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OAKYNTET BETEPUHAPCKE MEONLIMHE OBPA3AL -0 4
YHUBEP3UTETA Y BEOIrPALlY

M3BELLUTAJ O OLEHU 3ABPLUEHE [JOKTOPCKE ANCEPTALUWJE
| NTOOALU O KOMUCUJIN:

1. laTym 1 Ha3uB opraHa Koju je UMeHOBaoO KOMUCH]Y:

HactaBHo — HaydyHo Behe ®akynteta BeTepuHapcke MeauuuHe YHMBep3uTeTa Yy
Beorpagy je Ha cBojoj 163. cegHunumn oapxaHoj 23.12.2015.rognHe nmeHosano Komucujy 3a
OLleHYy 3aBplleHe [JOKTopcke auceptaumje Mp Jbybuwe BersoBuha, agunnomupaHor
BETEepuHapa.

2. CactaB KOMUCHje Ca Ha3HAKOM MMEHa M npe3MMeHa CBaKor 4sfiaHa, 3Baka, Ha3umBa
yXe Hay4yHe obnactu 3a Kojy je nsabpaH y 3Bawe, roaqMHOM M36opa y 3Bake M Ha3uB
c¢hakynTeTa, ycTaHOBE Y KOjOj je 4naH KoMUcuje 3anocrieH:.

1. Ap Henag Mwunuh, penosHu npodecop, Mukpobuonoruja ca umyHonorujom, 2005.roguHe,
dakynTeT BeTepuHapcke meauumHe YHuBep3uteta y beorpagy;

2. Op JakoB Hwuwasuh, BaHpegHu npocdpecop, Mwukpobuonormja ca UMYHOMNOrMjoMm,
2014.rognHe, ®akynTeT BeTepuMHapcke meauvumHe YHuBep3auteTta y beorpaay;

3. Op Oejan Kpwauh, BaHpeaHu npodecop, Mukpobuonoruja ca nmyHonorunjom 2010.roguHe,
dakynTeT BeTeprMHapcke MegmuuHe YHuBepsuTeTa y beorpagy;

4. [Op AnekcaHgpa Khexesuh, BaHpegHu npodbecop, Mwukpobuonorunja, 2014.roguHe,
MeguumHckun dhakynteT YHuBepsuTeTa y beorpaay.

I mogAun O KAHOUOATY:
1. Ume, ume jegHor poauTterba, npesume: Jbybuwwia, Munmeoje, Berbosuh

2. Datym pohewa, onwtuHa, Penyb6nuka: 22.06.1964.roguHe, JlosHuua, OnwTtmHa
JlosHuua, Penybnuka Cpbuja

3. Oatym onbpaHe, MeCTO U Ha3MB Maructapcke Tese*: Marucrtapcky Tesy noj HacrnoBomM:
.fpunor nabopaTtopujcKoj AnjarHOCTULM POTaBUPYCHUX MHdekuunja“, kaHauaaT je ogbpaHuo
AaHa 29.12.2005.rognHe Ha KaTegpwu 3a 3apasHe 60necTv XXMBOTUa 1 Bonecty nyena.

4. HayyHa oGnacT M3 Koje je cTe4eHO akafeMCKO 3Bake Maructpa Hayka*: 3apasHe
B6onecTn xmMBoTMHa 1 BonecTtn nyena.

1l HACJIOB OOKTOPCKE AUCEPTALMJE. MonekynapHa kapakTepu3auuja cojeBa
BMpyca napavHgnyeHue 3 roeeaa n3onoBaHux Ha teputopuju Penybnuke Cpbuje.

IV MPEMMEQ OOKTOPCKE AUCEPTALUWUJE (HaBecTu 6poja cTpaHa nornaerba, Crnuka,
wema, rpacpukoHa u cn.):

Hoktopcka aunceptaumja mMp Jbybuwe BersoBuha gunnomupaHor BeTtepuHapa M3
Beorpaga nog Hacnosom ,MonekynapHa Kapaktepusauuja cojeBa Bupyca napanHdgyeHue 3
roeega u3onoBaHMx Ha Teputopuju Penybnuke Cpbuje* je HanucaHa Ha ykynHo 144
CTpaHuue KoMnjyTepckn obpaheHor TekcTa jacHUM 1 pa3ymMIbMBUM CTUIIOM 1 JOKYMEHTOBaHa
je ca 46 Tabena un 14 cnuka, a cagpxu cBa yobudajeHa nponucaHa nornaerea: YBog,
Mpernep nutepatype, Unre n 3agaum ucnutuBawa, MaTepujan n meToge MCNMTUBaHA,
Pesyntatn mncnutmeamwa, [duckycuja, 3akrbyduun, Cnucak nuTtepartype, KpaTak cagpxaj Ha
CPrCKOM W EHrNEeckoM je3unky u cnmucak ckpaheHuua. bpoj cTpaHa no nornaerbumMa JOKTOPCKE
anceptaumje obyxsaTa yBoa on 13 cTpaHa, npernen nutepaType oA 36 cTpaHa, Uuib u
3afjaum ucnuTuBama of ABe CTpaHe, pesynTtaTe ucnutmueakwa of 46 ctpaHa, Anckycujy oa 9
CTpaHa, 3aKrbyyke ucnuTMBawa Of jedHe cTpaHe, ckpaheHuue of 2 cTpaHe, chiucak
nutepatype oA 7 cTpaHa u buorpadmjy aytopa og 3 cTpaHe.



V BPEOHOBAHKE NOJEOUHUX OENOBA OOKTOPCKE AUCEPTALMUJE (pnaTtu kpaTak
onuc cBakor nornaefba gucepTauuje: ysoaa, nperneaa nutepatype, uurba U 3agataka
UCTpaxuBaka, MaTepujan u metoaa, pesynrtara, UCKycuje, cnucka pedepeHun):

Y nornaerby YBoA KaHAuMAaT ce AeTarbHO OCBPHYO Ha OCHOBHE MOpPMOSIOLIKE WU
BuonoLuke kapakTepucTuke supyca napavHdnyexue 3 rosega (P13) v keroBy 3HavajHy yrory
y eTuonaToreHesn pecnupaTopHOr CMHApPOMa roBea, 3aTWM KapakTepUCTUKE HEeroBor
reHoMa W aHTUreHCKe CTPYKType ca MocebHMM OCBPTOM Ha  XemarfnyTUHUHCKO-
HeypamuHngasHe (HN) n dysmoHe (F) rmuvKonpoTeuMHCKe aHTUreHe Koju npeacrasrbajy
WMYHOMOLLIKA 3HayajHe KOMMOHEHTe BMPYCHE u4ecTulue W [eTepMUHaHTe aHTUreHcke
crneumMduYHOCTU pasnUYUTUX CcojeBa BUpYca Kao M Ha Jpyre CTPYKTYpHE KOMMOHEHTe
BMPUOHA Koje 00yxBaTajy MaTpuUKCHM MpoTerH M, HykneokancugHu npotevH - N 1 Benvku
npotemH - L. [open Tora, kaHgoupaT Adaje npukas cwunoreHeTckor crtabna pega
Mononegavirales koju ce ogHocu Ha camununjy Paramyxoviridae. Y yBogHOM nornasrby
JOKTOpCKe AucepTauuvje onncaHe Cy KapakTepuUCTUKe yMHOXaBaka BuUpyca Yy KynTypama
TKkMBa OAHOCHO henuvjckum nuHMjama Kao My henujama pecnupaTopHOr enutena
WH(UUMPAHUX >KMBOTMH,A TOKOM NPUpOAHEe UWHAeKUuMje y3 [eTarbaH npukas BUPYCHE
pennukaumje n buocnHTese y henujama gomahuHa.

Y yBoay je onucaH eTMonoLky 3Hadvaj Bupyca PI3 y HacTaHky oborbera ropHux
AenoBa pecnupaTopHor cuctemMa rosega kao v Apyrux npujeMymBmux Bpcta, OGHOCHO OCHOBHE
KapakTepucTuKe naToreHese HaBefeHor oborberwa YKibydyjyiin n KapakTepucTuke KnMHU4Ke
Cnuvke WM naTomnoLlKuX NpoMeHa koA obonenux xueoTuwa. KaHaupaT ykasyje Ha 3Hauaj
nocTojara Benukor 6poja cojeBa Bupyca napavHdgryeHue 3 roBega Koju Cy CBpCTaHu y Tpu
reHoTuncke rpyne o3HayeHe kao A, B u C, a 3atum onucyje mMetode BUPYCOSOLLKe
OnjarHoCTuKe Koje obyxBarajy nsonauujy n ngeHtudpukaumjy Bupyca Ha hemnmjckum nvHujama
(BUpYyC HeyTpanu3auMoHn TeCT U MeToAa AMPEKTHE NMyHOdITyopecLeHLM|Ee) Kao U MeToae 3a
npahewe UMYHOMOLLKOr oAroBopa MHAUUMPAHUX UMM UMYHU3OBaHMX roBefa Ha aHTureHe
Bupyca PI3. KaHoupaTt je y OKBUPY HaBedeHUMX MeToda BUPYCOMOLUKEe [ujarHOCTUKe
WH(pekunje rosega u3asBaHe BupycoM PI3 nocebHO ucTakao 3Havaj caBpeMeHUX
MONEKyNnapHUX AWjarHOCTUYKMX MEeToda 3acCHOBaHWX Ha faH4yaHoj peakumju nonuvepase
(PCR ) y uurby cekBeHUupahwa M30M0BaHWX U /MNn OeTeKToBaHUX cojeBa Bupyca PI3 y
WHprumpaHum henvjama, a camMm TUM U HUXOBE reHoTUNU3auuje u punoreHeTcke aHanuse.

Y nornaerby lMpernen nutepaTtype KaHouMaaT je AeTarbHO M3M0XWO pesynTaTe
uctpaxmeawa u3 65 pagoBa cTpaHuMx M gomahmx aytopa Koju ce ogHoce Ha MeTofe
BMPYCOJIOLLKE ANjarHOCTUKE Koje oDyxBaTajy cTaHaapAHe M MorekyrapHe MeToAe 3aCHOBaHe
Ha naH4YaHoj peakumju nonumepase - PCR 3a wuageHTUMKaumjy cojeBa Bupyca
napanHdnyeHue 3 M30MnoBaHMX U3 y3opaka HOCHMX GpuceBa nopeknom of obonenux unm
WMHpMUMpaHUX roBeaa Ha KynyTypu TKMBa, OAHOCHO OUPEKTHY AeTeKuujy Bupyca y ysopumma
matepujana. OBu nogaum y MOTNYHOCTW OMpaBAaBajy MNOCTaBIibEHW UWb WM 3agaTtke
ncnuTuBamAa.

Y nornaerby Unrb v 3agaum ucnutuBawa KaHovMaat je umajyhu y Buay npeTxogHo
HaBedeHe nopaTke W3 nuTepaType, Kao W pesynTaTte CoOMNCTBEHUX NPenMMUHapPHUX
ncnuTUMBaka NOCTaBMO 3a LWb OBE LOKTOPCKE AucepTauuje Aa M3BpLWKM MOMeKynapHy
KapakTepusauujy 1 ngeHtudukaumjy msonosaHux cojesa Bupyca PI3 roBega Ha Teputopumjn
Penybnvke CpOuvje NpMMEHOM CaBpPEMEHMX MOIEKYNapHUX W CTaHgapAHuMX MeToda
BMpYCOnoOLWKe AujarHocTuke. Pagu ucnywewa HaBedeHor uurba, kaHgugaT je noctasBuo
cnepehe 3apaTke:

1. [la ce meTOoOOM M30Mauunje Bupyca Ha KynTypu TKMBa U BUPYC HeyTpanusalmjom
UCnuTajy y3opum HOCHWX BpuceBa roBega pasnMuMTUX PacHMX U CTapOCHUX KaTeropuja ca
N3paXKeHUM KINMHUYKUM CUMMTOMUMA 0borbeHa ropkrx napTuja pecnupaTopHoOr cuctema Ha
NpUCyCcTBO BMpyca napanHdryeHue 3.

2. [a ce u3BpLIM MAOEHTUMMKALMja N30MOBaHUX COjeBa BUpyca napauHdpnyeHue 3
rosea npumeHoMm mMetoge anpekTHe nmyHodnyopecueHumje.

3. Ja ce npumeHOM MeTOAEe faH4yaHe peakuuje nonvMmepase ca peBep3HOM
TpaHckpunumjom (RT PCR) y3 kopuwhere npajmepa 3a F reH Bupyca PI3 rosega ncnurtajy
CBU y30pLM HOCHUX BpuceBa U3 Kojux Huje nsonosaH Bupyc P13 Ha KynyTpu TKuBa.

4. [Na ce npuMmeHOM MeToAde naH4YaHe peakuuje nonumepase ca peBep3HOM
TpaHckpunumjom (RT PCR) y3 kopuwherwe oaroBapajyhvx ONMroHyKNeoTMAHMX Mpajmepa
Koju OeTekTyjy cekBeHuy monekyna supycHe PHK koja kogupa cuHTesdy F aHTureHa Bupyca
P13, ncnutajy cojeBu nomeHyTor Bupyca u npomssoanm RT PCR peakuuje npunpeme 3a
CekBeHUuMpamh-e.
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5. [a ce npumeHOM MeToAe naH4yaHe peakuuje mnonMMmepase ca peBep3HOM
TpaHckpunumjom (RT PCR) y3 kopuwhewe oaroapajyhvMx ONMroHykneoTUAHMX npajmepa
Koju OeTekTyjy cekBeHuy Mornekyna supycHe PHK koja kogupa cuHTesy HN aHTureHa Bupyca
PI3, ucnutajy cojeBun nomeHnytor Bupyca u npoussogn RT PCR peakuvje npunpeme 3a
ceKkBeHuupame.

6. Ja ce usspwun cekseHuupawe RT PCR npoussoga F u HN reHa pomahux cojesa
Bupyca PI3 meTogom ampekTHor cekBeHumpana no CaHrepy.

7. Da ce n3BpLln MornekynapHa Kkapaktepusaumja Ha OCHOBY nopehera xomonoruje
HykneoTnaHmx cekseHun F n HN reHa pomahmx cojeBa un30onoBaHWX Bupyca ca
oAaroBapajyhnm cekBeHuaMma ApYrMx M30f0BaHUX cojeBa BMpyca napauHgryeHue 3 roBefa
Koju ce Hanase y mefjyHapoaHoj 6a3u nogataka 13 6aHke reHa.

8. [la ce Ha ocHOBY pesynTtata nopehewa CekBeHUM oapenu nonoxaj gomahumx
n3onoBaHux cojeBa Bupyca PI3 Ha dmnoreHeTckom ctabny n geduHULLIE HUXOBa reHOTUMNCKa
npuvnagHocT.

Y nornaerby MaTtepujan M meTooe ucnuTMBawa KaHOMAaT je AeTarbHO Oonucao
mMaTepujan u MeToAe Koje je KOPUCTMO TOKOM n3paae OOKTOpCKe aucepTtaumje.

YKynHo je ucnutaHo 119 y3opaka HOCHuX GpuceBa obonenux unu MHPULMPaHUX
roeefa pasnuMuMTUX CTapoCcHWX kaTeropuwja (Tenmagw, jyHaauM W KpaBa) ca Teputopuje
Penybnuke Cpbuje Ha npucycTtBo Bupyca napavHdnyeHue 3 rosega. MpukynrbeHu ysopum
cy notanaHu y 2ml xpaHremBe nognore Eagle MEM wunu y doccatHom nydpepy pH 7,2 u
YyBaHu Ha TemnepaTypu o -20 °C 0o noyeTka ucnuTuBama.

3a n3Bohewe MeToae m3onaumje BMpyca M BUPYC HeyTpanusauuvje kopuwheH je
cnegehn matepwujan:

-PedbepeHTHM coj SF4 Bupyca napavHeryeHue 3 roseaa Titpa of 10°° TClDsgy

yMHOXaBaH y henujckoj nuHmnjy MDBK (Madin Darby Bovine Kidney), npoussohaua

+LAmerican Bioresearch, CA[;

-KonTnHynpana henujcka nuHuja MDBK, npoussohada IZSB, bpewa, Utanwja;

-baktepuonowku untepu 3a jegHokpaTHy ynoTpeby ca BennumHom nopa op 400nm

npoussohaya Whatman, Hemauka;

-Moanora 3a pacT n oapxasakwe henujckux nuHuja ,Eagle MEM", nponssohada PAA,

(Biopharm);

-MewasBnHa aHTMBMOTMKA M aHTUMUKOTUKA Koja Yy cebu cagpkuv NeHUUUNuH,

CTPENTOMULUUH 1 amdoTepuumH b, nponssohava ,PAA" (Biopharm);

-®GetanHn Tenehu cepym npomseohava “Biochrom*;

-Mukponno4e 3a pacTt henujckux nuHuja, nsonauujy n BUpyc HeyTpanusaunjy og 24

n 96 yoybreemwa, nponssofnava “Sardshtedt” Hemauka;

-XunepumyHu cepym npoTtus Bupyca P13 roBega npunpemMsbeH MMyHmn3aumjom KyHuha

pecdepeHTHUM SF4 cojem Bupyca PI3 roBega, npousBohaya BeTepuHapcku 3aBof

3eMyH.

3a nsBohere ampekTHe nMyHornoyopecueHuuje kopuwheH je cnepgehu matepujan:
-MoHoknoHcka aHTuMTena npoTmB Bupyca PI3 kowyroBaHa ca  cryopecueunH
nsoTtuoumjaHaTom, nponssohaya “ Bio X", benruja;

-Mydbep pH 7,2 , aueToH, AecTunoBaHa Boja.

MaTtepujan koju je kopuwheH 3a n3soherwe MeToae naHyaHe peakuumje nonmMmepase:

-EkcTpakumja BupycHe PHK n3 y3opaka nsepLueHa je npumeHom knta Pure Link RNA Mini
Kit, npoussohava Ambion by Life technology.

-3a mnsBohewe mMetoge RT PCR kopuwheH je QIAGEN One Step RT-PCR Mix Kit
(npoussohava QIAGEN Inc., Valencia, CA, SAD).

-MeToga RT PCR je nssoheHa y3 kopuwhere napa onvroHykneoTuaHux npajMepa 3a aeo
F rena supycHe PHK Bupyca PI3 roesega (forward F: 5’CATTGAATTCATACTCAGCACS3' n
reverse R: 5’AGATTGTCGCATTTAGCCTC3’) 1 napa onuroHykneoTuaHnx npajMepa 3a geo
HN reHa npetxogHo HaBepeHor Bupyca (forward F: 5’GAATGACTCATGATAGAGGTA3 un
reverse R: 5’AGGACAACCAGTTGTATTACAT3’, npoussohaya Applied Biosystems, Benuka
BpuTaHuja.

Matepwujan koju je kopuwheH 3a n3sohewe enekropgopese:
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-O6ojeHmn ,Gen ruler* 3a enekrtpodopesdy of 100 go 1000 6a3HMx mapoBa, npousBohaya
Fermetnas;
-f'en 3a enektpodopesy koju ce cactoju og 1,5 g arapose npoussohaya Fermentas
(molecular biology grade) i 75 ml nycdepa 3a enekTpodopedy ca [OAAaTKOM eTUAnjyM
opomunga.

3a u3Bohewe MeToAe [AMPEKTHOr CekBeHuupawa no CaHrep-y npeTxogHo je
n3speHo npeunwhasarwe fobujeHnx PCR npogykata npumeHom kuta ,Mini Elute PCR
purification kit* nponssohava Qiagen - CAL.

MeTtoga wmsonauuje Bupyca y Kyntypu henuja msBplueHa je Tako LWTO CYy MNPEeTXOAHo
obpafeHn y3opum HOCHMX ©OpuceBa MNOjeAMHAYHO  WMHOKyNMcaHu Yy  yaybrbewa
MUKPOTUTPaALMOHNX MNIioYa Y Koje Cy NpeTXOAHO noctassbeHe henujcke nuHuje MDBK. Y cBa
yayorbewa MUKPOTUTPALMOHMX MIiova je 3aTUM NojeauHAYHO MHOKynmMcaHo ca no 100 pl
nNpuUNpeMrbeHnx y3opaka HOCHMX OpuceBa rosega. [Ba ygybrbewa MUKPOTUTPALMOHMX
nfoya cy nojeguMHayHo MHOKYyNMcaHa ca MCTOM KOSIMYMHOM CyCneH3unje pedyepeHTHOr coja
SF4 Bupyca PI3 roBega W cnykuna Kao MO3UTMBHaA KOHTpona. VIHOKynucaHe
MUKPOTUTPALIMOHE MrioYe Cy 3aTUM WHKyBucaHe jeqaH yac Ha Temnepatypu oa 37°C, nocne
Yyera je y cBa yaybrbewa fodata xpaHrbuBa nognora 3a ogpxaBakwe henuvja ca 2%
deTtanHor Teneher cepyma. Mukponnode cy 3aTuM MHKyGUcaHe y TepMocTaTy TOKOM 7 AaHa
Ha TemnepaTtypu 37°C y npucyctBy 5% CO, U CBakOOHEBHO OMCepBMpaHe Ha nojaBy
untonartoreHor edpexra (CPE).

Tutpauuja pedepeHTHOr coja SF4 1 y3opaka cynepHaTaHTHE TEYHOCTU MOPEKIoM of
WMHoOKynuncaHux henujckux nuHuja MDBK ca ucnorbeHum uutonaTtoreHUM eeKkToMm, BpLUeHa je
Ha KynTypu Tkmea MDBK y MUKpOTMTpaUMOHUM NfiodaMa ca paBHMM OHOM, MO CTaHAapOHO]
npoueaypu. NMocne cdopmmparba koHGNyeHTHUX henuvja y 6aseHunhnma MUKpOTUTPALMOHE
nrnove, BPLUEHO je oanMBame noagsiore U TPOKpaTHO ucnvpawe henuja ca PBS. 3atum je
pgopaBaHo no 50yl pecetocTpykux paspeferwa cycneHsvje y3opaka pedepeHTHOr wu
n30noBaHux cojeBa Bupyca PI3 y cBa yaybrbewa MUKPOTUTPaALMOHMX Mfioda 3a CBako
paspehene. 3a npunpemane paspehewa Bupyca je kopuwheHa xpaHremBa nognora Eagle
MEM ca 2% detanHor Tteneher cepyma. WHokynucaHe henuvje uHKybucaHe cy TOKOM
BPEMeHCKor nepuoga oa 1 Yac Ha Temnepatypw og 37°C y TepmocTaty y npucycTtsy 5% CO,.
lMocne nepuopa agcopnuuje Bupyca Ha henwuje, nojegnHadHo je cunaHo no 50pl 2% Eagle
MEM-a y cBa ygybrbewa MWUKpPOTUTpauMOHe nnode. henujcke nNuHWje ca WHOKYNUCaHWM
y3opuuma BMpyca y MUKPOTMTPALUMOHNM nfioyama cy 3aTMM MHKyOucaHe Ha TemnepaTtypu o
37°C ca 5% CO, 1 cBako[HEeBHO NocMaTpaHe Ha NpUcycTBO LuTonatoreHor edekta (CPE).
TuTtap pedepeHTHOr M U30MoBaHMX cojeBa Bupyca PI3 obGpadyHaBaH je meTogom no
Kepbepy.

MeToga Bupyc HeyTpanusaumje je u3BoheHa Tako LUTO Cy y3opum pedepeHTHOr 1 coja U
cynepHaTaHTHEe TEeYHOCTW TMOPEKOM Of WHOKynucaHmx henujckmx nuHuja MDBK ca
NCNOSbEHUM LIMTOMATOrEHUM edeKTOM MOMEeLlaHn ca UCTUM KomnudMHama cneumndudHor
XvnepuMyHor cepyma npotuMe Bupyca PI3 y yaybrbewmuma MUKPOTUTPAUMOHUX Mrioya.
Mocnegwa Tpw yaybrbewa MHOKYNUCAHMX MUKPOTUTPAUMOHMX MfoYa Cy Cryxuna Kao
koHTpona henwvja, cepyma n Bupyca. MeluaBrHe y3opaka Bupyca U XUNepuMmyHor cepyma cy
3aTUM MHKyGMCaHe y BpeMEHCKOM nepuoay oa 1 Yac Ha TemnepaTtypm og 37°C, aa 6u nocne
Tora ucte bune vHokynucaHe y 6aseH4Mhe MUKPOTUTPaLMOHMX MfloYa ca paBHUM OHOM Y
Kojuma cy ce Hanasurne MDBK henuvje. OBako npunpemrbeHe MUKPOTUTPALMOHE MIiove cy
WHKyBUCaHe Yy BPEMEHCKOM Nepuoy of 72 4yaca Ha Temnepatypu oa 37°C, nocne 4yera cy
OuYuTaBaHW pe3ynTaTn HeyTpanusauumje pedepeHTHUX U M30MoBaHUX cojeBa Bupyca PI3
cneunuUYHUM XMNEePUMYHUM CEPYMOM.

MeToga gupektHe umyHodwnyopecueHumje je ussoheHa Ha henmjckum nuHnjama MDBK
nojeaMHa4yHo MHOKYNMcaHMM U3onoBaHMM cojeBrmMa Bupyca P13. Kao no3uTnBHa KoHTpona y
ncnutuBawuma kopuwheH je coj SF 4 Bupyca PI3 rosega. Osako npunpemrbeHe
MUKPOTUTPALMOHE MNfioYe Cy 3aTuM MHKyBucaHe Ha Temnepatypu og 37°C go nojase
untonatoreHor edpekta (CPE) koju je 3axsatao 40% po 50% henuja. Cagpxajy u3
yoybrbewa MuKponsoya cy NOTOM oanuBaHuW, a yaybreewa ca henujama wcnupaHa
nycgepom PBS pH 7,2 n cyweHa Ha cobHoj TeMnepatypu y Tpajawy of 30 MuHyTa. henvje y
yay6rbewnma Mukponnoye cy ukcnpaHe aueToHoM ca gogaTtkom 20% meTaHona y Tpajaky
oA 30 muHyTa. duKcaTuB je o4NMBEH M Y CBaKO yaybrberwe Mukponsode je gogato no 50 pl
pagHOr pacTBopa Kowbyrata 3a AMPEKTHY WMMYHOnyopecueHuujy Koju ce cacTojao of
MOHOKITOHCKMX aHTuTena npotMB Bupyca PI3 roBega KOwYroBaHWx ryopecueunH
nsotmoumnjaHatom (FITC). MukpotuTpaumoHe nnove cy 3aTuM UHKyOmncaHe y BnaXKHOj KOMopw
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Ha 37°C y Tpajakby oa 45 MuHyTa MNo ynyTcTBY npou3Bofada, mnocre 4era je MOHOBO
N3BpLLUEHO HUXOBO Mcnnpawe ca PBS pH 7,2 n gectunosaHom Bogom. MukpoTtuTtpaumoHe
nrnoye cy mnocrne ucnupawa OocyweHe Ha cobHOj Temnepatypu W nocMmartpaHe noj
¢riyopecueHTHMM MUKPOCKOMNOM Ha MnojaBy cneunduyHe drnyopecleHumje y Buay jacHo
XyTo3seneHux hopmaumja NPUCYTHUX y uMTonnasmu henvja MHokynucaHe Kyntype Tkvea.

EkcTpakumja HyknemHcke kucenuHe supyca PI3 BplueHa NpUMEHOM AujarHOCTUYKOr KuTa
Pure Link RNA Mini Kit, nponssohaya Ambion by Life technology, no ynytctBy npoussohaya.
JlaHuaHa peakuuja nonumepase (RT PCR) y3 kopuwhewe npajmepa 3a geo F reHa je
n3soheHa No MpoTOKONy Koju je obyxBaTtao peBep3HYy TpaHCKpI/ll'ILl,I/IjX Ha TemnepaTtypu of
47°C y Tpajary o4 30 MUHyTa, 3aTUM UHULUMjanHy AeHaTypaunjy Ha 94°C TokoM 2 MuHyTa, 35
uuKnyca geHatypauuje Ha 94°C 3a 45 CeKyHau, Be3uBaka npajmepa 51°C 3a 45 CeKyHau,
ernoHraumje Ha 72°C3al MUWHYT 1 DnHanHe enoHrauuje Ha 72°C y Tpajarwy o4 5 MUHyTAa.

JlaHyaHa peakumja nonumepase (RT PCR) y3 kopuwhere npajMepa 3a geo HN rena je
n3BofeHa no NpoTokony Koju je obyxBaTao peBEpP3HY TpaHCKpVII'ILl,VIjX Ha TemnepaTypu of
50°C y Tpajarwby o4 30 MUHyTa, 3aTUM UHULUMjanHy AeHaTtypaunjy Ha 93°C TokoM 3 MuHyTa, 35
uuMKnyca geHatypauuje Ha 94°C 3a 45 CeKyHOMW, Be3uBara npajmepa 49°C 3a 45 CeKyHaMm,
ernoHrauuje Ha 72°C3al MWHYT U oUHanHe enoHraumje Ha 72°C y Tpajawy og 10 MuHyTa.

Pesyntatn nssohewa metoge RT PCR ouuTtaBaHu cy nocrne usoferwa XOpu3oHTarnHe
ren enektpodopese. lNpucyctso OHK ¢pparmeHata F reHa BenuumHe og 400 bp y reny
arapose, ogHocHo OHK dparmeHaTta HN reHa BenuunHe of 647bp cMaTpaHo je NO3NTUBHUM
Hanasom.

Y uwby unsBohewa MeTode [OUPEKTHOr CcekBeHuupawa no CaHrep-y, BpLUEHO je
npeunwhaBawe fobujeHnx PCR npogykata npumeHoMm kuta ,Mini elute purification kit
Qiagen“ no ynytctBy npowusBofava. OBako npeudnwhenn npomssogn RT PCR peakuuje cy
TpeTupaHu ca M3oMNponaHorioM 1 geHaTypucaHu ca popMmamMmnaom, a 3aTUM CEKBEHLMPaHU Y
cekBeHUMoHep3y ,ABI PRIZM Genetic Analizer 310

CekBeHue F u HN reHa wu3onoBaHuUX W WAEHTUUKOBAHMX cojeBa BUpyca
napanHdnyeHue 3 cy 3atuMm ybadyeHe y KOMMNjyTepcku nporpam 3a MNpoueHy HyKneoTuaHe
XOoMorioruje ca gpyrum perucTpoBaHUM CojeBuMa HaBedeHOr BUpYyca Y reHckoj 6asun nogaTtaka
(BLAST). HaBepneHu codpteep je omoryhuo ogpefuBare npoLeHTyanHor HUBoa HykneotuaHe
Xomorioruje cekBeHuM gomahux cojeBa Bupyca PI3 roBega ca oprosapajyhum cekseHuama
Apyrux cojesa Bupyca us base reHa.

dunoreHeTcka aHanuMsa CBUX HYKNEOTUOHWX CekBeHUuM domahux cojeBa Bupyca
napanHdgyeHue 3 je m3BpLleHa NpUMEeHOM KomnjyTepckor nporpama MEGA 6. YBugom y
nonoxaj gomahumx W30f0BaHUX CojeBa Ha dunoreHeTckom cTabny Bupyca PI3 roeega,
yTBphEeHa je h1uxoBa reHoTuncKa NpunagHocT.

Y nornaerey PesyntatM wucnutMBaka kaHaugat je npukasao pesynrtaTe
MOSieKynapHe Kapaktepusauuje W uaeHTUUKaunje wmsonoBaHuUx cojeBa Bupyca PI3
NnopekrnoM K3 y3opaka HOCHWX OpuceBa rosega MPUMEHOM MOJSEKYNAPHUX U KNacUYHUX
MeToAa BUpYyconoLuke avjarHoctuke. Metogom nsonaumje supyca Ha henujckoj nuHujyu MDBK
n3BplweHo je wucnutmBawe 119 HocHuX OpuceBa rosBeja Ha NPUCYCTBO BUpyca
napanHdnyeHue 3. [llocne Tpu nacaxe CymMwpMBOr Martepujana Ha henujckoj nuHWjK
YCTaHOBIbEHa je MPUCYCTBO LMTOMATOrEeHUX MpOMEHa KoA jedaHaecT MHOKYNMcaHux
henujckux nuHuWja, WTo je nsHocuno 9,28% opf ykynHor 6poja ncnutaHux ysopaka. Metogom
BUPYC HeyTpanusauuje je nsspleHa naeHtudukaumnja smpyca PI3 M3 wecTt ysopaka HOCHUX
OpuceBa roeega.

CBuX WeCT n3onoBaHux cojesa Bupyca PI3 je naeHTndrKkoBaHo 1 NpMMEHOM MeToae
OVpeKkTHe uMyHodriyopecLeHumje.

MpumeHOM MeToae NaH4yaHe peakuunje nosimMmepase ca peBep3HOM TPaHCKPUMNLUMjoM
(RT PCR) ucnutMBaHu cy CBM y30puM HOCHUX BpuceBa rosefa Ha npucyctso Bupyca PI3
npumeHoMm npajmepa 3a geo F u HN reHa HaBegeHor supyca. [obujeHu pesyntaTtu
ncnuTUMBaka Cy NOTBPAUNN MPUCYCTBO BUPYCHE HYKIEWHCKE KUCENWHEe Ko LWecT y3opaka
HOoCHUX BpuceBa rosega, M3 KOjUX Cy NPETXOAHO WM30M0BaHM U WAEHTUUKOBaHU COjeBU
Bupyca PI3 npumeHOM MeToda BUPYC HeyTpanusauuje n aupekTHe umyHodnyopecueHuumje.
MpumeHom meTofe RT PCR ycTaHOBIBEHO je NpUCycTBO reHoma Bupyca PI3 koa aBa y3opka
HOCHMX OpuceBa roeeda koja Yy WHOKyNMCaAHUM KynTypama henuvja Hucy un3assanm
uuTonaToreHe nNpoMeHe.

MeTtogom gmpekTHor cekBeHumpara no CaHrepy gobuvjeHe cy cekBeHue gena F reHa
8 nomahux cojeBa Bupyca PI3 roBega. [lobvjeHe HykneoTuaHe cekBeHue cy ynopefhuBaHe ca
oAaroBapajynnm HykneoTuOHUM CeKBeHLama W30f0BaHMX cojeBa Bupyca napauHdnyeHue 3
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Koje ce Hamase y reHckoj 6asu nopataka. [obujeHn pesyntatm ucnutmBakwa Cy nokasanm
CTeneH ChAMYHOCTU u3Mely HyKenoTUOHUX CcekBeHuM Jomahmx cojeBa Bupyca PI3 ca
aHanorHMM CcekBeHLama cojeBa HaBedeHOr Bupyca objaBrbeHUM Yy TeHckoj 6a3m Koju ce
kpeTao of 80% [0 99%.

MeTopom AupekTHOr cekBeHuupaka yTBpheH je pegocnen Hykneotuaa gena HN
reHa usonoBaHux cojesa Bupyca PI3. HykneoTugHe cekBeHLie M30N0OBaHMX COjeBa BMpYyca Ha
noapyyjy Penybnuke Cpbuje cy ynopehusaHe ca oarosapajyhum cekBeHLama apyrnx cojesa
HaBedeHor Bupyca oOjaBrbeHux Yy ©OaHuu reHa. [obujeHu pesynTatu uCnMTUMBawa Cy
nokasanu cTeneH Cnu4HocTU usmehy HykneoTMaHUX cekBeHuu gomahux cojeBa Bupyca PI3
ca aHarnorHMM CekBeHLiama CojeBa HaBeAeHOr BMpyca O0jaBIibEHUM y reHckoj 6asnm koju ce
KpeTao og 79% o 99%.

dunoreHeTCKOM aHanM3oM HyKNeoTuaHux cekBeHum penoea F u HN rena
npuMeHoM Komnjytepckor nporpama MEGA 6, yTBpheHO je pga CBM M30MOBaHUW U
noeHTndurkoBaHn cojeBn Bupyca PI3 nopeknom M3 y3opaka HOCHMX OpuceBa roBega ca
Teputopuje Penybnuke Cpbuje, npunagajy reHotuny C nomMeHyTor Bupyca.

Y nornaerby IUCKycuja kaHAnaaT je pesynraTte CBOjuUX ucnutuearwa ynopehmeao ca
nobujeHum pesyntatuma ncnutuBarwa JoMahux 1 CTpaHux aytopa.

Y nornaerby Cnucak nuteTpaTtype ayTop je HaBeo cnvcak of 65 pagoa gomahmx u
CTpaHux aytopa koju obpahyjy nogatke O w3onaumju u uaeHTUdUKaUMjM BUpyca
napavHdnyeHue 3.

VI 3AKIbYYLIU NICTPAXKUBAHA (HaBeCcTH 3aKkiby4ke KOju Cy nNpuKasaHu y AOKTOPCKOj
aucepTtaumjn): Ha ocHoBy pesyntata Ao0BMjeHMX MONEKYNapHOM KapakTepusaunjom u
noeHTndmrkaumnjom gomahmx M3oroBaHMx cojeBa Bupyca napauHdnyeHue 3 rosega (PI3),
n3sefeHu cy cnegehu 3akrbyyum:

1. MeTogom umsonaumje n Bupyc HeyTpanusauuvje Ha henwvjckoj nuHujn MDBK u3 119
NUCNUTMBaHUX y30paka HOCHWX OpuceBa roeaa ca teputopuje Penybnuke Cpbuje
N30510BaHoO je 6 cojeBa BMpyca napavHdnyeHue 3.

2. MeTtogom pgupekTHe wuMyHodniyopecueHumje je notBpheHa wuaeHTudukaumja
N30510BaHMX CojeBa BMpyca.

3. WcnutnBamem CBUX y3opaka HOCHMX OpuceBa roeefa MeTOOOM flaH4YaHe peakuuje
nonumepase - RT PCR y kojuma npeTxogHO Huje yTBpheHo npucycteBo Bupyca PI3
mMeToAama usornauuje Bupyca Ha KynTypu TkuBa W AMpeKTHe nMyHodpriyopecLeHuuje,
KOA AiBa y30pKa je ycTaHOBIbEH reHoM Bupyca PI3.

4. MeTonooM AMpeKTHOr cekBeHLUmpara no CaHrepy [obujeHo je ocam cekBeHLM aenosa
F 1 HN rena gomahux cojeBa Bupyca P13 roesega.

5. CBe pobujeHe cekBeHUe BUMpYCHOr reHoMa cy obpaheHe y ,BLAST" nporpamy 6a3se
reHa (NCBI) n pobGujeHa je HUXOBa HyKIeoTugHa XOMOJiornja ca CekBeHuama
perncTpoBaHux cojeBa Bupyca PI3 roBega ns 6aHke reHa koja je nsHocmna 80-99%
3a F reH, a 79-99% 3a HN reH.

6. Ha ocHoBy nosuuuje cekBeHuuM F u HN reHa Ha dwunoreHeTckuMm ctabnuma,
YCTaHOBIbEHO je Aa cojeBu Bupyca PI3 ca Teputopuje Penybnuke Cpbuje, npunagajy
reHotuny C.

Vil OUEHA HAYUHA TNMPUKA3A U TYMAYEHA PE3YNTATA UCTPAXUBAHA
(HaBecTM Aa nu cy AoGuvjeHM pe3ynTatm y cKragy ca NOCTaBHEHUMM LUIBLEM WU
3ajauMMa  MUCTpaxumBawa, Kao U Aa Nu 3akibyuuu npousunase u3 [obujeHux
pe3ynTarta): CBM goOujeHn pesyntatv nNpukasaHu y OOKTOPCKOj AucepTtauujy mp Jbybuwe
BersoBuha, gunnomupaHor BeTepuHapa noA HacrnoBoM ,MornekynapHa kapakTepusauuja
cojeBa BMpyca napauHdyeHue 3 roBega uU3onoBaHux Ha teputopuju Penybnnke Cpbuje“cy
y cknagy ca NocCTaBfbEHVMM LMIbEM U 3afauyMa UCTpaxuBama, a CBU U3BEAEHM 3aKibyylu
npousunase 13 JobujeHnx pesynTara.

VIl KOHAYHA OLIEHA OKTOPCKE ANCEPTALUJE:



OCOO~NOUITRAWNE

1.0a nu je gucepTaumja HanucaHa y cknagy ca o6pasnoxewem HaBefeHUM Yy npujaBy
Teme?

[oktopcka guceptauuvja mp Jbybuwe BerboBuha, gunnomupaHor BeTepuHapa u3
Beorpaga, HanucaHa je y cknafy ca obpasnoxerwem NpeTXoAHO HaBedeHUM Y npujaBu TeMe
N cagpXu CBE HEOMXOAHE eneMeHTe NponuncaHe 3a 3aBeLleHy AOKTOPCKY aguceprauujy.

2. Oa nn aucepTtaumja cagpXu cBe efieMeHTe MNnpornucaHe 3a 3aBpLUEHY [OKTOPCKY
aucepTaumjy?

Hoktopcka guceptaumja mp Jbybuwe Berbosuha, gunnomupaHor BeTepuHapa u3
Beorpaga cagpxu cBe eneMeHTe NponucaHe 3a 3aBpLUEHy JOKTOPCKY ancepTauujy.

3. Mo yemy je AncepTaumja opurMHanaH gQONPUHOC Hayumn?

[okTtopcka gucepTauuja je pesynTaT OpUrMHaNHUX UCTpaXuBakwa Koje obyxBaTta
MOSeKynapHy KapakTepusauujy cojeBa Bupyca napauHdnyeHue 3 roBefa M30f0BaHMX Ha
Teputopmju Penybnmke Cpbuje. C 063npom fa je y reHckoj 6asum nogaTtaka npujaBrbeH BeoMa
Manu 6poj HYKNeoTUAHMX CEKBEHUM cojeBa Bupyca napauHgrnyeHue 3 W30M0BaHUX Yy
€BpONCKMM 3eMrbamMa, JobujeHn pe3ynTaTn UCnMTMBara NpeacTaBrbajy 3HayajHe nogatke o
NPUCYCTBY M MOMEKyNapHMM KapakTepucTMkaMa CojeBa HaBeOEeHOr BMpyca M30ST0OBaHUX KOZ
roeega ca nogpydja Hawe 3emrbe. Pesyntatm gobujeHn TOKOM u3page [AOKTOpCKe
avcepTaumje cy NOTBPAMMIM ONpaBLaHOCT NMPUMEHE Kako CTaHAapOHUX Tako U MOSeKyrapHUX
MeTo[a BUPYCOSIOLIKE OWjarHOCTMKE Y LMIby MpeuusHe uaeHtudmkaumje n dunoreHeTcke
aHanu3e u30M0BaHMX COjeBa BMpyca LWTO 3HayajHO pJonpuHocu 6orbem nosHaBawy
€enun300TUOSIOLLKE cuUTyauumje Ha Teputopuju Penybnmke Cpbuje n npeacrtaBiba OCHOBY 3a
npegysumare MpPeBEHTVBHUX Mepa 3a YChelwHy KOHTpony oborbewa roBega wsa3BaHor
Bupycom PI3.

IX OPEANOT:

Ha ocHoBy ykynHe oueHe pJoktopcke auceptaumje Mp Jbybumue Bersosuha
annnomupaHor BeTepuHapa u3 beorpaga, komucuja npeanaxe ga ce JOKTOpcKa guceprauuja
npuxesaTu, a kKaHanaaty ogobpu oabpaHa.

OATYM noTrnnCKM YIAHOBA KOMNCWJE:
04.04.2016.rognHe

Op Henag Mwunuh peg. npod.
dakynTeT BeTepuHapcke meauuuHe
YHuBepauteTa y Beorpagy

Op Jakos Huwaswmh BaH. npod.
dakynTeT BeTEPMHAPCKE MeaMLUHE
YHuBepauTeTa y Beorpagy

Op Oejan Kpwajuh BaH. npod.
dakynTeT BeTepuHapcke meauuuHe
YHuBepauTeTa y Beorpagy

Op AnekcaHgpa KHexxeBuh BaH. npod.
MeguunHckmn dakynteT
YHusepauteTa y beorpaay



