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Poznato je da velik broj hemijskih jedinjenja ima
genotoksicno dejstvo. Prema Ehrenbergu i saradnicima (1)
ovo svojstvo poseduju sva hemijska jedinjenja koja imaju
toksi¢no i1i letalno dejstvo i izazivaju nasledne promene
na nuklearnom i ekstranuklearnom genetskom materijalu u
reproduktivnim i somatskim c¢elijama.

Prema podacima OECD-a (1986) (215), u svetu je da-
nas poznato oko pet miliona razlicCitih hemijskih jedinje-
nja od kojih se osamdeset hiljada komercijalno proizvodi,
te prema tome dolazi u dodir sa Covekom, kroz njihovu upo-
trebu u industriji, poljoprivredi, zdravstvu, putem hrane,
lekova, kozmetickih preparata, vode i vazduha (194). He-
mijska jedinjenja sa genotoksiénim dejstvom nadjena su u
svim glavnim grupama jedinjenja sa kojima covek dolazi u
dodir. Velika izloZenost 1 judske populacije potencijalnim
genotoksicnim agensima, postepeno moze dovesti do znatnog
naruSavanja kvaliteta Zivota izloZene generacije i buduéih
generacija. Iz tog razloga namece se potreba da se ispita
genotoksic¢no dejstvo svih hemijskih jedinjenja koja dolaze
u dodir sa covekom.

Za ispitivanje genotoksic¢nosti hemijskih jedinjenja
upotrebljavaju se razni test-sistemi (eksperimentalni orga-
nizmi). Radi Sto bolje ekstrapolacije genotoksiénog dejstva
hemijskih jedinjenja sa test-organizma na Goveka, upotreb-
ljavaju se zivotinjski test-organizmi. Medjutim, kako su
geneticki materijal i nasledni procesi sliéni u svim Zivim
organizmima, sposobnost indukcije naslednih promena moguce
je pratiti i na niZim organizmima u kulturi ¢elija i ¢eli-
jama mikroorganizama. Neki od ovih testova sluZe za utvrdji-
vanje da 1i je neko hemijsko jedinjenje mutageno ili
nije, a neki testovi omoguc¢uju procenu rizika za 1jud-

sku populaciju.
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Medju hemijskim jedinjenjima koja pokazuju genotok-
sicno dejstvo, pesticidi zauzimaju znacajno mesto. Iz tog
razloga pesticidi prema vazecim propisima datim od strane
Svetske zdravstvene organizacije (WHO, 1985 i 0ECD, 1986)
moraju se pored ispitivanja na karcinogenost, teratogenost
i dejstva na reprodukcionu moé, ispitati i na mutagenost
u najmanje dva test-sistema od kojih se jedan odnosi na gen-
ske a drugi na hromozomske mutacije (2). Ovakvi zahtevi za
utvrdjivanje genotoksicnosti pesticida kod nas i u svetu,
nametnuli su potrebu razvijanja novih metoda i test-siste-
ma, kao i unapredjivanje postojecih.

Postojec¢i pesticidi, koji su u prometu deset i
vise godina kao Sto su grupa ditiokarbamata, benzimidazo-
la, ftalamidi i dr, nalaze se u proceduri preisnitivanja
kod nas i u svetu, a na bazi njihovog genotoksiénog dej=
sttviaoe 298,

Imajuéi u vidu sve navedeno, smatrali smo da je od
interesa da se preko biohemijskih karakteristika (signala)
istrazi genotoksi¢no dejstvo predstavnika benzimdazolskih
pesticida fungicida benomil (metil-1-(butilkarbamoil)-2-ben-
zimidazol karbamat). Kao test-organizam za ispitivanje geno-
toksicnog dejstva fungicida benomil upotrebljeni su sojevi
pekarskog kvasca.

Petit mutanti pekarskog kvasca izazvani drugim muta-
genima (3,4,5,6,7,160)poznati su ve¢ duZe vreme. Petit mutanti
kvasca sa oStecenim disanjem nazivaju se jo$ respiratorno-
-deficijentni mutanti (RD-mutanti). Ovo svojstvo moZe se
povezati sa specifiénim oStecenjem jedne ili vige funkcija
mitohondrija. Sinteza funkcionalno sposobnih mitohondrija
stoji pod zajednickom kontrolom dva genetska sistema: jedar-
ne DNA (jed.DNA) i mitohondrijske DNA (mit.DNA). U zavisno-
sti od toga razlikuju se dve glavne vrste petit mutanta -
takozvani "nuklearni" (jed.DNA) i “"citoplazmaticni" (mit.DNA).

Prema radovima VrbaSke i saradnika (8) i Gunasekarena
i Taura (42, 71), primenom mikrobioloske metode (9) ustanov-

ljeno je da benomil na neke sojeve pekarskog kvasca deluje



mutageno tako da stvaraju petit mutante. Isto tako prema ra-
dovima Kovaca i saradnika (176) i Arandjelovic¢a (213), usta-
novlijeno je da se dejstvom azotaste kiseline na celije pe-
karskog kvasca (176) i dejstvom N-metil-N-nitro-N-nitrozo-
gvanidina na ¢elije kvasca Candida lipolytica (213), dobivaju
petit mutanti koji nisu respiratorno deficijentni.

Nasa istraZzivanja su imala za cilj da se pomocu spe-
cifi¢nih biohemijskih parametara na ¢elijama i mitohondrija-
ma, ustanovi i da 1i su petit mutanti dobiveni pod dejstvom
benomila i respiratorno-deficijentni, odnosno da 1i su tzv.
RD-mutanti. Zatim, da se na jednom divljem soju i odgovaraju-
¢em RD-mutantu, koji je dobiven dejstvom benomila, izvrs$i
svestrana karakterizacija mikroorganizma biohemijskim metoda-
ma, kako bi se uporedjivanjem mogla sagledati posledica ge-

netickih promena izazvanih benomilom.
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1. FUNGICID BENOMIL, NJEGOVO DEJSTVO | METABOLIZAM

Benomil ima hemijski naziv metil-1-(butilkarbamoil)-2-ben-
zimidazol karbamat, i po svojim svojstvima pripada grupnim fun-
gicidima. Godine 1970. registrovan je kao grupni fungicid u ve-
likom broju zemalja ukljucujuéi i Jugoslaviju.

S1i¢no kao i drugi benzimidazolski fungicidi ima Sirok
antifungicidni spektar dejstva na Ascomycetes, Basidiomycetes
i neke druge Deuteromycetes, dok je potpuno bez dejstva na
Phycomycetes fungi (10 i 11).

Prema Seileru (12), antifungicidno dejstvo benomila kao
i drugih benzimidazolskih fungicida, zasniva se na inhibiciji
sinteze DNA zbog strukturne slicnosti benzimidazola i purina
(13). Clemons i Sisler (14), kao i drugi autori,dokazali su
da je glavni metabolit benomila metil-2-benzimidazol karbamat
(MBC), koji je primarno odgovoran za fungitoksiéno dejstvo be-
nomila. Poredjenjem dejstva samog benomila i MBC-a, Hammerschlag
i Sisler (15) utvrdili su da oba jedinjenja svoje fungitoksicno
dejstvo vrSe preko istog biohemijskog mehanizma, izazivanjem
inhibicije u sintezi DNA i citokinezi. Mada je mehanizam funqgi-
toksicnog dejstva benomila i njegovog metabolita (MBC) isti,
njihovi metabolicki efekti na ¢elije su razlic¢iti. Benomil par-
cijalno inhibira respiraciju subcelularnih ¢estica iz gljiva,
dok MBC nema takav efekt. Razlika u dejstvu izmedju MBC-a i
benomila verovatno je usledila zato Sto benomil pored MBC-a,
stvara i isparljiv butilizocijanat (BIC) (14). Iz tog razloqa
fungitoksicno dejstvo benomila je zdruZzeno dejstvo kombinovanih
efekata njegovih produkata MBC i BIC-a.

Eksperimenti Baudea i saradnika (16), sa obeleZenim
c!'4-benomilom pokazali su da folijarnom primenom na biljkama,
benomil ostaje nerazgradjen 21-23 dana. Nerazgradjen benomil
bolje prodire u biljku od MBC-a (15, 17, 18). S druge strane,




nadjeno je da benomil u biljkama pored MBC-a daje i drugi meta-
bolit (2-AB) 2-aminobenzimidazol (19) (slika 1).
MetabolicCki put razgradnje benomila prikazan je na sli-

HO
1 >N-C-OCH
N L 3

1V

Slika 1 - Metabolidka trans formacija benomila u biljnim
© Zivotingskim delijama prema Seileru (12)
(I - benomil, II - metil-2-benzimidazol karbamat,

IIT - 2-aminobenzimidazol, IV - metil-5-hidroksi-2-
benzimidazol karbamat)

U vodenim rastvorima kao i u celijama biljaka, benomil
(I) se sporo hidrolizuje u metil-2-benzimidazol karbamat (II )
(14, 12, 20), a daljom transformacijom u celijama biljaka do
2-aminobenzimidazol III(19),dok u celijama sisara dolazi do
hidraksilactje ma «&. sili 5 ugljenikovom atomu IV (21, 22).

Prema radovima Whitea i saradnika (23), kao i drugih
autora (24), benomil nakon hemijske alkalne hidrolize siikan 2],



moze dati jos dva proizvoda: 1,2,3,4-tetrahidro-3-butil-2,4-
diokso-s-triazino-(a)-benzimidazol "STB" i 2 (3-butilureido)-
benzimidazol "BUB". Nakon alkalne hidrolize benomila, ova dva
proizvoda dosad nisu nadjena u prirodnom materijalu, ¢ak ni u
kombinaciji sa alkalnim pesticidima na bazi sumpora i bakra (16).
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Slika 2 - Alkalna hidroliza prema Whiteu i saradnicima (£3)

2. SISTEMI ZA ISPITIVANJE GENOTOKSICNOSTI PESTICIDA

Genotoksicno dejstvo pesticida, kao i drugih hemijskih
jedinjenja, moZze se ispitati na razliéitim test-organizmima.
U novije vreme, zbog sve vece potrebe analiza genotoksicnih
Jedinjenja, uvodi se i razvija nova metodologija koja bi omo-
gu¢ila brzo i pouzdano otkrivanje genotoksiénog dejstva pesti-
cida.

Svetska zdravstvena organizacija dala je glavne smerni-
ce izucavanja mutagenosti hemijskih jedinjenja kod eksperimen-
talnih Zivotinja, kao i mogucu ekstrapolaciju dobivenih rezultata



na coveka (2). Poznato je da se najvernija ekstrapolacija do-
biva sa Zivotinjskih test-organizama na Coveka. Nedostatak
ovih test-organizama i testova jeste Sto su ovakve analize
dugotrajne. Zbog velike slic¢nosti u genetskom aparatu svih
Zivih organizama, moguce je da se za test-organizme upotrebe

i mikroorganizmi. Ispitivanje genotoksicnosti pesticida mikrob-
nim testom omogucilo je brzo i efikasno utvrdjivanje genotok-
sic¢nosti pesticida.

Nasledne promene mogu nastati na razliC¢itim nivoima
hromozomske organizacije, kao tackaste mutacije ili hromozom-
ske (strukturne i numericke) promene. Svaki od ovih genetickih
dogadjaja moze biti rezultanta razlic¢itih molekulskih mehani-
zama. Vecina postojecih sistema moze detektovati samo jedan
ili samo neke od tih mehanizama i to pracenjem strukturnih
ili fenotipskih promena kao konacni signal genetickog doga-
djaja. Neki od teéest-sistema omogucduju i nespecifiénu detekci-
Ju primarnih oStecenja DNA, merenjem stimulacije ili inhibi-
cije rekombinacije i reparacije. Testovi se, prema tome, mogu
svrstati u tri glavne grupe:

- testovi za detekciju genskih mutacija,

- testovi za detekciju hromozomskih promena,

- testovi za detekciju primarnog oStecenja DNA.

2.1. Testovi za detekciju genske mutacije izazvane benomilom

Za pracdenje indukcije tackastih mutacija razradjeni
su test-organizmi sa mikroorganizmima (bakterije, plesni,
kvasci), biljkama (Tradescantia), insektima (Drosophilal,
celijama sisara u kulturi, te test specific¢nog lokusa na mi-
Sevima. Pracdenje tackastih mutacija najjednostavnije je na
haploidnim organizmima, kod kojih nema prikrivajucdeg dejstva
nepromenjenog gena homolognog hromozoma.

Za pracenje tacCkastih mutacija izazvanih benomilom na
bakterijama upotrebljen je test-organizam Salmonella typhimurium
(25, 26, 27, 28). Ovaj test-organizam uveo je Ames (29) izo-
lacijom mutantnih bakterija u razli¢itim stepenima biosinteze



histidina, a koje se mogu vratiti u divlji soj pod uticajem
hemijskih mutagena.

Sistemi za povratne mutacije ukljucuju mutante koji se
vracaju u divlji soj samo preko vrlo specifi¢nih tipova gene-
ticke promene. Mutacije izazvane supstitucijom baza mogu re-
vertirati samo posredstvom druge, visokospecificne supstitu-
cije baza koja obnavlja krajnju aktivnost gena. Povratna mu-
tacija sa pomakom ("frameshift") obicno se svodi na adiciju
ili deleciju jedne ili nekoliko nukleotidnih baza na istom
mestu il1i blizu mesta prvobitne mutacije.

Ames (29) izolovao je dva osnovna mutantna soja
Salmonelle typhimurium za pracenje povratne mutacije. Soj sa
oznakom his G46 sadrZi supstituciju baza, dok soj his D3052
sadrzi mutaciju sa pomakom. Usavr3avanjem mutantnog soja
his G46, izolovao je mutante sa oznakama TA1535 i TA100, a
usavrSavanjem mutanta khZs D3052 dobio je mutante sa oznakama
TA S8 T A RS

Rashid i Ercegovich (25) ispitali su gensku mutaciju
koju izaziva benomil u test-sistemu Salmonelle typhimurium,
povratnom mutacijom kod mutanata sa supstitucijom baza TA1535
i TA100, kao i sa mutantima sa pomakom TA1538 i TA98. Dobiveni
rezultati, kako tvrde autori, ne daju pouzdan zakljucak o gen-
skoj mutaciji izazvanoj benomilom. Na istom test-sistemu
genotoksiéno dejstvo benomila ispitali su Donovan i Krahn (26),
koji takodje tvrde da benomil u ovom test-sistemu daje negati-
van rezultat.

Suprotno ovim rezultatima, Kappas i saradnici (27)
ukazuju da benomil utic¢e na mutant TA1535, nastao supstituci-
jom baza, a ne utiCe na mutante sa pomakom TA1538,.

Ispitivanjem sposobnosti benomila da izaziva supstitu-
ciju baza, pracdenjem indukcije povratnih mutacija, upotrebljen
je 1 test-sistem sa bakterijom Escherichia coli (27, 30).

Auksotrofni mutant bakterije E. coli WP-2 zavisan od
triptofana, upotrebljava se za detekciju mutagena koji izazi-
vaju supstituciju baza, pracenjem indukcije povratnih muta-
cijasi3fds



Ovim test-sistemom dobiveni su takodje razliciti
rezultati od strane autora koji su ispitivali mutageno dej-
stvo benomila. Tako Kappas i saradnici (27) u svom radu po-
kazuju da je benomil mutagen koji izaziva supstituciju baza
i u ovom sistemu, dok rezultati Shirasua i saradnika (30)
pokazuju da benomil nema mutageno dejstvo izraZeno u ovom
test-sistemu.

Ispitivanjem genske mutacije benomilom u test-sistemu
"mutacija unapred", Dassenoy i Meyer (32) su na Fusarium
oxysporum utvrdili da je benomil mutagen koji izaziva gensku
mutaciju.

"Mutacije unapred" ukljucuju razlicite geneticke pro-
mene kao supstituciju baza, adiciju ili deleciju para baza,
te pojedinacnog gena ili susednih gena.

2.2. Testovi za detekciju hromozomske promene izazvane

benomilom

Nasledne promene na nivou hromozoma obuhvataju promenu
u strukturi i broju hromozoma, a mogu se pratiti citoloski ili
geneticki. Strukturne promene su posledica lomova hromozomskih
jedinica. Usled loma hromozomskih jedinica, nastaju dva kraja
koja mogu ostati slobodna i time izazvati il1i gubitak hromo-
zomskog materijala ili povezivanje nastalih krajeva (translo-
kacije, inverzije itd.).

Promena braja hromozoma obicno je posledica nepravilnog
odeljivanja ¢lanova homolognog hromozomskog para u mejozi.
Inducirane hromozomske mutacije mogu se pratiti na razlicitim
test-organizmima, od mikrobnih do Zivotinjskih celija.

Za pracenje hromozomskog neodeljivanja ("nmon-disjuction")
pod dejstvom benomila, upotrebljena je plesan Aspergillus
nidulans (33, 34).

Bignami i saradnici (35) izolovali su heterozigotni
soj plesni Aspergillus nidulans, koji moze da raste na podlozi
sa p-fluorofenilalaninom samo u slucaju kada dolazi do
hromozomskog neodeljivanja ili krasingovera.



Koristec¢i se ovim sistemom, De Bertoldi i Griselli (33)
ispitali su uticaj benomila na hromozomsko neodeljivanje i
utvrdili da benomil ne izaziva promenu na nivou hromozoma,

Medjutim, koristeci se istim test-sistemom, Hastie (34)
je dobio rezultate koji ukazuju da benomil izaziva promenu
hromozomalnog neodeljivanja. Slic¢ne rezultate dobili su i
Kappas i saradnici (36).

Citogenetickim ispitivanjima indukovanih hromozomskih
mutacija benomilom, takodje se doSlo do kontradiktornih rezul-
tata.

Radovi Fitzpatrika i Krahana (37), kao i Gupta i
Legatora (38), ukazuju da benomil nije mutagen na nivou hromo-
zoma, dok rezultati Evansa i Mitchella (39) ukazuju na suprot-

ni zakljucak.

2.3. Testovi za detekciju primarnog oStecenja DNA benomilom

Testovi za detekciju primarnih oStecenja DNA su merilo
za konacénu strukturu ili fenotipske promene i rezultat su
specifi¢nog oStecenja DNA. Pokazatelji primarnog oStecenja
mogu biti dogadjaji koji predstavljaju nespecifican odgovor
¢celije na oStecenje u DNA, kao Sto su: 1. reparacija DNA,

2. indukcija mitotickih rekombinacija, 3. indukcija epigene-
tickih promena.

Testavi reparacije DNA ne prate samu mutaciju, vec
oStecenja DNA kao predmutacijski poremecaj izazvan dejstvom
supstance, koji ¢e biti podvrgnuti nekom od c¢elijskih meha-
nizama reparacije. Kaa test-organizmi mogu se upotrebiti
¢elije sisara i mikrobni test.

Benomil je ispitan ovim test-sistemom Zn vitro, u
primarnoj kulturi hepatocita (40). Dobiveni rezultati ukazu-
ju da benomil ne indukuje reparaciju DNA.

Za utvrdjivanje primarnog oStecenja DNA benomilom,
upotrebljena su i dva test-sistema za pracdenje mitoticke
rekombinacije: 1. mitoticki krosingover (33, 42), 2. mitotic-
ka konverzija gena (41, 42).



Mitoticki krosingover je reciprocna izmena medju
hromatidama homolognih hromozoma. Rad De Bertoldija i Grisel-
lija (33) ukazuje da benomil ne izaziva mitoticki krosingover
u ¢elijama A. nidulans. Slicne rezultate dobili su Sibert i
saradnici (41), ispitivanjem indukcije mitoticke konverzije
gena pod uticajem benomila na celijama pekarskog kvasca.
Medjutim, rezultati Gunasekarana i Taura (42) na celijama
pekarskog kvasca Dy, pokazali su da benomil izaziva mitotic-
ki krosingover i mitoticku konverziju gena.

3. RESPIRATORNO-DEFICIJENTNI (RD) MUTANTI, KAO TEST-SISTEM
ZA UTVRDJIVANJE GENOTOKSICNOSTI HEMIJSKIH JEDINJENJA

Istrazivanja respiratorne deficijencije kvasca nasla
su primenu i u mikrobioloSkoj genetici. Razlic¢iti tipovi
kvasca, a posebno Saccharomyces, koji poseduju oba mehanizma
za snabdevanje ¢elije energijom, resoiratorni i fermentativni,
omoguc¢ili su uocavanje respiratorno-deficijentnih mutanata
(RD-mutanata). Celije pekarskog kvasca koje su usled mutacije
izgubile sposobnost da se snabdeju potrebnom energijom respi-
ratornim putem, preZivljavaju i potrebnu energiju dobivaju
putem glikolize.

Pojavu respiratorno-deficijentnih mutanata u celijama
kvasca prvi su zapazili Slonimski (43) i Ephrussi (44) jos
1949. godine. Slonimski je zapazio da se medju normalnim
kolonijama Saccharomyces cerevisiae javljaju male kolonije
¢ije su celije izgubile sposobnost respiracije. Zbog velicCine
kolonija, ove mutante Slonimski je nazvao "petit" mutantima,
Sto na francuskom znacé¢i mali. Daljim razmnozZavanjem celije
su zadrzale ovaj fenotip pa su s razlogom zadrZale naziv
petit mutanti.

Kasnija ispitivanja pokazala su da respiratorno-defi-
cijentni mutanti ne moraju uvek imati i male kolonije, te se
otuda u Titeraturi mogu nac¢i razliciti nazivi za ove mutante:
T. W-varijanta (45, 46, 47, 48), 2. varijanta sekundarne



kolonije (49), 3. R-mutanti (50), 4. pet (¢t) (52), 5. PET
(p”) (51, 53), 6. RD-mutanti (49). Sarolikost u nazivima za
istu pojavu unosila je zabunu, stoga je op3te prihvacen na-
ziv prema Wildu i Hinshelwoodu (49), skracenica RD odnosno
RD-mutanti.

Respiratorno-deficijentni mutanti kvasca pokazuju
jJasnu razliku u odnosu na respiratorno normalne c¢elije kvas-
ca i to s aspekta morfologije, fiziologije a narocCito kod
enzima u lancu disanja te otuda i Cine klasu mutanata.

1. Respiratorno-deficijentni mutanti morfolosSki se
razlikuju od respiratorno normalnih kvasaca po velic¢ini ko-
lonija i celija. Celije petit mutanata (RD-mutanti) gajene
na podlozi sa 2% glukoze (43), formiraju male kolonije.

Pored izmenjenog oblika kolonija zapazZeno je da i
same ¢elije kao i njihovi konstituenti (jedro, mitohondrije)
imaju izmenjen oblik i velic¢inu (54, 56).

2. Respiratorno-deficijentni mutanti sa fiziolosSkog
aspekta razlikuju se u odnosu na respiratorno normalne
kvasce: 1) smanjenom sposobnoScu usvajanja Secera (55),

2) smanjenom biomasom, oko cetiri puta, Cak u aerobnim uslo-
vima na podlozi glukoze (55), 3) nesposobnoi¢u da rastu na
nefermentabilnim supstratima (45, 47), 4) rastom na glukozi

ne pokazuju Pasterov efekat (u prisustvu kiseonika fermentaci-
ja ostaje nepromenjena) (56).

3. Respiratorno-deficijentnim mutantima nedostaju
citohromi aaq i b, ili jedan od ta dva citohroma (57). Raut
(58) nasao je nedostatak citohroma aa, i b, kao i smanjen
sadrzaj citohroma c. Mora se spomenuti da su Yéas i Starr
(59) izolovali mutant koji je bio 1iSen svih citohroma.
Rezultati Nagaija (55) ukazuju da respiratorno-deficijentni
mutanti ne poseduju sukcinat dehidrogenazu. Kovac i HruSovska
(60) nasli su oStecenje u enzimu koji ima kljucénu ulogu u
oksidativnoj fosforilaciji (oligomicin-osetljiva ATP-aza).

S obzirom na poreklo promene genetskog sistema, res-
piratorno-deficijentni mutanti pekarskog kvasca postoje kao
citoplazmatiéni (tj. ne-mendelovski) i nuklearni (tj. mende-
lovski) petit mutanti (RD-mutanti). Zbog malih kolonija na



¢vrstoj podlozi sa ogranicenom koncentracijom glukoze, imaju
zajednicki naziv petit mutanti (43).

PoSto je Slonimski, otkrivanjem pojave petit mutanata
izolovao mutant citoplazmaticnog tipa, smatralo se da su petit
mutanti iskljucivo ekstrahromozomski mutanti (43). Citoplaz-
maticni mutanti ¢delija kvasaca mogu nastati spontano i induk-
cijom sa razlic¢itim hemijskim jedinjenjima i UV-zracima (51,
535 Bl B2, f68 64

S obzirom da je Chen 1 saradnici (65)ukazao da se ukrsStanjem
respiratorno-deficijentnih mutanata sa normalnim c¢elijama
kvasca javlja mendelovski mehanizam nasledjivanja, jasno je
bilo da pored citoplazmaticnih mutanata sa oStecenim disanjem
postoje 1 mutanti nuklearnog tipa. Fenotipske odlike nuklear-
nih mutanata su slicne citoplazmaticnim iako nastaju iz po-
jedinacne genske mutacije. Danas je poznato da brojna hemijska
jedinjenja (52, 66, 67), temperatura (68) i UV-zraci (58)
mogu izazvati nuklearne petit mutante.

Pored ove dve glavne grupe petit mutanata, nadjena je
i grupa 'dvostrukih"petit mutanata koji su nastali promenom
na hromozomskom i estrahromozomskom genetskom materijalu u
celijama pekarskog kvasca. Indukcija pojave ovih mutanata
mozZe biti izvedena takodje sa velikim brojem hemijskih jedi-
njenja (52) i UV-zracima (58).

Svi ovi mutanti davali su fenotip deficijentnog iTli
oStecenog sistema respiracije, 3to je usko vezano sa funkci-
jom, strukturom i biogenezom mitohondrija.

3.1. Struktura i biogeneza mitohandrija petit mutanata

pekarskog kvasca

Mitohondrije su organele koje ulaze u sastav svih ce-
Tija eukariota (69). Broj, veliiina i izgled moZe se razli-
kovati u razlic¢itim vrstama celija.

Formiranje funkcionalno sposobnih mitohondrija uklju-
Cuje tesnu interakciju nuklearnog i mitohondrijskog genetskog
sistema (56, 70). Mehanizam ove medjuzavisnosti jedan je od



centralnih problema biogeneze kao i medjuzavisnosti ova dva
genetska sistema.

U kvascima mitohondrijski genetski sistem sintetiie
oko 10% ukupne mase mitohondrijskih proteina (68). Genetski
sistem mitohondrija limitiran je veé¢ velidinom mitohondrij-
7 da1-
tona (53). Shapiro i saradnici (72) dokazali su da je mitohon-

ske DNA, koja iznosi 20-25 nm sa molskom masom 5-6 10

drijska DNA kvasca cirkularna, a da se linearni oblici mogu
naci samo u slucaju deficijencije enzima ligaza (53).

Danas se zna da je samo za mali broj mitohondrijskih
sastojaka jednoznacno pokazano da njihovi strukturni geni lezZe
na mit., DNA a to su: razlicite transportne RNA (t RNA) (53),
16 S i 23 S ribozomalna RNA (r RNA) (53), kao i oko osam raz-
1i¢itih proteina (73). Istrazivanje proteina kodiranih mit.
DNA dovelo je do interesantnog zakljucka da svi izgradjuju
podjedinice enzima koji ulaze u sastav respiratornog lanca,

a koji su kodirani i sa jed. DNA. Tako citohrom oksidaza ima
tri podjedinice kodirane mit. DNA, ATP-aza ¢Cetiri i bc1-kom-
pleks jednu (74, 75, 76). Ove podjedinice, zbog svog hidrofob-
nog sastava verovatno su odgovorne za vezivanje citohrom
oksidaze, ATP-aze i bcl-kompleksa za mitohondrijsku membranu.

Na osnovu ovih podataka moglo bi se zakljuéiti da su
to upravo oni sastojci koji mogu nedostajati ili biti izmenje-
ni u citoplazmatic¢nim petit mutantima. Kao Sto je ve¢ napo-
menuto, petit mutanti su deficijentni u citohromu aas, cito-
hromu b i smanjenoj aktivnosti ATP-aze.

Medjutim, citoplazmaticéni petit mutanti imaju izraZene
mnogostruke biohemijske defekte i neupotrebljivi su za defi-
nisanje strukturnih gena i njihovih genetskih proizvoda (77).
Upravo ova osobina citoplazmatiénih petit mutanata otvorila
je niz pitanja koja se odnose na molekularni mehanizam nasta-
le mutacije i fenotipske odlike ovih mutanata. S obzirom da
su kod citoplazmatiénih mutanata oStecene podjedinice enzima
lanca disanja i oksidativne fosforilacije, postavlja se pita-
nje kako se kontroliSe u celosti biosinteza razliéitih funkcio-
nalnih sastojaka oksidativne fosforilacije, ako se na primer



zna da aerobni uslovi stimuli3u njihovu sintezu, dok je
anaerobni i odredjeni uslovi "kataboliéke represije" inhibira-
Ju (78, 79). Takodje je poznato da nedostatak odredjenih
membranskih sastojaka, recimo usled mutacije, povlaci za

sobom nestajanje drugih sastojaka (80). Zatim se namece pi-
tanje ¢ime je omogucena koordinacija sinteze i korektno po-
vezivanje podjedinica oligomernih enzima kao §to je citohrom
oksidaza, ATP-aza, itd. kao i drugih oligomernih sastojaka
koji Cine membranu. Svih pet kompleksa (I, II, III, IV, V)
koji Cine respiratorni lanac, sastoje se od vige podjedinica
(74, 81, 82, 83, 84), Sto bi se moglo protumaciti da odredje-
ne podjedinice deluju regulatorno na sintezu drugih podjedini-
ca istog kompleksa (77). S obzirom da se zna da je vrlo mali
broj proteina mitohondrijske membrane sintetisan na mit. DNA
(68), postavlja se pitanje kako protice transport komponenti
koje ulaze u sastav mitohondrija ako je njihovo mesto sinteze
citoplazma (77). U pojedinim slucajevima postoje eksperimental-
ni dokazi (85).

Nije poznato da 1i ugradjivanje sastojaka u membrani
protice prema nekoj vremenskoj ili strukturnoj shemi (77).

Namece se pitanje o odluéujuc¢im faktorima biohemijske
aktivnosti sastojaka integrisanih u mitohondrijskoj membrani.
S ovog aspekta moglo bi se pomisliti na protein-protein i
protein-lipid interakciju (68, 77).

OpSti put za reSavanje ovih problema, prema Demmeru
(77), jeste izolacija mutanata koji su o3teceni u funkciji ili
biosintezi pomenutih proteina. Kako je prethodno spomenuto,
citoplazmaticni mutanti nisu pogodni za karakterizaciju struk-
turnih gena. Velik doprinos mogu dati ispitivanja na nuklear-
nim petit mutantima Saccharomices cerevisiae.

Nuklearni petit mutanti nastaju iz pojedinaénih genskih
mutacija i zbog toga pokazuju Mendelovu segregaciju, ukrita-
njem sa normalnim sojevima (65, 58, 86). Chen i saradnici (65)
dokazali su da ovi nuklearni mutanti mogu postojati u dva
stanja: mogu biti i1i ne biti upotpunjeni citoplazmaticnom
mutacijom. Yotsuyanagi (54) ispitivao je morfologiju mito-
hondrija nuklearnih petit mutanata, uporedujuc¢i ih sa



mitohondrijama "dvostrukih" petit mutanata, zatim sa citoplaz-
maticnim petit mutantima i mitohondrijama celija divljeg soja.
Isti autor je doSao do zakljucka da su mitohondrije citoplaz-
mati¢nih mutanata normalno razvijene sve do pred kraj ciklusa
rasta. Kako brzina rasta opada,razlike se povecavaju. Yotsuy-
anagi takodje ukazuje da citoplazmatié¢ni petit mutanti stva-
raju mitohondrije sa polimorfnim polozajem.

Mitohondrije nuklearnih petit mutanata pokazuju najvece
razlike u samom poCetku rasta, dok se u stacionarnom stanju
one ne razlikuju od mitohondrija u c¢elijama divljeg soja.

Dvostruki mutanti sli¢ni su citoplazmaticénim a ne
nuklearnim mutantima.

Rezultati Sagera (56) dali su takodje znacajan dopri-
nos istrazivanju strukture i morfologije mitohondrija petit
mutanata kvasca. Njegovi rezultati ukazuju da su mitohondri-
je petit mutanata slic¢ne onima u divljem soju, koje su pre-
trpele represiju glukozom.

Pored morfolodkih izmena u mitohondrijama, nuklearni
petit mutanti pokazuju razlicite fenotipove.

Mnogi nuklearni mutanti su specificno deficijentni
samo u jednom citohromu kao $to su citohrom aa, i LB (54, ©6).
Drugi opet pokazuju viSestruke promene u mitohondrijama.
Fenotip tih "dvostrukih"nuklearnih mutanata Cesto je slican
citoplazmaticnim petit mutantima iako je mutacija na jednom
nuklearnom genu.

Velik broj istrazivacCa ispitivao je uticaj mutacije
na jed. DNA, na biosintetsku sposobnost u mitohondrijama.

Subik i saradnici (210) u svom radu povezali su broj
citohroma u nuklearnom mutantu sa biosintetskom sposobnoScu
u mitohondrijama. Oni smatraju da nuklearni petit mutanti
gubitkom samo jednog citohroma u mitohondrijama imaju bio-
sintetsku sposobnost proteina a gubitkom viSe citohroma, qu-
bi se i biosintetska sposobnost proteina u mitohondrijama.

Istrazivanja Ebnera i saradnika (67) ukazuju da je
povezanost biosinteze proteina u mitohondrijama sa fenotipom
sadrzaja citohroma u nuklearnim mutantima mnogo sloZenija.



Svi nuklearni mutanti koje su ovi autori dispitali imaju funk-
cionalnu sposobnost sinteze proteina na nivou mitohondrija,
bez obzira na broj citohroma koji nedostaju. Medjutim, neko-
1iko proizvoda mitohondrijske proteinske sinteze je izmenjeno.
Ovo bi moglo biti objasSnjenje koje mozZe pomiriti rezultate

iz dva poslednja citata, koji su na izgled kontradiktorni.
Ebner i saradnici (67) zakljucili su da promene na jednom
nuklearnom genu u nuklearnim petit mutantima sa viSestrukim
izmenama u mitohondrijskoj membrani zadrzavaju sposobnost
sinteze proteina na nivou mitohondrija. Ovaj fenotip ovih
mutanata moze biti odraz izmene ili gubitak hromozomskog koda
“organizatora" proteina koji ucestvuje u sastavljanju unutras-
nje mitohondrijske membrane. Ovo moZze biti objasnjenje i za
izmenu fosfolipida koje su uoCene u mitohondrijskoj membra-

ni (67).

3.2. Nuklearni petit mutanti u izucCavanju biogeneze

mitohondrija

Veliko interesovanje za biogenezu mitohondrija, po-
slednjih godina koncentrisano je na ulazak i vezivanje pro-
teina u sastav mitohondrijske membrane (85, 87, 88, 89). Kao
Sto je poznato vecina proteina mitohondrijske membrane ko-
dirani su nuklearnim genima i sintetizovani na citoplazmatic-
nim ribozomima (85). Vecina njih je sintetizovana kao veci
prekursori, koji su proteolitickim razlaganjem u3li u sastav
membrane (90). Njihovo unoSenje u membranu u nekim slucaje-
vima zahteva energiju unutraSnje membrane mitohondrija (87,89).
Uprkos intenzivnom istrazivanju i nekoliko dobro okarakteri-
sanih mitohondrijskih proteina (90), jo$ uvek nema preciznih
informacija o osnovnom celijskom mehanizmu kojim protein ciljno
ulazi u mitohondrije i korektno se rasporedjuje u jednom od
Cetiri dela mitohondrija (spoljna membrana, medjumembranski
prostor, unutras$nja membrana i matriks).

Na primer, poznato je nekoliko prekursorskih proteina,
kako njihov aminokiselinski sastav, tako i njihova lokacija



(91, 92). Prekursorski proteini poznati su za citohrom c
peroksidazu (91, 92), elongacioni faktor TU, kvasca
Saccharomyces cerevisiae, kao i za podjedinicu 9 ATP-aze
iz Neurospora crassa (92).

Jos uvek nema dovoljno eksperimentalnih podataka
zasSto dolazi do proSirenja polipetidnih lanaca (prekurso-
ra): da 1i zbog njihovog transporta ili ciljnog vezivanja
u mitohondrijsku membranu.

Genetika omoqucuje veoma efikasan nacin identifikaci-
je specificnih proteinskih sekvenci i1i strukture koje su
vazne za ciljno vezivanje proteina u membrani. Mnoge sklad-
ne studije u kojima su upotrebljeni spojeni proizvodi gena
i dirigovana mutageneza, upotrebljeni su za ispitivanje cilj-
nog vezivanja proteina u sastav membrane (93, 94). Ovaj
prilaz takodje se moze primeniti u ispitivanju mitohondrij-
ske biogeneze S. cerevisiae, kada su dostupne mutacije struk-
turnih gena i klonirani geni za mitohondrijske proteine (85).

Kvasceva citohrom oksidaza je heterooligomerni pro-
tein smeSten u unutrasnjoj membrani mitohondrije. Ovaj
enzim ima devet podjedinica od kojih su podjedinice I, II
i IIT kodirane mit. DNA (95, 96, 97) dok su podjedinice IV,
V, VI, VII, VIIa i VIII kodirane jed. DNA (98, 99,100).
Jedrom kodirane podjedinice su biohemijski definisane i
poznata je potpuna ili delimicna aminokiselinska sekvenca
za svaku podjedinicu (100). PoSto su nuklearni petit mutan-
ti deficijentni u citohrom c-oksidazi, mogu se izolovati i
odrediti. McEwen i saradnici (85) izolovali su nuklearni
mutant koji ne sadrzi strukturni gen za podjedinicu V cito-
hrom c-oksidaze. U ovaj mutant kloniran je gen za podjedi-
nicu V citohrom oksidaze. Nakon kloniranja iz ¢elija mutana-
ta izolovana je podjedinica V i odredjena je njena relativ-
na molska masa (Mr) koja iznosi 13500 u poredjenju sa Mr iz
divljeg soja koja iznosi 12500, Sto pokazuje da se podjedi-
nica V posttranslaciono menja.

Za ovakva istraZzivanja izuzetno su pogodni nuklearni
petit mutanti indukovani temperaturom (77).



3.3. Proteinski sastav membranskog sistema mitohondrija

Termin mitohondrija uveo je Bende (101) za pojedine
granule u ¢elijama ¢ija funkcija u to vreme nije bila poz-
nata. U periodu 1900-1930. godina, bilo je zapaZeno da svi
aerobni organizmi poseduju takvu vrstu granula, koje je
Bende oznacio mitohondrijama. Radovi Keilina (102) prvi su
ukazali na vaznu ulogu sistema citohroma u aerobnim celijama,
zatim slede radovi Warburga i Negeleina (103), koji su nasli
da se ugljenmonoksid vezuje za "Atmungsferment", danas poz-
nat kao hem a3c1tohrom oksidaze. Zahvaljujuc¢i radu Krebsa i
Johnsona (104), godine 1930. otkriven je ciklus trikarbonskih
kiselina, koji je i danas poznat kao Krebsov ciklus, a pove-
zan je sa dobivanjem velike koli¢ine ATP-a, koja se dobiva
oksidacijom pojedinih intermedijera ovog ciklusa. Uvodjenjem
saharoznog medijuma, pogodnog za izolovanje mitohondrija,
Hageboom i saradnici (105) pokazali su da se oko 80% sukcinat
oksidazne aktivnosti nalazi u mitohondrijama. Nekako u isto
vreme dokazano je da su mitohondrije organele u kojim je sme-
Sten i Krebsov ciklus, te da su one centar energetskog meta-
bolizma. Kasnije, uvodjenjem elektronske mikroskopije, anali-
zirana je struktura mitohondrija elektronskom mikroskopijom.

Velik napredak u izuCavanju mitohondrija predstavlijao
Je rad Paladea (106) koji je opisao prisustvo dvomembranskog
sistema u mitohondrijama. Rad Fernandez-Morana (107) po-
kazao je da se negativnim bojenjem moZe dokazati da unutras-
nja mitohondrijska membrana, pored linearnog protezanja, po-
seduje i kvrzice precnika od 9 nm. Ove delove su kasnije
prepoznali Racker i saradnici (108) kao morfoloSki deo koji
pripada ATP-azi i oznacen je kao F1.

Napretkom spektroskopije i tehnike razdvajanja mito-
hondrija, informacije o strukturi i funkciji mitohondrija su
porasle, naroiito radovima Mitchella (109-113), koji je pred-
1ozio hemostatsku koncepciju oksidativne fosforilacije.
Uvodjenje SDS-poliakrilamid gel-elektroforeze (114) i upo-
treba deterdZenata za dobro razlaganje proteina mitohondrija,



postali su dobri instrumenti za direktno prepoznavanje odgo-
varajucih delova mitohondrija na molekulskom nivou.

Noviji rezultati o organizacionoj shemi i osobinama
mitohondrija prikazani su u monografijama (115-117). U
njima su rezultati i saopStenja o multienzimskim kompleksima
odgovornim za transformaciju oksidativne energije, zatim de-
lovi metaboli¢kog puta nekih aminokiselina, masnih kiselina
i porfirina. Mitohondrije sadrZe dve membrane, spoljainju i
unutrasnju, koje se medjusobno razlikuju kako po propustlji-
vosti, tako i po enzimskom i hemijskom sastavu. Spoljasnja
membrana sadrZzi oko 50% proteina i permeabilna je za jedinje-
nja koja imaju relativnu molsku masu (Mr) oko 10000 daltona.
Unutrasnja mitohondrijska membrana sadrZi oko 67% proteina,
od kojih najveci deo (oko 80%) Eine proteini koji ulaze u
sastav enzima respiratornog lanca i sistema za Stvaranje
ATP-a.

Unutrasnja mitohondrijska membrana je suprotna od
spoljasnje, manje je permeabilna, ali zato pored enzima lan-
ca disanja sadrzi veliki broj transportnih sistema: H+, ATP,
ADP, Pi, dikarbonske kiseline, trikarbonske kiseline, aspar-

2+, i Na*. Glavna uloga Krebsovog

tat, malat, glutamat, Ca
ciklusa je oksidacija piruvata (acetil-CoA), dobivenog tokom
glikolize do CO2 i dobivanje tim procesom NADH i FADHZ. Res-
piratorni lanac prenosi redukcione ekvivalente od NADH i
FADHZ, preko multienzimskih kompleksa (kompleks I, II, III,
IV) prema njihovim redoks-potencijalima do kiseonika (slika 3).
Razliciti delovi respiratornog lanca su identifikovani i
razdvojeni upotrebom specifi¢nih inhibitora. Tako je kom-
pleks V, tj.ATP-sintetaze izolovan i definisan, §to je de-
taljno opisano u radovima 118 i 119,

Prema prethodnoj teoriji hemostatskog kuplovanja
respiratornog lanca i ATP-sintetskog kompleksa, koju je pred-
lozio Mitchell (109-113), smatra se da se atomi vodonika
prenose iz matriksa mitohondrija u citosol preko asimetricno
rasporedjenih komponenti respiratornog lanca u unutrainjoj
membrani mitohondrija. Time se uspostavlja elektrohemijski



potencijal unutradnje membrane, koji ¢ine pH-gradijent i
potencijal. Energije oba sistema korisScene su

elektricéni
transport jona kroz unutrasnju

za fosforilaciju ADP-a i

mitohondrijsku membranu.
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Slika 3 - Shematski prikaz respiratornog lanca prema

Ruitinbeku (120)

Na slici 4 dat je shematski prikaz nekih delova koji
¢ine unutrasnju mitohondrijsku membranu prema Grivellu i
saradnicima (121). Na shemi osim tapografije multienzimskih
kompleksa (I, II, III, IV i V) u unutradnjoj mitohondrijskoj

membrani, prikazano je i mesto sinteze podjedinica koje

ulaze u njihaov sastav.
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3.4, Lipidni sastav mitohondrijske membrane

U unutrasSnjoj mitohondrijskoj membrani nalazi se
izmedju 0,24 i 0,44 mg lipida na mg proteina. Vecinu ovih
lipida ¢ine fosfolipidi, koji su uglavnom smeiteni u sre-
diSnji deo membrane, izmedju dva proteinska sloja. Male
koliCine lipida mogu biti prisutne u heksagonalnoj ili po-
vratno-micelarnoj strukturi (122). Inace je poznato da su
lipidi asimetriéno rasporedjeni unutar membrane (transver-
zalna asimetrija) (123, 124, 125). Fosfatidil-holin (PC)
uglavnom je okrenut citoplazmatiénoj strani (oko 73% svog
sadrZzaja) dok su fosfatidil-etanolamin (PE) i kardiolipin
(CL) okrenuti prema strani matriksa (oko 62% odnosno 73%)
(123). Shematski prikaz transverzalno asimetricnog raspo-
reda lipida u membrani prikazan je na slici 5.
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B PC
50 L STRANA
- 251+ PE
- - CL
o
w =
5 2k
501
il STRANA
3 MATRIK SA
Slika § - Asimetrija fosfolipida u unutradnjoj

mitohondrijskoj membrani (125)



Transverzalni raspored CL moZe imati vaZnu ulogu u
reqgulaciji nekih enzima i transportnih proteina, po3to je
nadjeno da je CL tesno vezan za kompleks V (ATP-sintetski
kompleks), citohrom oksidazu kao i da ima esencijalnu
ulogu u translokacionoj katalizi Pi (127).

Prema Ernsteru i saradnicima (127), "drSka" ATP-az-
nog sintetskog kompleksa sadrzi CL koji moZze imati znacaj-
nu ulogu u funkciji tog kompleksnog enzima. U slucaju ci-
tohrom oksidaze, ima mnogo vise informacija o ulozi CL
ali tacénih podataka o njegovoj lokaciji i funkciji nema
(128-130). Ima indikacija da je CL vezan za podjedinicu
I citohrom oksidaze (130).

Kad se ima u vidu da je cardiolipin fosfolipid koji
ima dva negativna naboja na fizioloSkom pH kao i da je
prisutan samo u mitohondrijama i bakterijama (131), mozZe
se zakljuciti na osnovu pomenutih radova da ima vaZnu ulo-

gu u bioloSkoj aktivnosti mitohondrija.
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1. PRIPREMA | UPOTREBA CELIJSKIH KULTURA

Svi eksperimenti opisani u ovom radu izvedeni su
sa sojevima Saccharomyces cerevisiae, po kriterijumu da
vode poreklo od proizvodnih kultura. Kulture 3ifrirane
kao R-A, R-M i R-1 suiz zbirke kultura mikrobioloskog
odeljenja Instituta "Servo Mihalj" u Zrenjaninu.

Kulture su Cuvane na sladnom agaru. Pre ogleda
kulture su pasaZirane tri puta na 2% GKEP (20g/1 glukoza,
10g/1 pepton, 5g/1 kvasni ekstrakt i 20g/1 agara) (132).

Uticaj benomila i izazivanje petit mutanata od
strane VrbaSke i saradnika (8 ) izvedeno je na sledeci
nacin: suspenzija kvasca (0,1 ml) koja je sadrzala 8-10
105 celija, razvlacena je po povrSini hranljive podloge

% GKEP, koja je sadrzala 7—10_3
su gajene na 289C za kontrolne uzorke, a pet dana za tre-

mg/ml1 benomila. Kulture

tirane uzorke. Razvijene kolonije u petri 3oljama preli-
vene su svezim rastvaorom 2,3,5-trifenil tetrazolijum
hloridom masene kancentracije 1g/1. Dva do tri sata nakon
toga uocavaju se dve vrste kolonija - bele i crvene. Prema
metodi Ogqure (9), bele kolonije pripadaju petit celijama
a crvene divlijem soju pekarskog kvasca. Petit mutanti
pikirani su iz malih belih kolonija u teénu podlogu (20g/1
glukoza, 10g/1 pepton i 5g/1 kvasni ekstrakt). Posle
gajenja na 280C, izolati su Cuvani u friZzideru i oznaceni
kao RD-1, RD-A i RD-M.

Za biohemijska istrazivanja, celije pekarskog kvas-
ca (R i RD) gajene su na tecnoj podlozi po Loderu (132),
na temperaturi 28°C, 24 sata sa i bez aeriranja(semiaerobni uslovi)vazdus-
nom pumpom snage motora od 4 W. Celije su gajene do stacionarne
faze, nakon cega su odvajane od podloge centrifugovanjem
na 4°C na 1000 g, 10 minuta na centrifugi Sorvall RC-58.



Nakon odvajanja od tecne podloge, ¢elije su oprane tri
puta u 20 mmol/1 Tris-HC1 puferu, pH 7,2.

2. MERENJE RESPIRACIJE CELIJA KISEONICNOM ELEKTRODOM

Celije pekarskog kvasca, pripremljene na prethodno
opisan nacin, upotrebljene su za merenje sposobnosti usva-
janja kiseonika, pomocu Clarkove kiseonicne elektrode.

2.1. Merenje brzine endogene respiracije celija
pekarskog kvasca

Suspenzije celija pekarskog kvasca (20 ml) masene
kancentracije 20 mg/ml inkubirane su u medijumu 100 mmol/1
Tris-HC1, pufera pH 7,35 sa prethodnom aeracijom ili bez
nje. Aeriranje je izvedeno pomocu vazduSne pumpe u tra-
janju 120 min. na 20%C. Tako pripremljene celije bile su
dodavane u alikvotima 0,05-0,2 ml u elektrodnu komoru,

volumena 1 ml.

2.2, Odredjivanje prividne Km i Vmax ¢€elija petit
mutanata pekarskog kvasca prema glukozi

Suspenzije celija (20 ml) masene koncentracije
20 mg/ml1 inkubirane su u medijumu 100 mmol/1 fosfatni pu-
fer pH 6,0 120 minuta uz aeriranje vazduSnom pumpom na
ZOOC. Nakon inkubiranja, suspenzija ¢elija je preneta u
elektradnu komoru, gde je krajnja koncentracija iznosila
10 mg/ml. Brzina respiracije pracena je pri rastucoj kon-
centraciji glukoze od 0,01 do 10 mmol/1. Brzina respira-
cije merena je Clarkovom kiseonicnom elektrodom, Cime je
ujedno omoguéeno da se jedinice brzine izraze kao umol

-1 . -1
021 min .



Primenom graficke metode Lineweaverovog i Burkovog
grafikona odredjeni su kineticki parametri Km i Vmax celih

celija pekarskog kvasca.

3. PRIPREMA CELIJSKOG HOMOGENATA

Celije pekarskog kvasca razbijene su mehanickim
putem u Braunovom MSK homogenizeru, uz hladjenje tecnim
COZ’ Sveze oprane celije pekarskog kvasca (od 4 do 5 g sa
25% suve mase) meSane su sa izolacionim medijumom (4-5 ml)
i suspenzija homogenizirana u Braunovom MSK homogenizeru
dva puta po 15 sec. pri brzini od 4000 0/min uz dodatak
staklenih perli (25 g precnika oko 0,18-0,20 mm). Dobive-
ni homogenat je od staklenih perli odvojen sedimentacijom.
Nakon sedimentacije perle su oprane joS dva puta sa po
10 m1 izolacionog medijuma. Priprema celijskog homogenata
izvedena je upotrebom dva izolaciona medijuma: hipotonic-
nag (HTM) i izotonicnog (ITM) u zavisnosti od cilja dalje
upotrebe homogenata. Hipotonic¢ni medijum (HTM) sastava
15 mmo1/1 Tris -HC1, pH 7,2 i 1 mmol/1 EDTA, upotrebljen
je za kompletno razbijanje celija i celijskih organela u
cilju odredjivanja: 1. enzimske aktivnosti glikolitickih
enzima glukoze-6-fosfat dehidrogeneze, EC(1.1.1. 49) i
heksokinaze EC(2.7.1.1.), 2. za razdvajanje celijskih pro-
teina SDS-poliakrilamidnom gel elektroforezaom.

Izotoniéni medijum (ITM) sastava 15 mmal/1 Tris-HCI
pH 7,2; 0,6 mol/1 sorbitola i 1 mmol/1 EDTA upotrebljen Je
da se razbije samo ¢éelijski zid kvasca, a da celijske
organele budu ocuvane. Ovakav homogenat je bio dalje upo-
trebljen za izolaciju mitohondrija (133).

U oba slucaja dobiveni homogenati su sadrzali jos$
celih i napuklih ¢elija. Njihovo razdvajanje od celijskog
homogenata izvedeno je centrifugovanjem na Sorvallovoj
centrifugi sa hladjenjem na 1200g 10 minuta.



3.1. Razdvajanje izoenzima glukoze-6-fosfat dehidrogenaze
EC(1.1.1.49) i heksokinaze EC(2.7.1.1) blok elektro-

forezom na poliakrilamidnom gelu

Nativnom poliakrilamidnom gel elektroforezom raz-
dvojeni su izoenzimi glukoze-6-fosfat dehidrogenaze i
heksokinaze iz ¢elijskog homogenata (primenom hipotonic-
nog izolacionog medijuma - HIM). Elektroforeza je izvedena
modifikacijom 0 Farrellove (134) metode na plocastom gelu.
Plocasti gel debljine 1 mm, sastojao se od gela za kon-
centrovanje i gela za razdvajanje. Gel za razdvajanje sa-
stojao se od 100g/1 akrilamida, 2,3g/1 N,N’-metilenbisakri-
lamida, 0,375 mol/1 Tris-HC1 pufera pH 8,8, 0,33g/1 amo-
nijum-persulfata i 0,05%(v/v) TEMED. Gel za koncentrovanje
visine 25 mm sadrZao je 47,5g/1 akrilamida, 1,20g/1 N,N’-me-
tilenbisakrilamid i 0,125 mol/1 Tris-HC1, pH 6,8. Elektrodnt
pufer se sastojao od 0,025 mol/Tris-a 1 0,192 mal/1 glicina
pH 8, 3.

Prethodno pripremljen gel postavi se u anarat za
elektroforezu rucne izrade, kako je detaljno opisano u
radu Kevre3ana (154). Nakan izvrSene predelektroforeze,
stavijeni su uzorci proteina. Za elektraforezu nanetao je
50 ug proteina i 3 ul 1g/1 bromfenol plavog po uzarku. Da
bi uzorci bili specificno guséi od elektradnog pufera,

su prethadno pomeSani sa glicerolom, tako da je ma-
sena koncentracija gliceraola iznosila 10Qg/1. Elektroforeza
je izvedena na +4°C, pet sati na 20 mA.

Nakon izvriene nativne elektroforeze, identifikaci-
ja razdvojenih izoenzimskih traka na gelu izvedena je bo-
jenjem na aktivnost prema metodi Sauera (135).

Gel je nakon elektroforeze potopljen u 100 ml medi-
juma koji je sadrzao 100 mmol/1 Tris-HCl1 pufera pH 7,8 i
sledece sastojke masene koncentracije (mg/ml): glukoze-6-fos-
fat 0,25; NBT, 0,25: NADP, @,25; MgCI2 0,15 EUTIA 0,25 1
PMS 0,01. Boja na gelu pojavijuje se nakan 30 minuta na
sobhnoj temperaturi, na mestu gde se nalaze izaenzimi



glukoze-6-fosfat dehidrogenaze.

Tako dobiveni elektroforetogram podvrgnut je denzito-
metrijskoj analizi na ISCO Gel Sceneru povezanom sa UA-5
monitorom, na talasnoj duzini 580 nm. Iz dobivenog denzito-
grama moZe se utvrditi broj i udeo pojedinih izoenzima.

Da bi se utvrdio broj izoenzima heksokinaze, gel se
posle elektroforeze potapa u 100 ml medijuma koji je sadr-
zao 100 mmol/1 Tris-HC1 pufera pH 7,8 i sledece sastojke
masene koncentracije (mg/ml): glukoza 2, MgCl2 Q2 SNB T 0525
NADP 0,25 : ATP 0,5 : PMS 0,1. Reakcija je izazvana dodava-
njem indikator enzima glukoza-6-fosfat dehidrogenaze u koli-
¢ini 100 IJ. Nakon 30 minuta na sobnoj temperaturi, javlja-
Ju se Tjubicaste trake na gelu koje poticu od izoenzima

heksokinaze.

3.2. Odredjivanje aktivnosti enzima glukoze-6-fosfat dehidrogenaze
EC(1.1.1.49) i heksokinaze EC(2.7.1.1)

Aktivnost ova dva enzima odredjena je prema Bergmyeru
(136), spektrofotometrijskom, kontinualnom test-metodom.
Homogenat (30-40 ml) dobiven nakon primene HTM medijuma,
dalje je bio centrifugovan na 20.000 g 20 minuta na +4°C na
centrifugi Beckman model JB-21. Dobiveni talog je odbacen,
a supernatant je taloZen zasicenjem sa amonijum sulfatom
do 80%, dobiveni talog je odvojen centrifugovanjem i rastvo-
ren u 20 mmol/1 Tris-HC1 puferu, pH 7,5.

3.3. Elektroforetsko razdvajanje proteina ¢éelijskog
homogenata i mitohondrija

Elektroforetsko razdvajanje proteina izvedeno je pre-
ma metodi O Farrella (134), primenom SDS poliakrilamidne
gel elektroforeze. Izvedena je jednodimenzionalna SDS-elektro-
foreza, pri Cemu je razdvajanje proteina izvrieno prema mol-
skim masama. Distribucija razdvojenih proteina po molskim



masama odredjena je prema standardnim supstancama poznatih
relativnih molskih masa (citohrom c, 12400, tripsin inhi-
bitor iz soje 20.000, albumin iz jajeta 45.000 i govedji
serum albumin 67.000).

Priprema uzorka delijskog homogenata za elektroforet-
sko razdvajanje izvedena je prema metodi Naggerta 55,
Celijski homogenat je solubilizovan u rastvoru koji je sa-
drzao 100 g/1 glicerola 0,5%(v/v)2-merkaptoetanol, 25 g/1
SDS. Tako dobiven uzorak zagrevan je na 100°C 1-2 minuta.
Za elektroforezu naneto je 50 ug proteina na gel koji je
pripremljen na prethodno opisan nadin. Izuzetak je 3to
elektrodni pufer kao i puferi koji ulaze u sastav gela sa-
drze 1 g/1 SDS-a. Na isti nacin je izvedena elektroforeza
mitohondrijskih proteina. Talog mitohondrija, izolovan po
metodi Cabona i saradnika (133), resuspendovan je u mediju-
mu sledeceg sastava: 62,5 mmol/1 Tris-HC1 puferu pH 6,8 u
kojem se nalazio sorbitol koncentracije 0,6 mol/1, i za-
preminski udeo 2-merkaptoetanola 0,5% (v/v) i 25,0 g/1
SDS (155).

Bojenje razdvojenih proteina vr$eno je sa Comassie
Brilliant Blue R-250. Gelovi,posle elektroforeze,potopljeni
su u rastvor koji je sadrzao 2 g/1 Comassie Brilliant Blue
R-250, i zapreminski udeo: etanola 50% i sircetne kiseli-
ne 10%. Bojenje traje oko dva sata, posle Eega se boja od-
vaja viSestrukim ispiranjem rastvorom za obezbojavanje.
Rastvor za obezbojavanje sastojao se od zapreminskog udela:
sircetne kiseline 7% i 6% metil-alkohola.

Denzitometrijska analiza gelova obojenih sa Comassie
Brilliant Blue R-250, izvedena je na ISCO Gel Sceneru pove-
zanim sa UA-5 monitorom, na talasnoj duZini 580 nm. Iz
dobivenih denzitograma udeo pojedinih frakcija odredjen je

planimetrijski.



4, KVANTITATIVNO ODREDJIVANJE CITOHROMA U INTAKTNIM
CELIJAMA PEKARSKOG KVASCA

Sadrzaj citohroma u intaktnim celijama kvasca od-
redjen je u osnovi po metodi Oure i Suomalainena (137), sa
jzvesnom modifikacijom. Sadrzaj citohroma u intaktnim celi-
jama kvasca odredjen je spektrofotometrijski iz prethodno
pripremljene ¢elijske paste kvasca. Pasta kvasca se pripre-
ma na slede¢i nadin: odmeri se 1 g sveze mase kvasca (sa
25% suve mase) i resuspenduje se u 10 m1 20 mmol/1 fosfat-
nog pufera pH 5,6 koji sadrzi i 10 mmol/1 KC1 i 1,62 mmol/1
MgSO0
(Na,S,0,) u suspenziju kvasca. Redukcija traje 15 minuta

g8 A
na sobnoj temperaturi. Nakon izvrSene redukcije celije kvas-

4- Kvasac se zatim redukuje dodavanjem 10 mg ditionita

ca se odvajaju po metodi Oure i Suomalainena (137) filtri-
ranjem na "Pyrex-glass" filtru No 4. Medjutim, mi smo celi-
je kvasca odvajali centrifugovanjem na 28.000 g 10 minuta

u centrifugi Beckman JB-21. Dobivena c¢elijska pasta preneta

u kivetu sa optickim putem 0,2 cm. Kao slepa proba sluze
odredjena koli¢ina i boja transparentnog papira. Autori me-
tode predlazu da se drza¢ za uzorke u spektrofotometru Sto
je moguce vise priblizi fotomultiplikatoru, Sto obi¢no za-
hteva konstrukcijsku adaptaciju spektrofotometra. Posle pripreme
koja je opisana za snimanje paste upotrebljen je Zeiss UV-VIS
Specord bez adaptacija. Pri snimanju spektra (400-650 nm)
nula aparata je bila podeSena na 650 nm. Iz dobivenih spek-
tara odbije se apsorbancija nespecificnog porekla, kod ap-
sorpcionih traka koje se posmatraju.

Za izracunavanje sadrzaja citohroma upotrebljeni su
apsorpcioni molarni koeficijenti poznati u literaturi (137).
Nakon izracunavanja sadrzaja pojedinih citohroma, izracunate
su vrednosti pojedinih citohroma izrazene u molovima na
litar kvasca sa 25% suve materije (137).



5. IZOLACIJA | KARAKTERIZACIJA CESTICA ZA TRANSPORT
ELEKTRONA

Izolovanje Cestica za transport elektrona (ETP-Cestice)
izvedeno je prema metodi Macklera (139). Celije kvasca su
razbijane u izotonicnom medijumu (ITM) na nac¢in koji je opi-
san na strani 24 za dobivanje ¢elijskog homogenata. Tako do-
biven homogenat (oko30 ml) dalje je centrifugovan na 43.000
g 30 minuta na centrifugi Beckman JB-21. Dobiveni bistar su-
pernatant (S1) odvoji se a talog (R1) je resuspendovan u
(10 m1) izotonic¢nog medijuma (0,6 mol/1 sorbitola, Tris-HCI,
15 mmo1/1, pH 7,2 i 1 mmol/1 EDTA). Tako resuspendovan talog
izlozen je ultrazvuku pomoc¢u aparata Biosonik, Zuta glava,
10 minuta. Nakon ovog tretmana, dobivena suspenzija je dove-
dena na pH 10 sa KOH (6 mol/1) i centrifugovana na 43.000 g
30 minuta. Posle centrifugovanja zapazaju se tri sloja: bis-
tri rastvor koji je odvojen, zatim mrkocrveni talog koji je
pokretljiv, i Cvrsto pakovan talog koji se odbacuje. Srednji
sloj taloga, mrkocrveni, sakupljen je i resuspendovan u
5 ml izolacionog medijuma i sa 0,1 mol/1 HC1 doveden na pH
8,5. Ovako dobivena suspenzija centrifugovana je 10.000 g
20 minuta i dobiveni zamuceni supernatant je recentrifugo-
van na 43.000 g 90 minuta. Krajnji talog predstavlja "ETP"-Ce-
stice pa je resuspendovan u 0,5 ml izotoniénog izolacionogq
medijuma pH 7,2. Tako dobivena suspenzija sadrzi oko 15
mg/ml proteina, koji je odredjen Lowryjevom metodom (153).

Karakterizacija izolovanith "ETP"-Gestica vriena je
spektrofotometrijski, elektronskim mikroskopom i Mahlerovim
kriterijumom.

1. Karakterizacija "ETP"-Cestica snektrofotometrij-
ski izvedena je prema metodi Macklera (139): dobivene "ETP"-
cestice redukovane su ditionitom (Na25204) i snimljen je
diferencijalni spektar izmedju redukovanih i neredukovanih
"ETP"-Cestica. Diferencijalni spektri snimljeni su na spektro-
fotometru Zeiss, UV-WIS, Specord, na sobnoj temperaturi u
kivetama od 0,2 cm. U 0,1 mol/1 fosfatnom puferu pH 7,5



resuspendovano je 3 mg proteina u 0,5 ml datog pufera.

2. Karakterizacija "ETP"-Cestica elektronskim mikros-
kopom metodom Kapi (126): kap-suspenzija "ETP"-Cestica koncen-
tracije 9 mg/ml proteina preneta je na parafilm sa koje je
skinuta mreZicom i osuSena na vazduhu. Nakon toga mrezica je
isprana destilovanom vodom, osuSena i bojena 1% rastvorom fosfo-
volframovom kiselinom. Mikroskopiranje je izvedeno na elek-
tronskom mikroskopu JEM-100 c (JEOL).

3. Karakterizacija "ETP"-Cestica odredjivanjem
Mahlerovog kriterijuma: Mahlerov kriterijum (138) predstav-
1ja odnos specificnih aktiviteta NADH-oksidaze iz taloga (Ry)
i supernatanta (Sq), koji je dobiven nakon prvog centrifu-
govanja na 43.000 g u toku 30 minuta pri izolovanju "ETP"-ce-
stica. Na isti nacin iz pomenutog taloga (Rq) i supernatanta
(Sq) koristi se odnos specificnih aktiviteta NADH citohrom-
c-reduktaze.

Aktivnost NADH oksidaze odredjena je prema metodi
Macklera (139) spektrofotometrijski. Test-sistem za odredji-
vanje ovog enzima sadrZzi: 0,1 mmol/1 NADH, 0,04 mol/1 fosfatnog
pufera pH 7,5 i 0,02% citohrom c. Reakcija je zapoceta sa oko
4 ug proteina, R1 i Sq frakcije. Tok reakcije pracen je na 340
nm, kontinualnim testom.

Aktivnost NADH-citohrom-c-reduktaze odredjena je
spektrofotometrijski po metodi Macklera (139). Test smesa za
odredjivanje aktivnosti NADH-citrohrom-c-reduktaze sadrzi:

0,1 mmel/1 NADH, 0,04 mol/1 fosfatnog pufera pH 7,5, 0,01
mol/1 natrijum azida i 0,1% citohrom c. Reakcija je zapoceta
dodavanjem enzima iz R1 il 51 frakcije i kontinualno pracena

na talasnoj duzini 550 nm.

6. ANALIZA LIPIDA U CELIJAMA PEKARSKOG KVASCA

Analiza lipida izvrSena je iz ekstrakta celija pekar-
skog kvasca po modifikovanoj metodi Folcha (140). SveZe opra-
ni mikroorganizmi (4 g sa 25% suve mase kvasca) su pomesSani
sa metanolom (40 ml) i suspenzija meSana u Braunovom MSK



homogenizeru, 30 sec, pri brzini 4000 o/min, uz dodatak stak-
lenih perli (60 g, precnika d 0,18-0,20 mm). Nakon razbijanja,
dodat je hloroform (dve zapremine u odnosu na prethodno dodat
metanol), i tako dobivena suspenzija me3ana je jo$s dva sata na
sobnoj temperaturi. Suspenzija je filtrirana kroz filter-pa-
pir Whatman No 44 i zatim je ekstrakciona orocedura ponovlje-
na joS jednom na ostatak materijala. Oba dobivena ekstrakta su
spojena i oprana sa 0,25 zapremine 8,8 g/1 KC1. SmeSa je raz-
dvojena centrifugovanjem ili stajanjem preko noc¢i na +4°¢.
Donja hloroformska faza je odvojena, uparena na rotacionom
vakuum uparivacu i talog je odmah rastvoren u 2 ml sme$i hlo-
roforma i metanola zapreminskog odnosa 2:1. Uzorci su cuvani
pod strujom azota na -20°C.

Iz dobivenog ekstrakta odredjen je sadrzaj neutralnih
lipida, fosfolipida i sadrzaj masnih kiselina.

Neutralni lipidi iz ekstrakta lipida odvojeni su na
plocama (0,4 mm) Silica gela GF366+254’ upotrebom sistema raz-
vijaca petroletar / etar /siréetna kiselina u zapreminskom od-
nosu: 70:30:2. Lipidi su izazvani izlaganjem ploca parama joda
(158) i pod UV-Tampom. Mrlje su kvantitativno uklonjene sa
ploca i njihov sadrzaj odredjen bihromatskom reakcijom (157).

Analiza fosfolipida iz ekstrakta lipida izvedena je
hromatografijom, na tankom sloju na plocama, Silica gel H
(0,5 mm), upotrebom sistema razvijaca hloroform / metanol /
sircetna kiselina / voda u zapreminskom odnosu (25:15:4:2)
prema Skipskom (141). Vrste lipida izazvane su parama joda
(158) a polozaj mrlja zabeleZen je iglom. Fosfolipidi su
identifikovani prema referentnim supstancama, koje su se
razvijale simultano. Upotrebljena procedura ne daje potpuno
razdvajanje fosfatidil-serina i fosfatidil-inozitola(142).

Analitic¢ki je odredjen sadrzaj lipidne mrlje preko
sadrzaja fosfora (156) i bihromatskom metodom (157).

SadrZaj masnih kiselina odredjen je iz ekstrakta lipida
(140), nakon hidrolize sa 0,5 mol/1 metanolskog rastvora NaOH,
i izvriene esterifikacije u metil-estre, koji su zatim ekstra-
hovani u heksanu. Metil-estri masnih kiselina su razdvojeni



gasnom hromatografijom. Gasna hromataografija je izvedena na
koloni (2 m) 15% EGSSY na temperaturi 1750C. Iniciranje uzor-
ka je bilo na 210°C u struji azota brzine 40 ml/min. Procen-
tni udeo masnih kiselina odredjen je denzitometrijski a vrste
masnih kiselina utvrdjene su preko retencionih vremena upore-
djenih sa standardnim supstancama.

Dvodimenzionalna hromatografija fosfolipida na tankom
sloju. Fosfolipidi su razdvojeni prema metodi Chapmana i
Robertsona (143) dvodimenzionalnom hromatografijom na tankom
sloju, upotrebom tri sistema razvijaca na plocama Silica gela
G 60 (0,25 mm debljine). Na ploCe je naneto 100 ul ekstrakta
dobivenog po modifikovanoj metodi Folcha (140). Iz 1 g suve
mase kvasca dobiveno je 1,25 ml T1ipidnog ekstrakta.

Hromatografija je izvedena na plocama dimenzija 20 x
20 cm razvijenim u hloroformu do 14 cm visine ploce. Nakon su-
Senja u istom pravcu vrsSeno je razvijanje hromatograma do
10 cm u rastvaracu: hloroform / metanol /7 mol 1-amonijum
hidroksida (65:30:4). Zatim je hromatogram suSen na vazduhu
oko 30 minuta i nakon toga je razvijena druga dimenzija u
sledec¢em sistemu razvijaca: hloroform / metanol / sirédetna ki-
selina / voda u zapreminskom odnosu: 170:25:25:4. Fosfolipidi,
kao i drugi lipidi, bili su izazvani bojenjem sa parama jo-
da *{ 1'58).

Dobivene mrlje dokazane su na osnovu standardnih sup-
stanci (PC - fosfatidil-holin; PE - fosfatidil-etanolamin;
CL - cardiolipin) i specificnim bojenjem. Specificno bojenje
izvedeno je na osnovne hemijske komponente koje ulaze u sa-
stav fosfolipida, kao na primer Dragendorfov reagens (159)
za holinsku komponentu u PC, ninhidrinski reagens (159) spe-
cifican za primarne amine, koji ulaze u sastav PE i PS.
Dokazivanje celokupne klase fosfolipida izvrSeno je amonijum
molibdatom (karakteristiéna reakcija na fosfatnu grupu).

Kvantitativni sadrzaj fosfolipida po razdvojenim frak-
cijama odredjen je tako da su mrlje kvantitativno skinute sa
ploce i prenete u epruvete gde je izvr3ena bihromatska metoda
(157) i metoda analize preko fosfora (156). Iz kalibracionih



krivih izraCunat je sadrzaj fosfolipida.

6.1. Ekstrakcija fosfolipida iz mitohondrija

Ekstrakcija fosfolipida iz mitohondrijske frakcije
izvedena je prema metodi Bligha i Dyera (144). Na mitohondrij-
sku frakciju od 1 ml (koja sadrzi 10 mg proteina), dodato je
3,75 m1 rastvaraca (metanol/hloroform u zapreminskom odnosu
2:1). Ekstrakcija je vrSena 10 minuta uz blago meSanje, na
sobnoj temperaturi. Nakon stajanja od deset minuta, protein-
ski talog odvojen je centrifugovanjem. Dobiveni talog ponovo
je resuspendovan u 1 ml vode a procedura ekstrakcije je po-
novlijena. Na kombinovane ekstrakte na kraju je dodato 2,5 ml
vode i 2,5 ml hloroforma. Ovako dobiven ekstrakt se snaZno
mesa oko 30 minuta. Faze su razdvojene stajanjem preko noci
na +4°C. Gornja faza je odbacena a donja hloroformska upa-
rena, Lipidni ostatak je rastvoren u 1 ml hloroforma i pod
strujom azota cCuvan na —ZOOC. Ovako pripremljen ekstrakt raz-
dvajan je dvodimenzionalnom hromatografijom po metodi Chapma-
na i Robertsona (143) i jednodimenzionalnom hromatografijom
prema metodi Muellera (161).

Razdvajanje mitohondrijskih lipida prema metod<
Muellera. Fosfolipidi iz mitohondrija ekstrahovani po metodi
Bligha i Dyera (144), razdvojeni su jednodimenzionalnom hroma-
tografijom(silica-gel 60 Fosa
form / metanol / voda u zapreminskom odnosu 65:25:4, kao sistemom

) upotrebom rastvaraca hloro-

za razdvajanje. Mrlje su izazvane parama joda i identifiko-
vane preko Rf vrednosti standardnih supstanci. Mrlje su me-
hanic¢ki kvantitativno skidane sa ploca i sadrzaj fosfora iz
njih odredjen je po metodi Harrisa i Popata (156).



7. 1ZOLOVANJE MITOHONDRIJA 1Z CELIJA PEKARSKOG KVASCA

Mitohondrije ¢elija kvasaca izolovane su prema modifi-
kovanoj metodi Cobona i saradnika (133). celije pekarskog
kvasca razbijene su mehaniékim putem u Braunovom MSK homoge-
nizeru u izotoniénom medijumu. Nacin razbijanja kao i odvaja-
nja celih ¢elija opisan je u metodama (vidi stranu 24). Pri-
menom diferencijalnog centrifugovanja razdvojene su organele
iz celija pekarskog kvasca. Dobiveni homogenat u izotonicnom
medijumu centrifugovan je na 3.000 g 10 minuta. Dobiveni ta-
log sadrzi jedra i napukle celije pekarskog kvasca, i talog
Je odbacen, a supernatant je sacuvan. Daljim centrifugovanjem
supernatanta na 12.000 g 10 minuta, dobivaju se u talogu si-
rove mitohondrije. Supernatant je zatim centrifugovan na 18.000
g 20 minuta, pri ¢emu je u talogu izdvojena lipozomalna frak-
cija (1). Iz dobivenog supernatanta, centrifugovanjem na
27.000 g 40 minuta, izdvojena je mikrozomska frakcija (p). Do-
biveni talog predstavlja mikrozomsku frakciju (p), a superna-
tant solubilnu frakciju (s).

Sirove mitohondrije dalje su preciicavane pranjem u
izolacionom medijumu. Talog dobiven pri preciScavanju mito-
hondrija (4.000 g 10 minuta), oznacen je kao frakcija T3 i da-
lje je ispitivan zbog ukupnog bilansa proteina i analize en-
zima po metodi De Duvea (145).

Posle ovog pranja mitohondrije su staloZene na 12.000
g 10 minuta i tako dobivene mitohondrije su dalje analizirane .

7.1. Karakterizacija mitohondrijske frakcije

Karakterizacija mitohondrijske frakcije utvrdjena je
primenom metode De Duvea (145) i elektronskim mikroskopom
(147). Za dokazivanje mitohondrijske frakcije po metodi De Du-
vea upotrebljen je mitohondrijski marker enzim sukcinat dehi-
drogenaza. Prema metodi De Duvea odredjuje se relativni speci-
fi¢ni aktivitet marker enzima c¢elijskih organela. Relativni
specifiéni aktivitet predstavlja odnos procenta aktivnosti(IJ)
od ukupne aktivnosti ispitivanog enzima prema procentu prote-

ina od ukupnog proteina ispitivanih frakcija.



Ukupni aktivitet u homogenatu ili zbir ukupnih aktiv-
nosti po frakcijama (IJ), ¢ini 100% ukupne aktivnosti, a
aktivnost u frakcijama ¢ini procentni udeo. Rezultati se
predstavljaju histogramom. Najvec¢i relativni specifiéni akti-
vitet je u frakciji ¢iji je marker enzim testiran.

Aktivnost sukeinat dehidrogengze EC (1.3.99.1) odredje-
na je po metodi Arrigona i Singera (146), spektrofotometrijski
Test-sistem za odredjivanje ovog enzima sadrzi: 40 mmol/1
fosfatnog pufera pH 7,5, 0,25 mmol/1 CaClZ, 0,4 mmol/1 KCN,
0,013 mg/ml 2,6-dihlorindofenola i 1 mg/ml PMS i 16 mmol/1
sukcinata. Kontinualnim testom merena je promena apsorpcije
na 600 nm.

Karakterizacija mitohondrija elektronskim mikroskopom
izvedena je prema metodi Veloursa i saradnika (147). Talog
mitohondrija resuspendovan je u medijumu sledeceg sastava:

10 mmol/1 Tris-HC1 pufera pH 7,0, 0,6 mol/1 sorbitola, 2,0
g/1 BSA i '2,5% (v/v) glutaraldehida. U tom medijumu izvrSena
je prefiksacija u trajanju od 90 minuta na sobnoj temperaturi,
Nakon prefiksacije talog je odvojen centrifugovanjem na
20,000 g 20 minuta. Supernatant je odbacen a talog je u izo-
tonié¢nom medijumu (kao medijum za prefiksaciju osim gluteral-
dehida) opran tri puta. Ovako opran talog izdvojen je i iz-
vriena je postfiksacija u 1% (v/v) osmijumovoj kiselini, ko-
ja je rastvorena u 0,2 mol/1 kokadilatnog pufera pH 7,0.
Dobiveni talog je opran u 0,2 mol/1 kokadilatnom puferu pH
7,0 i resuspendovan u 10 g/1 uranil acetatu. Nakon dejstva

sa uranil acetatom izvrSena je dehidratacija i pakovanje

u smoli Arladet. Ultratanki preseci izvedeni su u ultramiko-
tomu Reichert OMU 2 i kontrastirani.

Analiza morfologije celih ¢elija kvasca elektronskim

mikroskopom izvedena je na isti nacin.



8. ODREDJIVANJE AKTIVNOST! ADENOZINTRIFOSFATAZE
EC:. |{( 8% Ge T bt}

Aktivnost adenozintrifosfataze EC (3.6.1.4) odredjena
je kontinualnom spektrofotometrijskom metodom prema Cossonu
i Spiridakisu (148). Osnovu ove metode ¢ini povezanost pro-
mene pH, koja nastaje usled hidrolize ATP-a, promenom boje
fenol reda, Sto se spektrofotometrijski moZe registrovati
na talasnoj duZzini 559 nm. Test smesa sadrzi: 3,2 mmol/1
MgSO4, 4 mmol/1 Tris-HC1 pufer pH 8,4 i 0,16 g/1 (m/v) fe-
nol red. Krajnja zapremina test smese iznosila je 3 ml.

9. ODREDJIVANJE SADRZAJA NUKLEINSKIH KISELINA

Ekstrakcija nukleinskih kiselina iz ¢elija pekarskog
kvasca izvr3ena je prema metodama Ogura i Rosena (150) i
Schmidta i Thannhausera (151). Odredjivanje sadrZaja nukle-
inskih kiselina vrSeno je na bazi UV-spektrofotometrije.
Apsorpcioni koeficijenti upotrebljeni su prema Lynnu i
Smithu (162).

10. ODREDJIVANJE KONCENTRACIJE PROTEINA

Za odredjivanje proteina upotrebljene su tri metode:
po Bradfordu (152), Lowryju (153) i Kjeldahlu u aparatu
KJEL-Foss.

Za odredjivanje koncentracije proteina u uzorcima
bez SDS upotrebljena je metoda Lowryja (153). U uzorcima
koji su sadrzavali SDS primenjena je metoda Bradforda (152),
koja ima prednost u odnosu na Lowryjevu metodu, jer prisu-
stvo SDS-a nema uticaja na tacnost analize, a ozbiljne smet-
nje pravi Lowryjevoj metodi.

Za odredjivanje sadrzaja proteina u celim celijama
kvasca i homogenata pogodnija je metoda po Kjeldahlu, u



aparatu KJEL-Foss

11. ODREDJIVANJE AMINOKISELINSKOG SASTAVA PROTEINA

Analiza sadrzaja aminokiselina radjena je na princi-
pu jonoizmenjivacke hormatografije, koju su postavili Moore
T=SSteint (211,

Da bi se odredile aminokiseline, prethodno je izvr-
Sena hidroliza proteina (100 mg). Hidroliza uzorka izvrse-
na je sa 6 mol/1 HC1 u pribliZnom odnosu 1:500 (odnosno
na 1 g proteina 500 ml kiseline), u vremenskom trajanju
od 22 sata na temperaturi 110%.

Hidrolizati su profiltrirani u odmerni sud i dopu-
njeni vodom do 100 ml. 0d ovog osnovnog rastvora uzima se
20 ml1 i upari do suva, na rotacionom vakuum uparivacu, is-
pere se nekoliko puta vaodom da se otkloni HC1l, a suvi osta-
tak se rastvori u 10 m1 0,1 mol/1 natrijum citratnog pufera
pH 2,2. 0d ovog rastvora se uzima 1 ml, koji sadrzi 1 mg
proteina i nanosi na kolonu. Uzorci su analizirani na amino-
analizatoru Biocal model BC-200. Rezultat je izraZen u %
u odnosu na ukupni sadrzZaj proteina u uzorku.

12. TEST | OCENA RAZLIKE IZMEDJU DVE SREDINE [(Z DVA UZQRKA

Rezultatima kojima se zZelelo utvrditi postojanje raz-
like dve sredine iz dva uzorka, kao Sto su analize lipida i
nukleinskih kiselina, upotrebljena je statisticka obrada
rezultata t-testom.

Hipoteza ovog testa polazi od dva nezavisna uzorka
od po n-jedinica iz dva nezavisnazskupaé ¢ije su sredine
jednake, uz pretpostavku da su &, =g, =(!2 ‘S, 1’6‘2 vari-
janse jednoa i drugog ispitivanog skupa. U testiranju raz-
1ike izmedju dve sredine uzima se za pretpostavku da je



ﬁj = %2, te se s obzirom na to moZe izracunati zdruZena
varijansa promenljivih X1 i X2 prema poznatom obrascu.
Kada je Ny = ny, standardna gredka razlike izracunava se po
obrascu:
252
S(R,-%,) T e
1 72

Ako je (n1+n2—2) 30, tada se upotrebljava tablica t-distri-
bucije za (n1—1) % (n2—1) stepena slobode. Vrednost t je

izracunata prema obrascu:

Razlike izmedju dve sredine nisu znacajne ako je izracunato

t manje od onog u tablicama t-distribucije.



IV. REZULTATI

Istrazivanje biohemijskih procesa disanja celija
kvasca u 7n vitro sistemu, vrseno je upotrebom glukoze kao
Jedinog izvora ugljenikovih atoma. Odredjen je nivo enzima
koji imaju znacajnu ulogu u procesu aerobne i anaerobne raz-
gradnje glukoze. Zbog kljucne uloge citohroma u procesu
disanja, utvrdjen je njihov kvantitativni sadrzaj u divljim
i mutiranim sojevima pekarskog kvasca. Ostali ispitivani
biohemijski parametri (sadrzaj nukleinskih kiselina, sastav
proteina i lipida) na nivou celih ¢celija,doprinose potpuni-
Joj slici biohemijskog stanja celija, pri izazvanoj mutaci-

Ji benomilom.

1. RESPIRACIJA CELIJA PEKARSKOG KVASCA

Endogena brzina respiracije mutiranih ¢elija merena
Je kontinualnim testom,kao Sto je opisano u materijalu i
metodama, pomocu Clarkoove kiseonicne elektrode. Brzina
usvajanja kiseonika ad strane celih ¢elija divljeg soja
(R-1) pekarskog kvasca, upravno je srazmerna koncentraciji
celija (slika 6).

U cilju dobivanja metabolicki stabilnih ¢elija, vr-
Seno je ispitivanje uticaja preaeriranja na suspenziju ce-
lija divljeg soja pekarskog kvasca. Celije divljeg soja
pekarskog kvasca nakon 120 minuta aeriranja u medijumu
bez C-atoma, na neutralnom pH,stabilizuju metabolicke oso-
bine, 3to omogucuje kvantitativno merenje njihove respira-
cije pomocu kiseonicéne elektrode (slika 6).

Celije petit mutanata pekarskog kvasca pokazuju
istu zavisnost izmedju endogene brzine respiracije i kon-
centracije ¢elija (slika 7). Brzina endogene respiracije
petit mutanata u odnosu na brzinu respiracije divljeg soja



suspenzija kvascalmg/ml)

Slika 6 - Brzina endogene respiracije delija pekarskog
kvasca
Suspenzija ¢elija pekarskog kvasca divljeg
soja R-1, 20 mg/ml inkubirana u medijumu bez
C-atoma u Tris-HC1 puferu pH 7,31 100 mmol/1,
dodavana je u alikvotima 0,05-0,2 ml u elek-
trodnu komoru zapremine 1 ml a merena je po-
troSnja kiseonika. Brzina potroSnje kiseoni-
ka sa (4) i bez prethodne aeracije (4).
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Slika 7 - Brzina endogene respiracije delija divljeg soja

(R-1) 7 petit mutanata (RD-1) u zavisnosti od

koncentracije celija

Suspenzija celija pekarskog kvasca (R-1) (A) i
petit mutanata (RD-1) (A4), koncentracije 20
mg/ml, inkubirane u medijumu bez C-atoma u
Tris-HC1 puferu 100 mmol/1, pH 7,3 na 20°C,
prenete su u elektrodnu komoru u alikvotima
0,05-0,6 m1 i merena je potroSnja kiseonika.



bez prethodnog aeriranja, nije razlic¢ita. Ovi rezultati

ukazuju da je neophodno vr$iti prethodno aeriranje da bi

se dobile metabolicki stabilne ¢elije,
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za merenje respiracije pomocu kiseoniéne elektrode.

Nakon aeracije od 120 minuta u medijumu bez C-atoma, en-

koje su pogodne

dogena brzina respiracije se znatno smanjuje i nastaje jas-

na razlika u sposobnosti

mutanata

i divljeg soja
Endogena brzina respiracije petit mutanata Je znat-

usvajanja kiseonika
(tabela I).

izmedju petit

no niza od odgovarajuceg divljeg soja. Endogena respiraci-
ja divljih sojeva pekarskog kvasca (R-1, R-M i R-A) krece

se od 920 do 1040 umol 0, 17" min”' g”', dok njihovi
mutanti (RD-1, RD-M i RD-A) trose kiseonik pri endogenom
metabolizmu brzinom od 153-191 umol 0, 1! min! 9'1.

petit

Tabela I - Endogena brzina respiracije preaeriranih suspen-

zija cdelija divijeg soja < petit mutanata pekar-

skog kvasca

Endogena brzina respiracije preaeriranih
suspenzija celija pekarskog kvasca

Celije divljih sojeva

Celije petit mutanata

Soj Endogena brzina Soj Endogena brzina 0dnos
respiracije (vq) respiracije (vp) vi/vo
(umol 0, l_1min—19_1) (umol 0, 1_1min-1§1)

R-1 920,00 RD-1 187,50 5,33

R-A 1029,48 RD-A 153,00 6,72

R-M 1040,98 RD-M 191,00 5,45




1.1. Indukcija brzine respiracije ¢elija kvasca glukozom

Brzina endogene respiracije celija petit mutanata i
divlijeg soja povecava se pod dejstvom glukoze. Povecéana kon-
centracija glukoze daje nelinearnu zavisnost i usporava brzine kod
visih koncentracija glukoze, gde se postiZe prividno zasice-
nje celija kvasca glukozom. Uticaj koncentracije glukoze po-
kazuje prividnu Michaelis-Mentenovu kinetiku. Na osnovu re-
ciprocnog dijagrama, dobiva se linearna zavisnost izmedju br-
zine respiracije i koncentracije glukoze, 3to dalje omogucava
= (slike 8 i 9).
GrafiCkom metodom odredjeni su prividni kineticki pa-

da se grafickom metodom odredi prividna Km i V

ram i Km i
ametri K Vmax

tanata prema glukozi, i prikazani su u tabeli II. Prividna

intaktnih celija divljeg soja i petit mu-

Km divljih sojeva pekarskog kvasca prema glukozi je tri do
Sest puta niZza u odnosu na petit mutante. Prividne maksimal-
ne brzine respiracije (Vpax) petit mutanata su cetiri do
Jedanaest puta niZe u odnosu na divlji soj pekarskog kvasca.

Dobiveni rezultati pokazuju da celije petit mutana-
ta (RD-M, RD-A i RD-1) imaju smanjenu brzinu potrosnje kise-
onika i smanjen afinitet prema glukozi, Sto je saglasno sa
osobinama petit mutanata.

Tabela II - Odredjent prividni kinetidki parametri Km © A

glukozi u intaktnim delijama pekarskog kvasca

s0j K Vmax KmRD/KmR VmaxR/VmaxRD
(mmo1/1) wmo11 ™ min~1g™ 1)

R-A 0,10 3108,10 5,80 4,05
RD-A 0,58 766,66

R-M 0,19 2804 ,87 3,47 11,22
RD-M 0.66 249,99

R-1 0,10 2500,00 4,00 5,43
RD-1 0.40 460,00
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Slika 8 - Lineweaver - Burkov dijagram reciprodnih vrednostt

brzine respiracije intaktnth delija divljeg soja

pekarskog kvasca i koncentracije glukoze

Suspenzija ¢elija pekarskog kvasca sojeva R-1,
R-A i R-M preaerirana je 120 minuta na sobnoj
temperaturi u medijumu bez C-atoma u 100 mmol/1
fosfatnom puferu pH 6,0 u koncentraciji 10 mg/ml.
U elektrodnu komoru preneto je 0,5 ml suspenzije
kvasca, dopunjeno fosfatnim puferom do 1 ml a
respiracija se indukuje sa rastucom koncentraci-
jom glukoze (0,01-10 mmol/T),
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Slika ¢ - Lineweaver-Burkov dijagram reciprodnih vrednosti

brzine respiractije intaktnih delija petit mutanata

pekarskog kvasca © koncentracije glukoze

Suspenzija petit celija pekarskog kvasca RD-1,
RD-A, RD-M preaerirana je 120 minuta na sobnoj
100 mmol/1

fosfatnom puferu pH 6,0 u koncentraciji od 20 mg/ml.

temperaturi u medijumu bez C-atoma u
U elektrodnu komoru preneto je 0,5 ml suspenzije
kvasca, dopunjeno fosfatnim puferom do 1 ml i res-
piracija se indukuje sa rastucom koncentracijom

glukoze (0,01-10 mmol/1).




Da bi se utvrdio nacin razgradnje glukoze u celijama
petit mutanata koji su pokazali manji afinitet prema glukozi
i smanjenu efikasnost razgradnje glukoze (veca vrednost za
Km i manja za Vmax u odnosu na divliji soj), ispitana je brzi-
na potroSnje glukoze u uslovima prividnog zasicenja celija
glukozom. U simultanoj reakciji potroSnje kiseonika i gluko-
ze istovremeno je merena brzina potrosSnje oba supstrata.
Brzinu potroSnje kiseonika registrovao je pisac prikljucen
na kiseonic¢nu elektrodu (slika 10 A), dok je potrodnja glu-
koze u naznacenom vremenu odredjivana analiticki,nakon zaus-
tavljanja reakcije (slika 10 B). Dobiveni rezultati pokazuju
da je brzina potroSnje glukoze u c¢elijama petit mutanata oko
dva puta niza (2,35 mmol/1 min g) od brzine potroiSnje glukoze
u ¢elijama divljeg soja (5 mmol/1 min g). Dalja analiza, na
molskoj osnovi, odnosa kiseonika prema glukozi iznosi 0,04
Sto znatno odstupa od stehiomitrijskog (6) odnosa koji ozna-
Cava aerobnu razgradnju glukoze (209). Na osnovu dobivenih
podataka moZe se zakljucCiti da celije petit mutanata mogu

imati anaerobni metabolizam (209).

1.2. Aktivnost enzima glikolitickog ciklusa u celijama

pekarskog kvasca B

Prvi enzim glikolitickog ciklusa Je heksokinaza

EC (2.7.1.1.). Aktivnost ovog enzima znacajno zavisi od us-
lova gajenja kvasca a poznato je da zavisi i od stepena
aeracije. U tabeli III uporedjen je specificni aktivitet
heksokinaze petit mutanata pekarskog kvasca sa divljim so-
jem pekarskog kvasca kao referentnom vrednoScu. Specificni
aktivitet heksokinaze je dva do tri puta veci u celijama
petit mutanata u odnosu na c¢elije divljeqg soja pekarskog
kvasca, Povecan specificni aktivitet ovog enzima nadjen je
u ¢elijama pekarskog kvasca gajenim u anaerobnim uslovima.
Ovi rezultati takodje ukazuju da je metabolizam u celijama



kiseonik(m mol/( )

koncentracija glukoze (mmol/l)
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10 - Brzina potrodnje kiseonika i glukoze u simultanoj reakeiji:
A) brzina potrodnje kiseonika, B) brzina potrodnje glukoze u
naznadenom vremenu potrodnje kiseontka. Eksperiment je izveden

sa RD-1 (A) © kontrolnim uzorkom R-1) (o)



petit mutanata i pored anaerobnih uslova gajenja slican meta-
bolizmu ¢éelija pekarskog kvasca u anaerobnim uslovima.
Znacajno povecanje specificnog aktiviteta u petit
mutantima moZe biti odraz inducibilnosti ovog enzima u an-
aerobnom metabolizmu i1i usled kinetickih promena enzima
koje su usledile nakon mutacije. Iz tih razloga odredjeni su
kineticki parametri ovog enzima iz petit mutanata (RD-1) i
uporedjeni sa divljim sojem (R-1). Dobiveni rezultati ukazu-
Ju da nema znacajnih promena u kinetickim parametrima (sli-
ka 11). t
Enzim iz petit mutanata podleze Michaelis-Mentenovoj
kinetici kao i u divljem soju (slika 11 ). Lineweaver-Bur-
kav dijagram upotrebljen je za graficko odredjivanje kinetic-
kih parametara Km prema glukozi. Dobivene vrednosti za Km
enzima iz petit mutanata (Km 0,135 mmol/1) pokazuju da one
nisu znatno izmenjene u odnosu na enzim iz divljeg soja
(Km 0,107 mmol1/1), maksimalne brzine takodje nisu dale znacCaj-
ne razlike (Vmaxgp 137 107" mmo1/1 Mmin " Tmg™!5 vpayp 1,47
107" mmol/1” min’lmg-1).

Dalja analiza enzima heksokinaze iz sojeva kvasca
(R-1 i RD-1) izvedena je uz odredjivanje broja izoenzima na
osnovu njihove elektropokretljivosti na poliakrilamidnom ge-
Tu. Na osnovu dobivenog elektroforetograma vidi se da hekso-
kinaza petit mutanta ima dva izoenzima kao Sto je dobiveno
i za divlji soj (slika 12). Razdvajanje izoenzima heksokina-
ze iz celija petit mutanata elektroforezom i bojenjem na
aktivnost pokazuje zone dva izoenzima, Sto je inaCe zapazZe-

no i na skrobnom gelu.



Tabela III - Spectifidni aktivitet enzima haksokinaze

celija petit mutanata uporedjen

sa en-

zimom iz divljeg soja pekarskog kvasca

Specificni aktivitet enzima heksokinaze EC (2.7.1.1.)

l Specificni aktivitet Specifiéni aktivitet
! (umol min”! mg_1) (umol min~! mg—1)
i
R-1 8,81 RD-1 21,26
R-A 2,67 RD-A 4,33
R-M ¥ 15 RD-M 20,35
B 0=
o —
£ 16
E
=
~ 2|
E
£
=
= 8
l.—-
| | | | |
2 4 6 el

1/C glukoza ( mmol /1)
Slika 11 - Reakciona kinetika enzima heksokinaze u divljem

soju pekarskog kvasca, R-1 (A) i njegovog RD-

-mutanta, RD-1 ({)
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Slika 12 - Elektroforetogram izoenzima heksinaze iz sojeva
R-1 (A) © RD-1 (B) na polzakrilamidnom gelu

1.3. Aktivnost glukoze-6-fosfat dehidrogenaze u ¢elijama

pekarskog kvasca

Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza EC (1.1.1.49) kljuéni
Je enzim pentozno-fosfatnog puta i nalazi se na mestu grana-
nja glikolitickog i pentozno-fosfatnog puta. Zbog svog polo-
Zaja ovaj enzim regulide nivo i put dalje razgradnje nastale
glukoze-6-fosfata. Aktivnost ovog enzima u tesnoj je vezi
sa uceScem pentozno-fosfatnog puta u razgradnji glukoze.
U celijama pekarskog kvasca oko 80% glukoze se razgradjuje
glikolitickim putem, a svega 20% pentozno-fosfatnim putem.



Iz tog razloga aktivnost enzima koji su ukljuéeni u pentoz-
no-fosfatnom putu smanjena je u odnosu na aktivnost enzima
gde je taj put razgradnje glukoze znaajnije upotrebljen.

Celije petit mutanata imaju dva do Sest puta vecu
aktivnost glukoze-6-fosfat dehidrogenaze u odnosu na divlji
soj (tabela IV).

Tabela IV - Specifidna aktivnost enzima glukoze-6-fosfat
dehidrogenaze u delijama divijeg soja i petit

mutanata pekarskog kvasca

Specificni aktivitet glukoze-6-fosfat dehidrogenaze
Celije divljeg soja Celije petit mutanata
Specificni aktivitet Specificni aktivitet
50J hace 50 Ml aaind
(umol min " mg ') (umol min " mg ')
R-1 3,05 RD-1 19,89
R-A 0,79 RD-A 4,20
R-M 4,85 RD-M 10,00

Glukoza-6-fosfat dehidrogenaze u petit mutantima svih
ispitivanih sojeva (RD-1, RD-A i RD-M) znatno je povecana,
S§to moZe ukazati na vecu zastupljenost razgradnje glukoze

pentozno-fosfatnim putem.
Dalja analiza enzima glukoze-6-fosfat dehidrogenaze




petit mutanata (RD-1), vrSena Jje ispitivanjem kinetike u
poredjenju sa enzimom iz divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca
Glukoza-6-fosfat dehidrogenaza iz petit mutanata (RD-1) pod-
leze Michaelis-Mentenovoj kinetici, kao §to je dobiveno i za
enzim iz divljeg soja (R-1) (slika 13 A). Na osnovu dobivene
Michaelis-Mentenove kinetike primenjena je graficka metoda

za odredjivanje Km i Vpgx prema Eadie-Hofsteeu, gde je data
linearna zavisnost izmedju brzine enzimske reakcije i kolicni-
ka brzine i koncentracije supstrata (slika 13 B).

Dobiveni kineticki parametri Km i V34 enzima glukoze-6-
-fosfat dehidrogenaze iz petit mutanta (RD-1) nisu bitno iz-
menjeni u odnosu na enzim iz divljeg soja (R-1). Km enzima iz
petit mutanata iznosi 1,55 10°% mo1/1, Vpgax 4,5 10°° -3
min™ ! mg-I, a sliéne vrednosti dobivene su i za enzim iz div-
1jeg soja (Km 1,52 10°% mol1/1, Vgax 5,5 10°° "V min Tmgl.

Metodom vertikalne blok-elektroforeze na poliakrilamid-

mol 1
mol 1

nom gelu razdvojeni su izoenzimi glukoze-6-fosfat dehidroge-
naze prema svojoj elektropokretljivosti iz ukupnog homogenata
celija petit mutanata i divljeg soja pekarskog kvasca. Na
elektroforetogramu registrovano je pet traka nakon bojenja na
aktivnost enzima, Sto ukazuje na postojanje pet izoenzima u
celijama kako u divljem soju tako i u petit mutantu. Cetiri
izoenzima imaju podjednaku elektropokretljivost izmedju enzi-
ma divljeg soja (R-1) i petit mutanta (RD-1) (slika 14).
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Slika 13 - Reakeiona kinetika glukoze-6-fosfat dehidroge-—

naze iz petit mutanata (A) i divljeg soja pe-
karskog kvasca (A): A) Michaelis-Mentenov graf,

B) Eadie-Hofsteeov dijagram
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Slika 14 - Elektroforetogram i denzitogram izoenzima
glukoze-6-fosfat dehidrogenaze delija petit
mutanata (RD-1) < divljeg soja (R-1): A)
shematski prikaz elektroforetograma, B) den-—

zitogram elektroforetograma R-1 (-), RD-1 (=)



2. SADRZAJ CITOHROMA U CELIJAMA PEKARSKOG KVASCA

Sadrzaj citohroma u kvascu odredjen je iz apsorpcio-
nog spektra upotrebom vlaZne paste intaktnih celija kvasca
po metodi Oure i Suomalainena (137). Celije pekarskog kvasca
divlijeg soja (R-1) u semiaerobnim uslovima gajenja imaju
sledeci sadrZaj citohroma aas, b i ¢ (3,73 107", 7,9 1078 ;
10,38 107°
nom aeracijom sadrZaj citohroma iznosi 1,93 10"

i 6,52 10°°

mola citohroma po litri svezeg kvasca), dok snaz-
S, 5,44 107°
mol/1 sveZeg kvasca (tabela V).

Tabela V - SadrZaj citohroma u intaktnim delijama pekarskog

kvasea (R-1) u aerobnim i semiaerobnim uslovima

Uslovi gajenja | Kvantitativni sadrZaj citohroma | Relativni odnos
(mol cit./1 svez.kvasca)* sadrzaja citohroma

aa b & aa3:b:c b:c

5

Aerobni uslovi| 1,93 10°°] 5,44 107°| 6,52 107° [ 1:3:3,4 | 1:1,13

6

Semiaerobni 3,73 1077 7,90 10_6 10,38 10-6 1:3:3,0 1z 53

uslovi

* Litar sveZzeg kvasca definisan je u metodama

Iz tabele V vidi se uticaj aeracije na sadrzaj cito-
hroma u divljem soju pekarskog kvasca (R-1). Sadrzaj citohro-
ma pod uslovima snazne aeracije pet do Sest puta je veci od
sadrzaja citohroma u semiaerobnim uslovima gajenja.



Relativni odnos sadrZzaja citohroma 533:b:c = 1:3:3,4
u aerobnim uslovima pokazuje da je citohrom aa; u priblizno
Jednakom odnosu sa sadrzajem citohroma b i C, odnosno da su
citohromi b i c oko tri puta vecCi od sadrzaja citohroma aa,

u intaktnim celijama kvasca soja (R-1) gajenim u aerobnim
uslovima. Relativni odnos sadrZaja citohroma u semiaerobnim
uslovima gajenja divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca je sle-
deci: 333:9:5 = 1:2:3. Ovaj odnos pokazuje da je sadrzaj ci-
tohroma b dva puta a sadrZaj citohroma c Cak tri puta vedi
od sadrZzaja citohroma aaj.

Relativni odnos sadrzaja citohroma b prema sadrzaju
citohroma c je 1:1, a neznatno je izmenjen pod uticajem aera-
cije.

Kvantitativni sadrzaj citohroma u petit mutantu (RD-1)
pod uslovima razlicitog stepena aeracije tokom gajenja dat

je u tabeli VI.

Tabela VI - SadrZaj citohroma u petit mutantima pod uti-

cajem razliditog stepena aeracije (RD-1)

Uslovi gajenja | Kvantitativni sadrZaj citohroma | Relativni odnos
(mol cit./1 sveZ.kvasca) sadrzaja citohroma
aaq b C aa3:b:c b:c
. . -5 -5 A
Aerobni uslovi - 3,69 10 4,71 10 - ;33
, 3 -6 -6 1
Semiaerobni - 1553110 9,76 10 - 1o
uslovi
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Apsorpcioni spektri nativnih celija pekarskog kvasca
i petit mutanata pokazuju jasan pik na 560-532 nm 3to odgo-
vara spektru citohroma c. Sadrzaj citohroma c zavisi od ste-
pena aeracije i oko pet puta je veci u aerobnim uslovima ga-
Jenja petit mutanata (RD-1). SadrZaj citohroma b u petit mu-
tantima (RD-1) odredjen je iz apsorpcionog spektra nativnih
celija na talasnoj duzini 520-550 nm. SadrZaj citohroma b u
petit mutantima takodje zavisi od stepena aeracije i pet pu-
ta se povecava u ceiijama koje su gajene u aerobnim uslovima
(tabela VI). SadrZaj citohroma aa, odredjuje se iz trake spek-
tra citohroma na talasnoj duZini 605 nm. Iz apsorpcionog spek-
tra nativnih celija petit mutanata (RD-1) pekarskog kvasca
moze se videti odsustvo ovog pika bez obzira na uslove gaje-
nja, Sto ukazuje na odsustvo ovog citohroma u petit mutanti-
ma (slike 15 i 16).

Relativni odnos sadrZaja citohroma b:c nije izmenjen
kod petit mutanata (RD-1) pod uticajem aeracije i iznosi
1:1,30 (tabela VI). Ovakav relativni odnos sadrZaja citohroma
b:c dobiven je i za divlji soj (R-1) pekarskog kvasca gajenog

u semiaerobnim uslovima.

2.1. Karakterizacija "ETP"-Cestica iz ¢elija pekarskog

kvasca

Karakterizacija izolovanih "ETP"-Cestica vrSena je
odredjivanjem Mahlerovog kriterijuma (139) i elektronskom
mikroskaopijom.

Za odredjivanje Mahlerovog kriterijuma upotrebljeni
su specifi¢ni aktiviteti NADH-oksidaze i NADH-citohrom-c-re-
duktaze. Specifiéni aktivitet ovih enzima odredjen je u raz-
1i¢itim stepenima razdvajanja. Mahlerov kriterijum treba da
je vec¢i ili jednak jedinici ako su "ETP"-Cestice dobro izo-

lTovane.



Tabela VII pokazuje vrednosti za izolovane frakcije
koje po metodi koja je opisana na strani 29 sadrzi "ETP"-Ce-
stice. Mahlerov kriterijum ima zadovoljavajuce vrednosti za
izolovane "ETP"-Cestice iz divljeg soja (R-1) i petit muta-
nata (RD-1) ¢elija pekarskog kvasca gajenih u aerobnim i

semiaerobnim uslovima.

Tabela VII - Vrednost Mahlerovog kriterijuma za izolovane

"ETP"-ZGestice

Preparati Mahlerov kriterigjum
(sp.akt.fra u R] / sp.akt.fra u S])
NADH-oksidaza NADH-citohrom-c-reduktaza
R-1 10,61 5,20

(Semiaerobni)

RD-1 1,05 4,30
(Semiaerobni)

R-1 1,02 3525
(Aerobni)

RD-1 3,29 5597
(Aerobni)

Pored Mahlerovog kriterijuma, izolovanim ETP-Cestica-

ma snimljen je i diferencijalni spektar.



Diferencijalni spektar "ETP"-Cestica dobivenih iz
celija petit mutanata (RD-1) i divljeg soja (R-1) pekarskog
kvasca redukovanih ditionitom prema oksidovanim, izveden je
na sobnoj temperaturi i prikazan na slici 17.

A
0.20
016
0.01 l | |
L50 500 550
talasna duzina (nm)
Slika 17 - Diferenijalni spektar "ETP"-Gestieca iz delija

petit mutanata (RD-1) < divljeg soja (R-1)

redukovanih prema oksidovanim

Kriva b predstavlja baznu 1iniju spektra izve-
denog na sobnoj temperaturi, pre dodatka ditio-
nita. Uzorak i kontrola sadrZe oko 5 mg proteina

resuspendovanog u 1 ml 20 mmol/1,fosfatnog pufera oH 7,5.Re-
dukcija je izvrSena dodatkom 3 mg ditionita u uzorak

Apsorpcioni maksimum 605 nm, 553 1 445 nm pokazuju prisustvo
citohroma a, b i aaj u preparatu divljeg soja, dok "ETP"-Ce-
stice petit mutanata nemaju maksimum na 605 nm, Sto takodje

potvrdjuje nedostatak citohrom oksidaze u ispitivanim mutan-
tima.



Druga provera dobivenih preparata "ETP"-Cestica izvr-
Sena je elektronskim mikroskopom. Elektronski mikrografi po-
kazuju membranske tvorevine dobivene iz petit mutanata (RD-1)
koje se ne razlikuju kada se uporede sa divljim sojem pekar-
skog kvasca (slike 18 i 19).

Uticaj stepena aeracije na aktivnost enzima NADH-oksi-
daze i NADH-citohrom-c-reduktaze "ETP"-Cestica prikazan je
u tabeli VIII. U aerobnim uslovima gajenja, divlji soj (R-1)
1ma osam puta vecu aktivnost ispitivanih enzima u odnosu na
semiaerobne uslove gajenja. Petit mutanti (RD-1) gajeni u
aerobnim uslovima pokazuju povecdanu aktivnost NADH-oksidaze,
Cak dvanaest puta u odnosu na semiaerobne uslove gajenja.

Aktivnost NADH-oksidaze divijeg soja (R-1) u poredjenju

a aktivnoScu NADH-oksidaze petit mutanata (RD-1) gajenih u

wv

erobnim uslovima, pokazuje Cetiri puta vecu aktivnost, dok

(o}

Je taj odnos u semiaerobnim uslovima cak devet puta veci

DI,

Sltka 18 - Elektronski mikrograf frakcije oznadene kao "ETP

-Cestice

dobiventh iz divlijeg soja (R-1) pekarskog kvasca



vno
VA«
no

o

LY
=
d

C=Treatix
dnoc
moze S¢
kvanta
ohrom-c
ekarsk
hrom-c-




Tabela VIII - Uticaj stepena aeracije na enzim NADH-oksidazu
© NADH-citohrom-c-reduktaze "ETP"-Gestica frak-
cije dobivene iz divljeg soja (R-1) % petit

mutanata (RD-1) pekarskog kvasca

Soj Aerobni uslovi gajenja Semiaerobni uslovi gajenja
NADH-oksidaza NADH-citohrom [NADH-oksidaza | NADH-citohrom
-c-redu. -c-redu.
(LJ/mg) (IJ/mg) (1J/mg) (1d/mg)
R-1 0,143 0,0907 0,0175 -
RD-1 0,039 0,0138 0,002 -

3. KARAKTERIZACIJA PROTEINA U CELIJAMA PEKARSKOG KVASCA

Analiza proteina petit celija pekarskog kvasca iz ukup-
nog homogenata, mikrozomske i solubilne frakcije izvrSena je
jednodimenzionalnom gel-elektroforezom. Na slici 20 prikazan
je denzitogram elektroforetograma proteina ¢elijskog homoge-
nata petit mutanata (RD-1) i homogenata divljeg soja (R-1)
celija pekarskog kvasca. Na osnovu denzitograma izracCunati su
udeli proteina sa sledec¢im relativnim molskim masama: do
20.000, od 20.000 do 45.000 i relativne molske mase preko
45.000., Relativne molske mase odredjene su preko cistih stan-
dardnih supstanci sa poznatim relativnim molskim masama kao
$to je citohrom ¢ (Mr 12.400), himotripsinogen (Mr 20.000),
albumin iz jajeta (Mr 45.000) i govedji serum albumin (Mr 67.000).
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Tabela IX pokazuje udeo pojedinih polipeptidnih la-
naca proteina u populaciji ukupnih proteina, celijskog ho-
mogenata petit mutanata (RD-1) kao i za divlji soj (R-1)
pekarskog kvasca.

Tabela IX - Udeo pojedinih populacija proteina u populacijt
ukupnih proteina, celijskog homogenata petit

mutanata 1 divljeg soja pekarskog kvasca

Udeo pojedinih populacija proteina sa Mr
Celijski homogenat

do 20.000 20.900-45.0090 preko 45.000
Divlji soj
(R-1) 61,55 25,38 13,08
Petit mutant
(RD-1) 35,42 40,34 24,48

Ako se uporede pojedinacni udeli polipeptidnih lanaca
odredjenih po naznacenim relativnim molskim masama izmedju
petit mutanata (RD-1) i divlijeg soja (R-1) pekarskog kvasca,
vidi se velika razlika koja ukazuje na razlic¢it kvantitativ-
ni sastav proteina u petit mutantima.

Dalja analiza sastava proteina prema sadrzaju amino-
kiselina pokazuje da je znacajna promena sadrZaja polarnih
aminikiselina u proteinima petit mutanata (RD-1) u odnosu
na divlji soj (R-1) pekarskog kvasca. Znacajno je povisSen
sadrzaj glutaminske kiseline a smanjen sadrzaj prolina i
leucina (Tabela X).
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Tabela X - Aminokiselinski sastav proteina celih delija
petit mutanata (RD-1) i divljeg soja pekar-

skog kvasca

Aminokiseline u (7) raCunati na protein
Aminokiseline
divlji soj (R-1) | petit mutanti (RD-1)
Asparaginska kiselina 9,78 10,56
Treonin 3:30 4,70
Serin 3,40 4,00
Glutaminska kiselina 19,69 21,17
Prolin®” 2,54 1,65
Glicin® 5,95 5,83
Alanin® 6,04 5,63
valin® 8,79 7,62
Metionin 1,18 1,10
Izoleucin® 2,71 2,60
Leucin® 5,80 4,98
Tirozin 3,46 3,58
Fenilalanin® 4,71 4,47
Lizin 12,90 12,39
Histidin 1,14 1512
Amoni jak 4,21 3,90
Arginin 4,36 4,86
Polarnost 58,07 62,22

* a - nepalarni aminokiselinski ostaci

Pored razlike u sadrzaju aminokiselina, prolina i
glutaminske kiseline, uoava se i razlika u sadrZaju nepo-
larnih aminokiselina Sto moZe imati uticaja i na ukupan

sadrzaj rastvorljivih proteina u petit mutantima.



4. LIPIDNI SASTAV CELIJA PEKARSKOG KVASCA

Primenom prethodno opisanih metoda ekstrakcije lipi-
da, dobiveni ekstrakti (strana 30) analizirani su jednodi-
menzionalno i dvodimenzionalno hromatografijom na tankom
sloju. Slike 21-26 i tabele XI-XIV pokazuju rezultate o
kvalitativnom i kvantitativnom sadrzaju neutralnih lipida
i fosfolipida u celijama petit mutanata (RD-1). Kao kontrol-
ni uzorak upotrebljen je sadrzaj Tipida u celijama divljeg
soja (R-1) pekarskog kvasca.

Jednodimenzionalnom hromatografijom na tankom sloju
razdvojeno je deset mrlja u sistemu razvijaca petroletar,
etiletar, sircetna kiselina (70:30:2) iz petit mutanata
(RD-1) kao i iz kontrolnog uzorka (R-1) (slika 21). Na os-
novu dobivenih hromatograma odredjene su Rf vrednosti za
dobivene mrlje. Primenom "t-testa" utvrdjeno je da kvalita-
tivnih promena nema u sastavu neutralnih Tlipida petit muta-
nata u odnosu na kontrolni uzorak. Testiranje Rf vrednosti
frakcija neutralnih lipida kontrolnog uzorka i petit muta-
nata pokazuje da nema znacajnih razlika (tabela XI).

Dokazivanje dobivenih razdvojenih lipidnih frakcija
odredjeno je prema Cistim standardnim supstancama (slobodne
masne kiseline - stearinska i palmitinska -, ergosterol,
holesterol, triacilgliceroli - (tristearat, tripalmitat i
trioleat) (slika 21). Dokazani su triacilgliceroli (mrlja 8),
zatim slede ergosterol (mrlja 4), slobodne masne kiseline
(tacka 6 i 7), dok mrlje 1, 2 i 3 odgovaraju prema litera-
turnim navodima Petrovic i Becarevica (212) monoacilglice-
rolima, 1,2-diacilglicerolu i 1,3-diacilglicerolu.
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Slika 21 - Hromatogram dobiven jednodimenzionalnom hromatografijom na
tankom sloju neutralnih lipida petit mutanata (RD-1) i div-
ljeg soja (R-1) pekarskog kvasca.

Hromatografija je izvedena na silika gelu GF254 u
sistemu razvijaca petroletar, dietiletar, sircetna
kiselina u zapreminskom odnosu 70:30:2. Naneto je po
100 ul ekstrakta dobivenog iz petit mutanta (RD-1) i
ekstrakta divljeg soja (R-1) nekarskog kvasca.



Tabela

XI - Testiranje razlike izmedju Rf vrednosti frakecija

lipida iz celija divljeg soja (R-1) < petit mu-

tanata (RD-1) pekarskog kvasca primenom t-testa

Mrlje Divlji soj RD mutant Znacajnost
br. X, o+ SO Xg  +SD . P razlike
f f
1 4,40%0,179 4,58%0,335 0,491 0,816 NS
2 12,70%9,29 12,44%1,249 0,338 0,706 NS
3 25,38%2,407  24,78%2,383 0,307 1,718 NS
4  34,28%1,898  33,40%1,956 0,648 0,706 NS
5  42,32%2,137  40,65%1,532 1,270 1,397 NS
6  48,84%1,155  47,18%1,482 1,768 1,360 NS
7 55,72%2,426  54,85%2,726 0,482 0,706 NS
8  60,9272,118  60,89%1,839 0,020 0,741 NS
9  85,33%5,447  83,42%1,829 0,476 0,741 NS
10  94,63%3,448  93,78%2,883 0,425 0,700 NS
in = srednja vrednost Rf-vrednosti
SD = standardna devijacija
NS = nije znacajna razlika
L = znacajna razlika
t = izracunata vrednost

= stepen verovatnoce



Kvantitativni sadrZaj razdvojenih lipidnih frakcija
prikazan je u tabeli XII. Primenom t-testa nadjena je zna-
Cajna razlika u sadrZzaju diacilglicerola (mrlja 2), slobod-
nih masnih kiselina (mrlja 6) i triacilglicerola (mrlja 8)
izmedju divljeg soja (R-1) i petit mutanata (RD-1) ¢elija
pekarskog kvasca.

Zbog ove znacajne razlike u sadrzaju triacilglicero-
la i masnih kiselina izmedju celija divlijeg soja i petit
mutanata, izvrSena je dalja analiza ovih komponenti gasnom
hromatografijom (slike 22 i 23).

Gasnom hromatografijom razdvojeni su triacilglicero-
11 prema molskim masama. Rezultati sastava triacilglicerola
u ¢elijama petit mutanta (RD-1) pokazuju da je udeo triacil-
glicerola sa niZzim molskim masama (C30 i C32), priblizno
jednak kao i u divljem soju (R-1). Medjutim, smanjen je udeo
sadrzaja triacilglicerola sa viSim molskim masama (C34-C40)
u petit mutantima u odnosu na divliji soj, a povecan kod
triacilglicerola visokim molskim masama (C42-C54) izuzev
(slTika 22).

Sadrzaj masnih kiselina koje ulaze u sastav triacil-
glicerola analiziran je takodje gasnom gromatografijom i
prikazan je na histogramu (slika 23). Sa histograma se vidi
da je udeo nizih masnih kiselina 610 i C12 pribliZzno jednak
divlijem soju, dok je nizi udeo masnih kiselina C16’ C18 i
C18:1' Udeo masnih kiselina (‘,16:1 u petit mutantima (RD-1)
veci je u odnosu na divlji soj (R-1). Udeo nezasicenih mas-
nih kiselina kod petit mutanta (RD-1) iznosi 70%, a kod div-

Cs6

ljeg soja 50%.



Tabela XII - Testiranje razlike sadrZaja neutralnih lipida

tzmedju kontrolnog uzorka (R-1)

(RD-1) t-testom

7 petit mutanta

Mrlja ug neutralnih lipida Znacaj
(racunato na holesterol) razlike
v o+ - + =
X, ¥ s0 Xop = SD t D
1 70,50%45,00 70,50 ¥ 0,50 2,322 2,920 NS
2 125,75%30,93 336,50 +33,98 0,924 0,906 S
3 66,6637,18 68,00 230,00 2,749 2,776 NS
4 122,75%76,58 196,25 ¥60,63 0,673 0,718 NS
5 96,00%19,95 106,25 220,49 2,362 2,447 NS
6 93,00%55,19 133,00 226,19 0,727 0,718 S
7 93,00%47,27 98,75 229,03 0,179 0,718 NS
8 144,33%16,56 463,33 ¥47,31 3,586 3,495 S
9 205,00%95,00 235,00 ¥70,00 2,797 2,920 NS
10 261,50%69,00 271,50 %91,54 1,219 1,440 NS
XR = Srednja vrednost sadrzaja lipida iz ekstrakta
divljeg soja pekarskog kvasca (R-1)
XRD = srednja vrednost sadrzaja iz ekstrakta
petit celija (RD-1)
SD = standardna devijacija
NS = nije znacajna razlika
S = znacajna razlika
t = jzracunata vrednost

stepen verovatnoce
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Slika 23 - Histogram udela masnih kiselina u delijama petit

mutanata (RD-1) i divljem soju (R-1) pekarskog

kvaseca

Kvalitativan i kvantitativan sadrzaj fosfolipida,
petit mutanata (RD-1) i ¢elija divljeg soja (R-1) pekarskog
kvasca, odredjen je jednodimenzionalnom i dvodimenzionalnom
hromatografijom na tankom sloju. Ekstrakt lipida dobiven po
metodi Folcha (140) razdvojen je jednodimenzionalnom hro-
matografijom i pri tom je dobiveno 3est mrlja (slika"29 L
Na osnovu dobivenog hromatograma odredjene su Rf vrednosti
razdvojenih i identifikovanih klasa fosfolipida. Primenom
t-testa utvrdjeno je da identifikovane klase lipida u petit
mutantima pripadaju istim klasama fosfolipida koji su nadjeni




B

R-1 RD-1 PC PE ergosterol  Palmitinska
kiselina
Siika 24 - Hromatogram fosfolipida iz ekstrakta delija petit

mutanata (RD-1) i divljeg soja (R-1) pekarskog
kvasca

Jednodimenzionalna hromatografija na tankom
sloju izvedena je na plocama Silica gela
H(0,5 mm), upotrebom sistema razvijaca hloro-
form/metanol/sircetna kiselina/voda (25:15:4:2).

Mrlje su izazvane parama joda.



i u divlijem soju (tabela XIII). Na osnovu dobivenih rezul-
tata (tabela XIII) vidi se da nema znacajnih razlika Rf
vrednosti za fosfolipide iz celija petit mutanata u odno-
su na divlji soj. Dobiveni rezultati koji pokazuju kvanti-
tativni sadrzaj fosfolipida, obradjeni su statistickom me-
todom. Znacajna razlika je jedino nadjena u sadrzaju fosfa-
tidil-holinu (mrlja 3). Celije petit mutanata (RD-1) u odno-
su na c¢elije divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca, imaju ma-
nji sadrzaj fosfatidil-holina (tabela XIV).
Dvodimenzionalpnom hromatografijom na tankom sloju
(slike 25 i 26) fosfolipidi pokazuju veci broj razdvojenih
lipidnih komponenti.Hromatogram fosfolipida dobiven dvodi-
menzionalnom hromatografijom, iz ekstrakta celija petit mu-
tanata (RD-1) pokazuje da nema razlike u kvalitativ-
nom sadrzaju fosfolipida u odnosu na celije divljeg soja
(R-1). Na osnovu uporedne hromatografije standardnih sup-
stanci i specifi¢nim bojenjem utvrdjeno je da mrlje oznacCe-
ne 6, 8, 9 i 10 ne pripadaju grupi fosfolipida. Mrlje oz-
nacene brojevima 4 i 7 nemaju azotnu komponentu, ali imaju
visok sadrzaj fosfora (slike 25 i 26). Kvantitativni sadr-
zaj razdvojenih frakcija fosfolipida, odredjen preko sadr-
zaja fosfora, i rezultati imaju dobro slaganje sa rezulta-
tima dobivenih jednodimezionalnom hromatografijom. Sadrzaj
fosfatidil-holina u petit mutantima, razdvojen dvodimen-
zionalnom hromatografijom a odredjen prema sadrzaju fosfora,
nizi je (25 ug/100 ul ekstrakta) u poredjenju sa sadrzajem
u divijem soju (30 ug/100 ul ekstrakta).



Tabela XIII - Testiranje razlike Rf vrednosti fosfolipidnih

frakeitja izmedju divlijeg soja (R-1) © petit
mutanta (RD-1),

nom hromatografijom na tankom sloju

razdvojenih jednodimenzional-

Divlji soj(R-1) Petit mutant(RD-1) Znacajnost
Mrija  _
Xpg + SD fo + SD t p razlike
1. 15,73%2,48 15,93%1,64 0,150 0,700 NS
2. 42,67%4,20 44,5624,20 0,634 0,706 NS
31 56,67%5,75 58,354,26 0,573 0,695 NS
4. 68,86%5,26 70,83%1,02 0,519 0,765 NS
ik 85,20%2,15 84,98%2,66 0,128 0,706 NS
6. 91,69%3,55 90,74%2,55 0,49 0,700 NS
XRf = srednja vrednost Rf vrednosti klase lipida ekstra-
hovanih iz ¢elija pekarskog kvasca
SD = standardna devijacija
NS = nije znacajna razlika
t = izracunata vrednost

stepen verovatnoce




Tabela XIV - Testiranje razlike sadrZaja fosfolipidnih

frakeija izmedju cdelija divljeg soja (R-1)

1 petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca,

razdvojenith jednodimenzionalnom hromatogra-

fijom na tankom sloju

Mrlja S adr 7 a j Znacajnost
ug fosfolipida, obracunato na razlike
holesterol (ug)
Xg t SD Xgp + SD t P
1. 425,00f19,00 421,001L 2,00 0,209 0,816 NS
2. 701,00% 7,00 653,007 64,00 0,746 0,816 NS
3. 694,00%10,00 667,00 7,00 0,938 0,816 S
4.  525,00% 5,00  540,35% 5,00 0,813 0,816 NS
5.  725,50%27,50 665,50 68,50 0,913 0,816 NS
6 673,50f10,50 495,50t139,50 1272 1,061 S
XR Srednja vrednost sadrzaja lipidne frakcije dobivene
iz ekstrakta celija divljeg soja (R-1)
XRD = srednja vrednost sadrzaja lipidne frakcije dobivene
iz ekstrakta celija petit mutanta (RD-1)
SD standardna devijacija
NS nije znééajna razlika
= znacajna razlika
o izracunata vrednost

stepen verovatnoce
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Sltka 25 -

Hromatogram fosfolipida iz ekstrakta delija
divlijeg soja (R-1), dobivenog dvodimenzional-

nom hromatografijom na tankom sloju
100 ul ekstrakta,

G 60 (0,25 mm); prva dimenzija je razvijena u
hloroformu, a zatim u istom pravcu u sistemu

naneto je na plocu Silica gel

razvijaca hloroform/metanol/7 mol 17" amonijum-
hidroksida (65:30:4). Druga dimenzija u slede-
¢em sistemu razvijacéa hloroform/metanol/sircetna
kiselina/voda (170:25:25:4). Mrlje su izazvane

parama joda.
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Slika 26 - Hromatogram fosfolipida iz ekstrakta cdelija

petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca

Dvodimenzionalna hromatografija na tankom slo-
ju izvedena je na plocama Silica gel G 60

(0,25 mm) upotrebom sistema razvijaca za prvu
dimenziju: hloroform, zatim u istom pravcu
hloroform/metanol/7 mol 1-1 amonijumhidroksid
(65:30:4) i druga dimenzija: hloroform/metanol/
/sircetna kiselina/voda (170:25:25:4). Mrlje

su izazvane parama joda.



5. SADRZAJ NUKLEINSKIH KISELINA U CELIJAMA PEKARSKOG
KVASCA

Sadrzaj nukleinskih kiselina u petit mutantima (RD-1)
pekarskog kvasca odredjen je primenom metoda Ogur i Rosena
(150) i Schmidta i Thannhausera (151). Dobiveni rezultati
su statisticki obradjeni primenom t-testa za utvrdjivanje
razlike izmedju sadrzaja nukleinskih kiselina divljeg so-
ja pekarskog kvasca (R-1) i petit mutanta (RD-1) (tabele XV
L IXVE ).

Sadrzaj RNA u petit celijama (RD-1) oko 20% je nizi
od sadrzaja RNA u c¢elijama divljeg soja (R-1). Primenom t-te-
sta utvrdjena je signifikantna razlika izmedju sadrZaja DNA u
celijama divljeg soja (R-1) i petit mutanata (RD-1). Sadrzaj
DNA je povecan u petit mutantima (RD-1) i iznosi 9,00 ug DNA/mg
proteina u odnosu na 5,76 ug kod R-1.

Dobiveni rezultati sadrzaja nukleinskih kiselina u
petit mutantima (RD-1) provereni su i primenom metode Schmid-
ta i Thannhausera (151). U prethodnoj metodi upotrebljen je
celijski homogenat za odredjivanje sadrzaja nukleinskih kise-
lina po metodi Ogura i Rosena (150). Ekstrakcija nukleinskih
kiselina Schmidt-Thannhauserovom metodom izvedena je sa ce-
1im ¢elijama prethodno osusenim do konstantne teZine a sadr-
Zaj NK obracunat na mg suve mase kvasca. Tabela XVI pokazu-
je statisticki obradjene rezultate sadrzaja nukleinskih ki-
selina u petit mutantima (RD-1) ¢elija pekarskog kvasca pri-
menom ove metode. Iz tabele se vidi da je sadrzaj RNA petit
mutanata (RD-1) nizi u odnosu na sadrzaj RNA u divljem soju (R-1)
i da je razlika statisticki znacajna. I ovom metodom dobiveni su
s1iéni rezultati o povecanom sadrzaju DNA u celijama petit
mutanata (RD-1) pekarskog kvasca. Karakteristicni odnos RNA/
/DNA je dva puta nizi kod petit mutanata u ooredjenju sa uzor-

kom divljeg soja.
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Tabela XV - Testiranje razlike izmedju sadrZaja nuklein-
skih kiselina divlijeg soja pekarskog kvasca

(R-1) % petit mutanta (RD-1)

Nukleinske Sadrzaj nukleinskih kiselina (ug NK/mg proteina)
kiseline
X+ SO Xep £ SO t p
RNA 158,40%8,477 126,07%12,83 5,15 0,001
+ +

DNA 5,76-2,00 9,00- 0,5 4,80 0,05
RNA/DNA 27,50 14,20
NK 164,16 135,07

XR = srednja vrednost sadrzaja NK u celijama divljeg

soja (R-1)
XRD = srednja vrednost sadrzaja NK u celijama petit

mutanta (RD-1) celija pekarskog kvasca
SD = standardna devijacija
t = dizracunata vrednost

p = stepen verovatnoce
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Tabela XVI - Testiranje razlike izmedju sadriaja nuklein-
skih kiselina divljeg soja (R-1) % petit mu-
tanta (RD-1) delija pekarskog kvasca, prime-

nom Schmidt-Thannhauserove metode

Nukleinske | Sadrzaj nukleinskih kiselina(ug NK/mg suve mase kvasca)
Kp & SD Xop * SD i p
+ +
RNA 62,72-1,81 45,12-0,45 8,8 0,05
i+ +
DNA 3,00-0,03 3,84-0,01 4,7 0,05
RNA/DNA 20,9 1
NK 65,72 48,96
XR = srednja vrednost sadrZzaja NK u ¢elijama divljeg
saja (R-1)
XRD = srednja vrednost sadrzaja NK u ¢elijama petit
mutanta (RD-1) celija pekarskog kvasca
SD = standardna devijacija
1 = dzracunata vrednost

p = stepen verovatnoce




6. MORFOLOGIJA CELIJE PEKARSKOG KVASCA | NJENIH
KONSTITUENATA

Morfologija petit celija (RD=1)%i"diy1jeq soja (R-1)
odredjena je iz preseka celije a na osnovu analize elektron-
skim mikroskopom. Sa slike 27 vidi se celija kontrolnog uzor-
ka (divlji soj) kao i svi celijski konstituenti (jedro, mito-
hondrije, celijske vakuole, celijski zid kao i gustina poli-

ribozoma). Na slici 28 prikazan je mikrograf petit celije.

Slika 27 - Elektron-mikrograf ultratankih preseka celija
divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca (uvelidanje
55000): r - ribozomi, L - lipidne vakuole,

N - jedro, m — mitohondrije



Poredjenjem dobivenih mikrografa (slike 27 i 28) vidi
se znacajna razlika kako u velicini petit celije tako i u
njenom obliku. Petit celija je znacajno veca od normalne ce-
lije i "“flasastog" je izgleda. Unutar ¢elije vakuola zauzi-
ma gotovo svu zapreminu celije, usled cega je citoplazma
u obliku oreola izmedju celijskog zida i vakub]e. Celijski
zid je takodje izmenjen kod petit mutanta. Pored uvecane
celije petit mutanta, uocCava se i znatno veca hromatinska

masa, dok je gustina poliribozoma znatno niza (slika 30).

Slika 28 - Elektron-mikrograf ultratankih delova celtih

delija petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca:

r - ribozomi, m — mitohondrije, N - jedro,

Lv - lipidna vakuola



7. STRUKTURA | FUNKCIJA MITOHONDRIJA 1Z CELIJA PEKARSKOG
KVASCA

Struktura i funkcija mithondrija petit mutanta (RD-1)
c¢elija pekarskog kvasca ispitana je sa aspekta morfologije,
funkcije i hemijskog sastava.

Morfologija mitohondrija petit mutanta (RD-1) pekar-
skog kvasca izvrSena je in situm, elektronskom mikroskopijom
iz ultratankih preseka celih ¢elija petit mutanta (RD-1) pe-
karskog kvasca (slike 29 i 30). Na slici 29 prikazan je elek-
tron-mikrograf celije eivljeg soja (R-1) pekarskog kvasca,
koji pokazuje tipican mitohondrijski profil aerobne celije,
dok elektron-mikrograf celije petit mutanta (RD-1) ne poka-
zuje istu sliku. Dalja analiza morfologije mitohondrija petit
mutanta izvedena je ispitivanjem izolovanih mitohondrija iz
celija pekarskog kvasca. Mitohondrije iz celija pekarskog
kvasca izolovane su po metodi Cobona i saradnika (133), kako
smo veé¢ opisali u odeljku - Materijal i metode. Dobivena mi-
tohondrijska frakcija podvrgnuta je elektron-mikroskopskoj
analizi kako celih mitohondrija tako i ultratankih delova pre-
seCenih mitohondrija (slike 31 i 32). Mitohondrije dobivene
iz ¢elija divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca pokazuju oblik
mitohondrija kao Sto je dobiveno i za mitohondrije izolova-
ne iz tkiva. Dobivene mitohondrije pokazuju visok stepen
energisanosti membrane, dok mitohondrije dobivene iz petit
celija (RD-1) pekarskog kvasca imaju slabo razvijenu unutras-
nju membranu i nizak stepen energisanosti (slika 32). Na
osnovu prikazanih slika (29, 30, 31 i 32) moZe se zakljuciti
da je morfologija mitohondrija petit mutanta (RD-1) znacaj-
no izmenjena i da pokazuje oblik promitohondrija.
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Slika 29 - Elektron-mikrograf ultratankih preseka celih

delija divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca sa

tipi&nim mitohondrijskim profilom (uwvelilanje 45000)



Sltka 30 - Elektron-mikrograf ultratankih preseka celih

cdelija petit (RD-1) mutanta pekarskog kvasca
(uvelidanje 45000)
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Slika 32 - Elektron—-mikrograf ultratankin preseKka 120l

i o 5 B0 epiiohi, slared , } % )
mitohondrija 1z delija petit mutanta RD-1) pekar-
skog kvasca (uvelilanje 100000 b) promitohondrij-

skt oblik



7.1. Analiza enzima kompleksa II i V respiratornog

lanca c¢elija pekarskog kvasca

Analiza enzima kompleksa II i V respiratornog lanca
celija petit mutanata (RD-1) pekarskog kvasca izvedena je
odredjivanjem aktivnosti enzima sukcinat dehidrogenaze i
mitohondrijske ATP-aze. Kao referentna vrednost za ove en-
zime upotrebljen je enzim dobiven iz divljeg soja (R-1)

pekarskog kvasca.

7.1.1. Intracelularna distribucija enzima sukcinat

dehidrogenaze

Poznati marker enzima za mitohondrijsku frakciju,
pored citohrom oksidaze je sukcinat dehidrogenaza EC
(1.33.99.1). Aktivnost ovog enzima odredjena je na nacin
koji je opisan u poglavlju - Materijal i metode.

Intracelularna distribucija ovog enzima ispitana je
metodom De Duvea i saradnika (145). Profil intracelularne
distribucije enzima sukcinat dehidrogenaze u celijama div-
1jeg soja pekarskog kvasca (R-1) prikazan je na slici 33.

Na osnovu dobivenog histograma (slika 33), moZe se
videti da relativni specificni aktivitet vrednosti 7,86
odgovara frakciji koja po metodi Cobona (133) predstavlja
mitohondrijsku frakciju (m). Relativni specificni aktivitet
sukcinat dehidrogenaze u lipozomalnoj frakciji (1) iznosi
2,53; u mikrozomalnoj (p) 3,66; u solubilnoj frakciji (s)
0,66 58T 8us talogu® Tig* 35EL

Dobiveni rezultati ukazuju da frakcija izdvojena na
12.000 g 10 minuta u izotoniénom medijumu predstavlja

* Talog T3 po metodi Cobona i saradnika (133) treba odbaciti. Uzet je u
razmatranJe samo zbog ukupnog bilansa proteina i ispitivanih enzima
(ATP-aze i sukcinat dehidrogenaze).
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Sitika 33 = Profil intracelularne distribuctije enzima sukcinat dehidrogena-
ze u delijama divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca
Intracelularna distribucija izvedena je metodom De Duvea (145).
Test-sistem za odredjivanje ovog enzima sadrZi: 40 mmol/1 fos-
fatnog pufera, pH 7,5, 0,25 mmol/1 CaClp, 0,4 mmol/1 KCN, 0,013
mg/ml 2,6-dihlorindofenol i 2 mg/ml fenazin metasulfat i 16

mmol/1 sukcinata .



mitohondrijsku frakciju sa visokim relativnim specificnim
aktivitetom od 7,86.

Udeo proteina po izdvojenim frakcijama izrazen u
procentima u odnosu na ukupni protein (homogenata ili su-
ma proteina u frakcijama oznaéena kao 100%) prikazan je u
tabeli XVII. Sliéna distribucija proteina po organelama
odredjena je i za celije petit mutanta (RD-1) pekarskog
kvasca (tabeTa XVIII).

U svim testiranim frakcijama dobivenim iz éelija
petit mutanata (RD-1) pekarskog kvasca sukcinat dehidroge-
nazne aktivnosti nije bilo (tabela XVIII). Da bi se ispi-
tala valjanost primenjenog testa za odredjivanje aktivno-
sti sukcinat dehidrogenaze ispitani su kinetic¢ki parametri
ovog enzima iz divljeg soja i uporedjeni sa literaturnim
podacima (slike 34 i 35).

Zavisnost brzine enzimske reakcije od koli¢ine en-
zima prikazana je na slici 34. Dobiveni rezultati ukazuju
da je brzina enzimske reakcije linearno zavisna od kolici-
ne enzima, Cime je zadovoljen osnovni uslov testa. U svim
ispitivanim frakcijama koli¢ina enzima uvek je bila manja
od 1,5 mg proteina.

Primenom istog testa odredjeni su kineticki parame-
tri sukcinat dehidrogenaze iz celija (R-1) pekarskog kvas-
ca (slika 35). Dobiveni kineticki parametri (Km 0,18 mml/1
sukcinata, V . 0,018 mmol 171 mg-1 min~!
cija supstratom, imaju dobro slaganje sa literaturnim po-
dacima za sukcinat dehidrogenazu kvasca (214).

Svi ovi rezultati ukazuju da je primenjeni test
ispravan, ali negativni rezultati kod petit mutanata uka-
zuju na odsustvo ovog enzima ili njegove inaktivacije, ko-

) kao i inhibi-

ja je nastala usled mutacije.

Celije petit mutanata (RD-1) koje imaju o3tecen
respiratorni lanac (nedostatak citohroma aa, i sukcinat
dehidrogenaza) imaju sposobnost redukcije 2,6-dihlorindo-
fenol i fenezin metasulfata (slika 36). Brzina ove reak-
cije je upravno proparcionalna koli¢ini proteina. Ovu
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reakciju inhbira KCN i dovodi je na nultu vrednost pri 3,25
mmol/1 KCN (slika 37). Ovakav oksido-redukcioni mehanizam
nemaju Celije divljeg soja pekarskog kvasca.

Tabela XVIII - Distribucija proteina subcelularnih frakecija

dobivenih iz petit mutanata pekarskog kvasca

Ukupni Udeo ukup- I Specificni
protein nog protei- | aktivitet_
Frakcija (mg) na po izdvo- (mm?1/min
jenim frak- mg~') suk-
cijama (%) cinat dehi-
drogenaze
1 2 3 4
T3—RD* 0,90 1,47 -
mitohondrije(m) 1,88 3,07 =
lipozomi (1) 1,98 3,23 -
mikrozomi (p) 1,60 2,61 -
solubilna (s) 54,80 89,60 =
Ukupno 61,16 100 -

T3* - talog se po metodi Cobone i saradnika (133) odbacuje

7.1.2. Distribucija i aktivnost ATP-aze u celijama

pekarskog kvasca

€elije kvasca i plesni sadrze tri tipa HY-ATP-aze:
mitohondrijsku, ATP-azu plazma membrane i ATP-azu membrana
vakuola. Sva tri tipa enzima imaju sposobnost hidrolize ATP-a.
One se medjusobno razlikuju prema pH optimumu i prema aktivi-
rajuéem dejstvu jona Mg. Druga znacajna razlika je prema
delovanju inhibitora, kao 3to su oligomicin i azid. ATP-aza
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Slika 34 - Zavisnost brzine enzimske reakeije sukeinat dehidrogenaze iz
mitohondrija delija divlijeg soja (R-1) pekarskog kvasca

Brzina enzimske reakcije sukcinat dehidrogenaze odredjena je u
sledecem test-sistemu: 40 mmol/1 fosfatnog pufera pH 7,5, 0,26
mmol/1 CaCl,, 0,4 mmol/1 KCN, 0,013 mg/ml 2,6-dihlorindofenol,
1 mg/ml fengzin metasulfata,16 mmol/1 sukcinata.
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Slika 35 - Uticaj koncentracije sukcinata na brzinu enzimske reakcije
sukeinat dehidrogenaze iz delija divljeg soja (R-1) pekar—
skog kvasca % S - ey
Primenom Lineweaver-Burkovog dijagrama odredjeni su k1ne¥1ék1
parametri Km 0,18 mmo1/1 sukcinat,V . 0,018 mmol 1= Img~ 'min-1
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Linearna zavisnost reakcije sistema za prenodenje elektrona
1 mitohondrijskog proteina petit mutanta (RD-1) pekarskog
kvasca

Brzina reakcije izmedju sistema za prenosenje elektrona i
proteina mitohondrija odvijana je u 40 mmol/1 fosfatnom
puferu pH 7,5, 0,26 mmol1/1 CaClp, 1 mg/ ml fenazinmeta-
sulfat i 0,013 mg/ml 2,6-dihlorindofenol

KCN (mmol/L)

Inhtbicija redukeije 2,6-dihlorindofenola sa KCN
Inhibicija redukcije 2,6-dihlorindofenola izvriena je do-
davanjem 0,1-0,4 m1 12 mmo1/1 KCN u test smesu sledeceg

sastava: 40 mmol/1 fosfatni pufer, pH 7,5, 0,26 mmol/1
CaClp, 1 mg/ml fenazin metasulfata, 0,013 mg/ml 2,6-dihlo-
rindofenola, pri konstantnoj koncentraciji mitohondrijskog

proteina 1,5 mg/ml.



koja se nalazi u mitohondrijama, pored hidrolize ATP-a ima i
sintetsku sposobnost ATP-a i ¢ini kompleks V u respiratornom
lancu. Specificna osetljivost ove ATP-aze prema oligomicinu
dala joj je i drugi naziv "oligomicin" osetljiva ATP-aza.
Intracelularna distrubucija H+-ATP-aza u celijama
petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca izvriena je analizom
prema De Duveu (145), a kao referentna vrednost upotrebljena

Je analiza dobivena sa celijama divijeg soja (R-1) pekarskog

kvasca.
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Slika 38 - Intracelularna distribucija H -ATP-aze u deli-
jama divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca
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Slika 39 - Intracelularna distribucija H -ATP-aze u deli-

jama petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca

Na osnovu dobivenog histograma (slika 38 i 39) vidi
se da je distribucija HY-ATP-aze u petit mutantima (RD-1)
pekarskog kvasca razli¢ita u odnosu na distribuciju ovog
enzima u divljem soju pekarskog kvasca. Najveci relativni
specifiéni aktivitet visine 6,18 je u mikrozomalnoj frakciji
(p) za divlji soj (R-1), a najvisi relativni specificni akti-
vitet je u lipozomalnoj frakciji (1) petit mutanta (RD-1)

¢elija pekarskog kvasca.



Najveci specificéni aktivitet H+-ATP-aze pokazuje mi-
krozomalna frakcija (p) divlijeg soja visine 0,566 "~ A/min mg,
dok je najveci specificni aktivitet kod petit mutanata u lipo-
zomalnoj frakciji (1) (tabela XIX).

Tabela XIX - Specifidni i ukupni aktivitet B -ATP-aze u
delijskim organelama divlijeg soja i petit

mutanta pekarskog kvasca

Specificni aktivitet Ukupni aktivitet
Frakcija H*-ATP-aze H*-ATP-aze
(Amin ! mg™h (¢ A/min)
R-1 RD-1 R-1 RD-1
1 2 3 4 i
T3* 0,213 0,064 1,12 0,057
Mitohondrija (m) 0,306 0,048 0,732 0,084
Lipozomat (1) 0,376 0,135 0,933 0,267
Mikrozoma (p) 0,566 0,024 1,460 0,033
Solubina (s) 0,057 0,048 0,95 2,61
T3* talog se po metodi Cobona i saradnika (133) odbacuje

Ukupna aktivnost izraZena- A/min HY-ATP-aze duplo je
niza u ¢elijama petit mutanta u odnosu na divlji soj pekar-
skog kvasca. Specificni aktivitet H¥-ATP-aze celija petit
mutanta u poredjenju sa specific¢nim aktivnitetom ATP-aze
dobivene iz ¢elija divljeg soja takodje pokazuje dva do
tri puta niZu vrednost. Ova razlika dobiva se i odredjivanjem
aktiviteta ATP-aze prema kolicini oslobodjenog fosfora
(slika 40).
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Brzina enzimske reakcije H+—ATP—aze, merena preko oslo-
bodjenog fosfora

Brzina enzimske reakcije je zapocCeta dodavanjem enzima u test
smesu koja je bila sledeceg sastava: Tris-HC1 pufer, 50 mmol/1,
pH 8,5, 3 mmol1/1 Mg Clp i 1o mmol/1 ATP-a. Reakcija je u vre-
menskom tempu stopirana 0,5 mol/1 trihlorsircetnom kiselinom

i fosfor odredjen prema Harisu i Popetu (156)
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7.1.3. Kineticki parametri HY-ATP-aze mikrozomalne
frakcije petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca

Prethodna analiza intracelularne distribucije ukupne
celijske H+-ATP-aze (sTike 38 i 39), pokazuje da je niZa za-
stupljenost ovog enzima u mikrozomskoj frakciji dobivenoj iz
petit mutanta (RD-1) nego iz celija divljeg soja (R-1) pekar-
skog kvasca. Slicno odstupanje zapazeno je izmedju ATP-azne
aktivnosti mitohondrijske frakcije ¢elija divlijeg soja (R-1)
i petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca. Iz tih razloga od-
redjeni su kineticki parametri H+-ATP-aze u tim frakcijama.
Na slikama 41 i 42 prikazan je Lineweaver-Burkov dijagram,
kojim je odredjena Km i Vpax H*-ATP-aze mikrozomske frakcije
¢elija divljeg soja (R-1) i petit mutanata (RD-1) pekarskog
kvasca. Vrednosti za Km iznose 0,77 mmol/1 ATP-a za enzim
iz mikrozomske frakcije divljeg soja (R-1) a 1,17 mmol/1 ATP
za enzim iz iste frakcije petit mutanta (RD-1) pekarskog
kvasca. Maksimalna brzina iznosi 0,045+ A/min mg mikrozomskog
proteina divljeg soja (R-1) a 0,020. A/min mg mikrozomskog
proteina petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca (tabela XX).

U tabeli XX prikazani su uporedni kineticki parametri
(Km i Vpax) izmedju H'-ATP-aze mikrozomske frakcije i H'-ATP-
-aza testirane mitohondrijske frakcije.

; ; + -
Tabela XX - Kinetilki parametri (Km i V. .J) enzima H -ATP-aze mi tohon—
drijske i mikrozomske frakeije delija divljeg soja i petit

mutanta pekarskog kvasca

Frakcija Km (mmol ATP/1) Vmax (@A min=Tmg-T)
(R-1) (RD-1) (R-1) (RD-1)

Mitohondrija 0,55 0,47 0,136 0,050

Mikrozoma 0,77 117 0,045 0,020

Iz tabele XX vidi se da je vrednost za Km enzima iz
mitohondrijske frakcije priblizno ista i za divlji soj (R-1)
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Slika 41 - Lineweaver-Burkov dijagram H -ATP-aze iz mikrozom-
ske frakeije delija divljeg soja pekarskog kvasca
(R-1)

Brzina enzimske reakcije zapoceta je dodavanjem
enzima u test smesu sa rastucom koncentracijom
ATP-a u sledec¢im uslovima: 3,2 mmol/] MgClz, 4
mmol/1 Tris-HC1 pufera pH 8,4 i 0,016% (m/v) fenol reda,
krajnji volumen je 3 ml. Merena je promena apsorpci-
je na 559 nm
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Slika 42 - Lineweaver-Burkov dijagram ¥ -ATP-aze iz mikrozom-
ske frakcije delija petit mutanta (RD-1) pekarskog

kvasca

Brzina enzimske reakcije zapoceta je dodavanjem en-
zima u test smesu sa rastucom koncentracijom supst-
rata u uslovima 3,2 mmol/1 Mquz, 4 mmol/1 Tris-HCI
pufera, pH 8,4 i 0,016% (m/v) fenol reda. Brzina

reakcije je pracena promenom apsorpcije na 559 nm,

kontinualni test




petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca i iznasi 0,55 do 8,47
mmol/1 ATP-a. Mikrozomska frakcija daje vrednosti za Km 0,77
do 1,17 mmol/1 ATP za divlji soj (R-1) odnosno mutanta (RD-1).
Prema vrednostima za Km moZe se zakljuciti da je moguca pri-
roda enzima u mitohondrijskoj frakciji razlic¢ita od enzima

u mikrozomskoj frakciji. Sa druge strane, ako se uporede is-
te frakcije dobivene iz divlijeg soja (R-1) i petit mutanta
(RD-1) pekarskog kvasca, vidi se da je Km enzima iz mitohon-
drijske frakcije neizmenjen, dok je enzim odbiven iz mikro-
zomske frakcije znaCajno izmenjen u petit mutantima (RD-1).
Maksimalne brzine znacajno su izmenjene kako kod enzima div-
ljeg soja (R-1) u razliéitim frakcijama, tako i u razlicitim
sojevima (R-1, RD-1) istih frakcija.

7.1.4. Identifikacija mitohondrijske ATP-aze ili
oligomicin osetljive ATP-aze

Identifikacija oligomicin osetljive ATP-aze izvriena
Je odredjivanjem razlike izmedju ukupne ATP-azne aktivnosti i
preostale aktivnosti enzima, nakon delovanja oligomicina na
mitohondrijsku frakciju (slike 43 i 44). Za odredjivanje oli-
gomicin osetljive ATP-aze petit mutanta (RD-1) upotrebljena je
ATP-aza iz divljeg soja (R-1), kao referentna vrednost.

Oligomicin inhibira ATP-azu iz mitohondrija celija div-
ljeg soja (R-1) nekompetitivnim mehanizmom (slika 43), gde je
maksimalna brzina smanjena, dok vrednost za Km prema ATP-u
nije izmenjena. Isti rezultati dobiveni su i za ATP-azu iz
mitohondrija petit mutanta (RD-1) (slika 44). Maksimalna
brzina kod divljeg soja smanjena je za 76,48% a za 54,00% kod
celija petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca. Razlika koja
nastaje izmedju ukupne aktivnosti i preostale aktivnosti na-
kon delovanja oligomicina (10 ug) ukazuje da skoro polovina
ukupne ATP-azne aktivnosti mitohondrijske frakcije potice od
oligomicin osetljive ATP-aze. Kod divljeg soja (R-1) ta raz-
Tika iznosi dve trecine oligomicin osetljive ATP-aze a samo



= 1057 -

o
E
5
E
.<I
<
>
|
-2 -1
1/C ATP (mmol/1)”
Slika 43 - Reakeiona kinetika oligomicina sa ATP-azom tz

mitohondrija delija divljeg soja (R-1) pekar-
skog kvasca

Reakcija je zapoceta dodavanjem enzima mitohon-
drijskog porekla u test smesu sa (o) i bez 10 ug

oligomicina (&)
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Slika 44 - Reakciona kinetika oligomicina i ATP-aze 13 mi-
tohondrija delija petit mutanata (RD-1) pekar-

skog kvasca

Reakcija je zapoCeta dodavanjem enzima mitohondrij-
skog porekla u test smesu sa (o) ili bez 10 ug
oligomicina ( )
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Jedna trecina ukupne ATP-azne aktivnosti nije osetljiva prema
oligomicinu. Razlika izmedju osetljivosti ATP-azne aktivnosti
frakcije prema oligomicinu u koli¢ini od 10 ug u petit mu-
tantu (RD-1) i divlijem soju (R-1) pekarskog kvasca je oii-
gledna.

7.2. Sastav proteina mitohondrijske frakcije celija
pekarskog kvasca

Mitohondrijska frakcija dobivena po metodi Cobona i
saradnika (133), koja je proverena elektronskim mikroskopom
i analizom De Duvea (145), dalje je analizirana jednodimenzi-
onalnom gel elektroforezom, kao $to je opisano u poglavlju -
Materijal i metode.

Razdvajanje polipeptidnih Tanaca mitohondrijskih pro-
teina prema molskim masama, izvedeno je SDS poliakrilamidnom
gel elektroforezom (134). Za odredjivanje relativne molske
mase polipeptidnih lanaca mitohondrijskih proteina upotreb-
ljene su standardne supstance sa poznatim molskim masama
(slika 45). Zbog teSke ¢itljivosti elektroforetograma izvr-
Sena je planimetrijska analiza dobivenog denzitograma (ta-
bela XXI). Iz tabele XXI vidi se da je udeo polipeptidnih
lanaca u populaciji mitohondrijskih proteina petit mutanta
(RD-1) razliéit u odnosu na iste u divlijem soju (R-1) pekar-
skog kvasca. Udeo polipeptidnih lanaca (izraZen u procentima)
sa relativnom molskom masom do 20.000 nizi je u odnosu na
divliji soj (R-1) pekarskog kvasca, dok je procentualni udeo
polipeptidnih lanaca sa relativnom molskom masom od 20.000
do 45,000 i preko 45.000 vec¢i u mitohondrijskim proteinima
petit mutanta (RD-1) u odnosu na divlji soj (R-1) pekarskog
kvasca. Pored odredjivanja udela polipeptidnih lanaca u
populaciji mitohondrijskih proteina petit mutanta (RD-1),
odredjen je aminokiselinski sastav proteina mitohondrija
(tabela XXII).
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Tabela XXI - Udeo pojedinih polipeptidnih lanaca u popula-
etji mitohondrijskih proteina petit mutanta

(RD-1) pekarskog kvasca

Mitohondrijska Udeo polipeptidnih lanaca sa relativnim molskim

masama
do 20.000 20.000-45.000 preko 45.000
Divlji soj 61,90 28,96 9,80
Petit mutant
(RD-1) 40,09 42,93 17,45

Tabela XXII - SadrZaj aminokiselina koje ulaze u sastav
mitohondrijske frakecije, tzdvojene iz deli-

ja petit mutanta i divljeg soja pekarskog

kvaseca

%Aminokise]ine Aminokiselinski sastav izrazen u (%)
i Divlji soj Petit mutant
| (R-1) (RD-1)

l Asp 11,41 16,23

; Thr Sl 1 1

g Ser 6,03 7,16

| Glu 6,47 11,96

E Prod 6,83 2,36

' Gly?@ 6,75 5,02

I Alad 6,21 6,40

{ vald 9,62 10,21

| Iled 4,32 2,66

| Leu? 10,43 5,71

: Tyr 1,80 B

j Thed 9,26 7,89

i Lys 10,07 10351

3 His 1,62 1,90

' Arg BeLD 6,02
‘Polarnost 46,58 59,34

a = nepolarni ostaci aminokiselina
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Na osnovu dobivene aminokiselinske analize odredjen
je procenat polarnosti aminokiselina koje ulaze u sastav
mitohondrijskih proteina petit mutanta (RD-1) pekarskog
kvasca. U sastav mitohondrijskih proteina ulazi oko 60%
polarnih aminokiselina, dok u sastav proteina mitohondrija
divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca ulazi za 10% manje po-
larnih aminokiselina. Znacajna razlika je nadjena u slede-
¢im aminokiselinama: asparaginska, glutaminska (povecan
sadrzaj u petit mutantima u odnosu na divlji soj) a proli-
na, izoleucina i fenilalanina (smanjen sadrzaj u odnosu na
divlji soj).

7.3. Sadrzaj fosfolipida u mitohondrijama pekarskog kvasca

Mitohondrijama koje su izolovane i okarakterisane u
iznetim rezultatima analiziran je i sadrzaj fosfolipida.

Fosfolipidi su ekstrahovani iz mitohondrija po meto-
di Bligha i Dyera (144). Dobiveni lipidni ekstrakt razdvo-
Jen je jednodimezionalnom i dvodimenzionalnom hromatografi-
jom na tankom sloju.

Jednodimenzionalnom hromatografijom na tankom sloju
razdvojeno je Sest mrlja koje sadrze razlicite klase lipida
i fosfolipida (slika 46). Na osnovu standardnih supstanci
identifikovana je klasa fosfatidil-holina (PC), fosfatidil-
-etanolamina (PE) i cardiolipin (CL). Poredjenjem dobivenih
hromatograma fosfolipida mitohondrija petit mutanta (RD-1)
sa mitohondrijama ¢elija divljeg soja (R-1) pekarskog kvas-
ca, vidi se da nema kvalitativnih promena u fosfolipidnom
sastavu mitohondrija petit mutanta (RD-1) ¢elija pekarskog
kvasca. Mitohondrijska frakcija ima povecan sadrzaj cardio-
lipina (CL), oko 88,5 ug u 100 ul ekstrakta, dok mitohondri-
je divljeg soja sadrze oko 23,5 _ug u 100 ul ekstrakta.

Dvodimenzionalnom hromatografijom razdvojeno je deset
mrlja koje pripadaju klasi fosfolipida, od kojih su identifi-
kovane samo tri mrlje koje pripadaju cardiolipinu (CL),
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Slika 46 - Tankoslojna hromatografija fosfolipida mitohondri-
ja petit mutanta (RD-1) i delija divljeg soja
(R-1) pekarskog kvasca: A) Detekcija fosfolipida
parama joda, B) Detekeija amino-grupe u fosfoli-

pidima ninhidrinom




A1 T2 =

2
1
L
£
©
II-dim
——————
Slika 47 - Dvodimenzionalna hromatografija na tankom sloju

fosfolipida mitohondrija celija divljeg sogja

(R-1) pekarskog kvasca.

Dvodimenzionalna hromatografija na tankom sloju izvedena
je na plocama Silica gel G 60 (0,25 mm) upotrebom sistema
razvijaca za prvu dimenziju: hloroform, zatim u istom
pravcu hloroform/metanol/7 mol 1_1 amonijumhidroksid
(65:30:4) i druga dimenzija: hloroform/metanol/sircetna
kiselina/voda (170:25:25:4). Mrlje su izazvane parama joda.
Mrlje 1, 2 i 4 pripadaju CL, PC i PE-u.
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Slika 48 - Dvodimenzionalna hromatografija na tankom sloju
fosfolipida mitohondrija delija petit mutanta

(RD-1) pekarskog kvasca

100 ul ekstrakta, naneto je na plocu Silica gel G 60
(0,25 mm); prva dimenzija je razvijena u hloroformu,

a zatim u istom pravcu u sistemu razvijaca hloroform/
/metanol/7 mol 17! amonijumhidroksida (65:30:4).

Druga dimenzija u sledecem sistemu razvijaca hloroform/
/metanol/sircetna kiselina/voda (170:25:25:4). Mrlje
su izazvane parama joda. Mrlje 1, 2 i 4 oripadaju CL,

PC i PE-u.
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fosfatidil-holinu (PC) i fosfatidil-etanolaminu (PE) (sli-
ke 47 i 48).

Poredjenjem dobivenih hromatograma dvodimenzionalne
hromatografije fosfolipida mitohondrija petit mutanta (RD-1)
i fosfolipida mitohondrija celija divlijeg soja (R-1) pekar-
skog kvasca, dolazi se do zakljucka da kvalitativnih promena
u fosfolipidnom sastavu mitohondrija petit mutanta (RD-1)
nema. Kvantitativne promene nadjene su i u sadrZaju fosfa-
tidil-holina i fosfatidil-etanolamina u membranama mitohon-
drijama petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca (tabela XXIII).

Tabela XXIIT — Maseni udeo fosfolipida prema proteinu

mitohondrija

Lipidi (mg)/protein (mg) Divlji soj Petit mutant
(R-1) (RD-1)

PC(mg)/protein (mg) 0,037 0,023

PE(mg)/protein (mg) 0,040 0,020

Mitohondrije petit mutanta (RD-1) pokazuju nizi maseni
udeo PC na mg proteina u odnosu na mitohondrije iz divljeg
soja; takodje je manji maseni udeo PE, skoro dva puta u odno-
su na mitohondrije divljeg soja.

Sastav masnih kiselina koje ulaze u sastav mitohondrij-
skih 1ipida ispitan je analizom gasne hromatografije (slika
40), Dobiveni rezultati pokazuju da 1ipidi mitohondrija celija
petit mutanta (RD-1) sadrZe 43% masne kiseline C16:1’ dok
mitohondrije divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca svega 23%7%.
Obrnuto je sa udelom C18:1’ gde lipidi mitohondrija petit
celija (RD-1) sadrze oko 17%, a mitohondrije celija divljeg
soja (R-1) pekarskog kvasca oko 50%. Ovako razlicita zastup-
1jenost masnih kiselina moZze imati znacaj za fluidnost mito-

hondrijske membrane petit mutanata.
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Slika 49 - Histogram masnih kiselina koje ulaze u sastav

lipida mitohondrija cdelija petit mutanta (RD-1)
i divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca. Razdva-
janje masnih kiselina izvedeno je gasnom hroma-

tografijom
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V-1 5 KSR

1. Endogena respiracija i afinitet usvajanja
glukoze ¢elija petit mutanta

Poznata je Cinjenica da mnogi mikroorganizmi stvara-
Ju unutraSnje rezerve pod odredjenim uslovima gajenja da bi
se odrzali u Zivotu, nakon 3to iscrpe spoljne izvore hrane.
Kao rezervni materijal mogu biti: lipidi, aminokiseline i
ugljeni hidrati. Radovi Chestera (163, 164) ukazali su da
glavnu rezervnu hranu ¢elija kvasca u endogenoj respiraci-
Ji Cine ugljeni hidrati. Medjutim ¢elije kvasca nakupljaju
rezervne ugljene hidrate samo u uslovima koji su optimalni,
a ti uslovi mogu a ne moraju biti podudarni sa uslovima op-
timalnog rasta (165). Celije kvasca,kada se nalaze u podlo-
zi sa izdaSnim izvorom ugljenika i energije, i bez azotnih
jedinjenja,brzo sintetiSu glikogen i trehalozu (166, 167).
Rothman i Cabib (168) nasli su da pogodni uslovi za rast
i razmnoZavanje celija pekarskog kvasca (dodatak jedinjenja
azota) uslovljavaju istovremenu inhibiciju sinteze ugljenih
hidrata. Iz tog razloga su Panek i saradnici (169, 170)
zakljucili da nepovoljni uslovi za rast uslovljavaju sinte-
zu rezervnih ugljenih hidrata. Na osnovu tih rezultata moze
se zakljuciti da rezervni ugljeni hidrati zavise od fizio-
loSkog stanja celija kvasca i uslova pod kojima se celije
razmnozavaju.

Pracen je endogeni metabolizam celija pekarskog kvas-
ca (R-1, R-M, R-A) i petit mutanata (RD-1, RD-M, RD-A) preko
njihove sposobnosti usvajanja kiseonika. Nasi rezultati
ukazuju da se endogeni metabolizam celije divlijeg soja i pe-
tit mutanata znacajno razlikuje (tabela I). Dobiveni rezul-
tati prikazani u tabeli I pokazuju da celije petit mutanata
(RD-1, RD-A, RD-M) imaju smanjenu sposobnost usvajanja
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kiseonika, Sto moZe biti posledica smanjene koliéine rezerv-
nih ugljenih hidrata ili posledica oStecenja respiratornog
lTanca u celijama koje su po metodi Ogura (9) bile okarakte-
risane kao petit mutanti. S obzirom da su celije petit mu-
tanata (RD-1, RD-A, RD-M) i ¢elije divljeg.soja (R-1, R-A,
R-M) pekarskog kvasca gajene pod istim uslovima, razlika
koja se javlja u sposobnosti usvajanja kiseonika posledica
je mutagenog delovanja benomila na celije pekarskog kvas-
ca i oStecenja respiratornog lanca dobivenih mutanata.

Dalja istrazivanja bila su usmerena na pracenje spo-
sobnosti mutiranih c¢elija (RD-1, RD-A, RD-M) za usvajanjem
kiseonika pod uslovima indukcije endogene respiracije glu-
kozom (tabela II, slike 8 i 9). Endogena brzina respiracije
mutiranih c¢elija (RD-1, RD-A, RD-M) i divljih sojeva (R-1,
R-A, R-M) pekarskog kvasca povecava se dejstvom glukoze. Br-
zina endogene respiracije celija kvasca se nelinearno pove-
¢ava sa povecanjem koncentracije glukoze i pokazuje Micha-
elis-Mentenovu kinetiku (slike 8 i 9). Primenom graficke
Lineweaver-Burkove metode odredjeni su kineticki parametri:
prividna Km i Vg,y.

Usvajanje glukoze celija pekarskog kvasca Michaelis-
-Mentenovom kinetikom dobili su i drugi autori kao Sto su
Kotyk i Kleinzeller (171), Heredia i saradnici (172), Bus-
turia i Lagunas (173) itd. Isti autori su pokazali da je afinitet
éelija pekarskog kvasca prema glukozi (Km 0,1 mmol/1) veci
od afiniteta prema fruktozi (Km 0,5 mmol/1).

Afinitet prema glukozi od strane celija petit muta-
nata pekarskog kvasca odredjen je mikrobioloSkom metodom
(174). Na osnovu rezultata mikrobioloSkih metoda doslo se do
zakljucka da petit celije imaju smanjenu sposobnost usvajanja
Secera 3to je verovatno i uzrok stvaranja malih kolonija
(petit colonie) (43). Ovu pojavu su prvo zapazili francuski
istrazivaci (43), pa se otuda i zadrzao naziv "petit" mutanti.

Zakljucak da celije petit mutanta imaju smanjenu
sposobnost usvajanja Secera (43, 55) ima dobro slaganje
sa nadim rezultatima (zapazanjem). Vrednost Km petit celija
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(RD-1, RD-A, RD-M) prema glukozi iznosi od 0,4 do 0,66
mmol/1, Sto je u poredjenju sa prividnom Km divljih sojeva
(R-1, R-A, R-M) cetiri puta vece. Ovo ukazuje da je isto
toliko puta smanjen afinitet petit celija prema glukozi
{tabela "Il 4 'Vslilke ‘8779, 10obiveNi “rezyltati za Viax
(tabela II) pokazuju da petit mutanti,u poredjenju sa div-
1jim sojevima,imaju Cetiri do jedanaest puta smanjenu efi-
kasnost razgradnje glukoze.

Radi utvrdjivanja nacina razgradnje glukoze u celi-
jama petit mutanata, ispitana je brzina potroinje kiseonika
i glukoze u uslovima prividnog zasicenja ¢elija glukozom.
U simultanoj reakciji potrosSnje kiseonika i glukoze (slike
10 A i B) merena je brzina potroi3nje kiseonika i glukoze.
Dobiveni rezultati pokazuju da je brzina potroSnje glukoze
u Celijama petit mutanata (RD-1) oko dva puta niza (2,35
mmol glukoze/1 min) od brzine potrosnje u celijama divljeg
soja (R-1) (5 mmol glukoze/1 min). Dalja analiza (na mol-
skoj osnovi) kiseonika i glukoze ukazuje da celije petit
mutanata imaju anaerobni metabolizam glukoze (209).

Transport glukoze u ¢elijama kvasca odvija se preko
Jednog transportnog sistema koji €ine dve razlicite kontrol-
ne komponente: komponenta sa visokim afinitetom (Km 1,5
mmol/1 glukoze) i komponenta sa niskim afinitetom (Km 35
mmol/1 glukoze) (173). Komponenta transporta glukoze sa
visokim afinitetom, kojoj prema vrednosti Km odgovaraju i
nasSi rezultati, odgovorna je kao subjekt katabolicke repre-
sije prema Bissonu i Frankelu (175) i moZe uticati na pri-
sustvo heksokinazne aktivnosti. Busturia i Lagunas (173)
u svom radu zakljuCuju: ako je u medijumu niska koncentra-
cija glukoze (1 mmol/1), glukoza se transportuje sa oko 70%,
komponentom transportnog sistema sa visokim afinitetom;
ako je koncentracija glukoze u medijumu visoka (50 mmol/1),
tada se glukoza transportuje sa oko 85%,drugom komponentom
koja ima niski afipitet. Nas$i eksperimentalni uslovi su
bili u skladu sa pracenjem komponente transportnog sistema
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visokog afiniteta. Kako smo ve¢ ranije istakli Km petit
mutanta je u poredjenju sa divijim sojem uvecana, odnosno
afinitet smanjen Cetiri puta, $to moZe biti posledica mu-
tagenog dejstva pesticida benomila na transnortne komponen-
te glukoze i1i posledica katabolicke represije koja utice
na prisustvo heksokinazne aktivnosti. Da bi se odgovorilo
na postavljeno pitanje, ispitana je aktivnost i kineticki
parametri enzima heksokinaze celija petit mutanta (tabe-
Tlallle Ta51ike 14, ial2}.

Kako je poznato, heksokinaza (ATP: D-heksoza 6-fosfo-
transfienaza kC.2.7.Lal) mrvitd e, pnzimn glikolitickog ciklu-
sa i kao takav ima kriticénu vaZnost u produkciji energije
i metabolizma u celiji. Aktivnost ovog enzima u tesnoj je
vezi sa koncentracijom glukoze u medijumu i stepenom aeraci-
Je tokom rasta celije pekarskog kvasca (A ZT)%

Nasi rezultati pokazuju da je aktivnost heksokinaze
u tri ispitana mutanta (RD-1, RD-A, RD-M) povecana oko tri
puta u poredjenju sa divljim sojevima (R-1, R-A, R-M) pekar-
skog kvasca (tabela III). Povecanu aktivnost ovog enzima
u celijama pekarskog kvasca gajenim u anaerobnim uslovima
zapazilisuidrugi autori kao 3to su Saura i saradnici (135),
Qura (177) itd. Na osnovu rezultata pomenutih autora i nasih
podataka o mogucem anaerobnom metabolizmu u celijama petit
mutanta (iako su gajeni pod konstantnim dotokom vazduha),
povecana aktivnost heksokinaze u celijama petit mutanta je
samo posledica anaerobnog metabolizma. Ovo zapaZanje potvr-
djeno je i na osnovu kinetickih parametara i izoenzimske
slike enzima heksokinaze petit mutanta (RD-1) (slike 11 i 12).

Kineticki parametri (Km i Voan 28 glukozu) enzima
heksokinaze petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca imaju iste
vrednosti koje su dobivene za enzim iz divljeg soja (R-1)
pekarskog kvasca (Km 0,107 mmol/1, glukoze: Vmax 1,47 mmol
1'1min_1mg'1 proteina). Dobiveni rezultati imaju dobro sla-
ganje za vrednost Km i V sa literaturnim podacima drugih

ma x
autora (179). Heksokinaza c¢elija petit mutanta pokazuje istu
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izoenzimsku sliku gel elektroforezom (slika 12), kao 3to je do-
biveno i za divlji soj a Sto se slaZze i sa rezultatima Sieben-
lista i Takete (178).

Na osnovu dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da be-
nomil nema mutageno dejstvo na transportne komponente a izme-
njena slika afiniteta prema glukozi kao i povecana aktivnost
enzima heksokinaze u celijama petit mutanata, verovatno je po-
sledica katabolicke represije.

Drugi enzim koji ima kljucnu ulogu u razgradnji gluko-
ze, odnosno glukoze-6-fosfata u celijama pekarskog kvasca, je
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza. celije pekarskog kvasca glu-
kozu razgradjuju uglavnom glikolitiCkim putem (oko 80%), dok
se manji deo glukoze (oko 20%) razgradjuje pentozno-fosfatnim
putem (180). Kljuéni enzim pentozno-fosfatnog puta je gluko-
za-6-fosfat dehidrogenaza.

AngaZzovanost pentozno-fosfatnog puta i aktivnost glu-
koze-6-fosfat dehidrogenaze, tesno su povezane (181). Poveca-
na aktivnost ovog enzima u petit mutantima (RD-1, RD-A, RD-M)
(tabela IV) moZe biti posledica veceg uieica pentozno-fosfat-
nog ciklusa u razgradnji glukoze u petit celijama pekarskog
kvasca.

Analizom kinetickih parametara (Km i Vmax)
-fosfat dehidrogenaze petit celija pekarskog kvasca, dobive-
ni su rezultati koji imaju veliku slicnost sa rezultatima glu-
koze-6-fosfat dehidrogenaze iz celija divljeg soja pekarskog
kvasca (slika 13),

Poznata je Cinjenica da analiza izoenzima glukoze-6-
-fosfat dehidrogenaze omogucuje otkrivanje genske varijabil-
nosti u celijama sisara, kako su pokazali Harris i Hopkins
(183), i u ¢elijama biljaka, prema Goodmanu i Stuberu (182).
IzvrSena je analiza izoenzima glukoze-6-fosfat dehidrogenaze
celija petit mutanta (RD-1) i divlijeg soja (R-1) pekarskog
kvasca (slika 14). NasSi rezultati elektroforetske analize
izoenzima glukoze-6-fosfat dehidrogenaze celija petit muta-
nta (RD-1) pekarskog kvasca pokazuju izmenjenu izoenzimsku
sliku, u odnosu na enzim iz ¢elija divljeg soja. Izmenjena
izoenzimska slika glukoze-6-fosfat dehidrogenaze petit mutan-

glukoze-6-
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ta moze biti pokazatelj genskih varijabilnosti koje su nasta-
le pod uticajem mutagenog delovanja benomila.

2. Sastav citohroma u celijama petit mutanta pekarskog kvasca

Petit mutanti imaju gubitak jednog ili vise gena koji
su odgovorni za biogenezu i funkciju mitohondrija, usled cega
imaju oStecenu sposobnost respiracije (200). Poznata je Cinje-
nica da citoplazmaticni petit mutanti imaju oStecenje ili cak
potpuni gubitak mitohondrijske DNA (51,61,62,53). Ovo ima za
posledicu oStecenje il1i gubitak biosinteske sposobnosti nekih
ili svih komponenti koje se sintetiSu ili zavise od ovog bio-
sintetskog sistema (63,64). U ove komponente ukljucuju se i
citohromi aags b ic (74,75,76) kao i oligomicin osetljiva
ATP-aza (74).

Nuklearni petit mutanti, sa druge strane, ukljucuju
razlicite fenotipove. Mnogi od ovih mutanata su specificno
deficijentni u samo jednom citohromu kao $to su citohrom aa,
ili b (52,66,67). Drugi tip nuklearnih mutanata, sa viSestru-
kim mitohondrijskim o3tecenjem (67,210,213), pripada klasi
"dvostrukih" mutanata i fenotip ovih mutanata slican je cito-
plazmatiénim mutantima.

Rezultati nasih ispitivanja sadrZaja citohroma u celi-
jama petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca pokazuju da ispi-
tani mutant (RD-1) ne sadrZzi citohrom aa; i ima smanjen sadr-
Zaj citohroma b (slike 15 i 16).

Nasi prethodni rezultati pokazali su da celije petit
mutanta imaju anaerobni metabolizam, koji moZe usloviti i
smanjene potrebe za citohromima, Sto je inace poznato za
celije pekarskog kvasca u anaerobnim uslovima (177). Da bi
se utvrdila indukcija biosinteze citohroma kiseonikom, od-
redjen je sadrZaj citohroma u celijama petit mutanta u se-
miaerobnim i aerobnim uslovima (slike 15 i 16,tabele V i VI).
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Indukcija biosinteze citohroma aa,, b i ¢ kiseonikom u ce-
lijama divljeg soja (R-1) dobivena je u naSim eksperimen-
talnim uslovima, dok su ¢elije petit mutanta (RD-1) poveca-
1€ biosintezu samo citohroma b i c. Prema rezultatima

Oure (187) kolicina citohroma aa,u celijama divijeg soja

mnogo vise zavisi od stepena aergcije ¢elija nego drugi ci-
tohromi. Na osnovu ovog zakljucka i naSih rezultata mozZe se
zakljuciti da je nedostatak citohroma aaj u petit celijama
(RD-1) pekarskog kvasca,iskljucivo posledica mutagenog dej-
stva benomila, a ne posledica anaerobnog metabolizma.

Analizom izolovanih "ETP"-Cestica iz celija divljeg
soja (R-1) i petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca, pokaza-
no je da i "ETP"-Eestice ne sadrZe citohrom aa 3 {(Bhaka A7) ;
Diferencijalni spektar izmedju redukovanog i oksidovanog
oblika "ETP"-Cestica pokazuje nedostatak apsorpcione trake
na 605nm Sto inaCe odgovara traci citohroma aa 3

Izolovane "ETP"-Cestice iz celija petit mutanta (RD-1)
pekarskog kvasca uporedjene su sa "ETP"-Cesticama iz divljeg
soja (R-1), preko aktivnosti enzima oksidoreduktaza (NADH-ok-
sidaze i NADH-citohrom-c-reduktaze). Dobiveni enzimski pro-
fil "ETP"-Cestica (tabela VIII) petit mutanta (RD-1) u pore-
djenju sa enzimskim profilom "ETP"-Cestica divljeg soja (R-1)
pekarskog kvasca,pokazuje znacajnu razliku. Znacajno smanje-
na aktivnost NADH-oksidaze (oko cetiri puta) i NADH-cito-
hrom-c-reduktaze (oko sedam puta), ukazuje da su pored ne-
dostatka citohroma aag, izmenjene i neke druge enzimske kom-
ponente koje su tesno vezane sa elektron-transportnim lan-

cem.

3. Elektroforetska analiza ukupnih proteina i genska

varijabilnost

Elektroforetska analiza proteina ¢elijskog homoge-
nata petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca za otkrivanje
genske varijabilnosti, izvedena je SDS-gel elektroforezom
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po metodi 0"Farrella (134). Dobiveni elektroforetogrami su
skenirani i iz denzitograma-elektroforetoqrama planimetrij-
ski odredjen je udeo polipeptidnih lanaca prema relativnim
molskim masama sledecih opsega: do 20.000, 20.000-45.000 i
preko 45,000 (tabela IX i slika 20).

Na osnovu dobivenih rezultata elektroforetske analize
distribucije ukupnih proteina celijskog homogenta petit mu-
tanta (RD-1) pekarskog kvasca u poredjenju sa proteinima div-
1jeg soja (R-1), moZe se zakljuciti da je nastala znacajna
razlika u distribuciji proteina petit celija (RD-1) pekarskog
kvasca. Slicne rezultate dobili su i drugi autori (201).
Medjutim dobiveni rezultati ne ukazuju dovoljno na primarnu
molekulsku Teziju, nastalu pod uticajem ispitivanog mutagena.

Dobiveni rezultati su, upotpunjeni analizom aminokise-
linskog sastava ukupnih proteina celija petit mutanata (RD-1)
u poredjenju sa divljim sojem (R-1) pekarskog kvasca (tabe-
la X). Aminokiselinska analiza pokazuje da proteini petit
mutanata sadrZe manji procentni udeo nepolarnih aminokiseli-
na (41,83% kod petit mutanata i 55,40% za divlji soj), Sto
moZe imati uticaja na veci udeo rastvorljivih proteina u

ukupnoj populaciji proteina.

4. Sédriaj lipida kao pokazatelj promena u celijama mutanata

Prethodno izneti rezultati ukazuju na anaerobni meta-
bolizam, koji je posledica o3tecenja respiratornog mehaniz-
ma u ispitivanim RD-mutantima. Smanjena sposobnost usvajanja
kiseonika navodi na zakljucak da tim promenama moZe biti
uslovljena i promena lipidnog sastava u mutiranim celijama.
Sastav lipida u celijama pekarskog kvasca zavisi od uslova
rasta (188). Glavne promene koje su otkrili Dawson i Craig
(188),0dnose se na stepen nezasic¢enosti masnih kiselina ko-
je ulaze u sastav lipida i fosfolipida. Na stepen sadrZaja
nezasicenih masnih kiselina koje ulaze u sastav lipida,prema
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radu Huntera i Rosea (189), znacajan uticaj imaju temperatu-
ra i stepen aeracije (189, 190). Pomenuti autori pokazali su
da pekarski kvasac gajen u anaerobnim uslovima "batch" sin-
tetiSe lipide koji imaju mnogo veéi udeo masnih kiselina sa
kratkim lancima (C1O-C14), u poredjenju sa aerobnim celija-
ma.

S druge strane, brojni autori(202,203,204)upotrebljava-
Ju celijski sastav masnih kiselina u hemijskoj taksonomiji
za identifikaciju razliéitih kvasaca.

Nasi rezultati pokazuju da petit mutanti (RD-1) pe-
karskog kvasca imaju kvalitativni sastav neutralnih lipida
i fosfolipida nepromenjen u odnosu na sadrzaj lipida u celi-
Jama divljeg soja pekarskog kvasca (slike 21, 24, 25 i 26).

Kvalitativni sastav lipidnih frakcija odredjen je pri-
menom hromatografije na tankom sloju. Klase razdvojenih 1i-
pida identifikovane su prema standardnim supstancama i do-
bivenih Rf-vrednosti. Statistickom analizom dobivenih Rf-vred-
nosti razdvojenih lipida pokazano je da nema signifikantnih
razlika izmedju Rf-vrednosti klasa lipida petit mutanta (RD-1)
u odnosu na Rf-vrednosti klasa lipida divljeg soja {tabele
X1 s X ET ),

Sadrzaj neutralnih lipida u petit mutantima (RD-1)
prikazan je u tabeli XII. Dobiveni rezultati pokazuju da je
statisticki znacajna razlika nastala u sadrZaju diacilgli-
cerola (336,50 ug) triacilglicerola (133,00 ug) i slobodnih
masnih kiselina (463,33 ug) u ekstraktu lipida petit mutan-
ta (RD-1) pekarskog kvasca u poredjenju sa sadrzajem istih
komponenti u lipidnom ekstraktu dobivenim iz celija divljeg
soja (R-1) pekarskog kvasca.

Dalja analiza komponenti koje su pokazale statistic-
ki znacajne razlike (triacilgliceroli i masne kiseline) iz-
vrSena je gasnom hromatografijom (slike 22 i 23). Na osnovu
dobivenih rezultata razdvojenih triacilglicerola prema nji-
hovoj relativnoj molskoj masi gasnom hromatografijom i 1i-
pidni ekstrakt dobiven iz ¢elija petit mutanata (RD-1), po-
kazao je u odnosu na lipidni ekstrakt divlijeg soja (R-1)



- 125 -

pekarskog kvasca pribliZno isti sadrzaj triacilglicerola

(C30-C32), smanjen sadrzaj triacilglicerola (C34-C40) 3

povecan sadrzaj triacilglicerola (C42-C54).

Na osnovu histograma udela masnih kiselina, koje ula-
ze u sastav lipida petit mutanta (RD-1), utvrdjeno je da je
udeo masnih kiselina C10 i C12 priblizno jednak udelu masnih
: 16 C1g !
C18-1’ a znacajno povecan udeo masnih kiselina C16'1‘

udeo nezasicenih masnih kiselina u petit mutantima (RD-1) po-

kiselina divljeg soja (R-1), dok je nizi udeo C
Ukupni

vecan je u odnosu na divlji soj (R-1) i iznosi oko 70%, dok
Je udeo nezasicenih masnih kiselina u divljem soju (R-1) oko
50% (slika 23).

Povecan sadrzaj nezasic¢enih masnih kiselina u petit
celijama (RD-1), moze imati uticaj na sastav fosfolipida,
a moze biti i posledica genske varijabilnosti, Sto je u
saglasnosti sa rezultatima Soumalainena i Nurminena (191) i
Cotterela i saradnika (192).

Rezultati analize sastava fosfolipida petit mutana-
ta (RD-1) pekarskog kvasca prikazani su u tabelama XIII i
XIV i na slikama 24, 25 i 26. Dobiveni rezultati pokazuju
da petit mutanti (RD-1) sadrZe iste klase fosfolipida kao
i divlji soj (R-1) i da nema kvalitativnih promena (slike
24, 25 i 26, tabela XIII). Promene su samo nadjene u kvanti-
tativnom sadrzaju fosfatidil-holina i ispitivanim ekstrakti-
ma (tabela XIV). Ekstrakt iz celija petit mutanta (RD-1)
pokazuje statisticki opravdanu razliku niZeg sadrzaja fos-
fatidil-holina u petit mutantima u odnosu na divlji soj
(R-1) pekarskog kvasca.

Posto fosfolipidi uglavnom imaju ulogu u gradnji ce-
1ijskih membrana, izmenjen sadrzaj fosfatidil-holina u ce-
lijama petit mutanta svakako ima uticaj na fluidnost i sta-

bilnost ¢elijskih membrana.
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5. Sadrzaj nukleinskih kiselina i morfologija celija

i jedra pekarskog kvasca

Poznato je da celije pekarskog kvasca imaju tesko
vidljive hromozome koji se teSko mogu analizirati poznatim
citoloSkim analizama, Sto se upotrebljavaju kod nekih ¢eli-
Ja biljaka i sisara (194, 195).

Nasledne promene na nivou hromozoma obuhvataju prome-
ne strukture i broja hromozoma, a mogu se pratiti citoloski
il1i geneticki. U ovom delu rada ispitan je sadrzaj nuklein-
skih kiselina petit mutanta (RD-1) i povezan sa velicinom
i oblikom jedra i ¢elije petit mutanta (tabele XV, XVI i
slike 27 i 28).

Sadrzaj ukupnih nukleinskih kiselina (UNK) i RNA
smanjen je u ¢elijama petit mutanta (za oko 20%) u odnosu
na sadrzaj u divljem soju (R-1) i dobivena razlika je sta-
tisticki opravdana. Suprotno smanjenom sadrzaju RNA u petit
¢elijama RD-1) sadrZzaj DNA je za 28% povecan i statisticki
takodje znacajan (tabele XV i SVI).

Povecan sadrzaj DNA je u saglasnosti sa povecanim
jedrom u celijama petit mutanta (RD-1) (slike 27 i 28). Na
osnovu elektron-mikrografa ultratankih preseka celija petit
mutanta (RD-1) i divljeg soja kvasca (R-1), jasno se uocava
morfoloSka razlika kako u velic¢ini jedra tako i u velicini
cele celije petit mutanta. Povecano jedro, kao i povecan
sadrzaj DNA, moze biti posledica promene broja hromozoma
u ¢elijama petit mutanta. Slicéne rezultate sa ovim fungici-
dom ali na c¢elijama pivskog kvasca dobili su Bilinski i sa-
radn el

Dovodjenjem u vezu analitickog sadrzaja RNA u celi-
jama petit mutanta (RD-1) i sadrZaja ribozoma na bazi elek-
tron-mikrografa, dobiveno je dobro slaganje. Naime, petit
mutanti pokazuju kako niZzi sadrzaj RNA, tako i manji broj
ribozoma, koji se jasno vide elektronskim mikroskopom.

Na osnovu dobivenih rezultata povezanosti DNA i veli-
¢ine jedra, na3i rezultati navode na zakljucak da fungicid
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benomil izaziva respiratornu deficijenciju kvasca, koja mo-
Zze biti posledica ne samo genskog oStecenja ve¢ i na nivou
hromozoma, Sto je saglasno sa rezultatima i drugih autora
(34, 36, 71).

Hastie (34) nasSao je da benomil izaziva promene u
ploidiji Aspergillus nidulans, zatim su Kappas i saradnici
(36) na istom test-organizmu zapazili istu pojavu. Konacno
na ovaj zakljucak navode i rezultati Gunasekarna i Taure (71),
koji su pokazali da benomil izaziva mitoticki krosingover u

¢elijama Saccharomyces serevisiae s0ja (07).

6. Morfologija, struktura i hemijski sastav mitohondrija

pekarskog kvasca

Biogeneza mitohondrija lezi nod zajednickom kontrolom
dva genetska sistema: mit. DNA i jed. DNA. Usled oStecenja
na jednom od ta dva sistema dolazi do pojave petit mutanata.
Dosad u literaturi joS uvek ima oprecnih misSljenja o velicCi-
ni, obliku i funkciji mitohondrija u petit mutantima.

Elektron-mikrograf ultratankih preseka c¢elija divljeg
soja i ispitivanog petit mutanta (slike 27, 28, 29 i 30), po-
kazuje morfologiju i strukturu mitohondrija u celijama.

Elektron-mikrograf ultratankih preseka celih c¢elija
divlijeg soja pekarskog kvasca pokazuje tipic¢ni mitohondrij-
ski profil (slike 27 i 28). Elektron-mikrograf ultratankih
preseka celih ¢elija petit mutanata ne pokazuje tipicni mi-
tohondrijski profil (slike 28 i 30). Nasi rezultati ukazuju
da celije petit mutanata nemaju zrele mitohondrije (kao ce-
lije divljeg soja), ve¢ su u obliku promitohondrija, Sto je
u saglasnosti sa rezultatima i drugih autora (54, 56).

Analizom elektronskim mikroskopom Yotsuyanagi (54)
pokazao je da su mitohondrije petit mutanta morfoloski iz-
menjene u odnosu na mitohondrije divljeg soja pekarskog
kvasca. Takodje je u svom radu ukazao i na morfoloSku




- 128 -

promenu mitohondrija u zavisnosti od tipa (nuklearni, cito-
plazmatiéni, dvostruki) petit mutanata. Medjutim ovi rezul-
tati ne daju jasnu sliku kao rezultat Sagera (56), koji do-
kumentovano pokazuje da ¢elije petit mutanta sadrze organele
koje su nalik na mitohondrije i naziva ih “promitohondrijama
Promitohondrije su nadjene i kod celija divlijih sojeva kvas-
ca, koji su uzgajani u anaerobnim uslovima (63), ali koji na-
kon produvavanja vazduha stvaraju zrele mitohondrije.

Radi boljeg upoznavanja funkcija mitohondrija u celi-
jJama petit mutanata, izolovane su mitohondrije iz celija
petit mutanata. Izolovane mitohondrije iz divljeg soja pri-
kazane na elektron-mikrografu (slika 31) predstavljaju ti-

pican oblik kao Sto su to definisali Watson i saradnici (199).

Izolovane mitohondrije iz celija petit mutanta prikazane su
elektron-mikrografom na slici 32 i pokazuju oblik promito-
hondrija kao Sto smo to dokazali i u celim celijama (slike
2B 51 300

Dalja karakterizacija izolovanih mitohondrija iz ¢celi-
Ja divljeg soja (R-1) i petit mutanata (RD-1) izvedena je
preko mitohondrijskog marker enzima sukcinat dehidrogenaze
po analizi De Duvea (145) (tabela XVII)

Najveci relativni specific¢ni aktivitet sukcinat de-
hidrogenaze iz celija divlijeg soja nadjen je u mitohondrij-
skoj frakciji (slika 33). Na osnovu ovih rezultata, enzim-
skim putem potvrdjeno je da talog dobiven na 12000 g pred-
stavlija mitohondrijsku frakciju.

Mitohondrijska frakcija, kao i drugi celijski kon-
stituenti izolovani iz petit mutanata nisu pokazali sukci-
nat dehidrogenaznu aktivnost (tabela XVII, slike 36 i 37).
Na osnovu ovih rezultata moZe se zakljuciti da su celije
petit mutanata rastale delovanjem benomila deficijentne u
ovom enzimu. Na3i rezultati se podudaraju sa rezultatima
Nagaia i saradnika (55) koji ukazuju da je upravo nedostatak
ovog enzima posledica nesposobnosti petit mutanata da se
boje tetrazoliumhloridom na Cemu je i zasnovana Qgurova

metoda.
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Na osnovu dosad dobivenih i diskutovanih rezultata
jasno je da petit mutanti nastali delovanjem fungicida be-
nomila imaju smanjen sadrzaj enzima koji ¢ine ili su tesno
vezani sa respiratornim lancem. Oni imaju ¢ak nedostatak
nekih enzima kao 3to je citohrom oksidaza (333—citohrom)

i sukcinat dehidrogenaza. Ovi su rezultati ukazali na po-
trebu analize kompleksa V (oligomicin osetljive ATP-aze).

Kompleks V, ili oligomicin osetljiva ATP-aza, jeste
enzim koji ima ulogu da sintetise ATP iz ADP i Pi. Pored
te uloge ATP-aza moZe i hidrolizovati ATP.

Poznata je ¢injenica da celije kvasca i gljiva sa-
drze tri tipa ATP-azne aktivnosti: mitohondrijsku ATP-azu
plazma membrane i ATP-azu vakuola (193).

U cilju ispitivanja mitohondrijske ATP-aze obuhvace-
no je istrazivanje i drugih ATP-aza u celijama RD-mutanata
pekarskog kvasca.

Na osnovu distribucione analize ATP-azne aktivnosti
metodom De Duvea, utvrdjeno je da je distribucija ATP-azne
aktivnosti u ¢elijama RD-mutanata znacajno razlic¢ita u od-
nosu na distribuciju u divljem soju pekarskog kvasca (sli-
ke 38 i 39). Pored uocljive razlike u distribuciji ukupne
Rt ATP-azne aktivnosti, u celijama petit mutanata uocava se
da je aktivnost ovog enzima oko 30% niZa u odnosu na divlji
soj (tabela XIX i slika 40). S1icni rezultati za celije pe-
tit mutanata pekarskog kvasca dobiveni su i od strane drugih
autora (67, 68, 186).

Michaeilis i saradnici (68) ispitivanjem nuklearnih
petit mutanata pekarskog kvasca (izazvanih temperaturom),
nasli su da je aktivnost ukupne ATP-aze (3690 nmol miﬁiméi
33% niza od ispitivane aktivnostu u divljem soju pekarskog
kvasca (5520 nmol miﬁ1m§s. Rezultate sli¢ne rezultatima
Michaeilisa i saradnika (68) dobili su i Ebner i saradnici
(67). Ovi autori su izolovali oko 12 petit mutanata nuklear-
nog i mutante dvostrukog tipa i pokazali da je aktivnost
ukupne ATP-aze manja u odnosu na divlji soj od 15 do 75%.

Ispitivanjem ukupne ATP-azne aktivnosti citoplazma-
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tiénih petit mutanata od strane Kovaca i Weissove (186), na
celijama pekarskog kvasca NCYC74, takodje je utvrdjena sma-
njena aktivnost u odnosu na divlji soj pekarskog kvasca.
Prema relativnom specific¢nom aktivitetu ATP-aze
analizom po De Duveu dobiveno je da je najveca razlika u
distribuciji ATP-azne aktivnosti petit mutanata u poredjenju
sa divljim sojem nastala u mikrozomskoj i mitohondrijskoj
frakciji (slike 38, 39 i tabela XX). Kinetika enzima iz obe
izolovane frakcije iz celija petit mutanata i divljeg soja
ponaSaju se po Michaeilis-Mentenovoj kinetici. Primenom
Lineweaver-Burkovog dijagrama odredjeni su kineticki para-
max) (tabela XX,
slike 41, 42, 43). Dobiveni kineticki parametri za ATP-azu
(Km i Vmax)
mutanata kao i c¢elije divljeg soja prema rezultatima Lichko

metri ATP-aze prema supstratu ATP-u (Km i V
iz ispitivanih frakcija ukazuju da celije petit

i Okorokova (193) imaju dva tipa enzima - mitohondrisjki i
enzim vakuola. Mitohondrijska ATP-aza divljeg soja ne po-
kazuje razliku u vrednosti za Km (tabela XX), vec¢ ima zna-

0,1363V
R RD

cajno promenjenu maksimalnu brzinu (V
0,059 A/min mg).
ATP-aza vakuola petit mutanata u poredjenju sa ATP-azom

max

vakuola divlijeg soja pokazuje pored promene Vmax (Sto je za-
pazeno i kod mitohondrijske ATP-aze), i promenu vrednosti Km
(Kmp, 0,77: Km RD 1,17 mmol/1).

Identifikacija mitohondrijske ATP-aze ili oligomicin
osetljive ATP-aze izvedena je inhibicijom sa oligomicinom.
Inhibitorna slika oligomicin ATP-aze petit mutanata je ne-
promenjena u odnosu na enzim iz divljeg soja (slike 43 i 44).

Aktivnost oligomicin osetljive ATP-aze petit mutanata
u odnosu na divlji soj znacajno je niza (oko 50%:) Sto je u
slaglasnosti i sa rezultatima drugih autora kao Sto su
Schatza i Saltzgabera (63) i Kovada i HruSovske (60), Micha-

R

eilis i saradnici (68).

Michaeilis i saradnici (68) ispitivanjem oligomicin
osetljive ATP-aze u nuklearnim petit mutantima pekarskog -
kvasca nasli su da je aktivnost ovog enzima (2480 nmol minmg)
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42% niza u odnosu na aktivnost iz divljegq soja pekarskog
kvasca, koja iznosi 4290 nmol miﬁ1m§}

Ispitivanjem ATP-aze u citoplazmatiénim petit mutan-
tima pekarskog kvasca Schatz i Saltzgaber (63), nasli su
da ovi petit mutanti ne sadrze oligomicin osetljivu ATP-azu.
Sli¢no prethodnim rezultatima da petit mutanti imaju smanje-
nu aktivnost oligomicin osetljive ATP-aze ili Eak potpuno
odsustvo, Kovac i HruSovska(60) izolovali su mutante defi-
cijentnim u okidativnoj fosforilaciji, koji takodje imaju
smanjenu oligomicin osetljivu ATP-azu 63% u odnosu na div-
1ji soj pekarskog kvasca.

Na osnovu dobivenih rezultata moZe se zakljuciti da
jJe zbog smanjene aktivnosti oligomicin osetljive ATP-aze
u celijama petit mutanta smanjena oksidativna fosforilacija.

7. Sastav mitohondrijske membrane pekarskog kvasca

kod ispitivanih celija

Glavni deo mitohondrija (racunato na suvu masu), Cine
proteini i 1lipidi odnosno fosfolipidi. Proteine ¢ine uglavnom
enzimi, citohromi, nosac¢i ili transporteri jona i metabolita
i nedovoljno okarakterisani strukturni proteini (208, 161).
Jedan deo proteina je solubilan, dok je drugi deo proteina
tesno vezan za membranu i tesko je rastvorljiv, sa velikim
procentom hidrofobnih aminokiselina (114,115,116).

Sastavni deo mitohondrija c¢ine lipidi i to fosfoli-
pidi. 0d fosfolipida znaajno mesto zauzimaju fosfatidil-ho-
lin (123), fosfatidil-etanolamin (125) i kardiolipin (131).

Karakteristiéno je da u sastav fosfolipida mitohon-
drijske membrane ulazi velik procenat nezasicenih masnih
kiselina i nezasicenih masnih kiselina sa velikim brojem C
atoma (207). Karakter masnih kiselina varira od organa do
organa i zavisi od vrste mikroorganizama i naCina ishrane
(208). Fluidnost membrane, a time i mnoge funkcije mitohon-
drija zavise od tipa masnih kiselina koje ulaze u sastav
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njihovih fosfolipida.

Leaster (207) naSao je da kardiolipin ulazi u sastav
ukupnih fosfolipida mitohondrije kvasca sa oko 10% i da je
direktno proporcionalan sadrzaju citohroma.

Prema rezultatima Lestera trebalo bi ocekivati da
petit mutanti koji imaju smanjen sadrzaj citohroma imaju
i smanjen procenat kardiolipina. Medjutim, nasi rezultati
sa Celijama petit mutanata (RD-1) pekarskog kvasca, koji
su deficijentni u citohromu aas, pokazuju cak veci sadrzaj
kardiolipina u poredjenju sa celijama divlijeg soja (R-1).
Nasi rezultati su saglasni rezultatima drugih autora (128-130)
kojima se tvrdi da kardiolipin utice na aktivnost citohrom
oksidaze, ali tacan podatak o njegovoj funkciji i lokaciji
JoS nije poznat. Ima pokazatelja da je kardiolipin vezan za
podjedinicu I citohrom oksidaze (127), koja je inace kodi-
rana mitohondrijskom DNA (95,96,97), te je otuda povecan sa-
drzaj kardiolipina mozda posledica nastale mutacije na ni-
vou citohrom oksidaze.

S druge strane podaci prema Ernsteru i saradnicima
(127) ukazuju da je kardiolipin sastavni deo ATP-aznog sin-
tetskog kompleksa i da "dr3ka" ATP-aze sadrzi CL. Na3i re-
zultati pokazuju da je aktivnost ATP-aze kako ukupna tako i
specific¢na, smanjena u mitohondrijama petit celija (RD-1),
Sto navodi na zakljucak da povecanje kardiolipina ima nega-
tivan uticaj na enzime u Ciji sastav ulaze (slike 38,39,
43,44),

U Tipidni sastav mitohondrija pored kardiolipina ula-
ze fosfatidil-holin i fosfatidil-etanolamin, koji takodje
imaju znacajnu ulogu u biolo3koj aktivnosti mitohondrija i
njihove membrane. NaSi rezultati ukazuju da je u celijama
petit mutanta (RD-1) manji sadrzaj ovih fosfolipida (PC i
PE) u odnosu na divlji soj (R-1) pekarskog kvasca (tabela
XXIT i slike 46, 47 i 48). Dalja analiza sastava fosfolipida
mitohondrija petit celija (RD-1) izvedena je ispitivanjem
sastava masnih kiselina koje ulaze u gradju fasfalipida
(slika 49). Dobiveni rezultati pokazuju da lipidi mitohondrija
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Celija petit mutanta (RD-1) sadrZe 437 palmitooleinske kise-
lTine C16:1’ dok mitohondrije divljeg soja (R-1) svega 15%,

Obrnut udeo dobija se za oleinsku kiselinu C Sadrzaj

masnih kiselina u mitohondrijama petit mutanlg.}RD-1) znacaj-
no je izmenjen u poredjenju sa celijama divljeg soja (R-1),
Sto moZze uticati na bioloSku aktivnost mitohondrijske membra-
ne petit mutanta.

Iz prethodno iznetih rezultata vidi se da u petit mu-
tantima (RD-1) nedostaje citohrom oksidaza (slike 15, 16, 17),
sukcinat dehidrogenaza (tabela XVIII) i smanjena aktivnost
ATP-aze (slike 43 i 44), odnosno enzimi koji su sastavni deo
unutrasnje mitohondrijske membrane. Iz tog razloga ispitan
je sastav proteina koji ¢ine mitohondrijsku membranu petit
mutanta (RD-1) pekarskog kvasca. Membrana je solubilizovana
SDS-om kao Sto je to opisano u delu - Materijal i metode
a proteini su razdvojeni poliakrilamidnom gel elektrofore-
zom (slika 45). Na osnovu denzitograma elektroforetograma
moze se zakljuciti da populacija proteina koji ulaze u sa-
stav mitohondrijske membrane petit mutanta (RD-1) ima zna-
¢ajno izmenjenu zastupljenost sadrZzaja polipeptidnih lanaca
sa relativnom molekulskom masom do 20.000 (smanjen), dok je
povecana zastupljenost proteina sa Mr 20.000-45.000 i preko
45.000 (tabela XXI).

Ako se sad dovedu u vezu polipeptidni lanci citohrom
oksidaze ¢ije molekulske mase iznose 14.000 i 21.000 (pod-
jedinica I, II) kodirane od strane jedarne DNA, moZe se
eventualno zakljuéiti da je nedostatak tih polipeptidnih la-
naca uticao da je u ukupnoj populaciji mitohondrijskih pro-
teina sadrzaj polipeptidnih lanaca ispod 20.000 manji u pe-
tit mutantima (RD-1) pekarskog kvasca. S druge strane anali-
zom sadrzaja hidrofobnih aminokiselina, koje su uglavnom u
proteinima membrane, pokazuje da mitohondrijski proteini
petit mutanata imaju smanjen udeo hidrofobnih aminokiselina
(tabela XXII).

Sve ovo navodi na zakljucak da je proteinski sastav
mitohondrija petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca izmenjen,
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5to je posledica mutacije izazvane benomilom.

Izneti rezultati doprinose razjasnjavanju kontradik-
tornih rezultata o mutagenom delovanju fungicida benomil.
Oni su saglasni sa rezultatima Kappasa (27), Dassenoja i
Meyera (32), Hastiea (34), Evansa i Mitchella (39) i Guna-
sekarena i Taura (42, 71), koji upotrebom drugih mikrobnih
test-sistema tvrde da fungicid benomil ima mutageno dejstvo.

Kappas i saradnici (27) ispitivanjem indukcije povrat-
nih mutacija u test-sistemima Salmonelle tuphimurium (TA 1535)
1 Escheriche coli WP-2, nastalim supstitucijom baza, pokaza-
1i su da fungicid benomil ima mutageno dejstvo. Sliéni re-
zultati dobiveni su i od strane Dassena i Meyera (32) ispi-
tivanjem mutacije unapred na Fusarium oxysporum. Ispitiva-
njem u test-sistemu na nivou hromozoma, na plesni Aspergillus
ntdulans, Hastie (34) i Kappas i saradnici (36) dokazali su
da benomil izaziva hromozomsko neodeljivanje. Gunasekaren i
Tauro (71, 42) na celijama pekarskog kvasca dobili su mutan-
te tipa petit pod dejstvom fungicida benomila.

Nasi rezultati ukazuju da se kao pogodan test-sistem
za utvrdjivanje mutagenog dejstva hemijskih jedinjenja mogu
upotrebiti i celije petit mutanata pekarskog kvasca. Znacaj-
no je napomenuti da petit mutanti okarakterisani Ogurovom
metodom nisu dovoljni kao pokazatelj, ve¢ treba kao brzi
selektivni test upotrebiti spektar citohroma i aktivnost

enzima sukcinat dehidrogenaze.

_poud
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VI ZAKLJUCAK

Na osnovu eksperimentalnih rezultata i iznete disku-
sije doSli smo do sledec¢ih zakljucaka:

1. Fungicid benomil izaziva mutaciju u c¢elijama pekarskog
kvasca, tipa petit mutanata.

2. Petit mutanti (RD-1, RD-A, RD-M) pekarskog kvasca imaju
pet do Sest puta smanjenu endogenu respiraciju u odnosu
na ¢elije svojih divljih sojeva (R-1, R-A, R-M) pekarskog
kvasca. Takodje imaju tri do pet puta nizi afinitet prema
glukozi dok je maksimalna brzina smanjena cetiri do jeda-
naest outa.

3. Celije petit mutanta (RD-1, RD-A, RD-M) imaju povecanu
aktivnost enzima heksokinaze (dva do cetiri puta) i
glukoze-6-fosfat dehidrogenaze (dva do Sest puta) u od-
nosu na celije divljeg soja (R-1, R-A, R-M) pekarskog
kvasca. Povecana aktivnost heksokinaze ukazuje na kata-
boliénu represiju u petit mutantima, a povecana aktivnost
glukoze-6-fosfat dehidrogenaze ukazuje na vece ucesce
pentozno-fosfatnog puta u razgradnji glukoze u celijama

petit mutanta.

4. Celije petit mutanta (RD-1) imaju manji sadrzaj citohro-
ma b (3,69 10 °mo1/1), citohroma ¢ (4,71 10 °mo1/1) u odno-
su na celije divljeg soja (& = 5,44 10 °mol/1, & = 6,52
10-5m01/l). SadrZaj citohroma u petit mutantima zavisi
od stepena aeracije, kod citohroma ¢ i b. Petit mutanti
nemaju citohrom 334 i ne moze se indukovati povecanom
respiracijom.

5. Celije petit mutanta pokazuju anaerobni metabolizam, Sto
se odrazava i na smanjenje aktivnosti NADH-oksidaze i
NADH-citohrom-c-reduktaze u odnosu na ¢elije divljeg soja

pekarskog kvasca.
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Kvalitativni linidni sastav celija petit mutanta (RD-1) wu
odnosu na celije divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca nije
izmenjen. Razlike nastaju u kvantitativnom sadrzaju sn-tri-
acilglicerola, fosfatidil-holina kao i u razliéitom udelu
nezasicenih masnih kiselina koje ulaze u sastav ispitiva-
nih lipida. Petit mutanti pokazuju veéi sadrzaj sn-tria-
cilglicerola (463,33 ug raCunato na holesterol) u poredje-
nju sa celijama divljeg soja (R-1) pekarskog kvasca (144,33
ug). Procentni udeo triacilglicerola u &iji sastav ulaze
masne kiseline duZih lanaca viSe su zastupljeni u ¢elijama
petit mutanata u odnosu na celije divljeg soja pekarskog
kvasca. SadrZzaj nezasicenih masnih kiselina u ¢elijama pe-
tit mutanta iznosi 70%, a kod celija divljeg soja 50% ra-

¢unato na ukupne masne kiseline u ¢elijama.

Ukupni proteini kao i proteini mitohondrijske frakcije pe-
tit mutanta (RD-1) u odnosu na celije divljeg soja (R-1)
pekarskog kvasca pokazuju razli¢it udeo pojedinih populaci-
ja proteina u populaciji ukupnih i mitohondrijskih protei-
na, Sto je posledica mutagenog dejstva fungicida benomila.

Sadrzaj ukupnih nukleinskih kiselina i RNA oko 30% je nizi
u petit mutantima (RD-1) u odnosu na divlji soj (R-1) pe-
karskog kvasca, dok je sadrzaj DNA povecan. Celije petit
mutanta (RD-1) u odnosu na celije divljeg soja (R-1) imaju
morfoloSki izmenjen oblik; flaSastog su izgleda, sa uveca-

nim jedrom i smanjenim brojem ribozoma.

Mitohondrije petit mutanta (RD-1) pekarskog kvasca imaju
izmenjen oblik, strukturu i funkciju. Mitohondrije petit
mutanta imaju izgled promitohondrija. Lipidni i proteinski
sastav mitohondrija petit mutanta (RD-1) u odnosu na divlji

soj (R-1) pekarskog kvasca znacajno je izmenjen.

Mitohondrije petit mutanta (RD-1) oekarskog kvasca imaju ;
smanjenu aktivnost enzima ATP-aze, kako ukupne (0,084-A min )
tako i specifiéne oko 50% (0,048:A min 'mg”') u odnosu na

< AR
divlji soj (0,732:A min ' i 0,306-A min 'mg”').
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11. Mitohondrije petit mutanta imaju ATP-azu smanjene oset-
l1jivosti prema oligomicinu. ATP-azu iz divljeg soja oli-
gomicin inhibira sa 70%, dok petit mutanti sa 50%.

12. Mitohondrije petit mutanta (RD-1) ne pokazuju sukcinat-de-
hidrogenaznu aktivnost.
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VI C O N € E U 510N

According to the experimentally obtained results as
well as the presented discussion we have deduced the following

conclusions:

1. Fungicide benomyl caused the mutation of baker s yeast
cells of petit mutant type.

2. Petit mutants (RD-1, RD-A, RD-M) of baker s yeast, oroved
to have decreased endogenic respiration even five to six
times in relation to the cells of wild strain baker’s
yeast cells (R-1, R-A, R-M). Affinity to glucose is also
smaller for three to five times, while the maximum velocity

is reduced from four to eleven times.

3. Petit mutant cells (RD-1, RD-A, RD-M) have indicated an
increased content of hexokinase enzyme (from two to four
times) and glucose-6-nhosphate dehydrogenase (from two to
six times) in relation to baker’s yeast wild strain cells
(R-1, R-A, R-M). An increased content of hexokinase in-
dicates the presence of catabolitic repression in petit
mutants, while the increased content of glucose-6-phos-
phate dehydrogenase an increased participation of pentozono-
phosphatic pathway of glucose degradation in netit mutant

cells.

4. Petit mutant RD-1 cells have smaller content of cytochormes
b (3,69 10 °mo1/1), and cytochromes c (4,71 10 °mol1/1) in
relation to wild strain cells (c = 5,44 10_5m01/1) in rela-
tion to wild strain cells (b = 6,52 10-5mol/]). Cytochrome
content in petit mutants depends on the aeration degree
for ¢ and b cytochromes. Petit mutants are without cytochro-
me aa, and it couldn’t be induced by an increased respira-
tion.

5. Petit mutant cells indicate anaerobic metabolism reflected

also by decreased activities of NADH-oxidase and NADH-cy-
tochrom-c-reductase in relation to wild strain cells.
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6. Qualitative lipid composition of petit mutants (RD-1)
in relation to baker’s yeast wild strain cells (R-1)
proved to remain unchanged. Differences appear in quanti-
tative content of cholines and variable share of non-sa-
turated fatty acids, which are the components of investi-
gated lipids. Petit mutants indicate higher content of
sn-triacyl glicerols (463,33 ug calculates on cholesterol)
if compared to the baker’s yeast wild strain cells (144,33 ug).
Percentage share of triacyl glicerols with long-chain fatty
acids as the part of their composition, proved to be higher
in petit mutant cells than in baker s yeast wild strain
ones. Non-saturated fatty acids content in petit mutant
cells amounts 70% while at wild strain cells 50% calculated

on total fatty acids.

7. Total proteins as well as the ones of mitochondrial fraction
of petit mutants (RD-1) in relation to baker s yeast wild
strain cells (R-1) indicate different share of particular
protein population in the population of total and mito-
chondrial proteins as the result of mutagenic effects of

fungicide benomyl.

8. The content of total nucleic acids and RNA is smaller for
about 30% in petit mutants (RD-1) in relation to baker’s
yeast wild strain cells (R-1) while the content on DNA
proved to be higher. Petit mutant cells (RD-1) in relation
to wild strain cells (R-1) have the morphologically changed

shape and the increased nucleus.

9. Mitochondria of petit mutants (RD-1) of baker’s yeast
indicate the changed shape, structure and function. Mito-
chondria of petit mutants have the anpearance of promito-
chondria. Lipid and nrotein composition of petit mutant
mitochondria (RD-1) in relation to baker’s yeast wild strain

(R-1) is markedly changed.

10. Mitochondria of petit mutants (RD-1) of baker’s yeast have :
a decreased activity of ATP enzyme both total (0,084 A min~ ')
and specific(0,048;AIMn'img'1) in relation to the wild strain

(0,732¢A min~ ' and 0,3062A min 'mg').




12.

s 140 =

Mitochondria of petit mutants have ATP of decreased sen-
sitivity to oligomycin. ATP from wild strains proved to

be inhibited by oligomycin with 70% while at petit mutants
with 50%.

Mitochondria of petit mutants (RD-1) have no indication

of succinodehydrogenase.
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BIOGRAFIJA

Draginja (Milenka) Pericin, rodjena je
17. avqusta 1947. u Perlezu.

Osnovnu Skolu zavr$ila je u svom rodnom
mestu, a Srednju tehnolosko-tehnicku Sko-
lu u Zrenjaninu. Diplomirala je na Tehno-
loSkom fakultetu u Novom Sadu 1971. go-
dine. Magistarski rad pod naslovom
Ispitivanje strukture i funkeije alko-
holdehidrogenaze kvasca odbranila je
1977. godine na TehnoloSkom fakultetu

u Novom Sadu.

Na TehnoloSkom fakultetu u Novom Sadu
zaposlila se 1973. godine u svojstvu
asistenta na predmetu biohemije, gde se
i danas nalazi.

Mr Draginja Pericin ima 37 objavljenih
naucnih radova i saopStenja na naucnim
kongresima u zemlji i inostranstvu.



