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В. Тема докторске дисертације: 
 
Наслов дисертације:  
 
„Функционална карактеризација YtnP лактоназе Stenotrophomonas maltophilia и 
испитивање антивирулентног потенцијала на модел систему Pseudomonas aeruginosa ” 
 
Полазне основе: 
 
Прекомерном употребом антибиотика извршен је снажан селективни притисак на 

бактерије, који је довео до развоја и ширења резистенције на клинички доступне 

антибиотике. Појава и ширење вишеструко резистентних бактеријских сојева и отежан 

третман бактеријских инфекција антибиотицима представља један од водећих проблема са 

којима се суочавају јавни здравствени системи. Предвиђа се да би резистенција бактерија 

на антибиотике до 2050. године могла узроковати смрт преко 10 милиона људи на 

годишњем нивоу, са значајним социо-економским последицама [1]. Стога је проналазак 



алтернативних стратегија у борби против инфекција изазваних патогеним бактеријама 

један од приоритета савремених истраживања. Антивирулентна стратегија представља 

алтернативни приступ у третману бактеријских инфекција. Она се заснива на ометању 

међућелијске комуникације бактерија (енг. quorum sensing - QS) и смањењу експресије 

фактора вируленције патогених бактерија. Познато је да сигнални молекули међућелијске 

комуникације бактерија регулишу експресију фактора вируленције бактерија. Примена 

ензима утишивача међућелијске комуникације (енг. quorum quenching - QQ) који деградују 

сигналне молекуле међућелијске комуникације бактерија представља алтернативни 

приступ за контролу патогених бактерија који се заснива на смањењу њихове 

вирулентности и повећању осетљивости на антибиотике [2]. Pseudomonas aeruginosa је 

Грам-негативна бактеријска врста, припада групи „ЕSKAPE“ патогена и недавно је од 

стране Светске Здравствене Организације дефинисана као патоген од критичног 

приоритета за проналазак ефикасних алтернативних терапеутика [3]. Ова бактеријска 

врста је дефинисана као главни узрочник смањења функције плућа и одговорна за преко 

85% смртних случајева пацијената оболелих од цистичне фиброзе [4]. P. аeruginosa 

ММА83 је клинички изолат вишеструко резистентан на антибиотике [5] и биће коришћен 

као модел систем за испитивање антивирулентног дејства селектованог QQ ензима 

лактоназе.  

 
Предмет докторске дисертације 
 
Примена QQ ензима као антивирулентних агенаса представља једну од обећавајућих 

стратегија у борби против патогених бактерија резистентних на антибиотике. Лактоназе су 

група QQ ензима који врше хидролизу лактонског прстена и на тај начин инактивирају N-

ацил-хомосерин лактоне, сигналнe молекулe међућелијске комуникације Грам-негативних 

бактерија [6]. Pseudomonas aeruginosa је Грам-негативна бактеријска врста која може 

изазвати акутне и хроничне инфекције код имунокомпромитованих пацијената, оболелих 

од цистичне фиброзе, канцера, пацијената након трансплантације органа, као и пацијената 

са болестима плућа. Бројни фактори вируленције и висок степен резистенције на 

антибиотике изолата P. аeruginosa допринео је да ова бактеријска врста буде дефинисана 

као патоген од критичног приоритета за проналазак алтернативних терапијских приступа. 

Врста P. аeruginosa је изабрана као модел за испитивање антивирулентног дејства 



селектоване лактоназе, јер поседује једну од најкомплекснијих и најбоље проучених 

сигналних мрежа међућелијске комуникације. Сигналну мрежу међућелијске 

комуникације P. аeruginosa чине четири међусобно повезана система las, rhl, pqs, као и 

још увек недовољно истражен iqs QS систем. Las систем је један од најзначајнијих QS 

система P. аeruginosa. Сигнални молекул овог система је N-3-оксо-додеканоил-хомосерин 

лактон (3-oксo-C12-ХСЛ) који синтетише LasI синтаза. Када концентрација овог 

сигналног молекула достигне одређени праг везује се за рецепторски протеин LasR 

формирајући комплекс који иницира експресију циљних гена. Други QS систем P. 

аeruginosa је rhl и он припада LuxR-фамилији рецептора. Сигнални молекул rhl система је 

N-бутирил-хомосерин лактон (C4-ХСЛ), који синтетише RhlI синтаза. Овај сигнални 

молекул се везује за одговарајући рецептор, након чега овај комплекс активира експресију 

циљних гена, као што су гени одговорни за синтезу рамнолипида, цијановодоника и 

пиоцијанина. Трећи QS систем P. aeruginosa је pqs, и он се заснива на 2-хептил-3-

хидрокси-4-хинолону (PQS) као сигналном молекулу. Биосинтеза овог сигналног 

молекула регулисана је PqsR (MvfR) рецептором и pqsABCDE опероном. PqsR игра 

кључну улогу у регулацији rhl система, продукцији пиоцијанина, покретљивости 

бактерија, као и формирању биофилма [7]. 

Присуство QQ ензима је потврђено код великог броја бактеријских врста. Међутим код 

бактеријске врсте Stenotrophomonas maltophilia, до сада није идентификован ниједан ген 

укључен у QQ феномен [8]. Имајући у виду потврђен QQ фенотип соја S. maltophilia 6960, 

као и чињеницу да S. maltophilia често коегзистира са P. аeruginosa у плућима пацијената 

оболелих од цистичне фиброзе, основна хипотеза је да је QQ ензим YtnP лактоназа S. 

maltophilia смањује патогеност P. аeruginosa у сврху компетитивне предности. Стога је P. 

аeruginosa ММА83, вишеструко резистентан на антибиотике, одабран као модел систем за 

испитивање антивирулентног потенцијала YtnP лактоназе у оквиру предложене докторске 

дисертације. 

 
Научни циљ истраживања 
 
У оквиру предложене докторске дисертације дефинисано је пет основних циљева: 

 



1. In silico анализа аминокиселинске и нуклеотидне секвенце YtnP лактоназе 

пореклом из бaктеријске врсте Stenotrophomonas maltophilia 

 

Употребом биоинформатичких предикционих алата и програма биће урађена анализа 

секундарне и терцијарне структуре YtnP лактоназе на основу аминокиселинске секвенце. 

 

2. Клонирање, експресија, пречишћавање YtnP лактоназе и њена биохемијска 

карактеризација 

 

Рекомбинантна YtnP лактоназа биће добијена употребом pQE30 експресионог система. 

Овако добијен ензим биће коришћен за потоње тестове. У циљу биохемијске 

карактеризације биће испитани температурни, pH оптимум и стабилност, као и 

каталитичка активност YtnP лактоназе. 

 

3. Испитивање антивирулентног потенцијала рекомбинантне YtnP лактоназе на 

модел систему вишеструко резистентног изолата P. aeruginosa MMA83 

 

Анализом антивирулентног потенцијала YtnP лактоназе добиће се увид у потенцијал YtnP 

лактоназе као антивирулентног агенса. Анализом ефекта различитих концентрација YtnP 

лактоназе у комбинацији са клинички релевантним антибиотицима биће утврђен 

потенцијал YtnP лактоназе као адитивног агенса за повећање ефикасности антибиотика. 

 

4. Испитивање токсичности и антивирулентних својстава рекомбинантне YtnP 

лактоназе in vivo на модел систему Caenorhabditis elegans 

 

Токсичност рекомбинантне YtnP лактоназе биће испитана in vivo на модел систему 

Caenorhabditis elegans. Осим тога, увид у потенцијал YtnP лактоназе као терапијског 

агенса за смањење вирулентности P. aeruginosa MMA83 биће такође испитана in vivo. 

 

5. Конструкција "knock-out" ytnP мутанта сoja S. maltophilia и анализа 

диференцијалне експресије гена дивљег соја и мутанта 



 

Конструисање ytnP мутанта омогућиће увид у молекуларне основе ефекта гена за YtnP 

лактоназу на транскриптом S. maltophilia 6960 у присуству егзогених молекула 

међућелијске комуникације (N-ацил-хомосерин лактона). Поред тога биће испитан утицај 

ytnP гена на одговор S. maltophilia у присуству других патогених бактерија, и обратно; 

утицај ytnP гена на вирулентност патогених бактерија. 

 
Материјал и методe који се користе 
 
Сој који ће бити коришћен, Stenotrophomonas maltophilia 6960, припада колекцији изолата 

Лабораторије за молекуларну микробиологију Института за молекуларну генетику и 

генетичко инжењерство Универзитета у Београду (ЛММ, ИМГГИ) и клиничког је порекла 

(Изолат је пореклом из Института за здравствену заштиту мајке и детета "др Вукан 

Чупић" изолован 2014. године током рутинског клиничког надзора над резистенцијом на 

антибиотике. Информације о пацијенту су анонимизиране те стога писана или усмена 

сагласност пацијента није била неопходна. Кандидат није имао контакт нити интеракцију 

са пацијентом). Овај сој је иницијалном претрагом показао QQ активност и његова QQ 

активност биће предмет проучавања овог рада. Изолација укупне ДНК овог соја, као и 

њено секвенцирање и анотација генома је претходно урађена. С обзиром да је у геному 

овог соја идентификовано присуство гена за лактоназу, приступиће се in silico анализи 

нуклеотидне и аминокиселинске секвенце овог гена применом одговарајућих 

биоинформатичких алата (Phyre2, SWISS MODEL алгоритама, AlphaFold2 и I-TASSER 

програма). Након детаљне биоинформатичке анализе секвенце гена као и протеинског 

продукта, YtnP лактоназе, овај ген ће бити клониран у експресиони pQE30 вектор. 

Експресија рекомбинантног ytnP гена за лактоназу биће индукована у Escherichia coli M15 

(pREP4) ћелијама употребом IPTG (енг. isopropyl β- d-1-thiogalactopyranoside). Ni-NTA 

агароза ће се користити за пречишћавање хистидином обележене YtnP лактоназе. 

Применом есеја заснованог на биосензорном соју Chromobacterium subtsugae CV026 биће 

проверена активност рекомбинантне пречишћене лактоназе. Потом ће се приступити 

биохемијској карактеризацији YtnP ензима, укључујући утврђивање кинетике ензима, 

температурне и pH стабилности, као и ефекта различитих јона на активност YtnP 

лактоназе. Супстратна специфичност YtnP лактоназе биће испитана применом HPLC (енг. 



high-performance liquid chromatography) и LC-MS/MS (енг. liquid chromatography tandem 

mass spectrometry) методом, коришћењем N-ацил-хомосерин лактона различите дужине 

ацилних ланаца (C4-C14 ХСЛ). Утицај YtnP лактоназе на формирање и декомпозицију 

биофилма биће праћен применом флуоресцентне микроскопије, употребом 

флуоресцентних боја за бојење живих (SYTO9) и лизираних ћелија (пропидијум јодид). 

Квантитативна ланчана реакција полимеразе у реалном времену (енг. Real Time 

quantitative Polymerase Chain Reaction, RT-qPCR) биће коришћена за анализу утицаја YtnP 

лактоназе на експресију гена укључених у QS (lasI, lasR, rhlI, rhlR, pqsA, mvfR) и 

вируленцију (lasB, phzM, rhlC, pvdS, algK) P. aeruginosa MMA83. Метод шаховске табле 

(енг. checkerboard) биће примењен за испитивање ефекта комбиноване примене YtnP 

лактоназе и клинички значајних антибиотика (меропенема и гентамицина) на раст 

ММА83. Есеји преживљавања, као и есеји за испитивање утицаја рекомбинантне YtnP 

лактоназе на развиће и репродукцију C. еlegans биће примењени. Потом ће се моделом 

инфекције C. еlegans испитати ефекат предтретмана P. aeruginosa ММА83 са YtnP 

лактоназом на повећање стопе преживљавања C. еlegans инфицираног са MMA83. Мутант 

S. maltophilia 6960, дефицијентан за ytnP ген за лактоназу биће конструисан применом 

претходно установљеног протокола [9] уз мање измене. Најпре ће бити конструисани 

прајмери са одговарајућим рестрикционим местима за фрагменте који су позиционирани 

узводно и низводно од ytnP гена. Региони узводно и низводно од ytnP гена биће умножени 

применом методе ланчане реакције полимеразе (PCR). Тако добијени и пречишћени 

ампликони биће клонирани у pJET вектор. Потом ће добијени конструкти бити 

трансформисани у компетентне E. coli DH5α ћелије. Позитивни трансформанти биће 

селектовани на одговарајућим подлогама са ампицилином и потврђени секвенцирањем. У 

наредном кораку изоловани конструкти из одговарајућих клонова биће подвргнути 

рестрикционој дигестији одговарајућим рестрикционим ензимима. Пречишћени 

фрагменти биће даље клонирани у pEMGT плазмид, а потом и селектовани на подлогама 

са канамицином и телуритом. Након потврде секвенцирањем, одговарајући конструкти ће 

бити уведени у циљни изолат S. maltophilia процесом трипаренталне коњугације уз 

коришћење Escherichia coli DH5α (pRK2013) као помоћног соја. Потврда формирања 

меродиплоида биће урађена гајењем у селективном медијуму са ампицилином и 

телуритом, а потом и PCR методом. Потом ће се у селектоване кандидате коњугацијом 



увести pSW-Apr плазмид који носи ген за SceI ендонуклеазу. Успешност коњугације биће 

потврђена на селективном медијуму са апрамицином. Индукција експресије SceI 

ендонуклеазе, која уводи дволанчане прекиде на специфична места унутар pEMGT 

плазмида стимулишући други корак рекомбинације, биће извршена додавањем 3-метил-

бензоата у селективни медијум. Мутанти ће бити селектовани изостанком раста на 

телуриту, а потом потврђени PCR методом. Потом ће мутанти бити очишћени од pSW-Apr 

гајењем у неселективном медијуму. Селектовани кандидати за мутанта бити секвенцирани 

коришћењем Illumina HiSeq 2500 платформе (MicrobesNG, Универзитет у Бирмингему, 

Велика Британија). За склапање генома биће коришћен Де Брујин Граф метод. Контигови 

краћи од 200 базних парова биће уклоњени. Добијене секвенце биће мапиране употребом 

Burrows-Wheeler Aligner-BWA. RAST (енг. Rapid Annotations using Subsystems Technology, 

http://rast.nmpdr.org) сервер биће коришћен за анотацију гена и предикцију отворених 

оквира читања у целокупној геномској секвенци. Упоредна анализа анотираних геномских 

секвенци селектованих канидата за ytnP мутанте применом алата Bowtie даће коначну 

потврду делеције одговарајућих гена. Потом ће дивљи сој S. maltophilia 6960 и ytnP 

мутант бити гајени са најпроблематичнијим бактеријским сојевима цистичне фиброзе који 

ће бити физички раздвојени мембраном, која омогућава дифузију молекула, али не и 

директан контакт дивљег соја/ytnP мутанта са бактеријским сојевима других врста. 

Такође, дивљи сој и ytnP мутант ће бити инкубирани са C4-ХСЛ и 3-oксo-C12-ХСЛ 

појединачно. Након тога биће урађено секвенцирање целокупне РНК и анализа 

транскриптома у циљу утврђивања разлика на нивоу експресије гена код дивљег соја и 

ytnP мутанта као одговор на присутво одабраних патогена карактеристичних за цистичну 

фиброзу, као и одговор на N-ацил-хомосерин лактоне специфичне за P. аeruginosa. 

 
Очекивани резултати и научни допринос 
 

У оквиру ове докторске дисертације применом биоинформатичких алата биће добијене 

информације о предикцији секундарне и терцијарне структуре YtnP лактоназе. 

Биохемијском карактеризацијом рекомбинантне YtnP лактоназе биће утврђена кинетика 

ензима, термостабилност, pH стабилност, као и супстратна специфичност. Функционална 

карактеризација YtnP лактоназе даће увид о антивирулентном и антибиофилм потенцијалу 



YtnP лактоназе на модел систему P. aeruginosa MMA83. Метода шаховске табле даће 

информацију о ефекту комбиноване примене YtnP лактоназе и одговарајућих антибиотика 

на минималну инхибиторну концентрацију патогена P. aeruginosa MMA83. Додатно, 

подаци добијени на in vivo модел систему C. elegans пружиће информацију о токсичности 

рекомбинантне YtnP лактоназе, као и њеном антивирулентном потенцијалу на патогену P. 

aeruginosa MMA83. У оквиру ове докторске дисертације биће конструисан ytnP ''кnock- 

out'' мутантни сој S. maltophilia 6960, који ће омогућити анализу диференцијалне 

експресије гена код дивљег соја и ytnP мутанта, чиме ће се расветлити биолошка улога и 

клинички значај ytnP гена соја S. maltophilia 6960. Добијени резултати ће пружити 

информације које ће омогућити процену потенцијалног коришћења YtnP лактоназе као 

терапијског агенса у третману инфекција изазваних вишеструко резистентним сојевима 

врсте P. аeruginosa. 
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Г. Закључак и предлог: 
 
На основу пријаве теме докторске дисертације коју је поднела студент Јована М. 

Ћурчић, као и анализе литературе која подржава тему, Комисија закључује да је предмет 

истраживања предложене теме докторске дисертације Јоване М. Ћурчић научно оправдан, 

актуелан и подржан адекватном методологијом. Предложена докторска дисертација 

подразумева свеобухватан приступ заснован на примени микробиолошких, молекуларно-

биолошких, биохемијских и биоинформатичких метода којима ће бити урађена 

структурна предикција, клонирање и експресија, а потом и биохемијска и функционална 

карактеризација YtnP лактоназе пореклом из клиничког изолата S. maltophilia 6960. 

Упоредо ће бити конструисан ytnP мутант како би се утврдио утицај YtnP лактоназе на 

транскриптом S. maltophilia 6960 у одговору на присутво одабраних патогена и N-ацил-

хомосерин лактона. На основу изложеног, Комисија закључује да је образложена тема 

докторске дисертације Јоване М. Ћурчић у потпуности научно оправдана и да кандидат 

задовољава све услове за успешну реализацију предложеног истраживања. Комисија 

предлаже Наставно-научном већу Биолошког факултета да одобри тему под насловом 

„Функционална карактеризација YtnP лактоназе Stenotrophomonas maltophilia и 

испитивање антивирулентног потенцијала на модел систему Pseudomonas 

aeruginosa” и израду предложене докторске дисертације. За менторе се предлажу др 

Милка Малешевић, научни сарадник Института за молекуларну генетику и генетичко 

инжењерство Универзитета у Београду, и др Бранко Јовчић, редовни професор Биолошког 

факултета Универзитета у Београду.  

Београд, 24.05.2024.       Комисија: 
 

__________________________________ 
др Милка Малешевић, научни сарадник,  

Институт за молекуларну генетику и генетичко инжењерство,  
Универзитет у Београду 

 
    _________________________________ 

др Бранко Јовчић, редовни професор,  
Биолошки факултет, Универзитет у Београду 

 
__________________________________ 

др Наталија Половић, редовни професор,  
Хемијски факултет, Универзитет у Београду 
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