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IIpenmer: OOpasinoxkeme TeMe [AOKTOPCKe aucepraunmje KkKanauaatkumwe Maje C.
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PEKOMOMHAHTHOT MpoTenHa HykJIeokancuaa SARS-CoV-2 Bupyca U meropa mpuMeHa y

Pa3B0jy aHTUTe€HCKOT TecTa®.

1. Hayuna o6sact: XeMHujCcKe HayKe

¥Yika nayuna odaact: buoxemuja

2. IlpeaMeT HAy4YHOTI MCTPAKNBaIba

[IpenMer wcTpakuBama y OKBHPY OBE JOKTOPCKE IUCEpTalHje je T0OHjame peKOMOMHAHTHOT
npotenHa Hykieokancuna SARS-CoV-2, kao u paszoj EJIMCA rtecta 3a kBanTu(uKkanujy N

IIpOTCHUHA 6a3HpaHor Ha ITOJIMKIIOHCKHUM aHTUTCIIMMaA U3 ABC PA3JIMYHUTC BPCTC JKMUBOTUIbLA.

[IpBu nmeo noktopcke mucepranuje O6whe okycupan Ha ekcrpecHjy, mpeduinhaBame, Kao |
OMOXEMHjCKY ¥  HUMYHOJIOIIKY  KapakTepu3alHujy peKOMOMHAHTHOT  HYKJIEOKAlCHJa,
Haj3acTymubeHujer mnporemHa SARS-CoV-2. Ilocebna naxma Ouhe nocBeheHa HeEroBoj
epuKacHoO] M jeTHHO] TPOM3BOAH, MTO OM TeCTHpame W aujarHocTuky Ha SARS-CoV-2

YUHUHUJIO IPUCTYHAUYHU]UM.

[Ipenmer npyror gena JOKTOpcke aucepranuje Ouhe (okycupaH Ha pa3BOj OCETJBUBOT U
cnenupuynor ELISA Tecra 3a kBanTH(UKaIMjy HyKieokarncuaaor nporenaa SARS-CoV-2 y
OuonomkuM TeyHocTuMma. [Ipeuninhen pekomOuHanTHH Hykiaeokarncua (N mporewn) Ouhe
KopuurheH 3a UMYHHU3aI1]y eKCIIEpUMEHTATHUX MUILIEBa U 3eyeBa. JloO1jeHa BUCOKO cenuduyHa
MOJIMKJIOHCKA aHTUTeNa Ha N mpoTenH BUpyca U3 UMYHH30BAHUX KUBOTHHa Ouhe n305i0BaHa U
npeunmena. [Ipeunmmhena anturena Owhe ymorpebsbeHa 3a pas3oj ceHnsud ELISA Ttecta 3a
nereknujy u kBantudukanujy SARS-CoV-2 Bupyca 6a3upaHor Ha IMOJUKIOHCKHM aHTHUTEIMMAa
U3 JIBE )KUBOTHILCKE BPCTE KOja 00e30el)yjy HpoK penepToap aHTUTENA Ha BUILIECTPYKE EIMUTOIE

N nmpoTeuHa.



3. OcHoBHe XHIIOTE3€e

Bonect KOBU/I-19 npBu nyT je npujaBibeHa y Kunu y Byxany y nenem6py 2019. rogune, a 12.
Mapta 2020. ronuHe je mporjamieHa riiodajiHa rmaHjaeMuja Koja mpeicTaBiba ri00aHy MpeTmhy 3a
jaBHO 3/1paBJibe. Pe3ynraTi ceKBeHIIMpPama IeJIOT TEHOMA Cy MOKAa3aJId JIa j€ ’eH Y3pOUYHUK HOBU
KopoHa Bupyc, no3Hat kao SARS-CoV-2 u npunazna rpynu jennonanuanux PHK Bupyca [1,2].
Bbp3o je mocrao rinobaiHu mpobiieM jep je u3a3Bao pecnuparopHe WH(GEKIHje Koje MOTY UMaTh
BEOMa TEIIKEe KIMHUYKE TOCIEINIIe Ca CMPTHUM HCXOI0M. bp30 mmpeme BUpyca, HEAOCTaTaK
UMYHUTETa KOJ JbYIW W OTPaHWYCHA JOCTYIHOCT TOY3JaHUX TECTOBA y IOYETKY ITaHIEMHU]je
MIPETBOPWIIA Cy OBY OOJIECT y BEJIMKH 3[PaBCTBEHH W JPYIITBEHHU mpobiiem. Mako cy Benmke
OMOTEXHOJIONIKE KOMITaHHje yOp3aHO pa3BHjajiec W TMPOU3BOJWIC IUjarHOCTHYKE TECTOBE U
BakIlMHE, Y TPEHYIIMMa HajBehe moTpaxKmhe BUX0Ba JOCTYITHOCT je Ouiia HeOBOJbHA, & BUCOKE

1LIeHe IIpeJicTaBJballe cy orpaHnyaBajyhu (hakTop y KOHTponucamwy 00JIECTH U LIMpeha NaHeMuje

13].

Hajrmoy3nanuju nujarHOCTUYKU TECT 3a yTBphuBame HH(EKIHje HOBUM KOPOHABHUPYCOM je
tpenyTHo RT-PCR u u3Boau ce yzumamem Opuca n3 Hoca uiH rpia. OBaj TecT (QyHKIIMOHHILE
TaKO LITO MPBO IpeTBapa BupycHy jeanonanyany PHK y JIHK nomohy peBep3ne Tpanckpunuuje,
a 3aTUM yMHOXaBa crnernuduune nenose BupycHor renoma npumeHom PCR metonme. Hajseha
MIPEJHOCT OBUX TECTOBA j€ HUXOBA BUCOKA CIEUU(UYHOCT U 300T TOra ce U cMaTpajy 3JaTHUM

crannapaom y aujarnoctunii SARS-CoV-2 u3azBanux uHdekuuja.

Mebhyrtum, pesynratu RT-PCR Ttecra Mory OWTH JakHO HEraTUBHU W3 BHIIE pasjiora. To
yKJbydyj€ JIOII KBaJIUTET Y30pKa, MPUKYIUbAalkE Yy30pKa y MpepaHo] WIM HpekacHo] asu
uH(EKIje, HEUCIPAaBHO PYKOBamkE WJIM TPAHCHOPT y3opka, omrtehewe BupycHe PHK wnm
naxuomnuja came RT-PCR -a peakuuje pa3inuuTiM KOHTAMHHAHTHMA €H3UMa KOjH C€ KOPUCTE Y
oBoM Tecty (peBep3Ha TpaHckpunTaza, JJHK mommmepasa). [Topen tora, m3soheme RT-PCR
TECTOBA je MPOLEeC KOjU Tpaje PEeJaTHBHO Yo U 3axXTeBa M3Yy3e€THO J00po oOydeH Kajap, IITO
HETraTUBHO yTHYE Ha €PUKACHOCT ¥ Op3UHY TECTHPaa, Ka0 U Ha KOHTPOILY O0JIECTH y HajpaHUjUM

dbazama undexiyje [4].

CepooIky 1 aHTUT€HCKH TECTOBH KOjU ce 0a3upajy Ha npeno3HaBamby N nporenna SARS-CoV-
2 uMajy pa3IUuMTe HAMEHEe M MEXaHHW3Me JETEKIUje BHpyca WM HWMYHOJOIIKOT OJroBOpa.

CepoJolIKO TeCTHpame j€ BakKHa METOJa 3a JUjarHO3y TEIIKOr aKyTHOI pPeclUpaTOpHOT



cunapoma kopoHa Bupyc SARS-CoV-2 undexiuja. OBH TECTOBH JETEKTY]y IPUCYCTBO aHTUTENA
IgM u IgG y kpBH K0ja cy HacTana kao oaropop Ha nHpeknujy SARS-CoV-2 u nokasyjy na i je
ocoba Ouia usnoxkeHa BUpycy [5]. AHTHUTENa 0OMYHO MOCTajy METEKTa0MIHA HEKOJIUKO JaHa 10
He/leJba HAKOH MoveTka uHpekuuje. 300r Tora CepoIOIIKA TECTOBHM HHUCY IOTOJHHU 33 paHy
IjarHo3y akyTHe wHQeknuje. OBH TECTOBU C€ YECTO KOPHCTE 3a CMUACMHUOIIONIKE CTYIH]E,
onpehuBame CTEleHa HM3JI0KEHOCTH TOMyJalnje BUPYCY U TPOIECHY MMYHOJIOIIKOT OJArOBOpa
HAaKOH BakKLMHAIMje WINM NpUpoaHe HH(peKuuje. AHTUTEHCKH TECTOBH ICTEKTY]y MPHUCYCTBO
BHUPYCHHX MPOTEHHA, Kao mTo je N mpoTenH, TMPEeKTHO U3 y30paKa Kao IITO Cy OpMCeBH HOCA UIIH
rpia. OBM TECTOBU TOKa3yjy TPEHYTHY, akTUBHY WHQeKIjy. basupajy ce Ha mpeno3HaBamy
caMUX BHUPYCHHX aHTHreHa (kao mto je N mpoTenH), KOju Cy MPUCYTHH y TEIy TOKOM aKTHBHE
nH(peKnuje. AHTUTCHCKU TECTOBU MOTY JICTEKTOBATH BUPYCHE MPOTCHHE Y paHoj Ga3u nHpeknmje,
YeCTO y POKY OJl HEKOJIHMKO JaHa oj mouyeTka mHpekmuje. OBU TECTOBU ce KOpPHUCTE 3a Op3y
JIMjarHo3y akTHBHE HMH(MEKIHje, TMOCCOHO y KIMHHUYKUM OKPYKEHhHMa, Ka0 U 32 MacOBHO

TeCTUpambe, 300T BUXOBE OP3UHE U jeJHOCTABHOCTH.

CepoJIomKy TeCTOBHU JIETEKTY]y MIPUCYCTBO aHTHTENA HA IPOTEUHE BUPYCA, JOK AHTUTEHU TECTOBH
JIETEeKTy]y NPHUCYCTBO caMoOI IpOTeHHa BUpyca. BakHa KoMIeHeHTa o0e BpCcTe TecToBa je
PEeKOMOMHAHTO NPOM3BENEH TMPOTEeHH. PeKOMOMHAHTHO MPOU3BEACHU MPOTEUHH HHCY
WH(EKTUBHH, U TECTOBU HA 0a3u PEKOMOMHAHTHUX MPOTEHHA C€ JaKIIe CTaHaapau3yjy. BaxHo
nuTame je, MehyTuM, KOJU OJf BUPYCHUX MpOTEHMHa 0/adpaTu 3a pa3BOj CEPOJOUIKOT WM
aHTUTeHCKOr TecTa. [IpaBUIHMM 07a0MpOM aHTUTeHa, BUXOBE KOMOMHAaIMje, Wi (parmeHara
UCTHUX, Moryhe je mocTuhu BHCOKY OCET/BMBOCT U BUCOKY CIEIU(PHUUYHOCT CEPOIOMIKMX TECTOBA
[5]. TIpBu ceposomku TecToBU Ha pekomOuHaHTHe mporenHe SARS-CoV-2 cy Ounn Ha 6a3u
MpOTeMHA HYKJICOKANCHaa, Haj3acTyrubeHujer mporenHa SARS-CoV-2. Hykneokarcua (N)
IPOTEUH je KJbydyHa KOMIIOHEHTa y CTPYKTYpU M (YHKIMJU MHOTUX BHUpYyca, YKJbyuyjyhu
kopoHasupyce nornyr SARS-CoV-2, supyca oarosopaor 3a KOBU/I-19. N npoteus je jenan ox
HAj3aCTYIUbEHUJUX BHPYCHHUX NPOTEHMHA TMPOU3BEACHMX TOKOM HH(pEKuuje u urpa
dbyHIaMEHTAIIHY YJIOTY Yy XHBOTHOM IMKJIYCy BHpYyca, IMOCEOHO y makoBamy BupycHor PHK
reHoma. PexoMOMHaHTHA TexHoOJOrHja oMoryhaBa mpou3BoAkY NPOTEHHA y OpraHU3MUMa KOjH
ra OpUPOJHO HE MPOM3BOJE (XETEepOJIOTHAa MPOM3BOJbA), IITO je OJ BEIMKOI 3Hayaja 3a
npeunithaBame NMPOTEHHA KOJU CE€ IMOCJe MOTY KOPUCTUTU Yy pasznuuurte cBpxe. Hajznagajuuju

OpraHWU3MH 3a EKCIPEeCH]y PEeKOMOWHAHTHHX MPOTeWHa Cy OaKTepuje, KBAaCIM, WHCEKTH U



eykapuoTcke henuje. CBaku 011 OBHX OpraHu3ama 3axTeBa oJjpel)eHy TEXHOJIOTH]Y 3a KIIOHHPAbhe
r'eHa, MPOU3BOIKBY MPOTEHHA M y3Tajabe caMOr OpraHu3Ma 3a eKCIpecHjy, Koja ce pas3liuKyje y
cB0joj crierupuaHocTH. KiloHUpame reHa y ujby MPOU3BOIHE MPOTEUHA MOXKE TI0jeTHOCTABUTH
mpolec MpedrinhaBama, 3axBabyjyhn ymoTpeOW CIHENUjaTHO IU3ajHUPAHUX BEKTOpa KOju
omoryhaBajy Jakiie NpolecOBame IMPOM3BOJa YBOhEHEM CEKBEHIIM KOj€ C€ KacHHje MOTY

KOPHUCTUTHU y MOCTYIKY NpeynihaBama NpoTenHa.

HykneokancuaHu npoTeuH U3 KOPOHABUPYCA j€ jelaH O] KJbyYHUX CTPYKTYPHUX IPOTEHHA OBUX
Bupyca. N mpoTerH uMa MouieKyicky macy ox oko 50 kDa. 3HauajaH Jico BeroBe CTPYKTYpE je
Heypehen, mro My omoryhasa ¢uiekcuOminHoct y GyHkuuju [6]. AMuHOKHCennHCKa cekBeHIa N
NpOTeHHa je BHCOKO KOH3EpBUpPaHA, OJHOCHO OYyBaHa, Mel)y pa3nuyuTUM BpcTama
KOpOHaBHpyca, YKJbydyjyhu M oHe Koju uHpuuupajy spyne. Caapxku HeT JOMEHa KOju Cy
yKJbyueHH y BesuBambe BupycHe PHK, [7,8] miro je eceHnmjanto 3a cTabWin3aiigjy u 3aiiTUTy
reaoMcke PHK. [locenyje nomen 3a mumepusanujy, koju omoryhasa ¢popmupame qumepa, mTo je
Ba)XHO 32 HETOBY (PYHKIMOHATHOCT. N IPOTEHH je BHCOKO UMYHOTEH, IITO 3HAYHM Ja N3a3MBa jaK
MMYHH OJIrOBOp y Opranu3my jaomahuHa, nMa cinaly MoJUI0KHOCT MyTalldjaMa ¥ eKCIIPUMHpA Ce
y BEJIMKOM Opojy KOIlMja 10 YeCTULIM BUpyca. 300r Tora je yecT u300p 3a pa3Boj AMjarHOCTHYKUX
TECTOBAa U HMCTpPaKMBame BakKIMHa 3a KopoHaBupyce. Mako je N mpoTewH yecT KaHauaaT 3a
aHTHUT€HE y INjJarHOCTUYKUM TECTOBMMA U JIAKO C€ MIPOU3BOIU Y PEKOMOMHAHTHO] (hOPMH, ITOCTOJU
pU3UK OJf HeCcTeUM(UYHUX pEaKlHja y CEpOJOMIKMM TECTOBMMA, 300T HHETOBE BHCOKE
KOoH3epBauuje Mel)y paznuuuTuM KopoHaBupycuma. IIpoTenHM Hykileokamncujga Cy BHCOKO
OuyBaHM Mel)y uilaHOBUMa (aMHiMje KOpOHaBUpYCa, YKJbyuyjyhH M OHE KOjU H3a3UBajy

CHMIITOME CJIMYHE TPEXJIaan y JbYACKO] momynaruju [9].

VYkpatko, N npoTenH je kJbyuHa KOMIIOHEHTa KOPOHaBHpYCa, UTPpa 3HAUajHY YJIOTY Y )KUBOTHOM
LUKJIYCY BUPYCa U Y UMYHOJIOIIKOM OJArOBOPY AoMahrHa, IITO ra YMHU BaKHUM 33 UCTPAKUBAHE

U Pa3BOj T€pPaNMjCKUX U AUJarHOCTHUKUX aJiaTa.

4. Hub MCTPAKMBaKbHa U OYEKUBAHU Pe3yJITaTH

Y oKkBUPY OBE JOKTOPCKE AMcepTaluje GopMyIrCcaHo je HEKOIUKO IIJbeBa:



1. Excnpecuja pekoMOMHaHTHOT HyKjIeokarncuaa u3 SARS-CoV-2 y E. coli

2. IlpeunmhaBame eKCIPUMHUPAHOT PeKOMOMHAHTHOT HyKiIeokancuaa n3 SARS-CoV-2.

3. Nmynomomka u OuOXeMHjCKa KapakTepusauuja mpedynitheHor pekoMOWHAHTHOT
Hykieokarncuaa uz SARS-CoV-2.

4, HmyHuzamuja MuIIeBa u 3eueBa npedyrirhenuM pekoMOnHanTHUM N mpoTenHoM U3
SARS-CoV-2.

5. IpeunmhaBame u KapakTepu3alyja MOJIMKIOHCKAX aHTHTENA JOOM]CHUX U3 cepyMa
MHUIIIEBA U 3eYeBa

6. IIpoBepa peakTHUBHOCTU MOJUKIOHCKUX aHTUTeNa ca N nmporenHom kopunrhemem
unaupexkte EJIMCE u BectepH 6510Ta

7. Pa3Boj ucruatusor cenapud EJIMCA Ttecra 3a kBantudukanujy N nporenHa 6azupaHor
Ha TIOJIMKJIOHCKAM aHTUTEIIMMA U3 JBE )KUBOTHHCKE BPCTE

8. AHanuTHuKa U KIuHU4YKa Banuganuja pazsujenor EJIMCA Tecra

9. Vmnorpeba N nporenHa y aHaIH3U CEPOJIOIIKE PEaKTUBHOCTH Ha N IIPOTEHH Y JI€4H]0]

MOITYJIAIMjH ca TOTBp)EHNUM aJieprijamMa Ha pecrupaTopHe ¥ HyTPUTHUBHE aJiepreHe.

5. MeToae ucrpaxxuBama

C 003upoM Ha 3axTeBe UCKa3aHe y IIUJbEBHMA, Y TOKY U3paJie OBe JJOKTOPCKE AHMcCepTalyje

6uhe kopunrhene cieaehe ekciepuMeHTaIHE METO/IE:

e buoxemujcke meroze: oapehuBame KOHIEHTpalMje MPOTeHHa; eleKTpodopercka MeToaa
ananmu3e mnporenHa (SDS PAGE); choekrpomeTprja IUPKYTapHOT JUXpoHM3Ma 32

KapakTepu3anujy pekomOuHantHor N npoTenHa;

e Merone peKOMOMHAHTHE TEXHOJIOTHje: Kpeupame KOHCTPYKTa, TpaHcopmaiuja
PEKOMOMHAHTHOT IJIa3MHJIa Y KOMITeTeHTHe henrje, MHIyKIIKja eKCIpecHje peKOMOMHAHTHOT

MpOTEeHHa, T00Hjame comyoutHe (pakiivje iu3aTa,

e Xpomatorpadcke TexXHHKe: apUHHUTETHA Xpomarorpaduja ca MMOOUIM3OBAHUM jOHOM

metana (enr. Immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC) u joHOM3MemHBauka



xpomarorpaduja 3a mnpeunmhaBarke N mporenHa, aduHHTETHa XpomMarorpaduja ca

umobunucanum [Iporennom A 3a npeunirhaBame NPOIyKOBAaHUX aHTHUTENA,

o lmynoxemujcke TexHuke: EJIMCA TectoBMW W HUMyHOOJOT 3a HMYHOJIOUIKY
Kapaktepu3anujy pekomOunantHor N nmporenHa u npeuntheHux aHTUTeNa, Kao U 3a pa3Boj U

Bamuaanujy EJIMCA Tecta 3a kBanTudukanujy N nportenna;

e MeTtone nporeomuke: ucename Tpaka ca reaa SDS PAGE u wuxoBa gurectuja y reiy,
TeyHa Xxpomartorpaduja-mMaceHa crekrpockonuja (LC-MS) y 1uumipy OHoOxeMHjcKe

KapakTepu3aiyje pekoMonHanTHOT N rporenHa.
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