Buogomku gakyiarer YHUBEP3UTET Y BEOI'PAZY
Bbpoj 3axTeBa: 15/208-1 BERY HAYUYHUX OBJIACTHU IPUPOJHUX HAYKA
Jatym: 06.04.2012.

3AXTEB

3a 1aBambe carJIaCHOCTH Ha pedepar o ypal)eHOj JOKTOPCKOj AMcepTanuju

Monumo na, cxoxaHo wiany 46. cr. 5. Tau. 4. Cratyra YHuBepsurera y beorpany («l'nacHuk
Yuusep3utera», 6poj 131/06), nate carmacHocT Ha pedepar o ypal)eHOj JOKTOPCKO] JAUCEPTALHjH
kanauaara: Mp Muiaune J. Hukonuh, tunsiomupanor 6uoJiora.

KAHIAWJIAT: Mp Muauuna J. Hukoaunh

MIPUjaBUO je JOKTOPCKY AMCEPTALN]y MO HA3HBOM:

»,2KapakTepu3anuja NoOBpIIMHCKUX MOJIeKYy./1a 0aKkTepujcKkux heuja oAroBopHHUX 32 NOTEHIUjATHY
NPOOMOTHYKY AKTHBHOCT IPHPOAHUX M30J1aTA JAKTOOanMIa*.

N3 HAYYHC obnacrtu: Bnonomja, MoneKyJIapHa TCHCTUKA U TCHCTUYKO NHKXCHEPCTBO.

Vuusepsuter je mana 24.11.2011. roxmue. cBojum aktom mox Op. 02 ©Opoj: 06-8096/6 mao
CarJIaCcHOCT Ha MPEJUIOT TeMe JIOKTOPCKE TMCepTallje KaHauIaTa Koja je Tiacuia:

»KapakTepu3auuja mnoBpIIMHCKUX MOJIeKYJIa 0aKkTepHujckux hejinja oAroBOpPHMX 32 MOTEHUMjaJIHY
NPOOMOTHYKY AKTHBHOCT NPHPOAHUX H30J1aTA JAKTOOAnMIa %,

Komucuja 3a omeny m omOpaHy mokTopcke aucepranuje kanmunmara: Mp Mwuiaune J. Huxosuh,
obpasoBana je Ha V penoBHOj ceauunu HactaBHo- HayuHor Beha YHuBepsurtera y beorpany- buonormikor
baxynrera, oapxxanoj 09.03.2012. rox, omrykom Pakynrera moa 6p.15/134-09.03.2012. rox. y cacraBy:



Nwme u npesume wrana Komucuje

1) dp bpanko Jouuh

2) Op Harama IN'onuh

3) Jdp Munan Kojuh

3Bame

Jlouent
Yuusepsurer y beorpany-
buonomxku dakynrer

Bumm Hay4Hu capagHuK
YHuusep3uret y beorpany-
HNHctutyT 32 MONEKyJIapHy

TEHETUKY U T€HETHYKO
HMHKEHEPCTBO

Hayunu caBeTHHK
YHusep3uret y beorpany-
HNHctutyT 32 MONEKyJIapHy

TEHETUKY U T€HETHYKO
HMHKEHEPCTBO

Hayuna obmact

buoxemuja u
MOJIeKyJIapHa Ouoioruja

MonekyiapHa reHeTHKA U
TeHETUYKO HHXKEHEPCTBO

MonekynapHa reHeTHKA U
TeHETUYKO HHXKEHEPCTBO
MHUKpOOpraHu3zama

HacraBno-nayuno Behe buosiomkor ¢gakyiarera YuuBep3utera y beorpany nmpuxsaruio je
n3pemraj Komucuje 3a oneny m ondpany noKropcke aucepranuje kanauaara mp Muiannoe J.
Huxoaunh Ha VI penoBHoj cexnumu oap:xanoj 06. anpusia 2012. ronune.

Hexan buomomxkor dakynrera

[Tpod. np Jenena Kuexxepuh- Bykuesuh

Ipuaor: 1. U3Bemraj Komucuje ca npenyiorom.
2. Akt HacraBHo-HayuyHor Beha ¢gaky/iTera o ycBajamy u3BelITaja.
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Ha ocnoBy unana 128. 3akoHa o BHCOKOM oOpa3oBamy W wiaHa 59. craB 1. tauka 1. Craryra
Yuusep3utera y beorpany- buonomkor d¢akynrera, HacraBHo- HayuHo Behe ®akynrera, na VI
penoBHOj cenuuiy oapxkanoj 06.04.2012. roqune, noHeno je

ONJVKY

[TpuxBara ce M3Bemraj Komucuje 3a mperiien, oneHy u 0J0paHy TOKTOPCKE JHCEpTAIH]e
KaH/AUaTa:

Mp Muauue J. Hukosnuh, moa Haca1oBoM:

»Kapakrepusanuja noBpIIMHCKUX MOJIEKYJIa 0aKTepujCcKuX hejinja oAroBOPHUX 32 MOTEHIUjATHY
NPOOMOTHYKY AKTHBHOCT MPUPOJAHUX H30J1aTA JAKTOOanMIa%.

VYuusepsuret je mana 24.11.2011. rogune. cBojum aktom 1o Op. 02 6poj: 06-8096/6 nao
CarJIacHOCT Ha MPEJUIOT TeMe JOKTOPCKE TUCEPTAIlHje KaH1IaTa.

PanoBu 1 KOHIrpecHa caoNIITeHa U3 JOKTOPCKE JUcCepTaluje:
b1. PagoBu y yaconucuma mel)ynapoasor 3uavaja:
Nikolic, M., Jovcic, B., Kojic, M., Topisirovic, L. 2010. Surface properties of M21

Lactobacillus and Leuconostoc isolates from homemade cheeses showing auto-
aggregation ability. Europ. Food Res. Tech. 231:925-931.

Hexan buonomxkor dakynrera

[Ipod. np Jenena Kuexxeruh- Bykuesuh
JocraBuru:
- VYHuBepsurery y beorpany,
- JIOKTOpaHTYy,
- CrpyuHoj cnyx6u dakynrera.



HACTABHO-HAYYHOM BERY BUOJIOIIKOT ®AKYJITETA YHUBEP3UTETA Y
BEOT'PAJTY

Ha V penosnoj cequumm HacraBHo-HayuHor Beha buonomkor ¢akynrera YHUBEp3UTeTa y
beorpany, onpxanoj 09.03.2012. ronune, npuxsahen je u3zpemraj mentopa ap Harame [Nonmuh u ap
Bbpanka JoBumha o ypahenoj mokropckoj nucepranmju Mp Mwmmne J. Hukommh, ucrpaxuBaua
capagnuka MHcTuTyTa 3a MOJEKyJIapHy T€HETHKY M T€HETHYKO WH)KEHEPCTBO, YHHBEpP3UTETA Y
beorpany, mox nacnoBoM “KapakTepu3amnmja NmOBPIIMHCKHX MoJieKyJaa Oaktepujckux heamja
O/ITOBOPHUX 32 MOTEHIHjaJHY MPOOGHOTHYKY AKTHBHOCT NMPHPOJHUX HM30JIaTa JakKTodammiaa’, U
onpehena je Komucuja 3a mperiieq U oleHy JOKTOPCKE JHUCepTanuje y cactaBy ap bpanko JoBuwmh,
noueHt buonomxkor dakynrera, Yuusepsuter y beorpany; ap Hartama ['onuh, Bumm HayyHu
capagHuk MHCTUTyTa 3a MOJIEKYJIapHY TEHETUKY W TCHETHYKO WHKEHHEPCTBO, YHHBEP3HTET Y
beorpany u ap Munan Kojuh, Hayynu caBeTHuK MHCTUTyTa 3a MOJIEKYJapHY T€HETUKY H
TeHETHYKO HHKECHEPCTBO, Y HUBEP3UTET Y beorpamy.

Komucuja je mpernenana ypaheHy JOKTOpPCKY AucepTanyjy kKanaugara u Behy momnocu
cienehu

U3BEIITAJ

OIMITHU MOJALM O TOKTOPCKOJ TUCEPTALIUIUN

Jloktopcka aucepranuja Mp Mwmmne Huxonumh nHammcana je Ha 134 cTtpane koje cy
nojieJbeHe y moryiasiba: YBona (24 crpane), [lusb paga (1 crpana), Marepujan u metozae (17 ctpana),
Pesynratu (36 ctpana), Juckycuja (19 crpana), 3akspyunu (3 crpane), Jluteparypa (17 crpana) u
jenan Ilpunor (17 crpana). Pax cagpxu pe3ume Ha CPIICKOM M €HIJIECKOM je3uKy, 28 ciuka u 11
tabena (1 ciuka u 1 TaGena y YBoay, 2 tabene y Matepujany u Meronama, 27 ciuka u 8 Tabena y
Pesynrarnma), 220 6ubamorpadckux jequHua kao u ouorpadujy ayropa.

AHAJIN3A JOKTOPCKE JUCEPTALIUJE

¥YBoa aucepranyje npukasyje y BHIIE 0/eJbaka OIIITe KapaKTepUCTHKe OakTepHja MIeuHe
kucenuae (BMK), ca marmackom Ha poxa Lactobacillus, ommnrte kapakTepucTHke MpPOOMOTHKA U
yJIOTy TOBPIIMHCKUX KapaKTepHCTUKa JIaKTOOAIMia, Ka0 M KapaKTEepUCTHKE HMYHOT CHCTeMa
YyoBeKa. YBOJI MOYMHHE 0/IEJbKOM TJIe ce HaKOH ommTux Kapakrtepuctuka BMK, neraspnuje onucyjy
nakrobarmau. HaBenene cy u Bpcre ponma Lactobacillus koje ce ca curypromhy mory ysectu y
nanar ucxpane (“QPS status™). ITopen neduHUIIMjE ¥ ONMIITHX KapaKTEPUCTUKA TMPOOMOTHKA, JTaTH
Cy ¥ IpUMEpH MpUMeHe MpoOnOTHKa, TIOTOTOBO JIakToOaIMIIa, y yOIakaBamy 3pAaBCTBEHUX Teroda
Jbynu. Y Aeny T/ie ce ONKCYjy MOBPIIMHEKE KapaKTePUCTUKE JTaKTOOANNIa HABEJICHN CY U OTMCAHH
MOBPIIMHCKU TPOTEHHH, (PAKTOpHU ajnxesuje jakrodaumia 3a racrpouHTecTuHamHu Tpakt (I'UT)
4yoBeka, crmocoOHocT arperamuje u erzononmcaxapuan (EIIC) makrtobamuna. EINIC cy momatHO
JeTaJbHO ONMCaHU: ToJeNla, MeXaHu3aM OWOoCHHTe3e, JIOKalu3alyja M OpraHu3aluja TeHa
oroBOpHHUX 3a OmocuHTe3y kao u ynora EIIC monekyna. Operbak KOju c€ OJHOCH HAa UMYHHU



CHCTEM YOBEKa TIOYMIbE IMPErJIeJOM OMNIITUX KapaKTepUCTHKA, a Jajbe Ce OIUCyje yIiora
WHTepakiuje Mukpoopranuzama ca ['MT-om y monymanuju umyHor cucrema. Ilornasibe YBoa ce
3aBplIllaBa OMMCHBAKBEM 3HAUaja H3yyaBamba KapaKTepUCTHKA IPUPOIHUX U30J1aTa JaKTOOAMIIa.

VY nornaspy Luib paga HariameHo je Koje Cy MOBPUIMHCKE KapaKTepUCTHUKE oaadpaHe 3a
aHaJIM3y: arperamuja u MpoayKIrja er3omnoircaxapuia IpUpoJHUX u3oiaTa akrodammia. [{ubesu
aHalmM3e OcoOMHE arperanuje (ayroarperamnuja ogabpaHUX cojeBa JIaKTOOammiIa M Koarperaiuja
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 ca apyrum Bpcrama 0akrepuja) cy Oumm Op3uHa
U ONHC THIA ayToarperamuje, aHaimza npupoje (akropa ayTo- W Koarperanje Kao W aHaiamsa
HHUBOA XUJPO(POOHOCTH JaKTOOAIMIIA KOJU arperupajy y OJHOCY Ha oja0bpaHe JJaKToOaImiIe Koju He
ucrosbaBajy oBy Kapakrepuctuky. Coj Lactobacillus paraplantarum BGCG11, npou3ssohau
XeTeporonucaxapuaa 3a koju cy mooujenn Muc aepuBatu, koju He mpoaykyjy EIIC-CG11, je
omaOpaH 3a JeTaJbHy aHAIM3y NpoOMOTHYKUX ocoOmHa. C THM y Be3M JeUHHCAHU CY IHJHEBU
npahema in Vitro mpexusibaBamba cumyimupanor mposacka kpo3 ['MT mussser coja BGCG1l u
Muc™ nepuBata NB1, NB4 u NB16, crabunnoct mnpeuunthenor EPS-CG1l y ycnoBuma
cumyupanor mpoiacka kpo3 I'UT, anxesuja coja BGCG11 u Muc nepuara NB1, NB4 u NB16 na
enuTenujanHe uHTecTuHanHe henmjcke smHuje (Caco-2, HT29 u HT29-MTX), kao u in vitro
onropop numdonurta u3 nepudepHe kpu y npucyctsy BGCG1l, Muc nepusara (NB1, NB4,
NB16) u mpeunmhenor EPS-CG11 y Buny mepema mponudepanuje muM@onnTa U MpoayKIrje
UTOKKHA. J[olaTHH IUJBEBU Cy 00YXBaTHIIM aHAJIU3Y IIUTOTOKCUYHOT edekTa U npoaykuuje [L-8 y
HT29-MTX henujckoj NMHMjM HAKOH HMHKYOAalMje ca MATOT€HUM MHKPOOPTaHH3MHMA, Kao M
nopeheme ca epekToM HAKOH KouHKybOauuje marorena ca BGCGll, jemnum Muc™ nepuBatom
(NB1), mpoouotukom Lactobacillus rhamnosus GG, wiu kouHkyOaiije naToreHa ca npedninneHum
EPS-CG11 u EIIC-om coja Lb. rhamnosus GG (EPS-GG). Kao noceOnu nmsbeBu paaa cy oapehenu
JoKanM3aluja u kapakrepusanuja onepona 3a EPS-CG11 coja BGCG11.

VY nornasipy MaTepujaj U MeTOJe HaBEICHU Cy COJEBH U IJIa3MHIM KOpUIIhEeHH Yy OBOM
pazy Kao ¥ HAUMHU KyJITUBaIMje OakTepuja. Y OKBHPY METO/A 3a pajl ca TeHETUYKUM MaTepHjaioM
OIKCaHe Cy METOojie 3a h3oioBame ykynHe u miasmuane JJHK, kako u3 makrobanmna tako u u3 E.
coli, ymuoxaBame JIHK ¢parmenta PCR meromom, ceuewe JIHK pecrpukimonnM eH3uMuma,
nepochopunanuja u muranmja JJHK. Taxobe, ommcana je meromonoruja obenexaBama JJHK
MoJIeKy/1a OMOTHUHOM M JIUTOKCUT€HMHOM, Kao U meroze npeHoca JIHK Ha HajnoHCcke MemOpaHe U
HepaguoaktuBHe JIHK — JIHK xuOpunuzanuje. Onucane cy u MeToie TpaHchopMmalimje
komnerenTHux henuja E. coli DH50. KitonupameM U CeKBEHIIMpameM KOHCTpyKaTa Ha KOME Ce
HaJlaze TeHeTWYke jaerepMuHaHTe omepoHa 3a EPS-CG11 nobujena je komIuieTHa HYKJICOTHIHA
CeKBeHIIa Koja je aHanusupanHa nomohy “BLAST” u “DNA Strider” xommjyTepckux mporpama.
Mertosne aHanu3e arperanyoHUX CIIOCOOHOCTH Cy oOyxBaraje Mepeme Op3uHe arperanyje,
onpehuBame mpupojie arperaimoHux (axropa (MHTEH3UBHO TIpamke henuja y OuaecTUIoBaHO] BOIU
wi y PBS pactBopy) u ananusy xunpopoOHocTy henmjcke moBpuIvHe (aJXe3UjoM 3a HEMOJIApHH
pactBapady). 3a kapakrepuszanujy coja BGCGI11 kao moTeHmujamHOr MpoOHOTHKA, KopHuIiheHe ¢y
MeTozie cuMmysiupasor npojacka kpo3 ['UT, anxesuja coja BGCG11 u Muc™ nepusara NB1, NB4 u
NB16 ma Caco-2, HT29 u HT29-MTX enurenujanne uaTecTuHaIHE henmjcke nuaMje. Onucana je
MeToaa u3onanyje u npeunnthasamwa EPS-CG11 u EPS-GG, kao u kopunthewe HPLC ananuse 3a
KBaHTU(HUKOBAaWkE TMPOMEHE Ha HHMBOY MoiapHe mace W konmmumHe EPS-CG1l1l monekyna HakoH
nposiacka kpo3 cumynupane ycinoBe ['MT-a. Omucane cy M TeXHUKE Mepema mIposndeparnuja
mumdorura (“Amersham Cell Proliferation Biotrack ELISA” kwur), kBaHTH(UKAIMje MTHTOKHHA
CHCTEMOM 3a TPOTOYHY LUTOMETpPHUjy, TEeXHUKe Tpaheme HHMBOA LUTOTOKCHYHOT e(dekra
(“Cytotoxicity Detection Kit"™"® (LDH)”) u nuBoa mpoxykumje IL-8 xox HT29-MTX henuja
(“Human IL-8 ELISA Ready-SET-Go!®” kur).



VY nornasipy Pe3yiaraTm kaHAMIaT je mpuKazaja pe3ysTaTe Ha jacaH M IperyielaH HauMH.
[IpBo cy onmabpaHu wH305IaTH JETEPMUHHCAHH MOJIEKYJapHHUM METOAaMa, TIJe je Ha OCHOBY
xoMmoJioruje nena cexBeniie reHa 3a 16S pPHK yrepheno na najsehu Opoj TecTupanux u3oiara Koju
HCII0JbaBajy ayToarperanujy (8 m3onara), Kao ¥ JIBa U30jaTa KOjU HE arperupajy npunaaajy rpynu
Lactobacillus casei, nox je jenan uzonat (BGDUA4-71) nerepmuncan kao Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus. Soj BGCG11, mpeaxomaHo aeTepMUHHCAH (Ha OCHOBY HpOQHIA XHIPOJIH3E
mehepa) kao Lactobacillus casei, y oBom paay je Ha OCHOBY XOMOJIOTH]€ Jiejia CeKBEHIIE T'eHa 3a 16S
pPHK nerepmunucan kao Lactobacillus plantarum/penthosus a AFLP meromom je koHayHO
nerepmunucan  kao Lactobacillus paraplantarum. 3a omaOpane wu3omaTe Koju MOKa3zyjy
ayToarperaiuoHe CrocoOHOCTH cy mopeleHu Op3uHa M TUI arperanuje Kao M mpupopaa Qaxropa
KOjU Cy OJITOBOPHU 3a arperamnujy. Yo4eHo je Ja je Op3uHa ayToarperaiuje Bapupania, a Hajopike cy
arperupanu cojeBu BGSJ2-8, BGDP1-84 u BGNJ1-6. Mopdonoruja arperara je Takohe Bapupania,
aJId je TIOKa3aHO Ja je KOJ CBUX COojeBa arperanyja Ouia oceTJbUBa Ha TpeTMaH mpoTrenHasoM K,
npawe y PBS mydepy Huje Memano kapakrep oBe ocoOuHe, a koJ BehuHe ce ayroarperaiuja
ryOmIa MHTEH3WBHUM TIpamkbeM y OujecTriioBaHoj Boau (ocum ko coja BGDP1-84). IToka3zano je na
Lb. paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 koarperupa ca Listeria innocua ATCC33090, Escherichia
coli ATCC25922 u ca Salmonella enterica ser. Typhimurium TR251 rae u oBa BpcTa HHTEpaKIdje
OuBa Hapymena tpermManoMm mporenHazom K. Illto ce Tuue pesynrara aHammse aaxesuje 3a
HETOJapHH pacTBapad, Kao Mepuia xuapodoOHocTy hemnujcke MOBpIIMHE, YOUEHO j€ J1a COjeBH KOjU
arperupajy umajy BUCOKY xuApodoOHOCT henMjcke MOBpIIMHE, JOK aHATU3UPAHU COJeBH (WM
JIepuBaTH) KOjU HE arperupajy umajy xuapoduiany nospmmny. Hajehu neo pesynrara oOyxsara
onpehuBame MOTEHIMjaIHOT MPOOUOTCKOT JenoBama coja Lactobacillus paraplantarum BGCG11.
Coj BGCG11 je 3ajemno ca cBoja Tpu nepuBara koja He npoaykyjy EPS-CG1l mpexuBiraBao
cumynupanu mponazak kpo3 I'UT ykonmuko je mperxoano 6uo pecycnenjnoBaH y 10% oGpanom
MJIEKy. Y TOM Cllydajy >KelyJadHu cok Ou npexuseno oko 80% henuja, na Ou QuHamHO mocie
CHUMYJIMPAHOT TpoJlacka Kpo3 IjpeBa MpexuBeso oko 1-2% henuja. YTBpheHo je aa HUje 10Ta3UI0
70 CTAaTUCTUYKU 3Ha4YajHE TPOMEHE KOJMYMHE W MoJieKylicke mace mpeunntheHor EPS-CG11
MOJIEKYJTa HaKOH cuMynupaHor nponacka kpo3 [UT. TectoBu in vitro anxesuje 3a Caco-2, HT29 u
HT29-MTX henuje cy mokazanu na ce BGCG11 BesuBao ciuuno kao u Lb. rhamnosus GG, a
CTaTUCTMYKHU 3HaYajHUje Mame BE3MBAO 3a CBe TpU henujcke iaMHUje y oaHocy Ha MucC™ nepuBarte
NB1, NB4 u NB16. CBu Tectupanu JakToOauniIm cy ce HajMame BesuBaiu 3a HT29-MTX henuje.
Pesynratn mpomene Ha mMponmuTuMa U3 nepudepHe KpBU 100OPOBOJHHUX J1aBaolla Cy MOKa3au Ja
camo y mpucyctBy MpTBux henuja nakrobamnuna (BGCG11 u Muc™ nepuBatu NB1, NB4 nu NB16), a
He y mpucyctBy Mmoiekyna EPS-CG1l nmomasm no mpommdepanuje numdornura. Y HPHCYCTBY
MpTBUX henmmja nmakrobammna (BGCG1l m Muc mepuBatu) nuMQOIMTH Cy HMCIOJBUIN 3HAYAJHO
BUIITK HUBO TpoAykuuje cBux Tectupanux mutokuHa (IFNy, TNFo, 1L-12, 1L-10 u IL-1B) cem IL-
17. Pasnmuka mmehy BGCG11 u Muc nepuBata ce ornemana y HuBOy npoaykiuje IL-12 koju je
BGCGI11 3HauajHHje Mame MPOJIYKOBAO Yy OJHOCY Ha JepHBare. 3a pa3iMKy oJ JakToOauwuia,
npeunmhenn EPS-CG11 je muaykoBao camo moBehame |L-17 kora henmje makrobammma HECY
MHAyKOBaje. ['eHepalHO MOCMaTpaHO, YKOJUKO Cy JUMGOLUTH OHIM HHKYOMpaHH camo ca
BGCG11, wm ca EPS-CG1l (y xonuentpamumju 100 pg/ml) jaBmbao ce aHTHHMH(IAMATOPHH
onroop, 1ok Muc nepuBaTu u3a3uBajy uH(uaMaTopHU edekar. VIHTepecaHTHH cy pe3yaTaTH
nobujeHn Kaj ce mopeau edekar nHkyOamuje cegam narorena ca HT29-MTX henunjama y onHocy
Ha edekar koju ce noOuje ca MCTOM henujcKoM JIMHHJOM HAaKOH KOMHKYOalije maToreHa ca
nakrobanuauma (BGCG11, NB1 umm ca Lb. rhamnosus GG nonaoco6) niau ca EPS-CG11 u EPS-
GG. Opx cBux marorena, jemuHo je Listeria monocytogenes LMG13305 wusasuBana mosehan
IUTOTOKCUYHM e(pekar, a moKa3aHo je Ja Taj HUBO IITETHOT eeKTa MOXKeE J1a C€ CMambH YKOJIUKO Ce
nmoMeHyTH natoreH koumHkyompa ca EPS-CG11. Pesynratu maaykumje IL-8 cy Ownmm paznuuuntu
HAKOH MHKYOaIuje cBakor narorena nonaoco6 ca HT29-MTX henujama. Kana ce mocmatpa mepeHu
HuBo mpoxaykiuje IL-8 makon komnkyOanmje monaocod Salmonella enterica ser. Thyphymurium



LMG15660, Shigella sonnei LMG10473 i Yersinia enterocolitica LMG7899 ca BGCG11 unu ca
NB1 nmoma3u no moBehama mpoayKiuje OBOT IIMTOKMHA Yy OAHOCY Ha MHKYyOanujy 0e3 mpucycTBa
naktoOaumna. MHTepecantan pesynrtar je npoOujeH mno mnuTamy npoaykuuje |IL-8 nakon
kounkyOanuje L. monocytogenes LMG13305 ca hemujama wmnu ca EIIC momekynom, rae je
kouHkybanuja ca BGCG11 3nauajuo mosehana, a ca EPS-CG11 cuusmna muBo npoxyknuje 1L-8 y
HT29-MTX henujama. O6a tuma EIIC monekyna (EPS-CG11 u EPS-GG) cy 3HauajHO cMambmiia
HUBO nponykuuje |L-8 nakon komnkyOarmje ca Clostridium difficile LMG21717. 3nauajan aeo
pesynrara je nocBeheH NpUKa3uBamy MOCTYIKA KIOHHWpamka W yTBphHBama JOKaIU3auje TeHCKOT
ornepona 3a EPS-CG11. OtkpuBeHo je na ce Ha 26,463 kb cexBeniie Benukor miasmuna PCGL, koju
Henocraje MUC™ neprBaTiMa Hanaszu 15 MOTEHIMjaIHUX OTBOPEHUX OKBHpa unTama (“‘open reading
frame” - ORF) 1j. ORF-0Ba koju cy ykpydenu y cunresy EPS-CG11. [lerasbHO Cy aHaIM3HpaHE
aMUHOKHCENMHCKe cekBeHlle cBakor ORF-a ca mpuka3zom xoMoloruje goMeHa nporenHa (paheHo
“BLAST” mporpamom), kao u aHanuza aogatHa yetupu ORF-a koju HajBepoBaTHHje HUCY [I€0
re’ckor orepona 3a EPS-CG11.

[Tornasme JlMckycHja je TOAEIBEHO y N€0 TAE ce€ Tymaue IOOHMjeHH pe3ylaTaTd 3a
arperanuoHe CIIoCOOHOCTH JIaKTOOAIMIIA U IO KOjU aHamu3upa kapakrepusanujy coja BGCG11 kao
MOTEHIIMjaTHOT TPOOMOTHKA U MCTUYE 3HAYA] JIOKAIN3AIHje U KapaKTepH3alije FeHCKOT OIepoHa 3a
EPS-CGI11. Arperanuja je TymaueHa Kao jegaH oA (hakTopa KOjH YYECTBY]y Y KapaKTepu3aluju
cojeBa Kao MpOOMOTHKA, TIOMaXy Y aJXe3HMjU U MpexHBibaBamy y ycnoBuma [ UT-a. C Tum y Besw,
OWTHA je MPOTEHHCKa MpHupoja (hakTopa KOjH yIECTBY]Y Y arperaiuju aHaIu3upaHuX JakToOanuia,
Kao M BHCOKa XuapohoOHOCT muxoBux henuja. [TocebHo je mpoxkomeHTapucan coj Lb. paracasei
subsp. paracasei BGSJ2-8 koju je ox paHHje MO3HAT Kao MPOAYIEHT OaKTEPHOIMHA, & Y OBOM
Clly4ajy KoarperalmuoHe CIOCOOHOCTH Cy ra mpuOmmxwie cratycy npoduoruka. llIto ce Ttuye
npexuBibaBama cuMmynupanux yciaoa ['MT-a EIIC mponmyuenra Lb. paraplantarum BGCG11,
IHMCKYTYyje c€ Kako HHje pelaK ciydaj Ja MpOoOMOTHLHM IMpPEXUBJbaBajy CaMO PECYCHEHJIOBAHU Yy
pa3NMYNTAM MATPUKCHUMa Te4HE XpaHe. Hema myHO JuTepaTypHHX MOJaTaka OKO aHalu3a edexTa
cumynupasor npojiacka kpo3 I'UT 3a EIIC monekyne, anu EPS-CG11 ce nmoka3ao kao M3y3eTHO
pEe3UCTEeHTaH Ha JUTECTH]y y TECTUpaHOM cucrteMy. lIpoaucKyToBaHO je Kako j€ HMKH HHBO
anxesuje Lb. paraplantarum BGCG11 y ogrocy Ha Muc™ nepuBare Ha cBe TpH henujcke nuHH]e,
HajBepoBaTHHUje mocienuna uaTepdepupama EPS-CGL1l monekyna mro je mOTBpheHO M JAPYyruM
JUTEepaTypHUM mojanuma. Jlajbe je TUCKYTOBaHO Kako MYLMHH Koje mpoaykyje HT29-MTX
henujcka nMHUja HajBEpOBaTHUjE€ MHTEp(Epupajy ca aixe3njoM CBUX TECTUPAHUX JIaKTOOAluiIa Te
je 3aro 3a oBe henuje JeTeKTOBaH HajMamwH IpoleHar agxesuje. llITo ce Tuue uMyHOr oaroopa
aumoonura, nponudepanujy cy MHAYKOBalIe HEKE ApPyre CTPYKType ca MOBPILMHE TECTUPAHHUX
naktobaumna, a He EPS-CG1l. Kangunat nuckyryje kako je EPS-CG11l mokaszao, xkao u cam
npoxayneatcku coj BGCGLll antummdmamatopHn edekar, mMTO ce cMarpa Kao TMOocieaula
HENoCTOjaa HaeleKkTpucama (HeyrpanHor kapakrtepa) EPS-CG11, jep nuteparypHu mnopanu
ynyhyjy Ha npouHdramaropau edexar ¢ocdomnonucaxapuga (mo3utuBHo HaenekTpucanu EIIC).
Jlo6po je mpoAKUCKYTOBAH U JIe0 pe3yiTara Be3aH 3a TeCTHpame MO3UTUBHOT eeKTa KOMHKyOanuje
naroreHa ca noreHnujarHuM npoouotnkom BGCG11 u Beh okapakrepucanuM npoOroTHKOM LD.
rhamnosus GG y oxmnocy Ha wmHKyOanmjy HT29-MTX henmja camo ca maToreHHM cojeBUMA.
Ucraknyt je epexat EPS-CG11, pasnuke nzmely edexra Koju IpoU3BOIM KOMHKYOAIHja MaToreHa
camo ca BGCG11, Muc™ nepuBarom NBI1 mmm ca Lb. rhamnosus GG. [ToceOHo ce mctude 3Hauaj
NOOMjeHUX pe3ysTaTa MOJIEKyJapHe I'eHEeTHKE Yy LUJbY JIOKAJM3allMje U KapaKTepu3aluje FeHCKOT
orepona 3a EPS-CG11. Ha pCG1 mna3Muy cy JIOIUpaHHU TeHU KOjU yUeCTBY]Yy y OnocuHTe3u EPS-
CG11 kao mTo je mpumapHa raukosuinTpancdepasa (ORF 1), 3atum npyre rimkosunrpanchepase
(ORF 2, 3, 4, 5 u ORF 8), monucaxapu nonumepase (ORF 6 u 7), perynaropu ayxune nania (ORF
9, 10 u 11), perynaropu 6uocunreze EIIC-a (ORF 10 i 11) kao u reHu 4uju MPOIYKTH MOTY Jia
oapene Benuku mporeHaT pamHoze y EPS-CG11 (ORF 13, 14, 15 u 16) koju Cy XOMOJIOTH ca
rfbACBD rennma 3aayxenum 3a ouocunte3y dTDP-pamHo3e.



VY nornasipy 3aKk/by4YlM KaHAUIAT CAXKETO M3HOCH HajBa)KHUjE 3aKJbYUKE IO KOJUX C& MOXKE
nohy Ha OCHOBY aHalM3e JOOWJEHHMX EKCIIepUMEHTaTHuX pe3yartata. Hajsehu Opoj aHanmm3upaHux
cojeBa ca OCOOMHOM ayToarperaiyje M JBa coja KOju He arperupajy cy Ha OCHOBY JeJia CEKBCHIIC
rena 3a 16S pPHK nmerepmunmcanu kao mpumagauiu rpyme Lactobacillus casei, mox je jeman
nerepmunucan kao Lb. delbrueckii subsp. bulgaricus. Coj BGCG11 je merepMuHHCaH 10 HHUBOA
Bpcre AFLP meromom kao Lactobacillus paraplantarum. Haeenmeno je ma cy Op3uHa u 0OJIHK
arperara henmja cojeBa Koju ayToarperupajy Owim paziIuduuTH, a Hajopke cy GopMupanu arperare
BGSJ2-8, BGDP1-84 u BGNJ1-6. Jlo rybuTka ayroarperaiyje je J0Ja3uji0 HaKOH WHTEH3UBHOT
npama y OugectwiioBanoj Boau (ocum kon coja BGDP1-84). IMporemnaza K je 3aycraBipana
dbopmupame ayroarperara, aid u koarperata coja BGSJ2-8 ca L. innocua ATCC33090, E. coli
ATCC25922 unu ca S. enterica ser. Typhimurium TR251. 3ajeqnnyka KapaKTepUCTHKA CBUX COjeBa
KOJH Cy ayroarperupaid je Omna Bucka xuapodoOHocT henwjcke MOBPIIMHE, 3a Pa3iuKy O/l
Hearperupajyhux koju cy wumManmu xunpopwiny mnoBpumHy. [IpexuBiraBame BGCGI1 wu
Muc™ nepuBata NB1, NB4 u NB16 kpo3 cumynupanu npona3ak kpo3 ['UT je 6mo moryh ykomuko
cy cojeBu Omiu pecycrienaoBanu y 10% oGpanom mieky, ok je EPS-CG11 nmponasuo aurectujy
KpO3 JKeITyJAayHH M IPEBHU COK 0e3 MpoMeHa MOJIEKYJICKe Mace u KonmnunHe. HuBo ajgxesuje Ha cBe
Tpu henujcke nunuje je 6uo Behu kox Muc™ gepuBara NB1, NB4 u NB16 y onnocy na BGCG11 u
Lb. rhamnosus GG, a ranemano wusmel)y Tpu henujcke nuHHje, HajMambe BE3UBAE Cy CBHU
naktobOanumu nokaszanu 3a HT29-MTX henwuje. [Iponudepanuja mumdonurta nepudepHe KpBu je
omna moBehana camo y mpucyctBy mptBux henuja makrobarwna, 1ok EPS-CG11 wuje uHmaykoBao
TakaB oArosop. llpoaykuuja pa3nuyMTHX IUTOKMHA je BapHpala M TEHEPaJHO IIOCMAaTpPaHo,
VKOJIMKO cy numbonutu Ounn wHKyOupanum camo ca BGCGll, wmm ca EPS-CG1ll (y
kouueHrpauuju 100 pg/ml) jaBmao ce antuumHduamatopun u 1po-Th17 oaroBop, 1ok
Muc™ nepuBaTH ncnosbaBajy uHGuIamaTopHu edekar. Huo nutorokcuuHor epexra Hag HT29-MTX
hemmjama n3as3ean ca L. monocytogenes LMG13305 ce cmamno HakoH konHkybanuje ca EPS-CG11,
a MepeHn HuBO mnpoaykuuje IL-8 kog HT29-MTX henuja je moBehaBaH HakoH KOMHKyOamuje
noHaoco6 S. enterica ser. Thyphymurium LMG15660, Sh. sonnei LMG10473 i Y. enterocolitica
LMG7899 ca BGCG11 nnu ca NB1. Coj BGCG11 je 3nauajno nosehao, a EPS-CG11 cuusno HuBO
npoxaykiuje IL-8 nakon konnkybammje ca L. monocytogenes LMG13305. O6a tuma EIIC monekyna
(EPS-CG11 u EPS-GG) cy 3nauajHo cMamiia HEBO npoaykuuje IL-8 nakon kounkyoOarmje ca Cl.
difficile LMG21717. 3aksbyueHo je Aa pa3IM4uTH MOJICKYJIH ca MOBPIIUHE NaTOTeHa U JaKToOaImiIa
MoubuKyjy Hecnenuduaau umyHu onroop HT29-MTX henuja, a EIIC monexkynu (EPS-CG11 u
EPS-GG) yrmaBHoMm cTumaBajy UMyHH oaroBop. Harmameno je ma ce melycoOHO pasmmkoBao
edekar koju cy mzazuBamun BGCG11 u Lb. rhamnosus GG kao u wuxosu EPS-CG11 u EPS-GG.
[ToceOHO je McTakHYT 3aKkjbydak o Jiokanu3auju onepona 3a EPS-CG11 nva pCG1l mnasmuny koju
Henoctaje Muc™ nepuBatuMa, na ce y peruony on oko 15 kb namaszu 15 ORF-oBa ca ¢yHkuujom
TIIUKO3WITpaHcepasza, Mojaucaxapu]] MoJUMepas3a, peryiaropa Ay)KUHE JaHIla, peryjaaropa
ounocunrese EIIC-a kao u renm rfOACBD kxoju mory ma Oyay riiegaHu Kao 3ace0aH OIEpPOH
3aciIy’kaH 3a HeOOMYHO BeNUKHU nporeHat pamHosze y EPS-CG11. HeoOuuna nokanusanuja onepoHa
3a EPS-CG11 na mmasmuanoj JHK kao m opurmHamHa opraHu3andja TeHa y OKBHPY OIEpOHaA,
Takohe M caM mojaTak Ja J0 caja HUje oKapakTepucaH omepoH 3a 6mocunHtesy EIIC-a xon Bpcre
Lactobacillus paraplantarum wctudy Benuku Hay4HH 3HA4aj OBOT paja, JAOK Cy OBH PE3yJTaTH
yjeIHO U T0JaTHU JonpuHocC KapakTepuzanuju coja BGCG11 kao nmoTeHujasrHor npoOHOTHKA.
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MUIIJBEBE U ITPEIVIOT KOMUCHJE

Komucuja cmatpa na je mokrtopcka aucepranuja mp Mwunmmue Hukommh, moa HacimoBowm:
“KapakTepu3ainuja NoOBpIIMHCKUX MOJIeKYJa 0akTepujcKkux heluja oAroBOpHUX 32 MOTEeHIHjaHY
NPOOMOTHYKY AKTHBHOCT MPUPOIHUX M30J1aTa JAKTOOAIMIA KOHIUIIPAaHA HA OCHOBY JOOpUX H
3aHUMJBMBHMX HAyYHHX MPETIOCTAaBKU, a Ja CKCIIEPHUMEHTAIIHU MPUCTYI W HWHTEpIpeTalmja
pe3yiTara y MoTIIyHOCTH OJroBapajy MocTaBjbeHOM Iuby. KoMucHja sxenu Ja uCTakHe Halpeaak u
3peNIoCT KaHIWJaTa y CBHM acleKTHMa HaydHor pana. Kanaumaar je mokasana na pacroliaxe
TEMEJbHUM TEOPHJCKUM TMpPEI3HABEM, a Yy CeKCIEPHUMEHTAIIHOM paay I[oKa3ajia je 3pesiocT,
MOY3aHOCT U CAMOCTAJTHOCT.

Komucuja cmatpa ga noktopcka nucepranuja Mp Munune Hukonuh mo cBoM mpuctymy u
WHTCPIPETUPAHUM pe3yjTaTuMa, IPEICTaBba 3Ha4YajaH JONPHUHOC Yy pa3yMeBamy OCOOHMHE
arperanuyje OakTepuja W MPOMYKIH]jE er30Toucaxapuaa Kol Jakrodanuia, moceOHo y3umajyhu y
003up mMoryhy mpuMeHy JakToOaIuia Kao MpoOUOTHKa, a MOpe]] Tora faje U cMepHuIle 3a Oynyha
UCTPAKHUBAbA.

Ha ocHOBy wu3nokeHOr komwucuja mpemiaxe HacraBHo — Hayunom Behy buomnomikor
dakynrera j1a mpuxBatu oBaj M3Bemraj u 0100pu jaBHY 010paHy OBE JOKTOPCKE JAUCEPTAIIH]C.
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