YHUBEP3UTET ¥ BEOI'PA]Y - XEMUJCKU ®AKYJTET HACTABHO HAYYHOM
BERY
[Tpenmer: OOpa3znoxkeme TeMe TOKTOPCKe aucepTanuje kanauaara Anekcannpa Jl. bucenuha,
MacTep Ormoxemuuapa, MpHujaBbEHE MO HACTIOBOM:
HHcnuTuBame NOTEeHIHja/Ia aHAepOOHUX 0aKkTepuja npou3sBohaya MacHUX KHUCEJTHHA
KPATKOT JIAHIIA KA0 HEYPOOMOTHKA Yy MUIIIMjeM Mo/ieJly MYJITHILIE CKJIepo3e
1. Hayuna o6sact: XeMujcKke HayKe

¥Yaxa HayuHa obaact: buoxemuja

2. [IpenMeT HAYYHOT UCTPAKUBAIHA

[IpenMer ucTpakmBama OBE JIOKTOPCKE IHCEpTaIfje Ccy aHaepoOHe Oakrepuje mpowusBolhauun
MaCHUX KHCEJIMHA KPATKOT JIaHI[a H30JI0BaHe U3 (EeKaTHOT MaTepHjaia U UCIIUTHBAKLE HHXOBOT

HOTCHL[I/Ij aJla Kao HeypO6I/IOTI/IKa 3a TPECTUPAKLC MYJITHUILIC CKIICPO3C.

AnaepoOHe Oaktepuje he OuTH wu30/M0BaHEe M3 (EKATHOT MaTepujaia 37paBUX JOHOpA
KopuinhemeM NoceOHNX MeAHjyMa, TPOTOKOJIa U OIPEME 3a YCIIOCTaBJbamkhe aHaepOOHHX YCIIOBa,

Koje he moTom OuTH HaEHTU(UKOBaHE CEKBEHIMpameM Jiena reHa 3a 16S rRNA.

N3onoBane Gakrtepuje he OWTH TecTHpaHe Ha MPOIYKIHU]Y MACHUX KHCEJIHMHA KpPATKOT JaHIa.
VYTHuuaj Ha ekclpecujy NMpPOTEeHMHAa YBPCTUX Be3a M aHTUUH(IAMaTOpHa CBOJCTBA OAa0paHUX
n3onata he 6utu mcnuranun Ha Caco-2 henMjckoj JTMHUJUKAO MOJIENy emuTena LpeBa U Ha
MOHOHYKJeapHUM henujama nepudepHe KpBH Kao MOJENy MMYHCKHUX henuja, 1ok he yTuiaj
u30JlaTa Ha HEpBHU cucTeM jaomahuHa Outh ucnutuBad Ha C. elegans kao monmeny momahunHa.
IIpomene HHMBOa ekcripecuje mMpoTeumHa 4BpcTe Bese, IL-8 M omabpaHMx reHa MOBE3aHUX ca
HEPBHUM CHCTEMOM he CIy)XHTH Kao KPUTEpHjyMH 3a 01abup m3oiiata 3a in ViVO MCIIUTHBamE
MOTeHIM]jana OakTeprja Mpou3Bohaya MaCHUX KHCEIMHA KPATKOT JIaHIIAa Ka0 HEypoOHMOTHKA Ha
MUIIMjEM MOJeNy MyJITHIUIe ckiepo3e. OBO HMCTpakMBame 3a LWJb MMa Pa3BOj MHOBATUBHUX
NPUCTYIAa 32 TPETUPABE MYITHUIUIE CKIepo3e Oa3upaHux Ha MOIU(PHUKOBAKY MHKPOOHOTE,

MeTaboaoma apeBa U UMYHCKOT OATrOoBOpa.



3. OcHoBe xumortese

MukpoOunoTa 1peBa npeacTaBiba 3ajeJHUIY MUKpoopranu3ama (0akrepuja, TJbHBa U BUPYyca) KOjU
HacTamwyjy JiyMeH IpeBa aomahuna. OBM MHUKpPOOpPraHM3MM MMajy Ba)kaH YTHIIA] Ha 3/paBibe
nomahuHa, a HajBaKHHje (PYHKIM]jEe KOjUMa JOTPUHOCE Cy MeTabonruKka e(pUKaCHOCT y Bapemy
XpaHe, OTIOPHOCT Ha MaTOreHe MUKOOPraHU3Me U peryJainja pa3Boja U aKTHBHOCTH UMYHCKOT

cucrema.

[Ipomene y cactaBy U MeTabOJIU3My MUKPOOHOTE IpEBa CY JIOBEICHE Y BE3y ca BEJIIMKUM OpojeM
MATOJIONIKKX CTama IMOBE3aHUX ca mopeMeheHoM (YHKIHMjOM UMYHCKOT CUCTEMa, Kao IITO CY
ayiepruje, TyMOpu U ayromMmyHcke Oosiectu. C 003MpoM Ha TO Ja C€ ydecTasocT o0oJberma ca
ayTOMMYHCKOM KOMIIOHEHTOM IoBehaBa, HAPOUUTO y Pa3BHjCHUM 3eMJbama, MOCTOju moBehana
notpebda 3a uneHTudukannjom hakTopa OArOBOPHUX 3a pa3Boj OOJIECTH, K0 U HOBUX CTpaTeruja

MIPEeBEHIIN]je U Teparuja.

Mynruruia ckinepo3a (MC) je ayTouMyHCKO 000JbeHe Y KOjeM J10J1a3H J0 omTehema MujeTmHCKOT
oMoTaya HeypoHa nenTpaiHor HepsHor cucrema (LITHC). ITocnenunie mory aa 6yay oTexxaHo WU
onemoryheno cnpoBolewe curtana y nenosuma [IHC, mto Moxe 10BeCTH JO CHMOTOMA MOIYT
cnabipea MHIIMha, OTekaHe KOOpAHMHAIMje Tena, TyOWTKa BUAA, yMOpa W KOTHUTHBHHX
npobiema. Beha 3actynspeHOCT cMMITOMA MOMYT KOHCTUNAIM]je, ToBehaHe MpomyCT/bUBOCTH U
uH(pIamanmje upesa y ocodama koje 6onyjy oq MC (Buscarinu, 2017), 3ajeHO ca YHECHUIIOM J1a
OakTepuje IpeBa MOTy Ja YTHUy Ha HpPOMYCTJ/BMBOCT KPBHO-MOXKAaHe Oapujepe, ykKasyjy Ha
noteniujanny Besy usmelhy [IHC u npea. Besa uzmelhy pazsoja MC u npoMmeHna y MUKpoOHOTH
L[peBa je J0JATHO MOTKpPEIJbeHAa METareHOMCKUM U MeTabOJIOMUYKUM CTyaujama. bpojHu
0aKTepHjCKH POJIOBU CYy HJIEHTU(PHUKOBAHHU Ka0 Mame 3aCTYIUbEHHU Y MallljeHTUMa KOju 001yjy 011
MC, on kojux cy Heku: Coprococcus, Butyricimonas u Prevotella (Chen, 2016; Jangi, 2016; Zeng,
2019). bakTepuje oBUX pojoBa Cy TO3HATH MPOU3BOaun MAaCHUX KHCEIMHA KpaTKOT JaH1a (engl.
Short Chain Fatty Acid — SCFA). Ilocneanuno, konnenrpanuja Behune SCFA y npesuma je
takohe cmamena y MC (Zeng, 2019).

SCFA npencraBibajy rpyIly OPraHCKHUX KUCEIMHA Ca U3Y3€THO BAXKHOM YJIOTOM y HHTEpaKIIHjama



MukKpoOnoTe u gomahmna. Hacrajy d¢epmeHTanujoM KOMIUIEKCHHX TIOJIMcaxapuia yHETHX
HUCXpaHOM Of cTpaHe onpeheHux OakTepuja MUKpoOHMOTE IpeBa, BEhMHCKH y ne0eioM IpEBy.
Homahun SCFA mpemno3naje mpeko peuentopa crnpernytux ca I mporennom (engl. G protein
Coupled Receptor — GPCR). Haj3actymssenuju peunentopu 3a SCFA y henujama nomahuna cy
GPR43 u GPR41. Penentop GPR43 ce Behunckum exkcnpummpa y henujama enwmrena
racTpOMHTECTHHAIHOT TPaKTa, IMyHCKUM henrjaMa u y Mamoj Mepu y agunomuruMa. Ca npyre
crpane, GPR41 ce excrpumupa y Behem Opojy pasznuuuTtux henmuja, TOmyT emnuTena LpeBa,
QJUIOIUTa, CIe3WHe, JTUM(PHUX YBOPOBA, NOTUMOP(HOHYKICApHHX JIEyKOIMTa W henuja
nepudepHOr HepBHOr cuctema. [locroje ¥ JIOJaTHU Mame paclpoCTPalkEHH K Mambe
creLyjanu3oBanu perenropu, kao mro cy GPR109a/HCAR2 1 GPR164, koju Takohe mory na ce

akTuBHpajy BesuBambeM SCFA. (Corréa-Oliveira, 2016)

MacHuM KHCeJTMHaMa KPaTKOT JIaHIIa ce MPUIKCYjy OpojHa CBOjCTBA OJ] KOPUCTH 10 JoMahHHa.
Cnyxe xao BakaH W3BOp eHepruje: Oytupar BehuHcku OuBa uckopuitheH on cTpane henuja
enuTena ae0esor MpeBa, JOK Ce aleTaT TPAHCIOPTYje MUPKYIAIHI]OM JI0 jeTpe, T ce KOPUCTH Y
nporecy TiaykoHeorenese. IloBehameM HUBOA ekcripecuje mpoTenHa 4BpcTHX Mehyhemujckux
Beza, SCFA noBozme 10 cMmamema MNPOMYCT/BMBOCTH IpeBHE Oapujepe, Jajbe cMamyjyhu
BEpOBaTHONY TpaHClOKaluje OakTepuja I[peBa y OpraHM3aM M HACTaHKA JIOKAJHE WJIM Yak

cucTeMcke uH(pIamanuje, mose3aHe ca OpojHUM MaToomKuM crambuma (Peng, 2009).

Canpxaj SCFA y denecy ocoba obonennx onq MC je 3HauajHO CMameH, Y TOj MEpH Jia UX je y
HEeKuM ciiyyajeBuMa Hemoryhe nerextoBatu (Zeng, 2019). Caapxaj yKynHHMX U MOjeAMHAYHUX
SCFA xopenupa U ca TSKWHOM KJIMHHUYKE CIIMKE, 1A je peJaTHBHA 3aCTYIJBEHOCT OyTepHE U
KaIllpOHCKE KHCEIIMHE CMambeHa, a pellaTMBHA 3aCTYIJhEHOCT cupheTHe KucennHe moBehaHa y
¢enecy mnaunujeHaTa ca HHTEH3MBHUjUM cumnToMuMma. CmameHa KoHueHtpauuja SCFA je
3abenexena u 'y cepymy MC nanujenara (Duscha, 2020). ITopemehaju y konnentpanmjama SCFA
yTU4Yy U Ha QYHKIIH]y UMyHCKOT cucteMa. [loka3aHo je na cMameHa 3acTymibeHocT Treg henuja u
noBehana 3actymsbeHoct Thl7 hemmja y MC mnamujeHTMMa Kopenupa ca TpOMEHama y
3aCTYIJbEHOCTH o/ipel)eHnx OaKTepujCKUX TaKCOHA y LIPEBUMa, Kao U ca KoHleHTpaujama SCFA
y derecy u cepymy (Duscha, 2020; Zeng, 2019). [ToBe3aHoCT nmpoMeHa y 3aCTyIIJbEHOCTH YWIAHOBA

Mukpobuote koju nponaykyjy SCFA u ¢yHKuuju umyHckux henuja Kao IITO Cy JOEHAPUTCKE



hemuje, makpodaru, cynpecopcke henuje MujenmougHor mopekia, T aumdbornutu u auMdonuTu
MpUpoaHE yOulle IOKa3aHa jeé W Ha MAlOBCKOM MOJENy MYJITHIUIE CKIEpOo3€, OJHOCHO
eKCIIepUMEHTATHOM ayToumyHckoM eHnedanomujenutucy (EAE) (Radojevié, 2022). TTokazano
je nma maxubunmja xucron aeauermnaze (HDAC) mox yrumajem SCFA y MOHOHYyKJIEapHHM
henmnjama u HeyTtpodumuma noBoau 10 uHakTHBanuje NFkB u cmameHe ekcnpecuje mpo-
nH(pamaropHux 1uToKMHA. MHXHOUIIM]ja AeaneTuianyje, Koja 10Boau A0 noBehane excrpecuje
foxp3, je ympaBo naunn Ha koju SCFA mnocnemyjy cynpecuBHy aktuBHOCT Treg hemuja (Tao,
2007). Jow jeman Bux moaudukanuje xuctoHa peneantaH 3a SCFA je kporonunammja. Y
(bU3HOONIKUM YCIOBHMA, OBaj MPOLIEC j€ HAJUHTEH3UBHU]H Y LIPEBUMA M MO3TY, a 3aBUCTaH j€ O]l
SCFA, ca OyrtupaToM Kao TJaBHUM HMHXUOMTOpOM naekpoToHuiuinyhe aktuBHoctu HDAC
(Fellows, 2018). OBa aktuBHOCT SCFA ce npurucyje MoJieKyJIuMa y IUPKYJIaluju U IpuMep je

mictanaux edexkara SCFA npoaykoBaHUX O] CTpaHEe MHUKPOOHOTE I[peBa Ha MO3aK.

C o003upoMm Ha o0uM JHUTEpaType Koja yKazyje Ha 3Haya] MHTEpakldja MUKpOOUOTe IpeBa U
nomahrHa, WHTEpBEHILMje HAa HHUBOY MHUKpPOOMOTE M MeTaboioma IpeBa TNpPEeACTaBIbajy
obehaBajyhu mpucTyII 3a pa3Boj HOBUX TEPANCYTCKUX PEIICHa 32 TPETHPAHE 00JIECTH TTOBE3aHUX

Ca HCKOHTPOJIMCAHOM aKTI/IBaI_II/IjOM HMYHCKOTI' CUCTEMA, Ka0 H_ITOje cnyqaj y My.]'ITI/Il'IJ'IOj CKJICPO3HU.

Xunomese:
1. HuBo mnpomykiuje MacHHUX KHCEIWHA KpaTKOr JaHIa JOMPUHOCH TOTEHIIU]jaTy
OakTepuja U30J0BAHUX U3 (PEKATHOT MaTepHjaia 3ApaBHUX JOHOpA /1a 04yBajy cacTaB U
(GYHKIHjU MUKPOOUOTE, PETYIHIIy UMYHCKH OJTOBOP M O4yBajy MHTETPUTET IPEBHE
Oapujepe.
2. Ilpumenom Oaktepuja mpon3Bohaua MaCHUX KHCEIHMHA e Moryhe yOIaKuTu CUMIITOME

MYJITUIUIE CKJIEPO3€ PETYNIANjOM 0Ce MUKPOOHOTA-I[PEeBAa-UMYHCKH CUCTEM-MO3aK.

4. lIn/beBU HCTPAKUBAKHA M 0YEKUBAHHU Pe3YJITaTH

[ nasnu yums mese

[{usb oBe Te3e je ucnuTaTh NoTeHnHjal Kopumthema 6akTepuja mpousBohaya MaCHUX KHCEIHHA
KpaTKOT JIaHIIa U3 I[PeBa Kao CIEIHjaTN30BaHuX TIOCTOMOTHKA 32 TPETUPAE MYJITHILIE CKIIEPO3€.

Cneyughuunu yuwvesu mese



1. YcnocTaBbame MPOTOKONA 32 W30JI0BalkbEe M KYJITHBAIM]y CTPUKTHO aHAepOOHUX
OakTepHja IpeBa; KapakTepu3alrja MeTaboIMYKe aKTHBHOCTH CEJICKTOBAaHUX COjeBa (MPOAYKITH]ja
SCFA); ucnuTHBame BHPYJICHTHOT TMOTeHLHWjasia ogabpaHuX cojeBa (pE3UCTEHLWja Ha
AHTUOMOTHKE, XeMOJIUTUYKA aKTUBHOCT, JKEJIaTUHA3HA aKTUBHOCT);

2. In vitro kapakrepusaiuja omaOpaHHX H30JaTa y KOKYJITYPH Ca MOHOHYKJIeapHMa
nepudepHe KpBH U enuteaHuM henrjama 1peBa (Caco-2 henrjama) Ha KojuMa he Outn UcIMTaHa
[IUTOTOKCUYIHOCT M30JIaTa, UMyYHOMOAYJIAaTOPHY e(DEeKTH U yTHIIA] HA IIPEBHY Oapujepy;

3. In VivO ucniuTHBame MOTEHIMjasla oJa0paHMX H30JlaTa J1a MEHhajy EKCIPecHjy reHa
YKJbYUEHHX y peryJjaiujy akTHBHOCTH HeypoHa Ha mojieay Caenorabditis elegans, u moreniujana
OBHX H30JIaTa 3a TPETHPAmkE MYITHIUIE CKIEpo3e KOpHIINeHmeM MHUIIHjer MOjena

eKCIIEPUMEHTAITHOT ayTOUMYHCKOT €HIE(aTIOMHU]jEITUTHUCA.

Ouexusanu pezyimamu

IIpBu pe3ynTaTtu oBe JOKTOPCKE Te3e Ouhe Be3aHU 3a U30J10Bake CTPUKTHO aHAepOOHHUX OakTepuja
u3 (pereca 3apaBux 10HOpA. TOKOM OBOT HCTpaKuBama Ouhe ycrocTaB/beHa KOJIEKIMja U301aTa
OakTeprja MACHTU(PHUKOBAHUX CEKBEHIMpameM jeia reHa 3a 16S rRNA, Ha ocHOBY kojer he ce
M3BPIINTH MHUIIM]jATHA CEIEKIIMja OHUX OaKkTeprja Koje OM Mo JTUTepaTypHUM MoalliMa MOTJIe 1a
umajy noreHuujan 3a npoaykuujy SCFA. JlonaTHu KpuTepujyM 3a celekiujy Oaxtepuja Ouhe
craryc ,HekynruBucane“ Oakrtepuje HakoH 16S rRNA amammsze. Kopucrehm HPLC ypebhaj
onpemibeH UV nerexktopom, O6uhe Moryhe yTBpAMTHUIIOTEHLMjall CEJIEKTOBAaHMX H30jaTa Ja
npoaykyjy SCFA, xao u gakrope koju yruuy Ha HUBO npoaykuuje SCFA y kopaky onTumusaiyje
yCJIOBa M cacTaBa Me/IMjyMa 3a KyJITHUBHUCame OakTepuja. PesynTar oBor aena uctpaxubama Ouhe
nepuHUCame cacTaBa MeAWjyMa Koju mnojctuay npoaykaujy SCFA on crpaHe cenekToBaHUX
Oaxtepuja. Pesynratu nobujeHn aHanu3oM MeTabonuTa y OaKTEpHjCKUM KyJITypaMa MaceHOM
CHEKTPOMETpPUjOM, 3ajeHo ca pe3dynratuma ca HLPC-UV o nmpoaykuuju SCFA, he omoryhurtu
MHTEpHpeTalnjy pe3yirata AajbuX eKCIepUMeHaTa y KOHTEKCTY METaOOJIMYKOr IMOTEHIHjana
ucnuTUBaHUX Oakrtepuja. M3 nema ucTpaxuBama y KojuMa he ce MCIHUTHUBATH WHTEPAKIIHja
m3onata ca Caco-2 henmjama TpeTupaHuM TpPOWH(IAMATOPHUM IUTOKMHMMA Kao MOJIETIOM
nHbnamamuje 1npesa nomahuHa, npouctehu he pesynratu koju he ykasatu Ha yTHIQ] OBHX
OakTepHja Ha MHTETPUTET LPEBHE Oapujepe U Ha MPOJYKIU]y NPOUH(IaMaTOPHUX LIUTOKHHA O

cTpane oBux henrja. C 003UpoM Ha YMH-CHUILY Ja je MHTETPUTET LIpeBHE Oapujepe HapylIeH KOJ



MC nanujenara Kao mocieauna jgokaaHe uadaamanuje (Buscarinu, 2017), a umajyhu y Buay na
CTyJIMje yKa3yjy Ha HapylleHy LpeBHY Oapujepy kao (akTop KOju AOMPUHOCH Pa3BOjy OpOjHHX
MATOJIOMIKUX CTama (aujaberec, roja3HOCT WTHA.), OBH pe3yiraTd he HaM OWUTH O] U3Yy3€THE
BXHOCTH Y MPOIEHHM MPOOMOTCKOI MOTEHIIMjala CEJIEKTOBAaHMX H30JlaTa. YJora MMYHCKOT
CHUCTEMa y MHTEPAKIMju OaKTepHja ca emuTeNIOM IipeBa he OMTH MOJEIOBaHa KO-KYyJITUBAIIHjOM
Caco-2 hemuja ca PBMC (enri. Peripheral Blood Mononuclear Cells) kopumihemem transwell
uHcepata. PesynraT oBuUX HMCTpaxuBama ykazahe Ha MOTEHIMjal MCIUTHBAHUX OakTepuja aa
nenoBameM Ha Caco-2 hemuje yruuy Ha aktuBHOCT PBMC. YTHiiaj n3onara Ha HepBHU cucteM he
outu ucniutan Ha C. elegans kao moaeny nomahuna. Hakon Tpetmana, u3 cakymbeHux C. elegans
he 6utu u3onoBana RNA u merogom qPCR he 6utu ucnutan HUBO €KCIIPECHje TeHa MOBE3aHUX
ca HEYPOIENTHIUMA, Ka0 ¥ CHHTE30M U ociio0ahameM HeypOoTpaHCMHTEpPA 3a KOje je IOKa3aHo Ja
Cy oI 3Hayaja y HeypojereHepatuBHuM Oonectuma. Ociamajyhm ce Ha pesynrare U3 rope
HABEJICHUX EKCIepuMeHara, y in ViVo ekcrepumentuma nHa CS57BL/6 muieBrMa Kojuma je
M3a3BaH eKClepuMeHTaIHu ayToumyHcku ennedanomujenuruc (EAE), nBa uzonara ca Hajsehum
MOTEHIMjaJioM 3a MpuMeHy y tperuparby MC Ouhe mnonyhena sxuBormmama ad libitum.
Excnepumentn Ha MumieBnMa he mokaszaTé yTuIaj UCIIMTUBAHUX M3oiata Ha cumnrtome EAE.
AHanmu3oM TKHBa Y30pKOBaHMX Ha BpPXYHIy OoiecTH (MO3aK M KHYMEHA MOXJWHA, CIEe3UHAa,
muM@Hu yBopoBU U [lejepoBe mioue, pa3iInyMTU AEJIOBU I[PEBa: AYOJCHYM, j€JYHYM, MIEYM,
IIEKYM ¥ KOJIoH) he OuTH ucnutad yTuilaj 6akTepuja Ha ycMepaBambe UMYyHCKOT OJIT0OBOPA, Kao 1
MOTEHIMjall OakTepHja Aa CTUMYJHIILY PEryjaTopHE M MMYHOCYIIpPECHBHE IyTeBe moehamem
3aCTYIJbEHOCTH U aKTUBHOCTH hemnuja moIyT MMyHOCYTIPECHBHUX henMja MUjETOUAHOT MOpeKia
(Toneporene aeHaputTcke henuje, cynpecuBHe henMje MHjETOHAHOT IOpEKiIa, CYNPECHBHU
makpodaru), u perynaropuux T henuja, K/by4HHUX 3a e(pHUKACHY Tepanujy ayTOMMYHCKHX
obomema. Mepeme koHueHtrpanuje SCFA u npyrux merabonauTa y cepyMuUMa TpEeTHpaHHUX
KHUBOTHH-a he momohu y ofjamimaBamby MOTEHLUMJATHUX IAUCTAIHUX edeKkaTa HMPUMEHEHHUX
0akTepHja Ha IEHTPAJHU HEPBHU CHCTEM MUIIEBA. YCIY)XKHO CEKBEHIMpame HOBE IeHepaluje
(shotgun cexBeHIMpame U ceKBeHIMpame aena reHa 3a 16S rRNA) va mmatdopmu Illumina he
outu kopuitheHo 3a ofpehuBame TAKCOHOMCKOT cacTaBa M MeTaOOJIMYKOT MOTEHIHjajia
MHUKpOOHOTE U3 y30paka (ereca NpUKyIMIbEHUX MIpe WHAYKLHMje O0JIECTH U Ha BPXYyHIly O0JIECTH,
Kao ¥ caJipkaja pa3IMuuTHX JesIoBa 1peBa. JlonaTHo, Aa Ou ce ypaauia noTiyHa npeTpara reeoma

oladpaHuX M30J1aTa, Ha UCTO] aTdhopmMu ypaauhe ce CeKBEHIIUPAmkE YNTABUX T€HOMA M30JaTa



Ol UHTCPpECCaA.

5. MeTtoae ucrpakuBama

Muxkpobuonouwke memooe:

1. TIlpu u3paam oBe TOKTOPCKE AUCepTaiuje Ouhe u3og0BaHe CTPUKTHO aHAepOOHE OaKkTepuje
3 (ekaaHor MaTepujasa 3apaBux ocoba. Y Ty cBpxy he Outm kopumheHU XpaHJbUBH
MeAnjyMu paau mnoBehama BepoBaTHONhE H30JI0Baka Mambe 3aCTYyIJBEHUX OAKTEPH]jCKHUX
BpPCTa, Ka0 U IMOCEOHE KOMIIOHEHTE, IMPOTOKOJIIM M OINpeMa 3a YCIOCTABJbAIE YCIOBA
JIOBOJbHO HHCKOT PEAYyKIMOHOT TOTEHIMjalia U KOHIICHTpaluje KHUCEOHHKa 3a pact
CTPUKTHO aHaepoOHHMX OakTepuja mpeBa. To moapazymeBa paj y aHaepo KOMOpPHU TMpHU
ycnmoBuma atMocdepe: N2:CO2:Hz = 80:10:10, u remneparypu ox 36 °C.

2. HsyuaBame wMmopdororuje OakTepuja W pa3iukoBame [pam mo3uTtuBHHX Hu [pam
HEeraTuBHUX OakTepHja Ha CBETIOCHOM MUKpOCKoIy — bojeme mo I'pamy.

3. Mepeme pacta Oakrepujckux Kynrypa (cfu/mL) meTonom cepujckux paz0nakerma.

4. WcnuTtuBame aHTHOMOTCKUX pe3ucTeHnuja 6akrepuja onpehusamem MIC (errt. Minimal
Inhibitory Concentration).

5. HcnurtuBame xenaTHHA3HE aKTUBHOCTH KYJITHBAIlMjoM henrja Ha UBPCTUM MOAJIOTaMa ca
JI0/1IaTKOM >KeJlaTHHA.

6. HcnuTuBame XeMOJIMTUYKE aKTHBHOCTHU KyJITHBAIMjoM henrja Ha YBPCTHM ToJyiorama ca
JI0/TaTKOM KPBH.

Ananumuyke memoode:

1. OnpehuBame KOHILIEHTpallMjé MAaCHHUX KHUCEIMHA KpaTKor JaHla Yy OaKTepujCKUM
kyntypama nomohy HPLC (enrn. High Performance Liquid Chromatography).

2. Amnanm3a MeraboiioMa OaKTEpPUjCKUX KYJITypa, MUIIMJUX cepyMa, ¢ereca, OaKTepHjCKuX

Besukyna nomohy HPLC-MS (enrn. High Performance Liquid Chromatography — Mass
Spectrometry).

Memoode kynmusayuje henuja:

1.

KyntuBucame Caco-2 henmja, MMOpTaJM30BaHUX heiHja MOPEKIOM OJ XyMaHOT
KOJIOPEKTAJTHOT aJIeHOKAapIIMHOMA, Kao Mojejla €MHUTeNa LpeBa MOApa3yMeBa KIAaCHUYHE

Metojie henujcke KynType, MoImyT macaxxupama, mpedpojaBama U cTOKHpama henmja. 3a



kyntuBanujy Caco-2 henwnja he ce kopuctut komepuujarau Meaujym DMEM GlutaMA X
ca MUpPyBaTOM M BUCOKHUM cajpxajeM niyko3e. Komruietnu menujym canpxku 10% FCS
(enrn. Fetal Calf Serum), xao u nmeHuauH U cTpentoMuinH. Henuje ce nHKyOupajy Ha
temneparypu o 37 °C u kornentparuju CO2 ox 5%.

Hudepennupame Caco-2 henuja ce u3Boau y mioyama ca 24 6yHapa ca wim 0e3 transwell
HWHCepaTa peJOBHOM H3MeHOM Meaujyma. udepeniujanuja tpaje 17 nana u mounmbe Kaaa
henuje mocTUrHy MOHOCIIO].

MopnenoBame yaore UIMyHCKOT CUCTEMa y UHTEpaKIjama OakTepHja ca emuTeIoM IpeBa
ce moctmxke Ko-kyiarupanujom Caco-2 hemuja ca PBMC. PBMC ce usonyjy u3 KpBH
30paBUX JOHOpAa METOJOM TpaaujeHTa TycThHe. Ko-KylTuBammja ce TOCTHKE
koputthemeM franswell nacepara, ca TuM aa ce Caco-2 henuje y3rajajy u3Haj MOpoO3HE

MeMOpaHne uHcepara, a PBMC ucnog memOpane, Ha 1Hy OyHapa.

Hmynoxemujcke memooe:

1.

KBanTudukanuja nurokuHa npoaykoBaux o crpane PBMC ko-kynruBucanmx ca Caco-
2 henmjama Tpetupanum OakTepujckuM Kyntypama nomohy ELISA.

OnpehuBame HHUBOa ekcmpecuje mnporeumHa (uBpcre mehyhemmjcke Bese, aytodaryja,
TPaHCKPUMNIMOHM (PaKTOpH) y paznuuutuM y3opuuma (Caco-2 henuje, TKMBa y30pKoBaHa
on muteBa) metogoM Western Blot.

Amnanusa henujckux HHQUITpaTa y KHUMEHO) MOXKIMHU, MO3TY U IIPEBUMA U30JI0BAaHUM U3
MullleBa KojuMa je uzasuBaH EAE umm cy cimyXuim kao KOHTpoJje, Kao U Mopdosoruja
YBPCTHX B€3a Yy L[PEeBMMa Ha IpeceluMa OBUX TKHUBAa HAKOH 00jermha XeMaTOKCUIINH-E031H
U HWMYHOXHCTOXEMHJCKOT O0elekaBaba AaHTUTEHAa O HWHTEepeca KOMEpIHjaTHUM
antutenuma. OBako oOelleXeHM Ipecel TKMBa Ouhe aHalIW3MpaHU Ha CBETIOCHOM
OAHOCHO ()TyOpECLEHTHOM MUKPOCKOITY.

HNmynodenorunuzanyja henmja TKUBa y CyCleH3UjU M30JI0BAHUX M3 MUILIEBA KOjuMa je
m3azuBan EAE wmm cy cioyxunu kao KoHTpoje Ouwhe ypahena xopunihemem
KOMEpIIMjaJIHUX aHTUTeNa U y30plu he OUTH aHamu3upaHu MoMohy IPOTOUHOT IIUTOMETPa

u oarosapajyhux mporpama 3a o6pany nogaraka (FlowJo, FCS express).

In vitro memooe ucnumusarwa unmepaxyuja 6baxmepuja ca domahuHom:



Tperupame Caco-2 henmja kao Mojena enuTena IpeBa gomahnHa OaKTEpHUjCKUM
KyJITypama W/viii BaHheujCKUM Be3HKyIama OaKTepuja.

OnpehuBame nuToTokcMuHOCTH Oaktepuja Ha Caco-2 henmjama kopumihemem
KOMEPLMjaITHUX KUTOBA 32 MEPEH-¢ aKTUBHOCTH JIAKTAT JEXUIPOreHa3e.

Mepeme HHBOA EKCIpecHje TeHa oJ] MHTepeca Ha HUBOy uH(opMmarmoHe RNA (uBpcre
Mehyhenujcke Be3e, reHH OBe3aHM ca (yHKIIMjOM HEPBHOT CHCTeMa M MH IaMaIujom) y
pazmuuutuM y3opruma (Caco-2 hemmje Tperupane Oakrepujama, C. elegans, TKuBa
y3opkoBana of muieBa) merogoM qPCR (enri. Quantitative Polymerase Chain Reaction).
KBantuduxanuja edexra OakTepuja Ha HHTETPUTET LPEBHE Oapujepe y KylaTypu

mudepennupannx Caco-2 henuja kopumhemem ypehaja 3a mepewe TEER.

H3zonosearve u npeyuwhasarse eanhenujckux 6esuxynia bakmepuja:.

1.

N3onoBame OakTepHjCKUX BE3UKyla KOpUIIhewmeM yATpalueHTpudyre u rpajadjeHra
T'YCTHHE.
[MpeunmhaBame Oakrepujckux Besukyna kopumhememM SEC (enrmn. Size Exclusion

Chromatography).

Muwuju mooen myamunie ckiepose.

1.

In vivo Tectupame edekara Oakreprja Ha C57BL/6 mumeBuma kojuma je uzazsan EAE
Kao MoJieNl MYATHIUIE ckiepo3de y mumeBuma (nmpahewe cumnroma EAE, y3opkoBame
deneca, cagpxkaja U TKMBAa pa3IMYUTHUX JAEJOBa L[PEBa, Ka0 M TKHUBA CIE3WHE, MO3Tra,
KMUMEHE MOXAUHE, TUMPHUX YBOpoBa, llejepoBux mnoua). Unayknuja EAE nnjexmujom
(dbparMeHTa MUJEITUH OJIMTOJACHAPOIMTHOT MPOTEHHA Yy KOMOWHAIMJU Ca KOMILJIETHUM
Freund-ovim anjyBancoM u TOKCHMHOM Bordetella pertussis. Tperupame MulleBa

MOTEHIIMjaJTHUM HEYypOOHOTHIIMMA KOH3yMHUpambeM OaKTepUjCKUX KynTypa ad libitum.

NGS (enen. Next Generation Sequencing) u buoungopmamuuxe memooe:.

1.

2.

Wnentudukanmja u3onara ceKkBeHIUpameM jena reHa 3a 16S rRNA u mopehemem
cekBeHIM ca cekBeHnama u3 NCBI 6a3e nonaraka momohy BLAST anara.

Amnanuza short- u long-read nogaraka nooujenux meronom WGS (enrn. Whole Genome
Sequencing) Ha paznuuutuM miaatgopmama (Illumina, Oxford Nanopore Technologies).
OOpana cupoBHX MojaTaka U aHanu3a reHoma he noxpasymenatu cinenehe anare: FastQC

(mpoBepa KBamUTETa CUPOBHX MojaTaka), fastp (ykiamame HHAEKC CeKBEHIIM, ajanTepa 1



cekBeHIy Jomer kBanurtera), SPAdes (de novo cknaname renoma), Kraken (TakcoHoMcke
ananu3se) u Prokka (dbyHKIIMOHaIHA aHOTAIM]ja TEHOMA), aJTK U Apyre OMOMH(POPMaTHIKE U
CTaTUCTUYKE METOJIC.

3. Amnamuza mojaraka JOOWjeHUX METOAOM shotgun METareHOMCKOT CEKBEHIMpama H
CeKBeHIIMpameM Jena reHa 3a 16S rRNA Ha mardgopmu [llumina ca nmusbem oapehuBama
TaKCOHOMCKOT cacTaBa M MeTabOIHMYKOr IMoTeHIrjana ¢ekaine Mukpoouore. OOpana
CUpPOBUX TIOJ[aTaKa M aHAJIM3a METareHoMa JI0OMjeHUX CEKBEHIIMPAmEM Jielia reHa 3a 16S
rRNA he monmpasymeBaru cnenehe amare: QIIME2, LEfSe, PICRUSt2 u R ckpunre.
OO6pana shotgun MmerareHomckux mnonataka he moapaszymeBatu kopuinhewe FastQC,
KneadData, Kraken, Bracken u HUMAnNN anara, kao u R ckpuntu. JlogatHu cTaTUCTHYKI
TECTOBH, Kao W Tpauuku mpukas pesynrara he outu ypahenn kopumhemem GraphPad

Prism.
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