YHUBEP3UTET Y BEOI'PAY-XEMUJCKH ®PAKYIITET
HACTABHO-HAYYHOM BERhY

[Mpenmet: O6paznoxeme TeMe JOKTOpCKe AucepTainuje kanauaarkume Canape Crenanosuh, Mmacrep
OonoxeMuvapa, pujaBJbeHe MO HACJI0BOM ,,Pa3Boj u ontumusaumja unaupektHor EJIMCA Tecta
3aCHOBAHOTI HA PeKOMOMHAHTHUM AHTUT€HUMA BHPYCa Y HM/bY JeTeKIHje nH(peKuuje n3aspaHe

OopHaBHpYycOM“

1. HayuHa o0s1acT: XeMHjCKe HayKe

V:xa HayuyHa ooJact: buoxemuja

2. [IpeaMeT HAY4YHOTI HCTPAKNMBAKHA

ABujapuu OopuaBupycu cy PHK Bupycu koju mnpencraBibajy 3HauajHE€ BUpPYCHE IaTOTE€HE NTHIIA.
HNudexnmja Moke OMTH MOBE3aHa ca pa3BOjeM Pa3IMUUTUX KIMHHUYKUX MaHu]ecTamuja, ajau ce jaBba U
Koa nTHuna 0e3 BUIJBbMBUX cuUMITOMa. fbuxoBa neTekiuja mpeacTaBiba AMJarHOCTMYKU HM3a30B 300T

HEYPOTPONH3Ma BUPYCa U OTPAaHNYEHA MOCTOjehuX TUjarHOCTUYKHUX METO/A.

JlupekTHa netekiyja BUpyca Hajuemhe ce 3aCHMBA Ha METOIM JIaHYaHE peakiuje monumepase (Engl.
Polymerase Chain Reaction, PCR), kojoM ce OTKpuBa MNpPHCYCTBO BHpPYCHOI TreHOMa. MelyTum,
OCETJBUBOCT OBE METOJE 3aBHCH OJ] BpPCTe y30pKa u npucycrsa BupycHe PHK y TpenyTky y30pkoBama.
[TomTo M3My4YnBame BUpyca MOKe OUTH MOBPEMEHO, TIOCTOJU PU3HK OJI JTAKHO HETATHBHHUX pPE3yJITaTa.
JlonaTHO OrpaHHMYer-€ MPEICTaB/ba U OTSKAHO Y30pKOBame OJroBapajyher HEpBHOT TKMBA KOJ >KUBHX

IITHIIA.

Ceposonika nujarHocTuka omoryhaBa aerekiujy crnenuduuanx IgY aHTUTeNna y cepymuma MTHIIA,
yKJbyuyjyhu jenunke 0e3 KIMHUUKUX cumnToma. OBaj MPUCTYI MOT0JIaH je U 3a UCIIUTHBaWbe Beher Opoja

y30paKa ¥ CKpHHHUHT TOITyJIaIija MTHIIA.

Wmajyhu y BuIy HaBeleHa OrpaHMuYEHa, NPEAMET HAayyHOI MCTPaKMBamba y OKBHUPY OBE JJOKTOPCKE
aucepranuje oOyxBara aoOMjame, mnpeuniihaBambe M KapakTepu3aldjy PEKOMOMHAHTHHMX NpPOTEHMHA
6opHaBupyca, Hykieokancuaa (N) u MmatpukcHor nporenHa (M) GopHaBHpya, Kao ¥ IbHUXOBY IIPUMEHY Y
pa3Bojy u ontumuzanuju uaaupexktHor ELISA tecra 3a onpehuBame IgY anTuTena cnenupuyHux mnpema

OOpHaBHUPYCY y cepyMHUMa NTHIIA.



3. OcHOBHE XMIIOTE3E

IITtuuju 6opuaBupycu (Avian bornaviruses, ABV) npencrapibajy reHETUYKHA PA3HOJIUKY TPYIY O
HajMame 15 Bupyca koju npunanajy poxy Orthobornavirus y oxkupy nopoauue Bornaviridae. Mehy
wrMa, Hajehu BeTepuHapcku 3HauYaj mMajy OopHaBupycu mnamaraja (PaBV), koju cy mpemno3HaTH kKao
y3pOYHULIA 00JIeCTH MPOBeHTPUKYJIapHe nuiaarauuje (Engl. Proventricular dilatation disease PDD).
OBa XxpoHHYHa U YecTo (haTasiHa O0JIECT ce KIMHUYKU UCIOJbaBa KPO3 BEOMa IIMPOK CIIEKTap CUMIITOMA,
Kao LITO Cy HeypoJouKu nopemehaju u auchyHKIMje TacTpOMHTECTHHAIHOT TPaKTa. XUCTONATOJIOIIKE
Hayjiaze OBe OOJIECTH KapaKTepuWIle I10jaBa HETHOJHOT eHIedalmuTuca W TaHTIHOHEYpUTHCAa ca

MOHOHYKJICApHUM HHPMITpATUMA, IITO TOTBphyje BUpycHO mopekio 6onectu (1,5).

I'enom Bupyca je usrpalen ox jeanor monekyna PHK neratuBHor nonapurera, BeuyuHe TpuOImKHO 8,9
kb koju ykibydyje LIECT OTBOPEHHUX OKBUpA UWTama. [JaBHU CTPYKTypHH MPOTEMHH BUpYCa CYy
nykieonpoteut (H), dochonporenn (I1), marpukcan nporenr (M), rmukonporenH (I') u PHK-3aBucHu
npoten PHK nomumepase (JI); Hectpykrypuu Manu nonunentus (X/pl0) koju je 0OMITHO eKCIpUMUpPaH y

uHpunupanum henujama, a oACyTaH je y BUpycHuM dectunama (1,6,7).

IIpupona came wuH(ekuuje 3HA4YajHO OTEXaBa JUJarHOCTUKY. BOpHaBHpYCH ce OJUIMKY]y HUCKUM
BUPYCHHM THUTPOM U MaJIUM OpOjeM BUPYCHUX KOMH]ja Y OPraHU3MYy U HUICKOM KOHIICHTPALIMjOM T'€HETCKOT

MartepHjaja y KpBH U 1epedpocnuHainoj reqnoct (1,3).

300r Tora nupekTHa Jeteknuja Bupyca merogoM RT-PCR decro naje Hemoysnane pesynrare. Ca apyre
CTpaHe, CEpoJIOIIKE MeToJe OMOoryhaBajy TOTBpAY MPETXOJHE H3JI0KEHOCTH BHUPYCY, ald HE
MIPEICTaBIbajy HEIBOCMHUCIICH JI0OKa3 aKTUBHE HH(EKIHje. J[omaTH! H3a30B Y TUjarHOCTHUIIH TIPEICTaBIba U
BeJMKa reHeTcka BapujabunHocT ABV-a, kao 1 uMmbeHuIa 1a NTHIE KOje Cy MEeP3UCTEHTHO 3apakeHe He

MOpajy CTaJHO M3JIy4MBaTH BUPYC WM Pa3BUTH crieuduyad UMyHH oarosop (1,3).

Ucropujcku rnegano, ABV je npsu nyT otkpuseH 2008. rogune ko ntuna kao yspounuk PDD-a (1), anu

U IPYTUX HEypOMAaTCKUX CTamba.

Mertonae nereknuje ABV-a o0yxBarajy TUPEKTHE U HHIUPEKTHE MIPUCTYIIE.

e JlupexTHa aerekumja ce Hajuemthe 3acHuBa Ha oTkpuBamy BUpycHe PHK meromom RT-PCR y

peamHoM BpeMmeHy. Kao y3opim kopucte ce OpUCeBH KII0aKe, JKIpena, MyHe KPBH, Kao U y30pIH



nepa, 0k ce moctmMopteM Hajsehe konmmunne Bupycue PHK Hanasze y mo3ry, oky u HanOyOpeKHUM
xne3nama (1,3). Mako TagMan RT-PCR TtectoBu Cy MIUPOKO NPUMEHEHNU U BUCOKO OCETJHUBH,
HBUXOBO OTpaHHUYEHE j€ IITO YeCTO AETEKTYjy CaMoO jelaH WIM HEKOJUKO OJMCKO CPOIHUX
TeHOTHIIOBA, IITO 3aXTE€Ba MPUMEHY KOMOMHOBAHHUX NMpHUcTyna. M3omanuja Bupyca U3 TKHBa WK
y30pakKa KMBHUX NTHUIIA Takolje je Moryha, aju je mocTynak AyroTpajaH 1 3aXTeBa CIICIHjaTi30BaHe

nabopaTopujcKe ycioBe, 300T uera Hyje MorojiHa 3a pyTUHCKY npumeny (1).

e MHMHaupeKTHa JAeTeKUMja I0Jpa3yMeBa CEPOJIOIIKE METOAE 3a JI0Ka3UBame CHElUPUUHUX
aHTuTeNa. Y TOM KOHTEKCTY Hajuemhe ce MpUMEmYjy TECT HHIMPEKTHHX (IyOpECIeHTHHX
anturena (M®A), EJIMCA tecToBH KOjU KOPUCTE pEKOMOMHAHTHE BUPYCHE IpoTerHe, u Western
blot anaynm3a (1,2,3). Kao umynogomuHanTHY aHTUTreH y Western blot TectoBuma mnperno3Har je N-
NPOTeUH aBHAaHOOpHA BUpYyCa, IITO yKa3yje Ha HeroB nocebaH 3Hayaj y aujarHoctuiu (1,3).
MehyTtum, nako ceposoruja npeacTaBba BPeIHO CPEACTBO 32 OTKPUBAHE HH(EKINje, OrpaHIuCHha
MOITyT MOTYhHOCTH JIa)KHO HETaTHBHUX pe3yJTara M YHICHHUIIE J1a HeKe MH(UIMpaHe MTUIC HEe
pa3Bujajy AeTeKTyjyhu UMyHH OATOBOP 3aXTEBa Ja CE OBE METO/IC YBEK KOMOMHY]Y ca JTUPEKTHOM

JIETEKLIMjOM BUpYCa.

PekoMOVMHAHTHU HYKJICOKANICUJHH M MATPUKCHH NPOTEMHH OOpHABUpyCa MOTY c€ MPUMEHUTH Kao
AQHTUTCHU 3a JIETeKIH]y cnenn(pUIHNX aHTHUTENa y cepyMruMa ntuna. Jlocanamma nCTpakuBama yKa3yjy
Ha 3Ha4a] JNETEKIMje aHTUTEJa Y CEPOJIOIIKO] AMjarHOCTUIIM WH(]EKIHje aBHjapHUM OOPHABUPYCOM H
MoryhHOCT mpuMeHe peKOMOWHAHTHOT HYKJEeOoMpoTenHa y pa3Bojy unaupektHor ELISA rtecra (1,2,3).
Taxohe, MaTpUKCHHU MPOTEHH OOpPHABUpPYCa MOXKE C€ KOPUCTUTH KAO IUJBbHU AaHTHICH Y UMYHOJOIMIKHM
Meronama netekiuje (9). Ha ocHOBYy OBHX ca3Hama, WCIUTHBAKBEM OMOXEMHJCKUX M QHTHTCHCKUX
cBojcTaBa pekoMOMHAHTHUX N m M mpoTemHa, Ka0 M HUXOBE PEAKTHBHOCTH ca crnenupuyHum IgY
aHTUTENUMa y cepyMHMa MNTHUIla, MOTyhe je YTBPAUTH EHHXOBY MOTOAHOCT 3a Pa3Boj M ONTHUMM3AIIH]Y
unaupekTHor ELISA Ttecta. YnoperHoM MpOIEHOM AMjarHOCTHYKUX MEepPOpMAaHCH TecTa MPUMEHOM
pa3NMYUTUX aHTUTeHa Moryhe je onmabpaTw HajIOTOJHHM]H aHTHUTEH WM KOMOWHAIW]y aHTUTEHA 3a

CEPOJIOIIKY JIETEKIIN]y U3JI0KEHOCTH MTHIIA aBHjapHOM OOpHABUPYCY.



4. ]_II/I.TI) HCTPAKUBaAbA U OYCKUBAHU PE3YJITATH

Y OKBHpY OBE JOKTOpCKE AMcepTanuje GOpMyIHCcaHo je HEKOJIUKO IIHJbEBa:

1. OnTuMu3aIyja MPoOTOKOIA 33 EKCIPECH]Y PEKOMOMHAHTHOT HyKIJIeoKarcuaa 6opHasupyca y E.coli

2. Ontumuzanuja NpoToKoa 3a eKCIPEeCHj)y PeKOMOMHAHTHOT MeMOpaHCKOr NMpoTerHa OOpHaBUpyca Y

E.coli
3. [IpeunnthaBame eKCIPUMHUPAHUX PEKOMOMHAHTHHUX MTPOTEHHA
4. myHonomika 1 OMoOXeMHjCcKa KapaKTepu3alrja peKOMOMHAHTHHUX MPOTEHHA

5. Pa3Boj u ontumuzanuja uaaupektHor EJIMCA Ttecta, 6azupanor Ha N u M nporenHy GopHaBHpyca 3a

KBaHTHU(HKanujy IgY aHTUTENa U3 cepyma NTuia
6. Anamutuuka Banuaamuja pazsujeHor EJIMCA tecta

7. Hderexkuuja GopHaBHpYC crenM(PUUHMX aHTHUTENA y cepyMy NTHIa nmpuMeHoM umHaupekTHor EJIMCA

TECTA

[IpBu aeo uctpaxuBama Ouhe ycMepeH Ha ONTUMH3AIN]Y eKCIIpecHje U peunithaBambe peKOMOMHAHTHOT
N mporenHa OopHaBHpyca, a MOTOM Ha FHETOBY OMOXEMHJCKY M MMYHOXEMH]CKY KapakTepusamujy. Y
HCTpakuBame he OUTHM yKJbydeH W M mpoTtewH, 3a Koju he OMTH MpUMEmEeH OoAroBapajyhu mocrymnak
eKkcrpecuje, npeuninhaBama 1 kapakrepusanuje. [loceOHa naxkma 6uhe mocBeheHa onTUMHU3AIH]H yCIIOBA
MIPOU3BOJIIE PEKOMOMHAHTHHX MpPOTEMHA, ca IWbeM JaoOujama aHTUreHa oarosapajyhe umctohe,

CTaOMITHOCTH U HMYHOPCAKTUBHOCTH, IIOrOAHUX 3a IPUMCHY Y CCPOJIOIIKHUM I[I/Ij ArHOCTUYKUM ME€TOJaMa.

OnTumuzanyja npousBoibe pekoMOMHaHTHUX N 1 M mpoTenHa mpecTaBjba 3HauajaH KOpakK y pa3Bojy
MOY3/IaHOT M CTaHIapAU30BAHOT IUjarHOCTUYKOT cucTteMa. M300p oarosapajyher BUpyCHOT aHTUT€HA, Kao
U HEroBe CTPYKTYpHE M HMMYHOJIOIIKE KAapaKTePUCTHKE, MOTY 3HAYajHO YTHIIATH HA OCETJBHBOCT M
cnenuduaHocT ceposomkor tecra. Crora he moOujeHM pPEKOMOMHAHTHHM TPOTEHHH OWUTH JCTaJbHO

OKapaKTepucaHU Ipe mbUXoBe puMeHe y pa3Bojy ELISA recra.

Hpyru neo uctpaxuBamwa Ouhe ycMepeH Ha pas3Boj M ontuMmusanujy usaupektHor ELISA Ttecrta
3aCHOBAHOI Ha PEeKOMOMHAHTHO nHpou3BeaeHUM N M M mpoTeMHMMa Kao aHTUI'€HHMMA 3a JAETeKLUjy

cneunpuyHux IgY anTuTeNna y cepymMuMa ntuna. Y ucTpaxkuBame he OMTH yKIbyueHH CepyMHU pa3InuUuTHX



BpCTa NTHLA, YKJbY4yjyhw W er3oTudHe BpcTe, Kao W jaomahy >XHBHHY, ca IUJ/BEM HCIUTHBAMbA

MIPUMEHJBUBOCTHU Pa3BUjEHOT TECTa y pa3IMuUTUM BpcTama JoMahuHa.

VY okBupy paszBoja ELISA Tecra Ouhe onTuMu30BaHM KJbYYHHM MapaMeTpu MeETOJe, YKJbyuyjyhu
KOHIICHTPAlLljy PEKOMOMHAHTHOT aHTHTEHA 3a O0JIarakbe MUKPOTUTAPCKUX IIJI0YA, YCIIOBE OJOKHpama,
paszbnaxeme cepyma, ycioBe WHKyOarje 1 u30op oarosapajyher cekynaapHor antu-I1gY komyrata (4).
Jlo6ujenu pesyntatu Ouhe xopuirheHu 3a MPOLEHY aHATUTUYKUX KapaKTepUCTHKAa Pa3BUjEHOT TeCTa U

nopeheme nMyHOpeakTUBHOCTA N 1 M IpoTenHa Kao MOTCHIIUjaTHUX J1jarHOCTHYKUX aHTUTCHA.

[Toceban 3Havaj] MCTpakMBama orjiena ce y MoryhHocTH uaeHTH(HKOBama MPOTEMHA KOjU IOKa3yje

HajOoJbe KapaKTEePUCTHUKE 32 IPUMEHY Y CEPOJIOIIKO] IUjarHOCTUIM HH(EKIUje H3a3BaHe OOPHABUPYCOM.

Kpajmu npenMer uctpaxuBama npeicTaBibahe HHTETpalyja pe3yiarara J001ujeHUX TOKOM ITPOU3BOIKHE U
KapakTepu3allje peKOMOMHAHTHUX MTPOTENHA ca pe3ynraTuma muxose npumeHe y ELISA Tecty, kako Ou
ce MPOLEHUO HUXOB JMjarHOCTHYKY NOTEHIMjajl. Pa3B0oj OBaKBOI TecTa Morao OM Ja mpeJCcTaB/ba OCHOBY
3a Jajba CEepOCNUCMUOJIONIKA HCTpakMBama WH(QEKIuje aBHjapHUM OopHaBUpycoMm, mpaheme
W3JI0KEHOCTH DPA3IUYMTHX TIOMyJalnuja NTHIA BUPYCYy W yHampeheme NUjarHOCTUYKUX TOCTyIMaka y

BeTepHuHapcKoj menunuuiu (1,3,5).

Ha taj HaunH, ucrpaxkuBame he 00yXBaTUTH [EJIOKYIIaH Pa3BOJHU ITYT O IPOU3BOIHE U KapaKTepU3aIIHje
PEKOMOMHAHTHUX BUPYCHHX aHTUTEHA JIO FHbHXOBE MPHMEHE Y CEpOJIOIIKO] TUjarHOCTHUIIM, Ca IHJbEM
yCIIOCTaBJbaka IMOY3IaHOT M CTAHIApAM30BAaHOT MPUCTYNA 3a ACTEKIHU]y CHEIH()UIHOT XyMOpaIHOT

MMYHCKOT OJIrOBOpa Ha MH(EKIIH]y aBHjapHUM OOPHABUPYCOM.

5. MeToae ucTpakuBama
VY Toky u3paje oBe NOKTOpcke aucepramuje 6uhe kopunrhene cienehe excriepuMeHTalHe METOE:

- Metone pexkoMOMHAaHTHE TEXHOJOTHje: Kpeupame KOHCTPYKTa, TpaHcdopmaluja peKOMOMHAHTHOT

1a3Muaa y KomneTeHTHe henuje, HHAYKIM]ja eKCcrpecrje peKOMOMHAHTHOT MPOTEHHA



- buoxemujcke Mmerozme: onpehuBame KOHICHTpallMje NPOTEHHA; eJEeKTpodopeTcka MeTona aHaju3e
nporenHa (SDS PAGE); cnektpomeTpuja HUpKyJIapHOT JTUXPOU3Ma 3a KapaKTepHu3alljy peKOMOUMHAHTHOT

NpOoTerHa, CIEKTPO(IyopuMeTpHja

- Xpomarorpadcke TexHuKe: auHUTETHA XpoMarorpaduja ca MMOOWIM30BAaHMM jOHOM MeTaia (€HT.

Immobilized metal ion affinity chromatography, IMAC)

- HNmynoxemujcke texuuke: EJIMCA TecTtoBM W HWMYyHOONIOT 3a HMMYHOIIOIIKY KapaKTepH3aIujy
PEKOMOMHAHTHHX TPOTEHHA W MPEUNITNeHUX aHTUTENa, Kao U 3a pa3Boj u Banuaanujy EJIMCA Ttecra 3a

kBaHTHuKannjy IgY anTuTena

- Mertone nporeomuke: ucename Tpaka ca SDS PAGE rema m muxoBa aurectuja y reiy, TeyHa
xpomatorpaduja-macena cnekrpockonuja (LC-MS) y mmmpy OHOXeMHjCKEe KapaKTepH3alluje

peKOM6I/IHaHTHI/IX IMPpOTCHHA
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