YHUBEP3UTET ¥ BEOI'PALY - XEMHUJCKH ®AKVJITET
HACTABHO-HAYYHOM BERY

IMpeamer: OOpasiiokeme NMpeaIora TeMe JOKTOPCKe JUCEpTalMje KAHAUAATKUIbe JesleHe
ITanToBMh, MacTep OMoxemuuapa

Monum HacraBHo-HayuHo Behe YHuBep3utera y beorpamy — Xemujckor ¢akynreTra 1a oqo0pu
M3pazly JOKTOPCKE JUCEpPTalHje MO PaJHUM HACIOBOM: ,MeXxaHM3MHU ajanTtanyje 0akTepuje
Salmonella Enteritidis Ha MacHe KHCeJIHHEe KPATKOI JAHIA U ILUXOB VTHIA] HA MpPOLeC

HMHbeKnMje ¥ pa3Boj pesucTeHnyje Ha AHTHONOTHKE .

1. Hayuna o0sact: XeMujcke HayKke
1a. Yika nayuyna o0aact: buoxemuja
2. [IpeameT HAYYHOT MCTPAKMBAKA

Salmonella spp. cy mel)y HajuenthuM y3podHuimma 00JIeCTH MPEeHOCHBUX XpaHoM. Ha rirobamaom
HUBOY, POLIEHEHO je Aa HeTudycHe Salmonella spp. n3aznuBajy oko 78 MHJIMOHA CAJIMOHEINO03a,
pu uemy cy Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium (S. Typhimurium) u
Salmonella enterica subspecies enterica serovar Enteritidis (S. Enteritidis) ogroBopse 3a oko 70%
ciydajeBa. Y EBpornu ce roauiime mpujaBibyje oko 90 000 ciryyajeBa caaMoHeN03a, ajau IpolieHe
yKa3yjy Jla Ha CBaKku IpHjaBJbEHH CIIy4aj MOCTOJH y MPOCEKY 57 HEeperucTpoBaHUX MH(peKuyja,
yIJaBHOM 300T acUMITOMAaTcKOor Toka. Y3uMmajyhu y o03up HaBeaeHe OpojeBe Kao U CBe
ydecTalujy AETEeKIH]y pPe3UCTEeHTHUX COjeBa Ha KIMHUYKU peleBaHTHE aHTUOMOTHKEe, CBeTcKa
3MpaBCTBEHA oOpraHuzainuja je mnpomuie roauHe oapehene Bpcre CanmMoHene cBpcTana y
IIPUOPUTETHE.

CriocoOHOCT calMoOHeNe Ja pacTe U MPEeXHUBU Yy JIyMEHY I[peBa 3aBHCH Off IPUCYCTBA LPEBHE
MUKpoOuoTe. YcrenrHa uH]ekiuja 3axreBa cnocoOHoct CalMoHene aa mpeBazule 3amTuTHe
MEXaHU3Me MOCpeI0BaHe KOMEHCATHUM OakTepHjama IipeBa jomahuHa. 3amTuTa oj] maToreHa ce,
yIJIaBHOM, 3aCHMBAa Ha TpU MeXaHM3Ma: [) NpoM3BOAKU AHTUMHUKPOOHMX Mojekyna, II)
OrpaHUYEHYy XpaHJBMBHX MaTepuja HEONXOIHUX 3a Merabonu3am mnaroreHa u III) mmyHckoj

0J10paHu MOCPET0BAaHO] MUKPOOHOTOM.



Mukpo6uoTa je KJbydHa 3a Bapeme, alcopIIiirjy CylcTpara U XOMEoCTa3y UMYHCKOT CHCTEeMa.
bakrepujcku eH3nuMu 6UoTpaHCHOPMUIITY MHOTE IPUPOJIHE MPOTEUHE, TUMUIE U YIJbEHE XUJIpare
y UHTEpMeInjepe WIN Kpajibe IPOU3BO/IE KOjH MOTY MOIYJIMCAaTH XOMeOCTa3y U enutenHe henuje
npesa. Kako spymuma HemocTajy €H3WMH 3a pasrpajiby HECBAapUBUX YIJBCHHX XHJpaTa, OBU
MOJIEKYJTH C€ aHaepoOHO (hepMEHTHIITY MoMohy pa3nuuuTux O0akTepujckux Bpcra. Ha oBaj HaunH
HAaCTajy aHTUMUKPOOHH META0O0IUTH Kao IITO Cy MAacHE KUCETMHE KpaTKoT JiaHia (eng. short chain
fatty acids — SCFA). MacHe KuCeNIMHE KPaTKOT JIaHIA CYy OPTaHCKe KHCEIMHE, CaCTaBJbEHE Off
JEeIHOT JI0 MIECT aroMa YrihbeHWKa, Koje MMajy pasnuuute ynore. Haj3actymsbeHHje cy amerar,
MPOMMOHAT U OyTUPAT KOj€ C€ MPOu3BozAe y MosiapHOM oxHocy 60:20:20, pecriekTuBHO. byTtupar
j€ 3HavajaH U3BOP CHEPruje 3a KOJOHOIUTE U MMa BaXKHY YIIOTY Y 60pOU MPOTUB KaplLIMHOMA TaKO
IITO CTUMYJIUIIE arnonTo3y henwja M peryiuine eKCIpecujy TeHa MPEeKo XHUCTOH JealreThiase.
[IponmoHar je eHepreTcku M3BOP 3a enuTeNHe henuje u XeranouuTe jep MpeacTaBiba MPEKypcop
3a IIIyKOHeoreHe3y. AIleTar ce MOXe MPeHeTH y nepudepHa TKUBA I1ie C€ KOPUCTU 3a JTUTOTEHE3Y
u MeTabonuzam xonectepona. Ca Ipyre cTpaHe, MOKa3aHo je Jja HaBe/IeHe MacHe KHCEIMHE MOTY
YTHIIATH HA €KCIpecHjy OakTepHjckux reHa. Takole, MacHe KHUCEIMHE MOTY MHXHOMpPATH pact
Canmonene cHmxaBameM pH BpenHoctu cpenune. Y 01aro KMCEIUM yCIIOBUMa, MacHE KHCEITHHE
JIOBOZIE /10 MpOMEHEe MHTpalenyaapHe pH 3aTo mTO HLUXOBU MPOTOHOBAHU OOJIMIIM JIAKO MOTY
npohu kpo3 henujcky MemOpany Oakrepuje. Ha Taj Haumn Oakrepuje HUCY y MOTyhHOCTH na
KOpHCTE KHCEOHHK WM aHaepoOHe akienTope ejekTpoHa. MehyTum, ympkoc HaBeIeHUM
MEXaHU3MUMa 3aIITUTE, HEKU OAKTEPU]CKU COJEBH YCIIEBAjy /1a YCIIOCTaBe XPOHUYHE MH(DEKIIH]e
y L[peBUMa.

WNndexnuje S. Enteritidis u S. Typhimurim ce Mory KIMHMYKHM MaHU(pECTOBaTHU AMjapejoM,
IPO3HULIOM, a0JJOMHUHAIHUM 00JIOM, MyYHHHOM U moBpahawmeM. 300r cBe Beher mpobiema ca
[IPEHEM aHTUOMOTCKE PE3UCTEHIIN] e, AIIMjeHTH ca CaJMOHeI03aMa ce He Jieue aHTHOMOTHITMA
OCHM YKOJIMKO 0CO0€ HHUCY MMYHOKOMIIPOMHTOBaHe. Mako ce CUMITOMHM IOBJIAY€ Y POKY Of
HeseJby JaHa, Koj ocoba ca HeTpEeTHpaHOM CaJIMOHETI030M IOCTOjU Behu pu3MK 3a pas3Boj
XpOHUYHE HH(EKIIN]€ KOje MOTY TpajaTH U 110 HEKOJIMKO FOANHA.

[TokazaHo je na pa3iauuuTe BPCTE MaToreHUX Oakrepuja Gopmupajy OHo(puIMOBE y OpraHU3My
nomahuHa, Ipy YeMy J0JIa3U /10 YCIOCTaBJbalkbha XPOHUYHUX WM MEP3UCTEHTHUX HHQEKIHja.
buodunmoBu cy 3ajenHuIle MUKpPOOTpaHHW3aMa O00aBHjEHU IMOJUMEPHHUM MAaTPHUKCOM KOJU HUX

LITUTH O PA3IMYUTHUX (PaKTOpa U3 criosballllbe cpeAnHe. McTpaxuBama cy okasana ga 6akrepuje



Koje ¢opMupajy OnoduamM mpousBoje Mame (pakTopa BUPYICHIIMjE M TOKCHHA IIITO MPEACTaBIba
aJanTHBHY TPEAHOCT 3a YCIOCTaB/balkbhe XpoHWYHE HHpekuuje. Takohe, yHyrap Ouoduima
MeTa0oNIM3aM je 3HATHO YCHOPEHMjU JOK je XOPH30HTAIHU TpaHC(hep reHa H3paKEHUjH IITO
omoryhaBa Opye IMpEHOIICHE CTEUYEHE PE3UCTeHLMje YHyTap mnomynanuje. Ha ocHOBY oBHX
rmomaraka, Moke ce mperrnoctaBuTd na S. Enteritidis m3a3uBa mep3ucTeHTHE WH(DEKIHUje y
racTPOMHTECTUHAIIHOM TPakKTy GopMupamem Onoduima y JIyMeHy KoiioHa. buoduiamosu mory
JIaTy TMPETHOCT IXEPEHTHUM OakTeprjamMa CTUIakbeM OTIOPHOCTH HAa aHTUMUKPOOHY aKTUBHOCT
[[peBHE MUKPO(IIOpe M KIMYHCKOT cUcTeMa JoMahiHa oK JyroTpajHa Nep3uCTeHINja y IPeBUMa
MOXe OWTH OITOBOPHA 32 PEMOJICIOBAKE TKHBA M MOTEHIIMjaHO pa3Boj KapiuHoma. Ca apyre
CTpaHe, HEeKe XpOHHYHE MH(DEKIIH]je Cy aCHMITTOMATCKE I1a C€ He MOTY MPEMO3HATH Ha BPEME MITO
MOYKE UMATH OIACHE MOCIEIUIIE 110 KUBOT.

3. OcHoBHA XHIIOTE3a

OcHOBHA TIPETIIOCTaBKA OBE JOKTOPCKE AMCEPTAIIH]e j€ Aa YCIIOCTaBIbabe JYTOTpajHe HHPEKIH]e
S. Enteritidis 3axTeBa ajanTauujy OakTepuje Ha ycioBe yHyTap LpeBa JomahuHa. JemaH of
Moryhux MexaHuzama je ajanralyja Ha MacHE KHCelIHHe KpaTkor yaHna. OBe aganTanuje Mory
yKIJbyuuBatu popmupame 0ModuiIMa u pa3Boj pe3sUCTEHIHje MPOTUB AaHTUMUKPOOHUX MOJIEKYJIa
KOMEHCAJTHUX OakTepHja U MMYHCKOT cuctema nqomahmua. HaBexene amamraruje 3a mocieauiry
MOTY MMaTH IPOMeHEe y 0aKTepHjCKOj BUPYIICHIIU]U.

4. lln/beBH HCTPAKUBAKBHA

Ihaenu yum ucmpadsicusarpa je yTBphUBame aganTaluoHUX ((EHOTHIICKUX) U €BOJYLMOHHMX
(reHOTHIICKMX) MexaHHu3aMa pesucteruyje S. Enteritidis Ha mpucycTBO MaCHUX KUCEIMHA KPATKOT
JIaHIIa Kao ¥ IpolieHa MOryhux mocieania oBe pe3sucTeHIrje mno jomahuHa.
Cneyughuunu yumesu ucmpaxrcusarsa:

1. I'enepucame agantupanux cojesa S. Enteritidis ATCC13076 Ha MacHe KHCEIMHE KPaTKOT
JaHIa

2. deHoOTHUIICKA KapaKTepu3alyja JUBJbUX U afganTupanux cojesa S. Enteritidis

3. OnpehuBamwe mnoTeHIMjana aJanTUpaHUX cojeBa Aa (GopMmupajy O6uoduiam u pasBujy
PE3UCTEHIIMje Ha KOHBEHIIMOHAIHE aHTUONOTHKE

3. Y1BphuBame reHeTHUKe OCHOBE aJlanTalija Ha MacHE KUCEJIMHE KPaTKOT JIaHI[a

4. VUcnuTtuBame yTHIaja afanTalyja Ha €KCIpecH]y OaKTepHjCKUX MPOTEMHA U HUXOBOT

e(dexTa Ha MHTEpaKIMje OakTepHja ca hemrMjaMa UHTECTUHAITHOT TPaKTa



5. O4yexkuBaHu pe3yjaTaTn

Pe3ynraru oBe mokTtopcke aucepraidje o0jacHuhe MoOJIEKylIapHE MEXaHHW3Me KOju omoryharajy
6akrepuju S. Enteritidis n1a caBnaga ondbpambene mohu nromahrHa U yCIOCTaBU MEP3UCTEHTHY WIIH
xpoHnyHy UH(ekujy. Kapakrepusanuja cojeBa aganTupaHuxX Ha BUCOKE KOHIICHTPAIIU]je MacCHUX
KHCEIIMHA KPAaTKOT JIaHIa mokazahe Ha KOju HauuH MeTa0O0IMTH KOMEHCATHUX OaKTepHja MOry Jia
yTU4Yy Ha BUPYJCHTHA CBOjCTBA EHTEpOMaToreHux Oakrepuja. MneHtudukanmja reHeTHYKUX
ocHoBa amanTanuja S. Enteritidis Ha aHTUMUKPOOHE MeTa0OJIUTE KOMEHCAIa MOXKE JaTH OCHOBY
3a neduHHCame TOTCHLUMjATHUX JHjarHOCTUYKHX MapKepa MNep3UCTEHTHUX/XPOHUYHUX
nHpexrja opoM 6akTepujoM. Yropehrupamem HUBOA EKCTIPECH]je MPOTEHHA, OAHOCHO aKTUBHOCTH
pa3NIMYUTUX CHUTHAJIHUX IyTeBa Ko henuja npeBa WHOUIMPAHUX TUBBUM M aJalTHPAHUM
cojesuma S. Enteritidis no6uhe ce yBua y MOTEHIMjaHO pa3iM4MTe OArOoBOpe AomahmHa Ha
aKyTHY OJIHOCHO XPOHHYHY UX(PEKIH]jy caamoHesioM. OBa ca3Hama MOTY JONPUHETH YHaNpehemy
aKTyeJTHUX WU YBOl)erhy HOBUX €(PHKACHUJUX JAUjarHOCTHYKUAX METOJIA Ka0 U Teparuja 3a JeUeme
MEeP3UCTEHTHUX/XPOHUYHUX HH(PEKIUja TaCTPOUHTECTHHAIHOT TPAKTA.

6. MeTo/ie ucTpaKuBamba

ExcnepumenTtanHu neo nokTopcke Te3e Ouhe ypahen y Ipymnu 3a comuoMukpoOuoIorujy,
UMITHU. Ilpu peanmuszauuju Teze Kopuctuhe ce MHKPOOHOIOIIKE, MOJIEKYJIapHO-OHOIIOIIKE,
Oounoxemujcke 1 OMOMH(POPMATUYIKE METOIE.

baxmepujcku cojesu: PedepentHu coj onabpanor naroreHa HabaBsbeH u3 ATCC konekiuje.

Mukpoouonouwike _memode: CraHgapiHe MUKpoOOHWoOJomKe Metone Ouhe kopuirhene 3a

rpecejaBame, rajemhe U UyBambe 0aKTEPHjCKUX COjeBa, M30JI0BAE YNCTUX KYATypa U ofpehuBame
MUHUMAaJTHE HHXHUOUTOPHE KOHIIEHTPAIIM]je MAaCHIX KHCETUHA KPATKOT JIaHIa.

ApnanTanuja Ha TOjeAMHAYHE MacHe KHCEIMHE M HBHUXOBY cMelly Ouhe pa3BHjeHa u3IarambeMm
OakTepHja pacTyhuM KOHIIEHTpallKja KUCeINHA TOKOM ofipeheHor Opoja reHepalmja cBe J0K ce He
n00Ujy cOjeBH OTIIOPHU Ha KOHIIEHTpAIlM]j€ KOje Cy 3Ha4ajHO BUIIe of] pu3noIomKkux. EBomyuja
he Outu paheHa y mnpHCyCTBYy MacHMX KHCEJIMHA Kao CEJIEKLMOHOI NpuTUCKa. bakrepuje
IpecejaBaHe y OJICYCTBY MAaCHHUX KHCEJIMHA KOPUCTUNE ce 3a IETEKIH]jy U Pa3TNKOBAHK-E CIIOHTAHUX
MyTaluja.

bp3una pacra agantupaHux cojeBa y ofHOCy Ha KoHTposie he 6utu oznpehena ynopehupamem
KPHUBH pacTa MpH Pa3IndNuTAM KOHIICHTpAIMjaMa MaCHUX KHCeInHa. [[OKpeTIbUBOCT (TUIMBAkE U
pojeme) he 6utu oapeleHa Tect ecejuma Ha MOTYYBPCTUM Mnojsiorama. OCeTIbUBOCT Ha Pa3InUUTe
KJlace aHTHOMOTHKA M Jpyre MacHe kucenuHe Ouhe mpaheHa craHAapIHUM MHUKPOIMUITYLIHOHUM
ecejem. @opmupame Onodpunma he OuTH KBaHTH(DHUKOBAHO MepemeM Oumomace OuoduIMa
kopuirhemeM Kpucran BuosneT 6oje. Tect eceju Ha 4BpPCTOj MOANO3M he ce KOPUCTHTH 3a
JIETEKTOBA-€ OCETJHMBOCTH aJaTUPAHUX COjeBa HA aHTUMUKPOOHE METa0O0JIUTE KOje MPOU3BOIE
pa3IuuuTH cojeBU JakTtobammryca. OceTsbUBOCT he OUTH eTeKTOBaHA Kao 30HE MPOCBETIbEHA
OKO 3acejaHor coja.



3a wucnutuBame edexra amantupanux cojeBa S. Enteritidis na hemmje 1mpeBa, MOHOCIO]
KoH(TyeHTHUX 3/1paBux henuja kojgoHa U MyKyc-ipoaykyjyhux HT29-MTX henuja, mopexsiom u3
aZicHOKapIiHOMa Jnebenor 1pesa, Oumhe wHpUIMpaHe oAadpaHUM aJalTHPAHHM COjEBUMA H
onroeapajyhum koHTposnama. HaBenaeHe henmjcke auHHUjE Cy KOMEPIHJjaJHO JIOCTYITHE.
[[UTOTOKCHYHOCT ~aJanTHpPAaHUX COjJEBa/KOHTpOJIAa TIpeMa eyKapuoTCKuM henuwjama Ouhe
HCIIUTHBaHa MoMohy eceja y KojeM ce MepH KOJIMYMHA OCio0oheHe JlakTar JeXuJIporeHase u3
mu3upanux henmja. Ilo 3aBpmieTky HMHKyOamyje W NpoBepe LUTOTOKCMYHOCTH, 3a IOTpede
MMPOTEOMCKE aHaju3e, 0AaKTePHjCKH H/WIK XyMaHu henujcku au3atu he OuTu nmpunpemsbeHu y SM

ypeu.

Monekynapno-ouonouike memode: CeKBEHIMPaE IIeJ0T TeHoMa he ce KOPUCTUTH 32 OTKPHBAE

MOJICKYJIApHUX MEXaHH3aMa KOj! CTOj€ h3a CTEUCHUX aJarTallija Ha MacHE KUCEIIMHE, a MyTallyje
KOje Cy OJrOBOpHE 3a ajganTanujy he 6utu uaeHtudukoBane KopuithemeM OHOMHPOPMATHIKUX
ajata IM3ajHApPAHUX 32 TMPOyYaBame eBONyNHje MUKpoOHUX reHoma. Ienomcka JIHK he Ourtn
EKCTpaxoBaHa KOMEPIIMjalTHO JOCTYITHUM KHTOBHMA. 3a punpeMy OnOnMMoTeka ¢pparMeHara Koju
he OutH cexkBeHIUpaHu ca Kpaja (eng. pair-end library) kopuctuhe ce omroapajyhu KutoBH, y
3aBHCHOCTH OJI CEKBEHIIEpa JIpyre TeHepanuje Ha KoM he y3opiu outu cexBeniupanu (Illumina
win BGI/MGI mnardopma). Hakon cenekiyje peieBaHTHUX MyTalldja, lbUXOB edekaT Ha YOUeHU
¢denorunn he OWTH TpOBEpeH TeHepHCcameM MyTaHarta 3a onaOpane rene. diyopecueHTHa
MHUKpOCKOIHja he ce KOPUCTHTH 3a Bu3yenuszalnujy uHpekuuja. OiayopecleHTHO 00enexeHu
cojeBu martoreHa he ce reaepricaTti BEKTOpHMa KOJH CaJipKe TeHE 3a eKCIIPECH]y 3€JICHOT MMPOTEHHA
(GFP).

Buoxemujcke memoode: 3a ucnuTuBame IMpOMCEHA Yy CHI'HAJIHUM IIyTCBHUMa hem/lja KOJIOHa

HACTaJIMX JUPEKTHOM MHTEPAKIMjOM XyMaHHMX henuja ca agantupaHuM cojeBuMma S. Enteritidis
kopuctuhe ce HerapreroBaHa LC/MS mporeomuka. Renujcku u/mnnu 6aKTepHjCKU MPOTEUHCKU
nu3atu he OUTH peyKoBaHM, KapOOKCUIOBAaHH, TPUIICHHIU30BAHU U PACOJbEHU HAKOH Yera Cleau
LC/MS ananuza Bruker timsTOF Pro macenum cnektpomerpom. [Ipeanoxkena metonosnoruja ou
oMoryhuia epuxacHy uAeHTU(UKAIM]y NMPOTEMHA M PENaTUBHY KBAHTU(HUKAIM]y ca BUCOKUM
CTENEHOM JIeTEeKIIH]eE.

buoundopmamuuke memode: T'enomu he OuUTH CekBEeHLMpaHH ca NOKpuBeHourhy (ayOuHa

cekBeHlMpama) >100x. Kpanurer n100MjeHNX CHpOBUX Nojaraka Ouhe mpoBepeH kopuirhemeM
FastQC anara, 10k he ce 3a ykiiamame CEKBEHIHM aJanTepa KOpUCTUTH Trimmomatic Wi HEKH
JPYTH CIIMYaH CTaHAApHU ayat. 3a aHallM3y MyTallfja KopucTuhe ce breseq anat (ajaT KoMaHIHE
JIMHU]E), KOJU y ceOM MHTETpHUIIe KOpaK CKJIanama LEeJMX FeHOMa METOJOM Malupama KpaTKuX
ounTaBama (eng. short reads) mupekTHO Ha pedepeHTHY cekBeHly reHoma. OBaj anar he ce
KOPUCTUTH y T3B. ,,polymorphism mode* koja omoryhaBa gerekiujy BapujaHTu (MyTanuje Ha
HUBOY JE€JHOT HYKJICOTH/a, UHCEPLIMje U Jelelfje) Y MEIIOBUTUM MOMyJalijamMma, OAHOCHO Kao
pe3yaTar He TeHepHUIle KOHCEH3Y3 T€HOM.



[Tomanm u3 nporeomuke he 6utu ananmszupanu kopumhemeM DIA-NN (eng. Data-Independent
Acquisition by Neural Network). Pedepentae cexenie 3a xymane u Oakrepujcke henmje u3
Uniprot 6a3e monaraka he ce KOPUCTHUTH 3a T€HEpHCAmkEe CICKTpPAIHMX OubOamoreka. Perseus
codTBep he Outn kopunheH 3a uAeHTU(UKAIN]Y, UMITYTallH]y U KBaHTU(DHUKAIM]y TPOTENHA JTOK

he ce 3a curHanHe MyTeBE U PEryJIaTOPHE aHATN3e KOPUCTUTH jaBHO JOCTYITHH aJIaTH Ko IITO CY
STRING nnu Reactome.
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