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Predmet: Ocena uradjene doktorske disertacije

mr Draginje PericCin

Savet TehnoloSkog fakulteta u Novom Sadu, na svojoj
sednici koja je odrzana 17. 12. 1987. godine, imenovao je
Komisiju za ocenu uradjene doktorske disertacije Mr Draginje
Pericin, asistenta TehnoloSkog fakulteta, pod naslovom
"Ispitivanje biohemijskih signala u petit mutantima kvasca -
izazvanih benomilom" u sastavu:

1. Dr Stojan GRUJIC, red.prof. Prirodno-matematickog

fakulteta, Novi Sad,

2. Dr Jovan VUCETIC, vanr.prof. Prirodno-matematic-

kog fakulteta, Beograd,

3. Dr Suzana PETROVIC, vanr.prof. TehnoloSkog

fakulteta, Novi Sad,

4. Dr Nadezda Ruzi¢, vanr.prof.Tehnoloskog fakulteta,

Novi Sad.

Komisija je pregledala doktorsku disertaciju kandi-
data i podnosi Savetu TehnoloSkog fakulteta u Novom Sadu sle-
deci

Doktorska disertacija mr Draginje Pericin napisana je
na 7 + 149 stranica kucanog teksta i sadrzi 49 slika-dijagra-
ma i 23 tabele. Dokumentovana je sa 215 literaturnih navoda.
Rad je podeljen na sledeca poglavlja: Uvod, Op3ti deo, Mate-
rijal i metode, Rezultati, Diskusija, Zakljucak, Conclusion

i Literatura.



U uvodnom delu kandidat istice, na osnovu podataka
medjunarodne organizacije OECD-a, potrebu i znacaj istrazi-
vanja mutagenog dejstva hemijskih jedinjenja koja kroz svoju
primenu dolaze u dodir sa cCovekom. Medju hemijskim jedinjenji-
ma koja pokazuju genotoksicno dejstvo, svakako znacajno mesto
zauzimaju pesticidi zbog svoje Siroke primene u poljoprivredi.
Prema sadadnjim propisima pesticidi se moraju ispitivati kako
na karcinogenost, teratogenost i reprodukcijsku moé¢, tako i
na mutagenost u najmanje dva test sistema od kojih se jedan
odnosi na genske mutacije a drugi na hromozomske mutacije.
Podaci iz Titerature ukazuju da genotoksicno dejstvo narocito
pokazuju pesticidi na bazi ditiokarbamata, benzimidazola,
ftalamida i dr., pa se u svetu a i kod nas vr3i njihovo pre-
ispitivanje na osnovu novih podataka o njihovom genotoksic-
nom dejstvu.

Za ispitivanje genotoksicnosti hemijskih jedinjenja
upotrebljavaju se razni test-sistemi (eksperimentalni orga-
nizmi) pa 1 ¢elije pekarskog kvasca. Poznato je da se mutage-
no dejstvo nekih hemijskih supstanci na ¢elije kvasca odrazava
na pojavu tzv. petit mutanta. Neki hemijski mutageni pri odre-
djenim usTovima stvaraju petit mutante sa oStecenim disanjem
koji se nazivaju i respiratorno-deficijentni mutanti (RD-mu-
tanti), a neki pak petit mutanti nisu respiratorno-deficijen-
tni. Promene i oStecenja u respiratornom lancu, svakako se
mogu povezati sa specificnim oStecenjem nekih konstituenata
kod mitohondrija, ¢ije su funkcionalne sposobnasti kontroli-
sane kako jedarnom tako i mitohondrijskom DNA.

Imajuéi u vidu sve gore navedeno, kandidat je kao
cilj istrazivanja postavio da se biohemijskim metodama istra-
Zi genotoksicno dejstvo predstavnika benzimidazolskih pesti-
cida (fungicida) benomila (metil-1-(butilkarbamoil)-2-benzi-
midazol karbomat). Naime, kandidat je pomocu specificnih bio-
hemijskih parametara na c¢elijama i mitohondrijama trebao da
istrazi da 11 su petit mutanti dobiveni pod dejstvom benomila
i respiratorno-deficijentni mutanti (RD-mutanti). Takodje,
kandidat je na jednom divljem soju i odgovarajucem RD-mutantu



izvr$io svestranu karakterizaciju mikroorganizama biohemijskim
metodama kako bi uporedjivanjem mogao sagledati posledice ge-
netickih promena izazvanih benomilom.

U opStem delu kandidat daje pregled i izvode najzna-
cajnijih radova o istrazivanju mutagenog dejstva benomila po-
sredstvom odredjenih test- sistema za utvrdjivanje genskih i hro-
mozomskih promena kao i primarnog oStecenja DNA. Isto tako
dati su saZeto izvodi radova o RD-mutantima kao test-sistemu
za utvrdjivanje genotoksicnosti hemijskih jedinjenja. Navode
se radovi o strukturi i biogenezi mitohondrija petit mutanta
pekarskog kvasca, pri cCemu su ustanovljene i odredjene raz-
Tike izmedju citoplazmatic¢nih (mitohondrijskih)i nuklearnih
petit mutanta. Takodje su izneti znacajniji radovi i njihovi
zakljuc€ci o proteinskom 1 lipidnom sastavu membranskog siste-
ma mitohondrija a koji su u bliskoj vezi sa istraZzivanjima
kandidata.

Trece poglavlje doktorske disertacije, odnosi se na
eksperimentalni rad kandidata. Iznete su osnovne karakteri-
stike i porekla ispitivanih divljih i pod dejstvom benomila
mutiranih sojeva Saccharomyces cerevisiae, kao i nacCin ga-
jenja u aerobnim i semiaerobnim uslovima. Zatim su izneti
osnovni principi metoda koje su u disertaciji primenjene.
Treba istac¢i da je kandidat za reSavanje problema u svom
radu morao da razradi i uhoda veci broj metoda koje se ko-
riste u savremenoj biochemiji.

Cetvrto poglavlje Rezultati, podeljeno je na sedam
delova i sedam odgovarajucih podnaslova. Kandidat mr Draginja
Peric¢in u ovom delu iscrpno izlaZe rezultate do kojih je
doSTa. Neki od vaznijih rezultata sastoje se u sledecem:

Celije petit mutanata izazvane benomilom imaju
smanjenu endogenu brzinu respiracije pet do $est puta u odno-
su od 153-
wd o = i R
-191 umol 021 min ‘g , a VR su od 920-1040 umol 021
g_1). Povecana koncentracija glukoze daje nelinearnu zavisnost

su na brzinu respiracije ¢elija divlijeg soja (V

min

i usporava brzinu respiracije kod vis§ih koncentracija gde se
postiZe prividno zasic¢enje glukazom. Dobivene vrednosti za



Km za celije petit mutanata prema glukozi tri do Sest puta
su vece u odnosu na vrednosti kod celija divljeg soja (KmRD
= 0,40-0,66 mmol/1 glukoze a KmR = 0,10-0,19 mmol/1 glukoze).
Ovako smanjeni afinitet celija petit mutanata prema glukozi
kandidat objasnjava da moZe biti posledica mutagenog dejstva
benomila tako da dolazi do izmenjenog metabolizma (katabolic-
ke represije). Ovaj zakljucak potvrdjuju i rezultati dobiveni
za povecanu specificnu aktivnost enzima heksokinaze kod petit
mutanata za dva do tri puta. Isto tako, na osnovu povecane
vrednosti specificne aktivnosti enzima glukoze-6-fosfat de-
hidrogenaze kod petit mutanata, kandidat zakljucuje da je
verovatna kod ovih celija vece ucCeScée pentozno-fosfatnog puta
u razgradnji glukoze (G-6-PDH, od 0,79-4,85 umol m1'n-1mg_1
2 G-6-PDHg, od 4,20-19,89 umol min” 'mg™").

Smanjena sposobnost respiracije kod petit mutanata
Je svakako posledica oStecenja enzima u respiratornom lancu.
Kandidat je ustanovio da petit mutant (RD-1) ima smanjeni sadr-
zaj citohroma ¢ i b 1 potpun gubitak citohroma aag (R:g_q3 =

- 1,93 1075 b = 5,44 107°; ¢ = 6,52 10 "° mo1/T; RD:aa, -;

b = 3,69 .10 -H; C=r 10_5 mol/1). Kako sadrZzaj citohroma
zavisi od stepena aeracije ispitan je i uticaj kiseonika na
sadrzaj citohroma (aeraobni i semiaerobni uslovi). Rezultati
pokazuju da je sadrzaj citchroma ¢ i b u petit mutantima induci-
biTan kiseonikom ali gubitak citohroma aa, nije nadoknadjen
povecanom aeracijom, Ova ¢injenica ukazuje da je qubitak ci-
tohroma aas posledica mutagenog dejstva benomila kod ¢elija
petit mutanata,

Analizom ETP Cestica kod ¢elija petit mutanta (RD-1)
takodje je uocCen gqgubitak citohroma aas. Isto tako kandidat
Jje ustanovio da celije petit mutanta (RD-1) imaju smanjenu
aktivnost drugih enzima respiratornog lanca kao 3to su:
NADH-oksidaze, NADH-citohrom-c-reduktaze, mitohondrijska
ATP-aza kao 1 gubitak sukcinat dehidrogenaze.

U ci]jﬁ uporedjivanja i sagledavanja svestranog meta-
bolickog stanja ¢elija petit mutanata, kandidat je ispitivao
proteinéki i lipidni sastav ¢elija.



Ukupni proteini celija petit mutanata imaju manji
udeo proteina sa relativnim molskim masama do 20000 (R =850
RD - 35,42%), a povecani udeo proteina sa relativnom molskom
masom preko 45000 (R - 13,08%; RD - 24,48%). I aminokiselin-
ski sastav ukupnih proteina je razlicit, pri cemu je kod pe-
tit mutanata veca zastupljenost polarnih aminokiselina.

Lipidni sastav celija petit mutanata (RD-1) kvali-
tativno nije izmenjen u odnosu na divlji soj (R-1) ali je po-
veCan sadrzaj sn-diacilglicerola, slobodnih masnih kiselina
i sn-triacilglicerola. Primenom gasne hromatografije, anali-
zom sn-triacilglicerola i masnih kiselina je ustanovljeno da
Celije petit mutanata sadrZe veci udeo triacilglicerola sa
duzim Tancima masnih kiselina. Kod masnih kiselina povecan
Je udeo palmito-oleinske kiseline (RD—C16:1: 36%; R_CI6:1:
= 22%). Isto tako udeo svih nezasicenih masnih kiselina u
petit mutantu (RD-1) iznosi oko 70% a u divlijem soju (R-1)
oko 50%. ,

Fosfolipidni sastav ispitivanih ¢elija petit mutanta
(RD-1) i divljeg soja (R-1) takodje se kvalitativno ne raz-
likuju. Medjutim, smanjen je sadrZaj fosfatidil-holina u ce-
Tijama petit mutanta.

Elektronskom mikroskopijom je ustanovlijeno da posto-
Je znatne morfoloSke razlike izmedju ¢elija petit mutanta
(RD-1) i nekih konstituenata (jedro, mitohondrije, ribozomi,
Tipidne vakuole, ¢elijski zid) i kontrolnih celija (R-1).

Kod Celija petit mutanata uvecan je i izmenjen oblik kako
samih ¢elija tako i jedra, a smanjen je sadrzaj ribozoma i
mitohondrija., Ove rezultate kandidat je potvrdio analitickim
odredjivanjem sadrzZzaja nukleinskih kise]jna. Naime, utvrdjen
je vec€i sadrzaj DNA a manji sadrzaj RNA u celijama petit
mutanta (R-DNA= 5,76 ug/mg proteina, RNA=158 ug/mg proteina:
RD-DNA=9,00 ug/mg proteina, RNA=126 ug/mg proteina).

Polaze¢i od rezultata o izmenjenim aktivnostima ili potpunom
gubitku nekih enzima u respiratornom lancu ¢elija petit mu-
tanta, kandidat je izvrSio i analizu mitohondrija sa morfo-
ToSkog, funkcionalnog i hemijskog aspekta. Dobiveni elektron-
-mikrograf pokazuje da Celije petit mutanta (RD-1) imaju



mitohondrije izmenjenog oblika i smanjenog broja sa slabo
razvijenim kristama i slic¢ne su "promitohondrijama" divljeg
soja. Analizom proteina mitohondrijske frakcije dobiveni su
rezultati koji pokazuju da celije petit mutanta imaju zna-
Cajno smanjen udeo proteina sa relativnim molskim masama

do 20.000, a povecan udeo proteina sa relativnim molskim
masama iznad 20.000 u odnosu na divlji soj. Aminokiselinski
sastav proteina mitohondrija pokazuje da su polarne amino-
kiseTine zastupljena sa oko 60% u proteinima mitohondrija
petit mutanta (RD-1), a samo 48% u proteinima mitohondrija
divijeg soja (R-1).

Kao i kod ispitivanih celih ¢elija tako i kod mij-
tehondrija petit mutanata fosfolipidni sastav nije kvalita-
tivno izmenjen u odnosu na diviji soj. Medjutim, izmenjen je
odnos Tipid/protein, povecan je i sadrzaj kardiolipina
(RD - CL = 88,50 ug; R - CL = 23,50 ug). Rezultati koji su
dobiveni analizom masnih kiselina koje ulaze u sastav lipida
mitohondrija ukazuju da Je palmito-oleinska kiseTina(C16:1)
zastupljena sa 43% u lipidima mitohondrija petit mutanata a
samo 23% u lipidima divljeg soja. Medjutim, oleinska kiselina
Je viSe zastupljena u lipidima mitohondrija divljeg soja
nego u petit mutantu.

Na osnovu svaojih rezultata kao i na osnovu literatur-
nih podataka, kandidat u diskusiji obja3njava i donosi odre-
djene zakljucke u vezi sa endogenom respiracijom i afinitetom
usvajanja glukoze kod celija petit mutanata, zatim o promeni
sadrzaja citohroma, elektroforetskoj analizi ukupnih proteina
i genskoj varijabilnosti, o promeni sadrZzaja lipidnih kompo-
nenata, sadrzaju nukleinskih kiselina i morfologiji celije,
Jedra i mitohondrija. Ista tako diskutuje dobivene rezulta-
te o strukturi, proteinskom i lipidnom sastavu samih mito-
hondrija kao i promene aktivnosti nekih mitohondrijskih
enzima.

Na kraju svoje doktorske disertacije mr Draginja
PeriCin je u sazetom abTiku, u poglavliju Zakljucak, od dobi-
venih rezultata izdvojila neke koji su najbitniji.



ZAKLJUCAK I PREDLOG

Iz napred iznetog se jasno vidi da je kandidat mr
Draginja Pericin pokazala visok stepen poznavanja biohemij-
skih procesa koji se odvijaju u ¢elijama pekarskog kvasca,
kako divIijih sojeva tako i mutiranih pod dejstvom benomila,
Sto je i bio predmet njene doktorske disertacije. Treba is-
ta¢i da se kandidat ve¢ duZzi vremenski period bavi ovom izu-
zetno vaznom problematikom, kako za nauku tako i za praksu,
posebno za procenu rizika o genotoksic¢nosti hemijskih sup-
stanci.

Rad kandidata predstavlja solidan naucni doprinos
Jer osvetljava biohemijske procese i na odredjeni nacin su
okarakterisane promene vaznijih konstituenata u éelijama
kvasca koje se deSavaju genotoksicnim dejstvom benomila.

Na osnovu svega izloZenog, C¢lanovi Komisije pred-
lazu Savetu TehnoloSkog fakulteta u Novom Sadu da rad mr
Draginje Pericin pod naslovom "Istrazivanje biohemijskih sig-
nala u petit mutantima kvasca - izazvanih benomilom", prihva-
ti kao tezu za sticanje akademskog stepena doktora nauka i
da kandidatu omogué¢i da svoj rad javno brani.
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