe XHUIIOTE3€

Cromna mnpeoceT/bMBOCTH Ha ajiepreHe mnoseHa y cery je oko 40%, nok npeko 400 MunnoHa
JbyZIU TaTH OJ1 CUMIITOMA aJIeprujCKOI PUHUTHCA Y3POKOBAHOI' [TOJUHO30M, LITO JOJATHO MOKE
outu npaheHo acTMOM, ymajloM KOXe, ajll U pa3BOjeM ajiepruje Ha XpaHy yclel CTPYKTypHE
xoMmoJjiordje m3mely mpoTenHa XpaHe M ajepreHa u3 mnojeHa [2]. Mehy Owibkama koje ce
ompamryjy BetpoMm ¢ammiuja Betulaceae mpencraiba jemaH o TIaBHHX HW3BOpa aliepreHa

moJieHa, JI0K je TOMHUHAHTaH ajeprex mnojieHa oene opese (Betulla verrucosa) Bet v 1 [2].

JenuHM TpeTMaH ca JyropoyHMM e(eKTOM Ha TOK aJleprujcKor 00oJbema jecTe allepreH-
cnenupuuHa umyHotepanuja (AUT) koja moaudukyje MMYHCKH OJArOBOP Ha Y3pOUHHUKE
Oomnectu - aneprene. OBa Tepanuja ehUKACHO CMambyje 3anabehe, MeHhAmbeM NENMCKOT ik 1
XYMOpPaJTHOT UMYHCKOT OJIFOBOpa MPUJIMKOM KOHTaKTa ca ajepreHoM, a KJbydHa OcoOMHa 3a
YCIIEIIHOCT OBE Teparvje je Mpou3Boma ajepren-cnenuduunnux IgG antutena. Cmarpa ce aa
cy anepren-cnenudpuuna IgG4 antutena onroBopra 3a ayrotpajuu epekar AUT [3]. HMako
[OCTOj€  pa3IMUUTH HAYMHU aJMUHHUCTpallje ajepreHa MpWIMKOM HMYyHOTEparnwuje,
CyONMHTBaJHA aJMMHHUCTpaIja MpejacTaBba edukacan, 60e3d0enaH M 3a maiujeHta KomdgopaH

HauuH Jedyewa [4]. OpaiHO MYKO3HO TKHBO Y CBOJUM TOPHHM CJOjeBHMa CaIpXKH aHTHICH-



npe3entyjyhe henuje (JlanrepxancoBe hemmje m makpodare), Koje HCIOIbaBajy TOJCPOTCHHU
dbeHoTHII, Ta y TPHUCYCTBY ajiepreHa Hu3a3Bajy TOJEPAHIHM]y yMecTo HHdIamaIuje
nonapusanujom anepren cnenuduunux CD4”™ T hemuja ox Th2 xa Thl u T perymatopaum
henujama [4]. CyOonuHrBamHa umyHoTepanuja je npaheHa U cMambeweM y HuBOY IgE aHTHTena
cnenuUIHUX 3a JaTH aleprex, MoK ce HuBo anepred cnenuduannx [gGl, IgG4 u IgA anturena
nosehasa [4]. [IpBa renepanuja BakiuHa 3a AUT canpxana je eKCTpakTe IMPUPOAHKUX allepreHa,
any 1mpoOJjeMH y KBAIMTATUBHUM M KBAaHTHTATHBHHMM BapHjalldjamMa y caapikajy MojeIuHauyHuX
aJlepreHa y allepreHoOM eKCTPaKTy Cy yTulaaun Ha edukacHoct Ttepanuje. Kako Om ce
IIPOU3BO/INIIE BaKIMHE 1e(UHUCAHOT CacTaBa M THME CMambUiIe HEXKEJbEHE peaklyje Mperuio ce
Ha pa3Boj BaKIMHA KOje cajpke ajepreHe nobujeHe texHosorujom pekomobunantae JJHK. OBo
je momeno 1o pas3Boja Opojuux crpareruja y AUT kxao mro cy ymotpeba HaTUBHHUX ajepreHa,
ynotpeba JJHK wmnm PHK BakumHa koje Komupajy HpuUMapHy CTPYKTYpy allepreHa, Kao
IM3ajHAPAKBEe XUIOAJIePreHux Mojekyna [5]. Ymorpeba peKOMOMHAHTHHX XHIIOAICPIeHHX
JiepuBaTa ajepreHa je oMoryhmia UCTOBPEMEHO CMameHhe HEXEIbEHUX alepreHUX peakiuja U
saapxkaBatbe T henmjckux emmromna [5]. OBako noOHjeHE BaKIMHE Cy MMale Mamby HIU UCTY
e(pUKAaCHOCT Kao M TPHUPOJHU EKCTpakTH. KoMOMHOBameM pPEKOMOMHAHTHO MPOU3BEACHUX
ajJiepreHa ca aJjyBaHCMMa WJIM areHcMMa Koju MOAU(UKY]y U aKTHBHPAjy ypoheHH HUMyHU
OJITOBOp, a Y3 TO M LIWJbAHO yCMEpaBajy ajlepreH Ha aHTUreH-mpe3eHTyjyhe henmje opannor
TKHBa N00OJbIIANIA OU ce HHUX0Ba eprKacHOCT [4], a caMuM TUM OW ce M €KOHOMCKH OIpaBaia
MIPOU3BOJIlba pPEKOMOMHAHTHUX anepreHa. Kao agjyBancu y AWT Mory ce KopuCTUTH
CTUMYJIATOpU ypol)leHe HMMYHOCTH AITYMHHM]JYM XHUAPOKCHJ, JHUIO30MM, HApTHKYJE CIUYHE
Bupycuma, sranmd TLR (eng. Toll-like receptors), mapruxymne OasupaHe Ha aMHHO-
KHCENTMHaMa, Ka0 M pa3JIM4YUTH BEKTOPCKH cuctemu [6]. JlektuH OaHaHe je MPOTEUH KOjU
cnenuduuHO TIperno3Haje U Be3yje MaHo3y. OBaj nmpoTerH uMa edexat Ha MOAYJAIU]y UMYHOT
cuctema [7], kao 1 Ha MOJM(UKOBAKHE MMYHOJIONIKOT OJroBopa Makpodara Kpo3 Be3UBambe 3a
OJIMTOCaXapujHe jeIUHHUIIe Ha MOBPIIMHHU BHXoBHX perentopa, TLR2 u CDI14 [8], a Takohe
crumynuiie u mnpousBoamy I1gG4  anmturena [9]. Hasemena cBojcTBa umHe Banlec
noreHuyjanauM  agjyaicoM 'y AWT. Kako Ou ce mnpeBasumao mnpobiem T-henujcke
MHUTOT€HOCTHU TPOU3BE/ICH je MYTAaHT JIKTHHA OaHaHE KOME je 3aMEeHeH XUCTUIUH TPEHUHOM Ha
no3unuju 84 yumMe je peaykoBaHa MUTOT'€HOCT OBOI IPOTEHHA, OK Cy ApPYyre 0COOMHE JIEKTUHA

3aapkane [1].



4. llnb ucTpaKUBaKkba M 0YEKUBAHM Pe3yJITaTH

Hayunu nusseBm cy negunucanu kpo3 cienehe gase:

e Jlu3ajH u KJIOHHMpamke peKoMOMHAaHTHHX aHnTureHa BanLec, Bet v 1, BanLecygst, Bet v 11,
Bet v 1-BanLec, Bet v 1l-BanLecnhgst 1 BanLecngst-Bet v 1l
e OnruMu3aIMja eKcrpecHje u mpeuninhaBame peKOMOMHAHTHUX aHTHICHA

e buoxemujcka 1 UMYHOJIOIIKA KapaKTepu3alija peKOMOMHAHTHUX aHTHIeHA
e Pa3Boj crabuine henujcke KOKYIType 0/ SMUTEITHOT MOHOCTIOja U Makpodara
e Amnanmu3a HUBOA eKcIpecuje onapeheHnx mpo- U aHTH-WH(PIAMATOPHUX IIUTOKUHA HAKOH

TpeTMaHa Makpodara y MOHOCJIO]Y U pa3BHjeHe cTabuiiHe hemnjcke KOKynType

OuekuBaHMW pE3yNTaTH Cy YCIEIIHA TPOW3BOIA W KapaKTepH3alfja PEKOMOWHAHTHHX
antureHa y Escherichia coli excnpecnonoM cucremy, Kao ¥ HCIUTAaH HHUXOB YTHIA] Ha

peryianujy IMyHOJIOIIKOT 0JIroBopa Ha in Vitro henujckum Moaenuma.

5. MeTone ucrpaknBama

Panu nu3ajHa XxuMepHUX MPOTEWHA O] TJIaBHOT ajiepreHa mosieHa opeze Bet v 1 u nekTuHa
6anane (BanLec), kao u myranata Bet v 11-BanLecCpgst 1 BanLecpgs-Bet v 11 kopuctuhe ce

npotenHcka 6a3a mogaraka (PDB) u nykineoTnna 6a3a mogaraka (NCBI).

3a ymHOXaBame reHa kopuctuhe ce crannapase merojae pekom6bunantHe JJHK texnonoruje
(Tpancdopmarmja xemujcku KommereHTHux hemmja E. coli DHSo, colony- PCR). 3a
MPOM3BOY PEKOMOMHAHTHUX aHTHI'CHA XEMHUjCKU KoMmrieTeHTHe OakTepujcke henuje E. coli

BL21 he 6utu Tpancdopmucane oarorapajyhum miazmMuauma.

Hakon ontumu3zamyje mporeca ekcrpecuje y OakrepujckuM henmjama ontumuzoBahe ce
npeunmrhaBamkbe pPEKOMOMHAHTHMX NPOTEMHA KopHUIIhemeM Xpomarorpadgkux MeToza
paznBajama (apuHUTeTHa XxpomaTtorpaduja U aduHMTETHA Xpomarorpaduja ca
MMOOMIH30BaHUM MeTaioMm). Hakon mpeunmnhaBama mobuhe ce mpoTeMHU O] MHTEpeca y

MUWJIUTPAMCKUM KOJIMYWHAaMa.



3a kapakTepu3alMjy HpoTenHa Kopuctuhe ce enekTpodopercke texauke (SDS-PAGE),
HMYHOXEMH]CKE MeToJie (MMYHOOJOT M €H3MMCKH MMyHOCOpOeHTHHU ecej- ELISA), kao u
CaBpeMEHE OHOXeMHUjCKe MeToje (CIEeKTpOMETpHja IHMPKYJIApHOT AWXpou3ma). 3a

onpehuBame KOHIICHTpAIUje MPOTeHHA KoprcTuhe ce CieKTPOo()OTOMETPH]CKE METOJIE.

3a pa3Boj crabmiHe henujcke kokynrype kopuctuhe ce Caco-2 enutenne henmuje u
Makpodaru audepennupann u3 THP-1 mononura. Jlok he ce 3a Tperman Makpodara y
MOHOCJIO]Y KOpUCTUTH Makpodaru mudepennupanu u3 THP-1 moHommTa M nmepuroHeamHu

MUIIAU MaKpogarm.

3a aHanM3y HHMBOA T'€HECKE EKCIpecHje oaroBapajyhmx mpo- W aHTU-HH(IAMAaTOPHUX

nuTokuHa kopuctrhe ce PCR TexHuKa.
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