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Redukcija vanadata u micelijumu gljive Phycomyces blakesleeanus Burgeff:

odredivanje oksidacionih stanja u Celiji

Rezime

Ova doktorska teza predstavlja jedan od prvih pokusaja koris¢enja polarografije za in situ
ispitivanja oksido - redukcionih procesa na celom organizmu. Rezultati dobijeni pomoc¢u
tehnika polarografije jednosmerne struje (DCP) 1 diferencijano pulsne polarografije (DPP)
pokazuju da micelijum gljive P. blakesleeanus smanjuje koncentraciju V(V) monomera u
spoljasnjem rastvoru za oko 27 % u celokupnom ispitivanom opsegu koncentracija (0.1 — 1
mM).

Kako dosadasnji rezultati ukazuju da je tetramer V(V) podlozan redukciji do V(IV)
posredstvom enzima sa fericijanid reduktaznom aktivnoS¢éu (FeCNR), fericijanid je
kori$éen kao supstrat za koji FECNR pokazuje ve¢i afinitet nego za V(V), da bi se utvrdilo
koji deo smanjenja koncentracije V(V) je posledica redukcije do V(IV). DCP merenja su
ukazala da je oko 8 % V(V) redukovano do V(IV), dok je 18 % uklonjeno iz medijuma na
neki drugi nacin. Potpuno odsustvo efekta Cd**, potentnog blokatora FeCNR, ukazuje da
redukcija nije katalizovana FECNR. Znacajnija redukcija monomera V(V) nije pokazana
EPR metodom §to otvara mogucnost da inhibitorni efekti fericijanida registrovani DCP
metodom nisu vezani za redukciju monomera V(V) ve¢ za njegov transport 1 vezivanje za
micelijum.

Polarografski eksperimenti su dalje pokazali da aktivnost micelijuma P. blakesleaanus
dovodi samo do sniZzavanja vrednosti l; talasa cs, bez uticaja na njegov polutalasni
potencijal Ei, Sto isklju¢uje mogucénost da je stvaranje kompleksa V(V) sa eksudatima
gljive uzrok smanjenja koncentracije V(V) monomera. DCP i 'V NMR eksperimenti sa
izolovanim c¢elijskim zidom P. blakesleeanus su pokazali da nema znacajne adsorpcije za
éelijski zid. Nakon dodavanja 1 mM V(V) micelijumu signal monomera nestaje iz 'V

NMR spektra, a u spektru se pojavljuje nov signal (— 532 ppm) sli¢nog intenziteta, kao



rezultat vezivanja vanadata za neki od intracelularnih molekula. To ukazuje da je osnovni

vid interakcije V(V) monomera sa micelijumom njegov transport u ¢eliju.

Uporedo sa V(V) vrSena su polarografska ispitivanja interakcija micelijuma sa V(IV) kao
proizvodom redukcije V(V). Ova merenja su pokazala da micelijum gljive P. blakesleaanus
u potpunosti usvaja V(IV), S§to se manifestuje nestankom njegovih polarografskih talasa.
Odreden je kapacitet micelijuma za usvajanje V(IV) (185 = 12 pumol / gsm); V(V) (104 £ 2
pumol / gsm) i Cd*" (330 umol / gsm), koji je uporediv sa kapacitetom nekih gljiva sa

poznatim bioakumulatornim svojstvima.

Za odredivanje molekula u ¢eliji koji bi mogli biti uklju€eni u vezivanje V(V) koris¢ena je
ramanska mikrospektroskopija. Ramanski spektri su snimani u bazalnom delu hife, gde je
prethodno dokazana najveéa akumulacija vanadijuma pomocu XRF spektroskopije.

Promene intenziteta traka na 688, 1156, 1190 i 1447 cm™! ukazuju na moguée interakcije

V(V) sa polifosfatima i fosfatima, kao i sa polisaharidima, proteinima 1/ ili lipidima.

Kljuéne reéi: Phycomyces blakesleaanus, polarografija, vanadijum, bioakumulacija,

redukcija, usvajanje.

Naucna oblast: Biologija
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Vanadate reduction in mycelium of fungus Phycomyces blakesleeanus Burgeff:

determination of oxidation states in cell

Abstract

This Thesis represents one of the first applications of polarographic method for in situ
investigations of oxido - reduction processes in whole organism. The results obtained using
DCP and DPP techniques have shown that in the presence of P. blakesleeanus mycelium
concentration of added V(V) monomer decreased by 27 % in investigated concentration

range (0.1 — 1 mM).

To find out if enzyme with ferricyanide reductase activity (FECNR) is capable for monomer
reduction, as it is a case for tetramer, ferricyanide was used as competitor for V(V)
reduction. DCP results have shown that about 8 % of V(V) was reduced, while 18 % was
removed from the solution. The addition of Cd** has shown no effect on DCP results,
suggesting no participation of FECNR in reduction. The absence of V(IV) signal in EPR
spectrum after addition of V(V) monomer indicated that the main reason for fading out

V(V) is its transport (in)to mycelium.

Polarographic experiments were also performed on isolated cell wall of P. blakesleeanus. 1t
was concluded that there was no interaction of V(V) with cellular exudates, no adsorbtion /
reduction on the cell wall was detected in >’V NMR spectrum. However, in 'V NMR
spectra of mycelium treated with 1mM V(V) disappearance of monomer signal was
recorded, with concomitant appearance of new signal at — 532 ppm, of similar intensity.
This result confirms transport of V(V) monomer into the cell, and its binding to some of

intracellular molecules.

The interaction of V(IV), as the main product of V(V) reduction, was also investigated
using polarographic techniques. The obtained result has shown that all added V(IV) was
removed from the buffer solution, manifested as disappearance of polarographic waves.

Therefore, the capacity of P. blakesleeanus mycelium to uptake was estimated for V(IV)



(185 £ 12 pmol / ggw); V(V) (104 £ 2 umol / gry) i Cd** (330 pmol / gry). This capacity puts

P. blakesleeanus into the group of fungi known as good bioaccumulators.

To find out which molecules in cell could bind V(V), Raman microspectroscopy was
performed, at the place of the highest vanadium accumulation (basal part of hyphae, as
confirmed by XRF). The intensity changes of bands at 688, 1156, 1190 i 1447 cm’!

suggested involvement of polyphosphates / phosphates, polysaccharides and proteins or

lipids in interaction with V(V).

Keywords: Phycomyces blakesleaanus, polarography, vanadium, bioaccumulation,

reduction, uptake.

Scientific field: Biology

Narrow scientific field: Biophysics

UDK number: 582. 281: [502. 175: 546. 881] (043. 3)



SKRACENICE

ADP — adenozin difosfat

ATP — adenozin trifosfat

A. U. — arbitrarna jedinica

DPP — diferencijalno pulsna polarografija
DCP — polarografija jednosmerne struje
DME - Zivina kapajuca elektroda

EPR — elektronska paramagnetna

rezonanca
E1, — polutalasni potencijal
E,— potencijal pika

FeCNR — fericijanid reduktaza (enzim sa

fericijanid reduktaznom aktivnoscu)

Ix — difuziona strujna konstanta

;- grani¢na difuziona struja

Mo — MPT — molibden - molibdopteridat

NADPH — nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat

NMR — nuklearna magnetna rezonanca

PEG — polietilen glikol

Pi — neorganski fosfati

PM - ¢elijska membrana

PSE — periodni sistem elemenata

SCE — saturisana kalomelova elektroda
sm — sveza masa micelijuma

V — vanadijum

V(V) — vanadijum oksidacionog stanja 57,

vanadat

V1 — monomer vanadata
V2 — dimer vanadata

V4 — tetramer vanadata

V(IV) — vanadijum oksidacionog stanja

4*, vanadil

XANES — (eng., X — ray absorbtion near

edge structure)

XRF — (eng., micro X —ray fluorescence

imaging)
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,» 1 feel that if I make a serious experimental research effort (necessarily a very strenuous
exercise) it should be in Phycomyces. 1 am still convinced that Phycomyces is the most
intelligent primitive eukaryote and as such capable of giving access to the problems that
will be central in the biology of the next decades. If I drop it, it will die. If I push it, it may
yet catch on as phage ... caught on. Since I invested 25 years in this venture I might as well
continue. I do not expect to make great discoveries, but if I continue to do the spade work

my successors may do so. “

Max Delbriick



1. UVOD

Ubrzo nakon ,,ponovnog otkri¢a“ vanadijuma (otkriven je 1801., ali se smatralo da je u
pitanju neprecis¢eni hrom) - od strane Svedskog hemicara Nils Gabriel Sefstrom — a 1830.
god., pocinje interesovanje biologa za ovaj prelazni metal. Sredinom XIX veka zabelezeni
su prvi pokusaji da se objasni njegov fizioloski znacaj, s obzirom na prisustvo i u zivim
sistemima. Akcenat je stavljan na ispitivanje njegove potencijalne uloge na prosteti¢ne
grupe krvnih pigmenata morskih organizama ascidija i nekih poliheta. Kasnije, tokom XX i
XXI veka utvrdena je uloga vanadijuma kao primarnog ili alternativnog akceptora
elektrona u procesu oksidativne respiracije nekih bakterija i Archaea, pri ¢emu se vanadat
(vanadijum(V)) u tom procesu redukuje do vanadila (okso - vanadijum(IV)) (Zhang et al.,
2013). Takode, rasvetljena je njegova uloga kao kofaktora u nitrogenazama cijanobakterija

1 haloperoksidazama pojedinih bakterija, algi i gljiva.

Vanadijum je s bioloskog aspekta interesantan iz najmanje dva razloga. Vanadijum u
oksidacionom stanju +5 (vanadat) je kao monomer elektronski i1 strukturno, slican
fosfathom anjonu, §to mu pruza moguénost da interaguje sa brojnim fizioloskim
supstratima 1 intermedijerima fosfatnog metabolizma. Kao posledica toga, vanadat je jos
krajem XIX veka naSao primenu u tretmanu dijabetesa, kao 1 nekih kardiovaskularnih 1
neuralnih poremecéaja (Tsiani and Fantus, 1997; Rehder, 2008). S druge strane, kao
prelazni metal, vanadijum gradi mnoge koordinacione komplekse i, u fizioloskim uslovima,
menja oksidaciona stanja od +3 do +5, Sto je detektovano kod brojnih, kako prokariotskih —
bakterije 1 cijjanobakterije, tako i eukariotskih — alge 1 gljive — organizama, u respiratornim 1

enzimatskim procesima.

1. 1. Izvori vanadijuma i fizicko — hemijska svojstva

Vanadijum (V, Z 23, Ar 50.9) je prelazni metal — Vb grupe periodnog sistema elemenata,
kojoj pripadaju jos$ niobijum, tantal i visoko radioaktivni dubnijum. Stvaranje vanadijuma u

kosmosu bazirano je na o i y raspadima do >*Cr, a zatim prema reakcionom nizu



52Cr (n, y)*Cr(n, @)*Ti(n, v)*'Ti(B", v)°'V.

Izotop 'V ¢&ini 99.75 % svih izotopa u prirodi, dok ostalih 0.25 % izotopa &ini *°V, koji

nastaje u procesu elektronskog zahvata >°Cr:

OCra + B — Va3

Brojne su njegove rude, prevashodno minerali kao $to su roskolit, patronit i vanadinit, koji
je otkriven jo§ 1801. godine u centralnom Meksiku, nazvan, po izgledu i sastavu ,,plomo
pardo“, braon olovo (Rehder, 2013). Vanadijum je posle cinka i bakra najzastupljeniji
metal u litosferi, sa masenim udelom od oko 0.013 %. Siroko je rasprostranjen i u
hidrosferi. Podzemne vode i ostali izvori slatke vode sadrze vanadijum u obliku poliokso —
anjona HoVOy , priblizne koncentracije 10 nM (Rehder, 2012). U morskoj vodi je posle
molibdena najzastupljeniji prelazni metal; prosena koncentracija vanadata, u formi jonskih
parova Na” HoVOy', iznosi oko 35 nM. Sirova nafta takode sadrzi visoku koli¢inu, 0.12 %,
vanadijuma, najceS¢e u formi vanadil porfirina. Sadrzaj vanadijuma - uglavnom u obliku
vanadijum(IV) i (V) oksida - u vazduhu varira izmedu 10~ pg / m* u ruralnim oblastima i
preko 1 pug / m* u gradovima. Kad je re¢ o hrani, masti, voée i povrée sadrze 1 — 5 pug
vanadijuma po kilogramu, dok meso, morski plodovi, integralne Zitarice i mle¢ni proizvodi

sadrze 5 — 30 pg vanadijuma po kilogramu (Rehder, 2013).

Shodno elektronskoj konfiguraciji sa pet elektrona u valentnim energetskim podnivoima,
gradi jedinjenja u kojima su njegova oksidaciona stanja -1, 0, +1, +2, +3, +4 1 +5. U
oksidacionom stanju +2 u vodenim rastvorima V>* — jon je ljubi¢aste boje. Sto se tice
stepena oksidacije +3, predstavnici su V' - jon u vodenom rastvoru, zelene boje, zatim
cetiri trihalogenida, oksid — halogenidi sa hlorom 1 bromom, kao 1 crni vanadijum(III) —

oksid.



Ipak, najstabilniji oksidacioni oblici vandijuma su +4 (oksivanadijum(IV) ili vanadil) i +5.
Vanadil — jon, VO*" u vodenom rastvoru je plave boje, kao i tetrahalogenidi, kovalentna
jedinjenja vanadijuma (IV) koja ne sadrze kiseonik. U standardnim uslovima VCly je

te¢nost, dok je VF4prah smede boje.

U standardnim uslovima vanadijum(V) je najstabilniji oblik vanadijuma. NajCes¢e se nalazi
u obliku vanadijum(V) — oksida i u vodenom rastvoru se nalazi u obliku anjona V,04 ¢iji
stepen protonizacije odreduju koncentracija, pH i jonska jaCina. ZakiSeljavanjem rastvora
vanadata nastaje dekavanadat [H,V10028]™" (n = 0 — 3, zavisno od pH), zute boje, ili, pri
pH < 2, u zavisnosti od koncentracije bezbojni hidratisani dioksivanadijum monokatjon,

[VO2(H20)4]". 1" ili vanadijum(V) oksid V20s.

Jedinjenja razli¢itog stepena oksidacije karakteristicno su obojena, te je prvobitni naziv za

vanadijum bio panhromijum (Rehder, 2013).

1. 2. Vanadijum u Zivim sistemima — usvajanje, tretman i uloga

1. 2. 1. Bakterije

Redukcija

U procesu respiracije pojedinih bakterija i Archaea, pored jona metala kao §to su Fe”,
Mn*"i U%, V> takode predstavlja alternativni akceptor elektrona. Shewanella oneidensis iz
zemljiSta je najbolje proucena medu bakterijama koje koriste vanadat kao akceptor

elektrona (Carpentier et al., 2003; Carpentier et al., 2005; Mayers et al., 2004).

Pokazano je (Carpentier et al., 2003; Carpentier et al., 2005) da je redukcija vanadata
biohemijski proces, koji zahteva intaktne i metabolicki aktivne ¢celije S. oneidensis. Takode,

da je redukcija vanadata konstitutivno prisutna u ovim bakterijama.

Terminalna vanadat reduktaza povezana sa spoljasnjom membranom katalizuje redukciju
vanadata u vanadil. VO(OH), deponuje se uglavnom u periplazmi i spoljaSnjoj membrani.
Elektroni za redukciju HoVO4s~ u VO** obezbeduju se oksidacijom laktata u piruvat ili

formata u CO», na citosolnoj strani membrane. Elektroni se zatim prebacuju do spoljasnje



membrane kroz periplazmati¢ni prostor posredstvom hem proteina citohrom c tipa,
dospevaju¢i kona¢no do vanadata vezanog za membranu (Rehder, 2015). Slika 1. 1. daje

uprosc¢en prikaz navedenog procesa.

H* + HCO, QH, Cyt(Fe** VO(OH),
(2x)

COz +H0 Q+2H* Cyt(Fe®") H,VO, + H*

| |__Periplazma |, unutrasnja membrana

ekstracelularni prostor

| spoljasnja membrana

ADP + P,-T ATP

intracelularni prostor H"

Slika 1. 1. UproSéen prikaz transfera elektrona kroz celijsku membranu, pocev od
oksidacije formata na unutras$njoj strani i sa zavrSetkom, redukcijom vanadata na
spoljasnjoj membrani. Q / QH2 je menahinon / - hidrohinon. Elektronski transport od
unutrasnje do spoljaSnje membrane postize se preko kaskade hem proteina citohrom c tipa.
Vanadijum zavrSava u mineralizovanoj formi zasnovanoj na VO(OH),. Transport protona u
intracelularni prostor spregnut je sa formiranjem energijom bogatog ATP —a iz ADP —a i
neorganskog fosfata HPO4>" (Pi) (Rehder, 2015).

U respiratornim redoks procesima protok elektrona je spregnut sa ispumpavanjem protona,
Sto omogucava sintezu ATP — a 1 rast organizma. U disimilatornim redoks procesima,
protok elektrona nije praden kretanjem protona, kao Sto je slucaj kod bakterije Vibrio
parahaemolyticus, koja redukuje vanadat, a Zivi u slanoj vodi (Rehder, 2008). S obzirom da
vanadat moze da izazove toksicne efekte na Celijski metabolizam - interferirajuéi sa
fosfatazama, kinazama 1 ribonukleazama - pri ¢emu je jedan od ishoda i zaustavljanje rasta,
transfer elektrona na taj jon predstavlja sredstvo za detoksifikaciju bakterijskog organizma.
Jo§ jedna bakterija, Pseudomonas isachenkovii, izolovana iz tunikata, sposobna je da
redukuje vanadat iz morske vode. U navedenim primerima, donori elektrona su H», CO,
Seceri, organske kiseline, glicerol, laktat, acetat (Lyalikova and Yurkova, 1992; Antipov et

al., 2000; Carpentier et al., 2003; Carpentier et al., 2005; Mayers et al., 2000).



Potencijalna primena bakterija sposobnih da redukuju vanadat ogleda se u detoksifikaciji
podzemnih voda koje ga sadrze u visokom procentu zbog rudarske delatnosti u neposrednoj
okolini. Geobacter metallireducens je prisutna u subpovrsinskim oblastima a sposobna je
da — u eksperimentalno simuliranim uslovima — procesom respiratorne redukcije konvertuje
vanadat prisutan u koncentracijama do 5 mM u vanadil, koristeci acetat kao izvor elektrona
(Ortiz - Bernad et al., 2004). U eksperimentima na terenu, gde su podzemne vode sadrzale
vanadat u koncentracijama do 50 uM, dodavanje acetata stimulisalo je redukciju vanadata

od strane G. metallireducens do potpunog nestanka za samo nekoliko dana (Rehder, 2008).

Mezofilne i termofilne metanogene Archaea, kakva je Methanothermobacter
thermautotrophicus, takode imaju sposobnost redukcije V(V) u V(IV) preusmeravajuci

transfer elektrona u pravcu sa metanogeneze na redukciju vandata (Zhang et al., 2014).

Nitrogenaze

Za bakterije - prevashodno iz roda Azotobacter je krajem XX veka ustanovljeno da sadrze
dva sistema za fiksaciju azota (Robson, 1986). Jedan, baziran na konvencionalnim
nitrogenazama koje sadrze molibden kao kofaktor i1 drugi, alternativni sistem, koji
funkcioniSe u uslovima deficijencije molibdena. Postojanje alternativnog sistema dokazano
je za jedan soj bakterije Azotobacter chroococcum, kod kojeg su konvencionalni geni za
nitrogenazu bili deletirani, a fiksacija azota uprkos tome funkcionalna, zavisna od prisustva
vanadijuma. PreciS¢avanje nitrogenaze pokazalo je da je ona zapravo binarni sistem u
kojem je molibdoprotein zamenjen vanadoproteinom (Robson et al., 1986; Cammack,
1986). Vanadijum — nitrogenazu sadrzi 1 Azotobacter vinelandii, kao 1 nekoliko sojeva
Clostridium butyricum (Jensen and Spencer, 1947), a takode 1 filamentozne cijanobakterije
Anabaena azotica, Anabaena variabilis, kao 1 neke iz roda Nostoc (Boison et al., 2006).
Prisustvo ovog enzima ustanovljeno je 1 kod liSajeva iz roda Peltigera koji su u simbiozi sa

nekim od navedenih cijanobakterija (Hodkinson et al., 2014).



Haloperoksidaze

Pored uloge kofaktora u aktivnom centru nitrogenaza, vanadijum je detektovan i kod
bakterija iz roda Streptomyces, kao sastavni deo tzv. vanadat — zavisnih hloroperoksidaza,
enzima koji oksidativno halogenizuju organske supstrate, pri cemu je oksidujuce sredstvo
vodonik peroksid (Bernhardt et al., 2011; Kaysser et al., 2012). Pretpostavlja se da
pojedine cijanobakerije sadrze slican enzim, vanadat — =zavisnu jodoperoksidazu

(Bernroitner et al., 2009).

Enzimi haloperoksidaze, koje pored navedenih bakterija sadrze i alge, gljive i liSajevi,
katalizuju dvoelektronsku oksidaciju halogena (X°) peroksidom. Nastale X" vrste zatim

ucestvuju u oksidativnoj halogenaciji organskih supstrata (Rehder, 2015).
1. 2. 2. Biljke, alge

Sto se ti¢e fizioloske aktivnosti vanadijuma u biljkama, krajem XIX veka je uo¢ena
inhibicija klijanja semena zelene salate 1 sladice u vodenom rastvoru ,,trobaznog natrijum
vanadata®, Na3 [VO4] (Priestly, 1876). Prvo pominjanje prisustva vanadijuma u biljnom
materijalu vezuje se za kratak ¢lanak Edmunda O. Von Lippman — a, 1888., i odnosi se na

prisustvo vanadijuma u Secernoj repi (Von Lippman, 1888).

Haloperoksidaze

Krajem XX veka opisana je podgrupa — tre¢a — enzima peroksidaza, tzv. vanadat — zavisne
peroksidaze ili vanadat - zavisne haloperoksidaze, karakteristicne za neke alge,
prevashodno Ascophyllum nodosum iz klase Phaeophyceae, razdeo Heterokontophyta
(Vilter et al., 1983; Vilter, 1984, Jordan and Vilter, 1991). Da bi enzim bio aktivan,
apoenzim treba treba da sadrzi vanadijum u formi vanadata (V), VO?* se uglavnom ni ne
usvaja, a redukovani holoenzim (koji sadrzi VO?" ) je neaktivan. Za razliku od peroksidaza

koje sadrze gvozde 1 koje se u visku H>O» kao akceptora elektrona deaktiviraju, vanadat —



zavisne haloperoksidaze su veoma otporne, kako na visoku koncentraciju vodonik
peroksida i1 organskih rastvaraca, tako i na visoku temperaturu, iznad 70 °C, i sinhrotrono
zracenje (Rehder, 2008). Ove peroksidaze prisutne su sporadi¢no i u crvenim algama
Corallina pilulifera 1 Corallina officinalis, kao 1 u zelenim, Halimeda spp. Ovi enzimi
katalizuju reakcije dvoelektronske oksidacije halogena, iz oksidacionog stanja -1 do
oksidacionog stanja +1, kakva je npr. reakcija nastanka hipobromne kiseline iz bromida.
Zavisno od supstratne specifi¢nosti, razlikuju se vanadat zavisne jodo - , bromo - i hloro —

peroksidaze (Rehder, 2008).

1. 2. 3. Zivotinje

Kada su Zivotinje u pitanju, prisustvo vanadijuma ustanovljeno je u krvi Phallusia
mamillata Cuv., iz Napuljskog zaliva (Henze, 1911), vrste koja pripada klasi Ascidiacea,
subfilum Urochordata ili Tunicata. Ovo otkri¢e je privuklo veliku paznju, kako hemicara,
tako 1 biohemicara i fiziologa, prevashodno iz dva razloga: 1. vanadijum bi mogao imati
ulogu prosteti¢ne grupe u respiratornim pigmentima, sli¢no gvozdu i bakru; 2. nikad ranije
ni u jednom zivom organizmu nije zabelezeno njegovo prisustvo u tako visokim

koncentracijama (Michibata et al., 2003).

Redukcija

Medu jedanaest, prevashodno morfoloski razli¢itih tipova celija, krv ascidija sadrzi 1
vanadocite, prstenastog oblika, koje poseduju tzv. ,vakuolu®“. Vanadijum se u
oksidacionom stanju V(V) unosi u organizam ascidije putem oralnog sifona i branhijalne
kese. U citoplazmi vanadocita, vanadat se redukuje do V(IV) i1 vezuje za citoplazmatski
transportni protein vanabin. Nakon transporta u ,,vakuolu®, dolazi do redukcije u V(III)

Visoku koncentraciju protona obezbeduje tzv. V' — ATPaza (Michibata et al., 2000).

Naime, vanadat u Celije verovatno ulazi kroz anjonske kanale (fosfatne 1 / ili sulfatne), uz
pomo¢ Na' - zavisnih fosfatnih transportera (Dingley et al., 1981). Rana istraZivanja u
oblasti usvajanja vanadijuma od strane P. mamillata, primenom radiokativno obeleZenog

YV vanadata pokazala su da se vanadijum prevashodno akumulira u branhijalnoj kesi



(Bielig et al., 1961). Radioaktivni “*V, T1,,=16.2 dana, je p~iy emiter. Tkivo ga preuzima
sporo i u zavisnosti od starosti jedinke; sasvim zrele jedinke u vanadocitima nakon dva
dana sadrze samo 2 % od ukupno preuzetog vanadijuma. S druge strane, inkorporacija
radioaktivno obeleZzenog vanadata u krvne ¢elije je brz proces, na 0° C T1,2= 50 s. Vanadat
u citoplazmu dospeva kroz fosfatne kanale (Dingley et al., 1981), zatim biva translociran
posredstvom metalnog transportera, preuzimaju ga tzv. vanabini (eng., vanadium binding
proteini) koji ga redukuju u oksidaciono stanje +4, vanadil jon, oksovandijum (IV), VO**,
koji je vezan za vanabin (Michibata et al., 2003; Ryan, et al., 1992). Vanabin2, izolovan iz
Ascidia sydneinensis samea je reprezentativan primer ovih proteina. Sadrzi 120 amino
kiselina, medu kojima 18 cisteina, sa 9 disufildnih veza (Hamada et al., 2005). Vanabin2
katalizuje redukciju vanadata i sporadi¢no skladistenje VO?*. Jedan ili nekoliko cisteinskih
parova odgovorni su za redukciju V(V) (Slika 1. 2), ali se ne zna koji od parova ucestvuju
u izgradnji aktivnog mesta, dok je vezivanje VO?" zavisno od slobodnih amino grupa lizina
i arginina (Yamamoto et al., 2014). Drugi metalni transporter unosi vanadil jon u
»vakuolu“, gde se odvija dalja redukcija, do oksidacionog stanja +3 - finalni korak koji 1
dalje ostaje nerazjaSnjen. ATPaza karakteristicna za ,vakuolu“, V — ATPaza,

upumpavanjem protona obezbeduje neuobicajeno nizak pH unutar nje.
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Slika 1. 2. Pretpostavljeni mehanizam redukcije vanadata delovanjem vanabina2. Donor
elektrona je NADPH, a akceptor joni vanadijuma; zauzvrat, redukcija V(V) u V(IV) odvija
se preko reakcija oksidacije tiola u disulfid (Yamamoto et al., 2014).

Do sada je utvrdeno da je donor elektrona za redukciju vanadata (V) do oksovanadijuma
(IV) NADPH, proizveden u pentozo fosfatnom ciklusu (Ryan, et al., 1992). Dalja redukcija
do V3" u ,,vakuoli“ vanadocita Phlebobranchia ostaje nerazja$njena, premda je za neke
reduktante, ukljucujuéi i tzv. tunikohrome, pokazano, in vivo i in vitro, da su efikasni u

redukciji V(V) do V(IV) i / ili V(IV)do V(IIT) (Rehder, 2008).



Ideja da bi vanadat i vanadil mogli igrati ulogu akceptora elektrona javila se na osnovu toga
Sto vanadat zaista jeste primarni akceptor elektrona u bakteriji S. oneidensis (Ishii et al.,
1994; Ishii et al., 1993, Ishii, 1998). Merenjem koncentracije rastvorenog kiseonika u
¢elijama krvi ascidija uzorkovanih iz Atlantskog okeana i Pacifika (Macara and McLeod,
1979; Baldwin et al., 1984), utvrdeno je da se kapacitet vanadocita za vezivanje kiseonika

gotovo ne razlikuje od kapaciteta morske vode.

Za morske crve Pseudopotamilla occelata, kao i za jo§ neke predstavnike istog roda, iz
klase Polichaeta, filum Annelida, takode je pokazano da akumuliraju vanadijum (Ishii et
al., 1998; Ishii et al., 1994; Ishii, 1993). Vanadijum se koncentriSe u ,,vakuolama*
apikalnih delova epidermalnih ¢elija, zajedno sa sulfatima. Primenom mikroanalize X —
zracima na zivim jedinkama P. occelata, utvrdeno je da je prisutni vanadijum u
oksidacionom stanju +3 (Rehder, 2008), a pretpostavlja se da se na slican nacin odigrava
akumulacija vanadijuma 1 u A. sydneinensis, s obzirom na prisustvo istih antigena
karakteristi¢énih za vanadijum — vezujuéi protein. Uloga vanadijuma, koji je, ponekad u
visokim koncentracijama - iznad 350 mM u Ascidia gemmata - prisutan u specijalizovanim
krvnim ¢elijama brojnih ascidija, 1 nekih cevastih poliheta, ipak je do danas ostala nejasna
(Rehder, 2013). S obzirom da je u visokim koncentracijama toksican, njegova akumulacija
u ovim morskim organizmima mozda bi mogla obezbedivati njihovu odbranu od predatora

(Rehder, 2015). Na Slici 1. 3. predstavljeni su organizmi koji usvajaju 1 koriste vanadijum.
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Slika 1. 3. Filogentesko stablo tri domena (Bacteria, Archaea, Eukarya) i primeri grupa
organizama koji usvajaju i koriste vanadijum (u haloperoksidazama i nitrogenazama -
purpurna) ili deponuju njegova jedinjenja - plava. LUCA (eng., Last Uniform Common
Ancestor; poslednji uniformni zajednicki predak). (Rehder, 2013; modifikovano).

1. 2. 4. Gljive

Kada je re¢ o gljivama, Amanita muscaria predstavlja poznat primer akumulacije visokih
koncentracija metala, uklju¢uju¢i 1 vanadijum, kako u cilju obezbedivanja njihove
adekvatne koncentracije za uceS¢e u biohemijskim procesima, tako 1 u smislu
bioremedijacije, odnosno smanjenja njihovog prekomernog prisustva u okolini (Berry et
al., 1999). Vanadijum je u ovoj gljivi 1 jo§ dvema vrstama iz istog roda zastupljen u obliku
jedinjenja amavadina. Amavadin je ne okso vanadijum(IV) kompleks male molekulske
mase, svetlo plave boje u rastvoru, sli¢éno kao i1 proste soli vanadila, kakva je i vanadil

sulfat.

Kao 1 u slu¢aju hemovanadina u ascidijama, (Rehder, 2013) uloga amavadina u 4. muscaria

ostaje nerazjasnjena, mada su, s obzirom na ulogu molibdena kao kofaktora u enzimima
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oksigenazama i1 deoksigenazama, neretke bile pretpostavke o amavadinu kao komponenti
nekog primitivnog redoks aktivnog enzima (Frausto da Silva, 1989). Oksidovana forma
amavadina moze biti efikasan katalizator reakcija oksidacije razli¢itih vrsta jedinjenja, kao 1

reakcija gradenja C — C veze pri sintezi slozenijih organskih jedinjenja (Rehder, 2013).

Redukcija

Saccharomyces cerevisiae, pekarski kvasac, gljiva iz filuma Ascomycota, jednocelijski je
eukariotski organizam koji predstavlja model sistem za brojna bioloska istrazivanja. Kao
takav, posluzio je i za ispitivanja redukcije vanadijuma. Primenom metode elektronske
paramagnetne rezonance (EPR) detektovan je i1 vanadil jon (Bode et al., 1990) u ¢elijama S.
cerevisiae inkubiranim sa vanadilom i ustanovljeno je da su sposobne da akumuliraju
milimolarne koncentracije ovog divalentnog katjona, vezanog za intracelularne molekule
niske molekulske mase. Pracen je i signal ¢elijski vezanog vanadila nakon inkubacije sa
vanadatom na pH = 6 (Bode et al., 1990). Vanadat se ne moze detektovati ovom metodom.
Signal vanadila bio je prisutan ve¢ nakon 10 minuta inkubacije vanadatom, §to bi moglo
biti u skladu sa brzom ekstracelularnom redukcijom vanadata u vanadil (Bode et al., 1990).
Pretpostavljena je 1 mogucnost da vanadat ulazi u Cdeliju posredstvom anjonskog
transportnog proteina, pracen intracelularnom redukcijom u vanadil (Zoroddu and Masia,

1997).

Primenom NMR (nuklearne magnetne rezonance), koja je pogodna za detekciju vanadata,
mogu se odrediti razli¢ite forme vanadata, tj., razne monomerne i oligomerne vrste.
Utvrdeno je prisustvo Celijski vezanog vanadata, nakon inkubacije celija kvasca sa
vanadatom, najc¢es¢e u formi dimera 1 dekamera (Rehder, 2008). Formiranje oligomernih
vrsta verovatnije je u ¢elijskom zidu s obzirom na poviSenu kiselost, koju kvasci mogu da

obezbede u zidu uprkos puferu, s obzirom na delovanje membranske protonske pumpe.

U slucaju Hansenula polymorpha (kvasac, filum Ascomycota) pretpostavljeno je da se
redukcija vanadata u vanadil dogada kao deo procesa detoksikacije, tako §to se nakon

redukcije u citoplazmi vanadil vezuje za polifosfate u vakuoli (Manazzu et al., 1997).
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Kada se radi o razdelu Zygomycota, za ispitivanje interakcije sa vanadijumom je odabrana
vrsta Phycomyces blakesleeanus kao dobro okarakterisani model sistem u fizioloSkim i
biofizickim istrazivanjima. Primenom EPR spektroskopije utvrdeno je da P. blakesleeanus
moze da redukuje V(V), prisutam u milimolarnim koncentracijama do V(IV) (Zizi¢ et al.,
2013). Pokazano je da je redukcija najveéim delom enzimski proces koji se odvija
ekstracelularno pomocu enzima sa fericijanid reduktaznom aktivno$éu (FeCNR) koji kao
kofaktor sadrzi Mo — MPT (molibden - molibdopteridat) kompleks i nalazi se na
ekstracelularnoj povrSini c¢elijske membrane, dok se manji deo vanadata redukuje
intracelularno, posredstvom tiolnih jedinjenja. Pomenuti enzim je slican NAD(P)H zavisnoj

nitrat reduktazi izolovanoj iz S. cerevisiae (Barbier et al., 2005).

EPR istrazivanja na P. blakesleeanus su pokazala da uz redukciju znacajan udeo u
interakciji V(V) u milimolarnim koncentracijama sa micelijumom ima i njegova adsorpcija
na Celijski zid, dok do usvajanja u Celiju dolazi tek pri koncentracijama viSim od 7 mM,
kada je kapacitet gljive za redukciju i adsorpciju na éelijski zid prevaziden (ZiZi¢ et al.,

2013).

Haloperoksidaze

Kao 1 kod pojedinih bakterija 1 algi, 1 medu gljivama postoje one kod kojih vanadijum
predstavlja komponentu prosteticne grupe enzima peroksidaza. Vanadat — zavisne
haloperoksidaze katalizuju vezivanje halogena na specificna mesta u organskim
molekulima, akceptorima. S. cerevisiae, Curvularia inaequalis (Van Schijndelet al., 1993) 1
Botrytis cinerea (Bar - Nun et al., 2002) sadrze vanadat zavisnu hloroperoksidazu, a
kopnena vrsta liSaja Xanthoria parietina (Plat et al., 1987) vanadat - zavisnu
bromoperoksidazu. Obe navedene vrste gljiva su biljni patogeni ¢ije vanadat - zavisne
hloroperoksidaze u reakciji dvoelektronske oksidacije Cl~ ubrzavaju sintezu hipohlorne
kiseline, koja verovatno degradacijom celijskog zida biljke domacina omogucéava prodor

gljiva u nju.

Za vanadat zavisnu hloroperoksidazu C. inaequalis je pokazano da ispoljava antimikrobnu

aktivnost, npr., protiv intestinalne bakterije Enterococcus faecalis ( Persoon et al., 2012).
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StaviSe, bazofilni mutant vanadat zavisne hloroperoksidaze ima §iroku antimikrobnu
aktivnost protiv Gram — pozitivnih i Gram — negativnih bakterija, a ispoljava i antivirusnu

aktivnost (Renirie et al., 2008).

1. 3. Moguca primena vanadijuma u medicini

Kao S§to je ve¢ receno, slicnost izmedu vanadata i fosfata pruza moguénost supstitucije
fosfata vanadatom u fizioloSkim procesima, kako onim koji su zavisni, tako 1 onim koji su
regulisani od strane fosfataza, kinaza, fosfomutaza, diesteraza, ATPaza, ribonukleaza

(Rehder, 2015).

U tzv. medicinskom PSE, (Barry and Sadler, 2013), V je obelezen belom bojom (Slika 1.

4), Sto znaci da ga autori smatraju esencijalnim za coveka.

Ono $§to je podstaklo na brojne studije o farmakoloskim efektima vanadijuma i njegovih
koordinacionih jedinjenja sa organskim ligandima - koordinacija se ostvaruje preko atoma
kiseonika, azota 1 sumpora - prevashodno na animalnim laboratorijskim modelima, jeste

¢injenica da pojaCavaju efekat dejstva insulina (Willsky et al., 2011).

Vanadijum ispoljava i sposobnost modulacije signalnih puteva u B 1 T limfocitima, kao 1
mehanizma supresije inflamacije, a takode 1 aktivacije pojedinih interleukina, ukljucujuci
IL-2,IL—-4,IL-61IL - 10, Sto ga ¢ini dobrim potencijalnim kandidatom u procesu

razvoja imunoterapeutika za tretman imunih poremecaja (Tsave et al., 2016).

13



Slika 1. 4. Medicinski periodni sistem. Beli simboli oznacavaju elemente esencijalne za
coveka. Zelena polja predstavljaju medicinske radioizotope, plava elemente koji se trenutno
koriste u terapiji, narandzasta elemente koji se koriste u dijagnostici (Barry and Sadler,
2013).

Prvi klinicki pokusaji primene jednostavnih neorganskih jedinjenja vanadijuma kod osoba
sa dijabetesom sprovedeni su devedestih godina XX veka (Goldfine et al., 1995; Cohen et
al., 1995; Willsky et al., 2001). Naprednije klinicke studije, koje se odnose na testiranje
faze Ila sprovedene su skorije, primenom VO?*' - maltolat kompleksa sa efektom

poboljsanja dejstva insulina (Thomson et al., 2009).

Treba napomenuti da vanadijum i njegova jedinjenja jo§ uvek nisu nasla adekvatnu
primenu u medicini i farmaciji, izmedu ostalog i zbog toga §to podlezu barem parcijalnoj
biotransformaciji u telesnim te¢nostima tokom farmakokineti¢kog procesa, te primenjena
supstanca nije nuzno 1 farmaceutski aktivna. Takode, utvrdivanje uloge pojedinih
esencijalnih elemenata, ukljucujuéi vanadijum, u terapiji i kontroli homeostaze otezano je i
¢injenicom da se malo zna o njihovoj prirodnoj biohemiji i metabolizmu (Barry and Sadler,

2013).
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1. 4. Vanadijum u ¢elijskoj membrani

Insulin mimeti¢ka svojstva vanadijuma ticu se dalje njegove funkcije u procesima koji se
izucavaju u okviru fenomena karakteristicnih za celijske membrane: transporta glukoze,
transporta jona i aminokiselina, metabolizma glikogena i lipida (Stern et al., 1993). Takode,
pokazano je, u in vitro studijama, da vanadat snazno inhibira aktivnost Na"- K" - ATPaze,
kao i Ca*" - ATPaze, Ca?" - Mg?" - ATPaze (Bakds et al., 2001). Isti autori smatraju da
vanadat utice i na promenu membranskog potencijala, $to za posledicu ima pojacan efekat
glukoze na oslobadanje insulina. Konacno, Bakéas 1 saradnici su pokazali i1 efekat
vanadijumovih jedinjenja na promenu strukture lipidnog dvosloja ¢elijske membrane, koja
za posledicu moze da ima i promenu funkcije, kako integrisanih, tako i perifernih

membranskih proteina.

Sto se ti¢e interakcije vanadijuma sa enzimom fericijanid reduktazom, &ije je postojanje,
kao S§to je ve¢ pomenuto, pokazano na celijskoj membrani celija micelijuma P.
blakesleeanus (Baroja — Mazo et al., 2004), ovaj enzim bi mogao biti odgovoran za

redukciju tetravanadata (V4) (Zizi¢ et al., 2013).

Medu najnovijim istraZivanjima efekata vanadijuma na celijsku membranu je i in vivo
ispitivanje ponaSanja pacova tretiranih natrijum metavanadatom (Garcia et al., 2015).
Tretirane zivotinje su ispoljile poremecaj u pogledu lokomocije, a nakon
imunohistohemijskih analiza MBP — a (eng., myelin basic protein) sprovedenih na
presecima razli¢itth delova mozga nakon Zrtvovanja tretiranih Zivotinja, pokazana je
smanjena gustina mijelinizovanih nervnih vlakna. Pretpostavljeno je da je mijelin u CNS —

u verovatno glavna meta peroksidacije lipida posredovane vanadatom.
1. 5. Polarografska ispitivanja vanadijuma
Jo§ u proSlom veku primenom elektrohemijske tehnike, polarografije sa kaplju¢om Hg -

elektrodom, proucavan je mehanizam redukcije jona vanadijuma (V) iz kiselih 1 jako

alkalnih 1 amonialkalnih rastvora (Zeltzer, 1932). Proucavanju mehanizma redoks procesa
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razli¢itih oksidacionih stanja vanadijuma iz osnovnih elektrolita razli¢itog sastava i pH, kao
i primeni dobijenih rezultata u analiticke svrhe posvecen je nemali broj publikacija
(Lingane, 1945, Kolthoff and Lingane, 1946, Filipovic, et al., 1953; Lingane and Meites,
1948). Pored brojnih radova koji prouc¢avaju mehanizam redoks procesa jona vanadijuma
na zivinoj kapljucoj elektrodi, u nekompleksiraju¢im sredinama razli¢itog pH, ve¢i broj
publikacija posvecen je i ispitivanju vanadijumovih kompleksa sa razli¢itim ligandima,
(Coskun et al., 2015; Biermann and Wong, 1963, Khan et al., 2006). Polarografija,
zahvaljujuci senzitivnosti i selektivnosti, nasla je primenu i u utvrdivanju rasprostranjenosti

vanadijuma (Puri et al., 1998; Rojas — Romo et al., 2016).

1. 6. Toksicni efekti vanadijuma

Vanadinit se ne javlja samo kao mineral ve¢ se akumulira i u olovnim cevima za vodu
(Gerke et al., 2009). Ova Cinjenica, sama po sebi, nije problemati¢na, s obzirom da je
vanadinit nerastvorljiv u vodi. Medutim, u slu¢aju povisene kiselosti i viska fosfata dodatih
vodi za piée, oslobada se vanadat. S obzirom da vanadat u odredenoj koncentraciji moze
biti toksican, ovo je potencijalni i jo§ uvek nereSen problem u oblastima i domacinstvima u
kojima se vodosnabdevanje jo§ uvek vrS$i posredstvom olovnih cevi (Rehder, 2013).
Takode, pri sagorevanju uglja i loz ulja oslobadaju se oksidi vanadijuma, koji, pored toga
Sto bivaju apsorbovani od strane Cestica prasine, katalizuju oksidaciju SO, u SO3, a zatim 1

H>S0s, te predstavljaju rizik po zdravlje i Zivotnu sredinu (Rehder, 2008).

Mehanizam kojim vanadat ostvaruje svoje toksi¢ne efekte na bioloske sisteme jo$ uvek nije
sasvim jasan i uglavnom se pripisuje razli¢itim intracelularnim ,,ciljnim molekulima®, kao 1
promenama u pogledu hemijske forme 1 oksidacionih stanja kojima podleze, kako

ekstracelularno tako i unutar same ¢elije (Manazzu et al., 2000).

.....

odnosu na vanadil po S. cerevisiae (Manazzu et al.,1997; Zorrodu et al., 1996) 1 H.
polymorpha, kod koje je prevodenje u vanadil ¢ak sredstvo detoksikacije (Manazzu et al.,

2000). Medutim, kad se radi o P. blakesleeanus, pokazano je upravo suprotno — V(IV) je
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toksi¢niji jer inhibira razvoj micelijuma ve¢ pri koncentraciji od 0.5 mM, dok V(V)

stimuli$e razvoj do koncentracije od 5 mM (Zizi¢ et al., 2013).

1. 7. Gljive u bioremedijaciji

Gljive, prevashodno filamentozne, koje imaju visok odnos povrSine i mase, predstavljaju
integralnu bioaktivnu komponentu procesa kruzenja metala i drugih elemenata — ugljenika,
sumpora, fosfora i azota — u prirodi (Gadd and Sayer, 2000). Ovo se prevashodno odnosi
na uslove povisene kiselosti u kojima je pove¢ana mobilnost toksicnih metala (Morley et
al., 1996). Metali i njihova jedinjenja, derivati, kao 1 radionuklidi interaguju sa gljivama na
razliite naCine, zavisno od vrste metala, vrste gljive, kao i uslova okoline. Solubilizacija i
imobilizacija od strane gljiva su osnovne komponente biogeohemijskog ciklusa toksi¢nih
metala, pri ¢emu su oni direktno 1 indirektno ukljuceni u sve aspekte rasta, fiziologije 1

morfogeneze samih gljiva.

Medu mehanizmima transformacije metala, metaloida i organometalnih jedinjenja u manje
toksicne forme, a u kojima uce$¢e uzimaju gljive — nekoliko vrsta jednocelijskih i
filamentoznih - su redukcija, metilacija 1 dealkilacija. Tokom rasta gljiva na medijumu koji
je sadrzao srebro nitrat, redukcija Ag(I) u Ag(0) manifestovala se u vidu crnih kolonija u
¢ijim se Celijskim zidovima taloZilo elementarno srebro (Kierans et al., 1991). Takode, iz
¢elijskog zida Debaryomyces hansenii izolovani su, kako enzimski tako i neenzimski Cu(Il)
— redukujuéi sistemi, pri ¢emu je enzimski ukljucen u kontrolu procesa unosa Cu(Il)
(Wakatsuki et al., 1991a; Wakatsuki et al., 1991b). Danas se, zapravo, zna da procesi
redukcije, kako Cu(Il) u Cu(l), tako i Fe(Ill) u Fe(Il), primera radi, predstavljaju glavni
preduslov za visoko afinitetni transport ovih metala (Kosman, 1994, Lesuisse and Labbe,
1995; Eide and Guerinot, 1997). Pokazana je 1 redukcija Hg(Il) u Hg(0) od strane gljiva
(Yannai et al, 1991). Jasnije je pokazana sposobnost gljiva da redukuju metaloide.
Redukciju selenata i selenita do elementarnog selenijuma mogu da vrSe brojne vrste gljiva.
TaloZenje elementarnog selenijuma uocljivo je u vidu crvenih kolonija (Ramadan et al.,
1988). Primenom transmisione elektronske mikroskopije u vakuolama ¢elija Fusarium sp. i

Penicillium citrinum uoCene su krupne crne granule elementarnog telura, nastalog
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redukcijom telurita (Gharieb et al., 1999). 1 kad je re¢ o vanadijumu, s obzirom da je
primarni nacin ulaska ovog prelaznog metala u ekosistem upravo preko gljiva, one mogu
smanyjiti njegovu toksi¢nost putem sinteze organometalnih kompleksa, dok pojedine koriste
dominantne oblike skladiStenja fosfora, polifosfate, u detoksikaciji organizma u prisustvu

toksi¢nog oblika vanadijuma, vanadata (Zizi¢, 2013).
1. 8. Biologija vrste Phycomyces blakesleeanus
P. blakesleeanus je jedna od tri vrste roda Phycomyces, jedinog predstavnika familije

Phycomycetaceae iz reda Mucorales, pripadnika jedne od dveju klasa — Zygomycetes -

filuma Zygomycota. Druga klasa je Trichomycetes.
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Slika 1. 5. Vegetativni Zivotni ciklus P. blakesleeanus (Zivi¢, 2005, preuzeto uz saglasnost
autora, modifikovano).
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Kao pripadnika klase Zygomycetes rod Phycomyces karakteriSu vegetativne, nepokretne
spore, bez flagela, Sto je njegove vrste adaptiralo na saprofitni terestrijalni nacin Zivota.
Druga znacajna karakteristika je cenociti¢ni micelijum, skoro sasvim celovit, bez septi. Kao
predstavnike reda Mucorales odlikuje ih prisustvo sporangija, odnosno endogeni razvoj

spora.

Pored toga Sto nastanjuje zemljiSte, pogodni supstrati za ovu gljivu su i masne podloge —

prazni bareli nafte, deponije, organski supstrati u raspadanju...

P. blakesleeanus ima dva zivotna ciklusa: polni, tokom kojeg se formiraju zigospore,
veli¢ine 0.5 mm, koje sluze za prezivljavanje nepovoljnih uslova, i bespolni, ¢ije su spore —
sporangiospore - manje otporne na nepovoljne uslove, veli¢ine oko 10 um, sa ulogom u
efikasnoj masovnoj disperziji pri nepovoljnim uslovima sredine. Vegetativne spore su
pojedinacéne, elipsoidne, nepokretne ¢elije sa nekoliko nukleusa i debelim ¢elijskim zidom.
U uslovima nepovoljnim za rast, ostaju u stanju mirovanja, pri ¢emu im niska metabolicka
aktivnost omogucava dugotrajno prezivljavanje. Pri povoljnim, prevashodno nutritivnim
okolnostima, spore pocinju da klijaju, pod mikroskopom se uo€avaju promene — postaju
nabrekle, povecavaju svoju zapreminu 1 menjaju oblik u sfericni. Ubrzo zatim izduZuju se u
germinativne cevi, grade¢i prve hife. Nukleusi pocinju da se dele 1 pre pojave
germinativnih cevi, rasporeduju se po celoj rastuc¢oj celiji 1 postaju manje upadljivi
(Bergman et al., 1969). Nakon germinacije 1 pojave prvih hifa, po€inje njihov brzi rast 1
grananje, Sto dovodi do nastanka 1 izrastanja micelijuma, iz kojeg nakon 2 — 3 dana

zapocinje rast sporangiofora. Vegetativni Zivotni ciklus predstavljen je na Slici 1. 5.

Sporangiofore su uspravne hife koje na svom vrhu nose sporangije. Sporangiofora najpre
»lzranja* iznad povrSine supstrata kao malo ¢vr§¢a tamnija hifa i izduzuje se usled istezanja
¢elijskog zida u apikalnom regionu. Zatim se elongacija zaustavlja i vrh nabubri,
formirajuci sporangiju sfericnog oblika. Sporangija je najpre svetlo Zuta, usled prisustva f —
karotena, a zatim postaje crna jer karoten podleze oksidativnoj polimerizaciji gradeci tzv.
sporopolenin, jedinjenje otporno na hemijsku i1 biolosku degradaciju. Unutar sporangija

protoplazma se povlaci, ostavljajuci prostor za priblizno 100000 sporangiospora, od kojih

19



svaka ima po nekoliko nukleusa. Zidovi sporangiospora takode sadrze sporopolenin. Mada
najveci deo sporangije zauzimaju spore, sporangiofora prodire u nju, ¢ineci tzv. kolumelu.
Nakon formiranja sporangija, izduZivanje sporangiofora prestaje, izuzev istezanja u zoni
rasta, neposredno ispod sporangije. Zid sasvim sazrelih sporangija je tanak i lako prska,

oslobadajuci spore (Carlile et al., 2001).

Za sporangiofore, u svim fazama rasta, karakteristicno je da su osetljive na bar Cetiri
razli¢ita stimulusa: svetlost, gravitaciju, istezanje i jedan nepoznati stimulus koji im
omogucava da zaobilaze Cvrste objekte (Bergman et al., 1969). Ovaj poslednji, ,,stimulus
izbegavanja* oznacen je i1 kao fugitropizam, ali mehanizam koji stoji u njegovoj osnovi jos

uvek je nerazja$njen (Webster and Weber, 2007).
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2. CILJ RADA

S obzirom da vanadijum, kako usled antropogenog uticaja, tako i1 lakim oslobadanjem iz
svojih prirodnih resursa, dospeva u Zzivotnu sredinu, ponekad u visokim, toksi¢nim
koncentracijama, a s druge strane, proces redukcije metala, prevashodno u pojedinim
gljivama, predstavlja jedan od mehanizama detoksikacije, od izuzetnog je znacaja
ispitivanje redukcije, pre svega petovalentnog oblika ovog prelaznog metala, u pogodnim
model sistemima, kakav je gljiva P. blakesleeanus. Rezultati, dobijeni primenom EPR i °'V
NMR metoda, na ovu temu postoje, ali su dobijeni za relativno visoke koncentracije
vanadata (> 2 mM) koje su malo verovatne u zivotnoj sredini i pri kojima se ocekuje veci
stepen polimerizacije vanadata u odnosu na submilimolarne koncentracije, gde se ocekuje

dominacija monomera. Stoga su pred ovu disertaciju postavljeni specifi¢ni ciljevi:

1. Kombinacijom polarografije, EPR i 'V NMR metoda ustanoviti da li micelijum
redukuje vanadat i u submilimolarnim koncentracijama.

2. Kombinacijom polarografije, EPR, >V NMR i biohemijskih metoda utvrditi
mehanizam eventualne redukcije V(V) u submilimolarnim koncentracijama od
strane micelijuma gljive, sa posebnim naglaskom na uceS¢e enzima sa fericijanid
reduktaznom aktivnoS¢u koji se pokazao kao dominantan u redukciji V(V) u
milimolarnim koncentracijama.

3. Koris¢enjem polarografije i °'V NMR metode utvrditi da li pri submilimolarnim
koncentracijama V(V) dolazi do njegove adsorpcije na celijski zid, za koju je pri
milimolarnim koncentracijama V(V) utvrdeno da je znacajan mehanizam interakcije
micelijuma sa vanadatom.

4. Koris¢enjem °'V NMR metode utvrditi oblik vanadata koji micelijum usvaja.

5. Primenom 'V NMR odrediti vrste V(V) koje se akumuliraju u éeliji, kako pri
visokim, tako i pri niskim koncentracijama vancelijskog V(V).

6. Ramanskom spektroskopijom definisati najzastupljenije interakcije vanadijuma sa

biomolekulima u micelijumu gljive P.blakesleeanus.
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3. MATERIJAL I METODE

Za istrazivanje fizioloskih procesa Zygomycota, P. blakesleeanus se namece kao dobar
izbor zbog jasno definisanih uslova gajenja, kratkog Zzivotnog ciklusa, makroskopske
veli¢ine sporangiofora i postojanja velikog broja mutanata za razlicite fizioloSke procese
(Cerda - Olmedo and Lipson, 1987). Eksperimentalni objekat u ovom radu bio je divlji soj
NRRL1555 (-) P. blakesleeanus (Burgeff).

3. 1. Uzgoj spora

Vegetativne spore P. blakesleeanus Cuvaju se u zamrzivau na temperaturi — 20° C, u
koncentraciji 107 spora / ml. U cilju obezbedivanja zaliha, sade se na &vrsti krompirov

medijum.

Neposredno pre zasejavnja — da bi se aktivirao proces klijanja - spore su razblazivane do
koncentracije 102 spora / ml i inkubirane u vodenom kupatilu 15 min. na temperaturi od 49°
C. Krompirov medijum pripreman je na sledec¢i nacin: 200 g krompira kuvano je u 1 1
destilovane vode, zatim cedeno kroz dvoslojnu gazu, a zapremina filtrata dopunjavana do
zapremine od 1 [; filtrat je ponovo zagrevan do kljucanja, pri ¢emu je u njega dodavano 15
g agara, 20 g glukoze, 1 mg vitamina Bl 1 1.5 g ekstrakta kvasca. Dobijeni medijum je
autoklaviran 35 min. na 105° C, zatim, u sterilnim uslovima, razlivan u Petri ploCe precnika
9 cm, do visine 4 — 5 mm. Nakon hladenja, u svaku Petri plo¢u dodavano je 100 pl
aktiviranih spora i staklenim Stapiem ravnomerno razmazivano po povrSini medijuma,
nakon Cega su Petri plo¢e poklapane. Spore su gajene u komori za uzgoj, u navlaZzenim
plastiénim kutijama, na temperaturi od 22° C, pri relativnoj vlaZnosti vazduha 95 %,
izlozene dejstvu belog fluorescentnog osvetljenja jacine 10 W / m?. Nakon 48 h Petri ploce
su otvarane da bi se omogucio rast sporangiofora, a nakon 96 h i dostizanja poslednjeg
stadijuma razvica, zrele sporangiofore su potapane u destilovanu vodu, pri ¢emu su opne
sporangija pucale 1 spore oslobadane. Kona¢na zapremina rastvora spora odredivana je
mnozenjem broja inokuliranih Petri ploca sa 1.4, §to je omogucavalo dobijanje osnovnog

rastvora spora koncentracije 107 spora / ml.
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3. 2. Uzgoj micelijuma

U skladu sa zahtevima eksperimenata spore su inkubirane u vodenom kupatilu 15 min. na
temperaturi od 49° C, da bi se aktivirao proces njihovog klijanja, a zatim zasejavane u
standardni te¢ni minimalni medijum (Sutter, 1975), sastava: 36.7 mM KH>PO4, 2 mM
MgSO4 x 7H20, 0.376 mM CaClo, 3 uM tiamin x HCI, 1 uM limunska kiselina x H>O, 3.7
uM Fe(NOs); x 9H20, 3.5 uM ZnSO4 x 7H20, 1.8 uM MnSO4 x H>O, 0.2 uM CuSO4 x
5H>0, 0.2 uM NaxMoO4 x 2H>0. Minimalni medijum je autoklaviran 35 min. na 105° C, a
nakon hladenja nalivano je po 60 ml medijuma i 3 ml aktiviranih spora u erlenmajere
zapremine 100 ml, tako da je kona¢na koncentracija spora u medijumu bila priblizno 10°
spora / ml. Erlenmajeri, zatvoreni poroznim zapusa¢ima postavljani su na mesalicu u
komori za uzgoj, posredstvom pumpi za kiseonik uzorcima u medijumu je omogucavana
kontinuirana oksigenacija, a obezbedivano je 1 kontinuirano fluorescentno belo osvetljenje
jacine 10 W / m?. Temperatura u komori iznosila je 20° C. Uzgoj je trajao 24 h ili 28 h,

zavisno od potreba eksperimenta.

Za potrebe pojedinih eksperimenata koriSten je osnovni rastvor spora pripreman uzgojem
vegetativnih spora na ¢vrstom medijumu koji je sadrzao 3 % agar, a bez krompira kao
eventualnog izvora molibdena. Takode, standardni minimalni medijum menjan je utoliko
Sto je njegov sastavni deo, rastvor mikroelemenata neophodnih za rast micelijuma,

pripreman bez molibdena.

3. 3. Izolacija Celijskog zida

Celijski zid je izolovan iz micelijuma starog 28 h, uzgojenog u standardnom minimalnom
medijumu. Pre homogenizacije micelijum je ispran, a te¢nost izvucena na vakuum pumpi.
Homogenizacija micelijuma vrSena je u puferu koji je sadrzao 50 mM TRIS — HCI, 50 mM
NaCl 1 0.05 % Triton X — 100, pH vrednosti 7.2. Odnos mase micelijuma i zapremine
medijuma za homogenizaciju iznosio je 1:2 do 1:5 (u razli¢itim izolacijama). Homogenat je
dobijen upotrebom Polytron homogenizer — a (Kinematica), homogenizacijom 3 x 5

sekundi u posudi od pleksiglasa, nakon Cega je filtriran kroz cetvoroslojnu gazu i
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centrifugiran 15 minuta na 1000 g. Pelet je zatim resuspendovan u puferu za ispiranje, pH =
7.2, koji je sadrzao 50 mM TRIS — HCl1 i 50 mM NaCl i centrifugiran 15 minuta na 1000 g.
Pelet je resuspendovan u 50 mM TRIS — HCI, pH = 7.2 1 ponovo centrifugiran 15 minuta
na 1000 g, pri ¢emu je poslednji postupak ponavljan 3 puta. Talog dobijen nakon trec¢eg
ispiranja koriSten je u eksperimentima ispitivanja sposobnosti ¢elijskog zida da adsorbuje /

redukuje vanadat.

3. 4. 1zolacija Celijske membrane

Polazni materijal za izolaciju membranskih frakcija bio je 28 h star micelijum uzgojen u
standardnom minimalnom medijumu. Nakon §to je minimalni medijum ispran i te¢nost
izvuCena na vakuumu, vrSena je homogenizacija u medijumu koji je sadrzao 0.6 M
saharozu, 10 mM HEPES / KOH, pH = 7.5 i 5 mM askorbat. Odnos mase micelijuma i
zapremine medijuma bio je 1:2. Tkivo je homogenizovano tu¢kom u avanu ili primenom
Polytron homogenizer — a (Kinematica), homogenizacijom 3 x 5 sekundi u posudi od
pleksiglasa. Nakon toga je filtriran kroz Cetvoroslojnu gazu i centrifugiran 10 minuta na
10000 g. Pelet je odbacivan, a supernatant centrifugiran na ultracentrifugi 40 minuta na
100000 g. Ovako dobijeni supernatant sadrzi ukupne solubilne proteine, dok se u talogu

nalaze mikrozomi — fragmenti svih ¢elijskih membrana.

3.4. 1. Razdvajanje na dvofaznom sistemu

Dvofazni sistem predstavlja meSavinu polimera koji su rastvorljivi u vodi ali se medusobno
ne mesaju. Prema svojim povrSinskim karakteristikama razlic¢ite membrane se rasporeduju
u donju ili gornju fazu sistema. Na afinitet membrana prema nekom od slojeva utice

koncentracija polimera, jonska jacina 1 sastav dvofaznog sistema.

Razdvajanje Celijske membrane od unutarcelijskih membrana vrSeno je metodom (Kjellbom
1 Larsson, 1984), prilagodenoj svojstvima naSeg bioloskog objekta. Talog mikrozoma je
nakon ultracentrifugiranja resuspendovan u rastvoru slede¢eg sastava: 0.33 M saharoza, 5

mM K — fosfatni pufer (KH2PO4), pH = 7.8 1 3 mM KCIl. Zatim je 3 g suspenzije
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mikrozoma nanoSeno na 9 g unapred pripremljenog dvofaznog sistema tako da je finalni
sastav dvofaznog sistema bio: 0.33 M saharoza, 6.5 % dekstran, 6.5 % PEG, 5 mM K —
fosfatni pufer, pH = 7.8 i1 3 mM KCI. Dvofazni sistem za preciS¢avanje istog sastava je
pripremljen u levku za odvajanje dan ranije; nakon pripreme su gornja (U) i donja (L) faza
razdvojene u zasebne ¢ase 1 uvane na + 4 °C. Epruveta sa uzorkom na dvofaznom sistemu
je meSana okretanjem 30 — 40 puta, a zatim centrifugirana 5 minuta na 2500 g, da bi se
ubrzalo razdvajanje faza. Nakon toga je 90 % gornje faze pazljivo usisavano Pasterovom
pipetom, prebacivano u novu epruvetu i dopunjavano (do ukupne mase od 6 g) svezom U
fazom, a zatim (do ukupne mase od 12 g) svezom L fazom. Postupak preciS¢avanja je

ponavljan tri puta.

L1 (prva donja) faza sa grani¢nim slojem, razblazena je puferom za ispiranje koji je sadrzao
5 mM K — fosfatni pufer, pH= 7.8 1 0.25 M saharozu, i centrifugirana 40 minuta na 100000
g. Na isti nacin je tretirana i Usn (finalna gornja) faza. Supernatanti su odliveni a talozi -
mikrozomalne frakcije iz L1 1 ¢elijske membrane iz Usn faze su resuspendovani u puferu za

ispiranje 1 jo§ jedanput centrifugirani 40 minuta na 100000 g.

Finalni talozi mikrozomalnih frakcija 1 ¢elijske membrane resuspendovani su u medijumu
za resuspendovanje membrana koji je istog sastava kao pufer za ispiranje, s tim Sto sadrzi i

10 % glicerin, i zamrznuti na — 60° C do analize.

Mikrozomalna frakcija koriS¢ena je za poredenje i1 procenu kontaminacije plazma

membranske frakcije drugim ¢elijskim komponentama.

3. 4. 2. Razdvajanje na saharoznom gradijentu

Alternativni nacin preciS€avanja celijske membrane je centrifugiranjem uzorka kroz
saharozni gustinski gradijent. Ova metoda je ¢eS¢e koriS¢ena za izolaciju membrana gljiva i
animalnih c¢elija nego preciS¢avanje na dvofaznom sistemu. Za dobijanje Ccelijske

membrane preciS¢ene na gustinskom saharoznom gradijentu koriS¢ena je modifikovana

25



metoda Marriott - a, 1975. Talog dobijen nakon prvog ultracentrifugiranja resuspendovan je
u 15 % rastvoru saharoze u 5 mM HEPES / KOH — u, pH = 7.5, a zatim nanesen na
unapred pripremljen saharozni gradijent (50 % - 40 % - 30 % - 15 % saharoze u 5 mM
HEPES / KOH, pH = 7.5). Gradijent sa uzorkom u okviru gornjeg sloja 15 % saharoze je
centrifugiran 90 minuta na 104000 g, u ,swing — out” rotoru. Nakon centrifugiranja,
pazljivo su Pasterovom pipetom usisani rastvori sa granica slojeva 50 % - 40 %, 40% - 30
% 130 % - 15 %, razblazeni u puferu za ispiranje sastava 5 mM HEPES / KOH, pH=7.51
0.25 M saharoza, i centrifugirani 40 minuta na 100000 g. Talozi sa razli¢itim membranskim
frakcijama resuspendovani su u medijumu za resuspendovanje membrane, zamrzavani u

teénom azotu i ¢uvani na — 60° C do analize.

3. 5. Priprema rastvora

Rastvor natrijum ortovanadata (200 mM) pripreman je prema metodi Gordon - a (Gordon,
2001). U vodi je rastvoren Na3VOs u potrebnoj koncentraciji i rastvor je zagrevan do
klju€anja. Nakon hladenja, pH mu je podeSavan na 10, upotrebom NaOH. Pri pH = 10
rastvor postaje zut usled polimerizacije monomera u dekamere vanadata. Ponovnim
zagrevanjem do kljuCanja rastvor se obezbojava, a ponovnim dodavanjem NaOH nakon
hladenja, pH je podeSavan na 10, pri ¢emu je primetno manje odstupanje pH nakon kuvanja
u odnosu na prethodno. Zuta boja se gubi ponovnim kuvanjem, a postupak se ponavlja do
potpune stabilizacije pH rastvora. Dobijeni osnovni rastvor je podeljen nalivanjem u
plasti¢ne ,,ependorfice® zapremine 1 ml i ¢uvan u zamrzivacu na temperaturi — 20° C do

pocetka eksperimenata.

Rastvori VOSO4 x H20O 1 CdCl; pripremani su neposredno pred izvodenje eksperimenata,

rastvaranjem u destilovanoj vodi u potrebnoj koncentraciji.

HEPES, u potrebnoj koncentraciji, rastvaran je u destilovanoj vodi a pH (7.2) mu je

podesavan pomoc¢u KOH.

U eksperimentima sa izolovanim ¢elijskim zidom, masa ispitivanog uzorka je odredivana

tako Sto je 2 ml suspenzije gljive cedeno na vakuum pumpi, a zatim je dobijena masa
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micelijuma nakon cedenja sluzila kao merilo: ista masa ¢elijskog zida suspendovana je u 2

ml pufera.

3. 6. Polarografska merenja

Polarografija je odabrana kao selektivna, osetljiva, reproduktivna i neinvazivna metoda, §to
nam je omogucavalo pracenje uticaja zivog organizma na oksido - redukcione procese u
spoljasnjoj sredini. Takode, polarografija zahteva malu koli¢inu uzorka, koju je moguce
svrsishodno tretirati niskim koncentracijama vanadata, tako da je on u radnom rastvoru
prisutan u obliku monomera, za razliku od ranijih ispitivanja, gde je primena
spektroskopskih metoda zahtevala vece koli¢ine uzorka, pa time i1 viSe koncentracije
vanadata. Ovo je, pored promene pH prilikom dodavanja vanadata, dovodilo i do njegove
oligomerizacije, pa time i razli¢itih interakcija sa micelijumom P. blakesleeanus u odnosu

na monomer.

U istrazivanju su koriS¢ene dve polarografske metode: polarografija jednosmerne struje
(DCP, eng., direct current polarography) i diferencijalna pulsna polarografija (DPP, eng.,
differential pulse polarography). Za DCP 1 DPP analizu koriS¢en je Princeton Applied
Research 174 A potenciostat opremljen Houston instrument, Omnigraphic 2000 X — Y

pisacem.

Elektrohemijska c¢elija zapremine 30 ml opremljena je radnom kaplju¢om Zivinom
elektrodom (eng., DME, dropping mercury electrode) konstante kapilare (m) 2.5 mg /s, pri
visini Zivinog stuba od 45 cm. Vreme kapljanja Zive za sve eksperimente bilo je podeSeno
na 1 kap u sekundi. Zasi¢ena kalomelova elektroda (SCE) 1 platinska elektroda koriS¢ene su
kao referentna 1 pomoc¢na elektroda. Brzina snimanja polarografskih krivih bila je 10 mV/ s.
Strujne oscilacije u DCP eksperimentima su prigusivane primenom nisko propusnog filtera
(eng., Ipf, low pass filter) potenciostata pozicioniranog na 3 s. Pocetni potencijali, kao i
strujni opsezi podeSavani su u skladu sa zahtevima svakog pojedinacnog merenja. Na
pocetku svakog eksperimenta rastvor u elektrolitickoj Celiji je deoksigenisan uvodenjem

azota u trajanju od po 5 minuta.
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Kontrolni DCP i DPP eksperimenti su izvodeni u 20 ml pufera (10 mM HEPES — a, pH =
7.2). U eksperimentima sa micelijumom gljive, 18 ml pufera je meSano sa 2 ml suspenzije
24 h starog micelijuma. Ovakva smesa je sadrzala oko 50 mg sveze mase (sm) micelijuma
daju¢i konacnu koncentraciju micelijuma u elektrohemijskoj ¢eliji od 2.5 mgsm / ml.
HEPES pufer je odabran s obzirom na pogodan pKa (7.55) i zanemarljiv kapacitet za
formiranje metalnih kompleksa, S$to omoguéava vezivanje metala za povrSinu celije
(Savvaidis et al., 2003). Natrijum ortovanadat, (Na3VOs V(V)) je dodavan u opsegu
koncentracija od 0.1 — 1.0 mM, dok su vanadil sulfat, (VOSO4 V(IV)), kalijum fericijanid,
(kalijum - heksacijanoferat(III), Ks[Fe(CN)]s]), kao i smesa V(V) i [Fe(CN)]¢]** dodavani u
opsegu koncentracija od 0.1 do 0.5 mM. Za opisivanje dobijenih polarografskih talasa
koriS¢ene su vrednosti grani¢ne difuzione struje, Is (LA), polutalasnog potencijala, Eip,
(mV) 1 konstante difuzione struje (Ix). Ik je odredivana prema formuli (Filipovi¢ et al.,

1953);

1

I, =———
k Cm2/3t1/6,

gde je m — konstanta kapilare (mg / sec); t - vreme kapanja (s); ¢ - koncentracija

elektroaktivne vrste (M).

3.7. NMR eksperimenti

'V NMR merenja izvodena su na Apollo upgrade, Bruker MSL 400 spektrometru
rezonantne frekvencije za °>'V od 105.169 MHz. DuZina pulsa je bila 20 ps (45°), spektri su
snimani 3.6 min., za neisprani micelijum i 36 min., za isprani micelijum i u slucaju niskih
koncentracija vanadata. Vodeni rastvor 1M natrijum metavanadata, pH = 12 sa signalom
VO4* na — 535.7 ppm, u odnosu na VOCI; je koriséen je kao spoljasnji standarad za

odredivanje hemijskog pomaka V(V) signala (Rehder, 2008).

Za navedena merenja 24 h star micelijum je prikupljan pomocu vakuum filtracije 1 ispiran
eksperimentalnim minimalnim medijumom (standardni minimalni medijum, bez fosfata i

mikroelemenata). Zatim je 0.6 g micelijuma resuspendovano u aerisanom HEPES - u i
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pakovano u male staklene fiole ukupne zapremine 1.9 ml. Natrijum ortovanadat je dodavan
u finalnoj koncentraciji 4 pmol / gsm. Za eksperimente inhibicije preuzimanja i redukcije
vanadata, fosfat, KH,POs4 je dodavan u finalnoj koncentraciji 36.7 mM, a CdCl; i1
Ks[Fe(CN)s] u koncentraciji 40 pmol / gsm. U svim eksperimentima sa ispranim
micelijumom, pre snimanja spektara, tretirani micelijum je ispiran 5 puta destilovanom

vodom pomocu vakuum filtracije.

Za potrebe pojedinih eksperimenata, standardnom minimalnom medijumu u kojem je

micelijum kultivisan 24 h, dodavan je natrijum ortovanadat u koncentracijama 2, 5 1 7 mM.

3. 8. EPR eksperimenti

EPR spektri snimani su na temperaturi od 20 °C, na Varian E — 104 spektrometru radne
frekvencije 9.452 GHz (X — band), opsega polja 1000 G, modulacione amplitude 10 G,
modulacione frekvencije 100 kHz, mikrotalasne snage 10 mW, vremenske konstante 64 ms

1 vremena snimanja uzorka 4 minuta.

Micelijum je resuspendovan u HEPES — u da bi se odrzala optimalna vrednost pH (7.2),
zatim je tretiran 0.5 1 2.5 mM natrijum ortovanadatom i, nakon 35 min., uzorkovan vakuum
filtracijom. Uzorci mase 30 g su smeStani na otvoreni teflonski drzac¢ i pristupano je

snimanju spektara.

3. 9. Ramanska mikrospektroskopija

Ramanski spektri snimljeni su pomoéu DXR Raman mikroskopa (Thermo Scientific),
primenom laserske ekscitacije talasne duZine 532 nm, konstantne snage 10 mW. Uzorak je
nanoSen na pozla¢ene merne plo€ice Gold EZ — Spot Micro Mounts for SERS (Thermo

Scientific). Vreme ekspozicije bilo je 30 s, izvrSeno je 10 ekspozicija.

24 h star micelijum filtriran je vakuum filtracijom 1 ispiranjem eksperimentalnim
minimalnim medijumom. Natrijum ortovanadat je dodavan u finalnoj koncentraciji 80

umol / gsm. Kontrolni 1 tretirani micelijum su nakon ispiranja resuspendovani u
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dejonizovanoj vodi u odnosu 1:20 i drzani na ledu do pocetka eksperimenta. Po 5 puL

suspenzije stavljano je na plocice.

3. 10. Biohemijske metode

Aktivnosti enzima odredivane su spektrofotometrijski (Shimadzu UV - Vis 1600), u
kvarcnim kivetama zapremine 1 ml, ili na ¢ita¢u mikrotitar plocica, u plo¢icama od opticke
plastike, zapremine bunarci¢a 0.4 ml, sa ravnim dnom. Prilikom merenja aktivnosti enzima

u membranskim frakcijama, u reakcionu smesu je dodavan 1 % Triton X — 100.

Aktivnost citohrom c oksidaze je odredivana prema Tolbert (1974). Reakciona smesa je

sadrzala 50 mM TRIS, pH = 7.5 i 40 uM citohroma c koji je neposredno pre pocetka
merenja redukovan dodatkom nekoliko kristala Na»S»>0s. Reakcija je zapocinjana

dodavanjem uzorka i prac¢ena preko promene apsorbance (oksidacije citohroma) na 550 nm.

Aktivnost NADPH - citohrom c reduktaze je odredivana prema metodi Terry 1 Williams

(2002), pracenjem redukcije citohroma preko poveéanja apsorbance na 550 nm, pri ¢emu je

reakciona smesa sadrzala 3 mM KCN, 20 mM cyt ¢ 1 50 mM TRIS, pH = 7.5.

Aktivnost ATPaza odredivana je prema Terry and Williams (2002) na ¢itatu mikrotitar
plo€ica. Esej je baziran na merenju koli¢ine neorganskog fosfata oslobodenog hidrolizom
ATP — a pomocu molibdatnog reagensa. Reakcijom neorganskog fosfata sa amonijum
molibdatom dolazi do formiranja boje — molibdatno plave, ¢ija je apsorbanca merena na
620 nm. U reakcione smeSe su dodavani inhibitori radi procene prisustva pojedinih
membrana, 1 to natrijum ortovanadat za inhibiciju ATPaze celijske membrane, kalijum
nitrat za inhibiciju ATPaze tonoplasta 1 natrijum azid za inhibiciju ATPaze iz membrane

mitohondrija.

Aktivnost NADH — zavisne fericijanid reduktaze merena je prema metodi Kim i saradnika
(2002). Reakciona smesa je sadrzala 50 mM Tris - HCI, pH = 7.2, 0.01% Triton X - 100,
200 uM NADH, 250 uM Kj;[Fe(CN)Je] 1 10 pl uzorka cCelijske membrane; reakcija je
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prac¢ena preko promene (opadanja) apsorbance na 420 nm koja potice od fericijanida. U

pojedinim eksperimentima u reakcionu smesu je dodavan 1 mM, odnosno 10 mM V(V).

Koncentracija proteina je odredivana po metodi Bradford (1976), upotrebom govedeg

serum albumina kao standarda.

3. 11. Analiza podataka

Za prikaz i analizu podataka originalni polarogrami su digitalizovani primenom programa
PlotDigitizer 2. 6. 3., a potom analizirani u programu SigmaPlot 11 (Systat Software Inc.,
USA).

Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost + standardna greSka. Statisticko poredenje
rezultata je vrSeno primenom t — testa, sa nivoom znacajnosti 5 % (P < 0.05). Zavisnosti
koncentracije usvojenog V(V) od strane micelijuma - c.r» od koncentracije V(V) u

medijumu - ¢, je opisana sigmoidom izraza:

_ Cuv()max
Cuv(v) = —C—=Cps5 >
1-e b

gde je cuvymax - maksimalna vrednost usvojenog V(V); cos - koncentracija V(V) u
medijumu pri kojoj dolazi do polovine promene i b - nagib sigmoide. Sve statisticke analize

su vrSene u programu SigmaPlot 11 (Systat Software Inc., USA).

Statisticka, analiza kad je re¢ o NMR 1 EPR eksperimentima je izvodena primenom Mann -
Whitney U - testa na 5% nivoa znacajnosti (P < 0.05) koriste¢i SigmaStat program V2
(Aspire Softwer International, Ashburn, VA, USA).

Podaci dobijeni ramanskom mikrospektroskopijom su analizirani upotrebom OMNIC for
Dispersive Raman software — a (verzija 8. 1. 42), a predstavljeni su kao srednja vrednost +
standardna greska, (n = 12). Statisticko poredenje rezultata je vrSeno primenom t — testa, sa

nivoom znacajnosti 5 % (P < 0.05).
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4. REZULTATI
4. 1. Polarografska ispitivanja

4. 1. 1. Polarografska svojstva vanadila i vanadata u puferu

Polarografske krive vanadila V(IV) u opsegu koncentracija 0.1 mM — 0.5 mM snimljene
DCP metodom karakteriSu tri talasa (Slika 4. 1): jedan anodni (a4) 1 dva katodna (cs' 1 c4).
Polutalasni potencijal anodnog talasa, E124.s=- 116 = 5 mV je nezavistan od koncentracije
V(IV). Iako a4 talas nije dobro definisan, njegova grani¢na struja, las direktno je
proporcionalna koncentraciji V(IV) jona (Slika 4. 2), sa prose¢nom vredno$¢u konstante

difuzione struje anodnog talasa Ir.s = 1.06 £ 0.02.

5 - 10 mM Hepes
................ 0.1 mM V(IV)
49 == 0.2 mM V(IV)
g ] = 0.3 mM V(IV)
— ——- 0.4mMV(IV)
2] —=—= 0.5 mM V(IV)
g ¢,
— 0 -
A1 -
2 -
-3

200 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400
E (mV)

Slika 4. 1. DCP krive rastu¢ih koncentracija V(IV) u HEPES - u, pH 7.2. Oznaceni su
polozaji anodnog talasa (a4) 1 dva katodna talasa (¢4 1 c4).

S obzirom na nepravilan oblik i nisku vrednost ls, katodni talas ¢4 (E12¢4'~ - 420 mV) nije
bio predmet detaljne analize. Polutalasni potencijal talasa cs vrednosti E12c4~ - 1062 £ 18

mV je nezavisan od koncentracije jona V(IV). lus karakteriSe linearna zavisnost od

32



koncentracije V(IV) jona (Slika 4. 2), sa prose¢nom vrednoséu Ixes = 1.79 + 0.03. U ovom

slu¢aju, odnos lic+ / lkas, nasuprot o¢ekivanom, nije ceo broj, ve¢ ima vrednost 1.7.

1y (1A)

1.6
1.4 1
1.2 1
1.0
0.8
0.6
0.4 1
0.2
0.0

. Ida4 §
O Idc4 ;
T
? 5
L
& b
T8
o) e
]
(l:) T T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 04 0.5

[V(IV)] (mM)

Slika 4. 2. Zavisnost I, talasa a4 i ¢4 od koncentracije V(IV).

Zbog toga su, u istim eksperimentalnim uslovima, pri koncentraciji V(IV) jona od 0.5 mM

izvedeni eksperimenti primenom DP polarografije. Na polarogramima se mogu uociti tri

pika koja odgovaraju trima DCP talasima (a4, c# 1 c4) (Slika 4. 3). Odnos amplituda pikova

cs1aq41znosi 1.99 £ 0.07.

U slu¢aju vanadata, V(V), obe primenjene polarografske metode, dale su krive precizno

definisanih talasa, odnosno pikova (Slike 4. 3. 1 4. 4). Na DCP krivim u opsegu

koncentracija V(V) od 0.2 do 2 mM mogu se uociti dva katodna talasa, cs5' 1 c¢s5, dok DPP

krivu pri koncentraciji V(V) od 0.5 mM karakteriSu dva analogna pika c¢;5-1 cs.
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25 - - 12
—— 0.5mM V(V) Cs
20 — 0.5 mM V(IV) - 10
L 8 —
i 15 C 4 <
t I~ 6 ‘-:.
S S
> 10 1 .
L 4
B L 2
0 T Ll L) L) Al Al Ll 0
0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400

E (mV)

Slika 4. 3. DPP krive V(IV) 1 V(V) snimljene u puferu. Oznaceni su polozaji tri pika u
V(IV) (a4, co icq)idvau V(V) (cs5 i cs).

Talas c5' odlikuje se prisustvom strujnog maksimuma. U prisustvu 1 mM V(V) Ei2e5' = ( -
215 £ 8) mV. Shodno niskoj lus- 1 specificnom obliku, talas cs'nije bio pogodan za analizu
efekta gljive, te stoga nije detaljnije karakterisan. Polutalasni potencijal talasa cs, E1/2c5 = ( -
1106 = 17) mV, nezavisan je od koncentracije V(V), Li.s pokazuje linearnu zavisnost od
koncentracije V(V) (Slika 4. 8), sa Ixes = 5.32 = 0.08. S obzirom da razlika izmedu
polutalasnih potencijala talasa c¢s 1 cs iznosi svega 44 mV, ova dva talasa se gotovo

preklapaju (Slika 4. 4). Odnos ks / Tres = 3.

34



5 10 mM Hepes
............... 0.2 mM V(V) /)
o - 0.4 mM V(V) C 7
- 0.6 MM V(V) 547
6] ———- 0smMV(V) ,/-/6""/
el I - 1.0mM V(V) %'/"/ g
i 31 il
— o .
-3 -
-6 1
9

200 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400 -1600
E (mV)

Slika 4. 4. DCP krive rastuc¢ih koncentracija V(V). Oznacena su dva katodna talasa (cs- 1
Cs).

4. 1. 2. Efekat micelijuma P. blakesleeanus na polarografske krive V(IV) i V(V)

Dodavanje suspenzije micelijuma P. blakesleeanus u pufer dovodi do znacajnih promena

izgleda DCP krivih jona V(IV) (Slika 4. 5) 1 V(V) (Slika 4. 6).

10 -

- 0.5 mM V(IV)

81 — osmmvav) +P. o

6 -
4 -

200 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400
E (mV)

Slika 4. 5. Uticaj micelijuma P. blakesleeanus na polarogram V(IV). Poredenje DCP krivih
V(IV) u osnovnom elektrolitu 1 u prisustvu micelijuma.
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Za analizu uticaja micelijuma odabrani su talasi ¢4 1 ¢s5, kao najbolje definisani. U slucaju

V(IV) sva tri talasa nestaju, ukazujuci na to da micelijum u potpunosti uklanja ove jone iz

pufera (Slika 4. 5).

Sto se tiée DCP krive V(V) jona, efekat iste koli¢ine micelijuma je manje izrazen (Slika 4.
6). Kako DCP tako i DPP krive ukazuju na to da dodavanje micelijuma dovodi do

snizavanja Lss, bez efekata na Ei/c5 ili oblik samog talasa / pika, u odnosu na polarograme

u puferu.

12 7—— 1.0 mM V(V), DCP
—— 1.0mMV(V) +P. b1, DCP /"« o
10 4~~~ 0.5 mM V(v), DPP A
—-—=- 0.5mM V(V) + P, bl, DPiP
o 8- ¥4 F15 o
3] o
= o
== 61 0 =
= 41 —
- 5
2 .
0 :_—_—:_:—:_’_'“_“_‘.-«’ ' . 0
-600 -800 -1000 1200 1400
E (mV)

Slika 4. 6. Uticaj micelijuma P. blakesleeanus na polarograme V(V). Poredenje DCP 1 DPP
krivih V(V) u puferu i1 po dodatku micelijuma.

Cetvorostruko uveéanje koncentracije micelijuma dovodi do daljeg snizavanja vrednosti
Lics, potvrduju¢i da je smanjenje posledica aktivnosti micelijuma (Slika 4. 7). lses u

prisustvu micelijuma pokazuje linearnu zavisnost od koncentracije jona V(V) (Slika 4. 8).
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7 - 10 mg/ml gljiva + 0.2mM V(V)
10 mg/ml gljiva + 0.6 mM V(V)
el==— 2.5 mg/ml gljiva + 0.2mM V(V)

........... 2.5 mg/ml gljiva+ 0.6 mMV(V)

-600 -800 -1000 -1200
E (mV)

Slika 4. 7. Uticaj Cetvorostrukog povecanja koncentracije micelijuma (sa 2.5 mgsm / ml na
10 mgsm/ ml) na DCP krive.

T T T T T T

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
[V(V)] (mM)

Slika 4. 8. Poredenje zavisnosti l.s od koncentracije V(V) u puferu 1 u prisustvu
micelijuma.
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Snizenje vrednosti Lis delovanjem micelijuma P. blakesleeanus relativno je konstantno i
statisticki znacajno u okviru celokupnog koncentracionog opsega (0.1 — 1 mM) V(V) jona,
sa prosecnom vrednoScu od priblizno 27 %. Medutim, deo difuzione struje koji odgovara
kolicini V(V) jona koje je micelijum usvojio karakteriSe sigmoidna zavisnost - ukuzujuci
na zasi¢enje - od koncentracije V(V) (Slika 4. 9). Pri koncentraciji jona V(V) od 1mM,
micelijum dostize 95 % celokupnog usvajanja. Iz parametara utvrdene sigmoidalne
zavisnosti procenjeno je da bi maksimalno usvajanje iznosilo 104 £+ 2 pmol / gsm. Kapacitet
micelijuma za usvajanje V(IV) je znacajno vec¢i 1 linearno raste u celom opsegu
primenjenih koncentracija (0.1 — 0.5 mM), dostizuéi vrednost od 185 + 12 umol / gsm pri
0.5 mM V(IV) (Slika 4. 9).

200
_ o V(v
= 2 W
o 150
>
=
- }
5 100 i °
4 o |
0= f

50

0

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[V] (mM)

Slika 4. 9. Zavisnost koli¢ina V(IV) i V(V), usvojenih od strane micelijuma (cuv), od
njihovih koncentracija u puferu. U slu¢aju V(V) zavisnost je sigmoidna (R?> = 0.999), a u
slu¢aju V(IV) linearna (R? = 0.999).

4. 1. 3. Efekat fericijanida (heksacijanoferata(Ill))

Prethodna istrazivanja su pokazala da pri visokim koncentracijama V(V) fericijanid

(heksacijanoferata(Ill)) najve¢im delom inhibira njegovu redukciju do V(IV) od strane
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micelijuma P. blakesleeanus (Zizi¢ et al, 2013). Ovo je objasnjeno kompeticijom za
aktivno mesto enzima sa fericijanid reduktaznom aktivnoséu (FeCNR) za koji je pokazano
da redukuje fericijanid (Baroja — Mazo et al., 2004), a postoje indicije da je glavno mesto

za redukciju V(V) kada se nalazi u visokim koncentracijama (Zizi¢ et al., 2013).

Kako bi ispitali da li fericijanid ispoljava slicne efekte i pri niskim koncentracijama
dodatog V(V), kada se uglavnom nalazi u obliku monomera, koristili smo DCP metodu
(Slika 4. 10).

9 -
A c; B
8 6
4 - c, 31 \,.____——-———-/
= o //A///—_/jm 2
2
] 0.1mM [Fe(CN),;]]_ 3. — 0.5mM [Fe(CN)J*
—— 0.2mM [Fe(CN)] / N
2 | 0.5mM [Fe(CN).]™ + gljiva
-4 A 0.3mM [Fe(CN),] 5
—— 0.4mM [Fe(CN)g]> /
8 ' : : 0.5mM [Fe(CNI)s]J' 9 i i i : ' . ‘ ‘ '
0 -500 -1000 -1500 200 0 -200 -400 -600 -800 -1000 -1200 -1400
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Slika 4. 10. Polarografska svojstva fericijanida. A. DCP krive rastu¢ih koncentracija
fericijanida u puferu. Oznacena su dva katodna talasa (c3' 1 ¢3). B. Poredenje DCP krivih
fericijanida u puferu i po dodatku micelijuma gljive. C. Poredenje zavisnosti li; od
koncentracije fericijanida i smeSe fericijanida i vanadata u puferu.
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Najpre smo ispitali polarografsko ponasanje fericijanida u puferu. U skladu sa literaturnim
podacima (Kivalo, 1957), polarografska redukcija fericijanida pocinje na pozitivhim
potencijalima i daje difuzionu struju sa jako dobro definisanim platoom (c3), na koju je
superponiran na, potencijalu pika, E, = 423 £ 13 mV, S§irok 1 izuzetno izraZen strujni
maksimum (c37) (Slika 4. 10. A). Strujni maksimum se pojavljuje na koncentraciji
fericijanida od 0.2 mM. Na visim koncentracijama fericijanida se jasno moze uociti da talas
c3» ima dve komponente. Uprkos maksimumu vrednosti Is3 su mogle precizno biti
odredene 1 pokazale su jasnu linearnu zavisnost od koncentracija fericijanida (Slika 4. 10.
C). Dodavanje micelijuma gljive P. blakesleeanus je dovelo do potpunog nestanka strujnog

maksimuma dok vrednost I3 raste za 8 + 2 % (P =0.019, n = 5) (Slika 4. 10. B).
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Slika 4. 11. Polarogrami smeSe fericijanida i vanadata u puferu. A. DCP krive rastu¢ih
koncentracija smeSe fericijanida i V(V). Oznacena su dva katodna talasa poreklom od
redukcije vanadata (cs5' 1 ¢5) 1 dva katodna talasa poreklom od redukcije fericijanida (c;3 1
¢3). B. Superponirani polarogrami fericijanida, vanadata i njihove smese. C. Uticaj porasta
koncentracije V(V) pri konstantnoj koncentraciji fericijanida. Umetnuti grafik: Zavisnost
Lues' od koncentracije V(V) pri konstantnoj koncentraciji fericijanida.
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Sto se ti¢e polarograma smese fericijanida i vanadata (Slika 4. 11), karakteriSu ga sva &etiri
katodna talasa, cs, ¢s, ¢3 1 c3' svojstvena pojedinacnim komponentama (Slika 4. 11. A).
Zapravo, ako superponiramo polarograme fericijanida, vanadata i njihove smese jasno je da
polarogram smese predstavlja prosti zbir polarograma njenih komponenti. Tako ne dolazi
do promene vrednosti lucs, lacs 1 Er2es = 1095 £ 8 mV (Slika 4. 10. B). Jedini efekat
vanadata je redukcija L3 (Slika 4. 11. C). Sa porastom koncentracije vanadata 4.3 linearno
opada. Kako mu se pri tome smanjuje i Sirina, jasno je da je ovo opadanje posledica gubitka
jedne od dve komponente ovog talasa. Promene u talasu c¢;' nisu od znacaja za efekte gljive

posto se on po njenom dodatku potpuno gubi.

Odsustvo promena u difuzionim strujama fericijanida i1 vanadata ukazuje na odsustvo
polarografski merljivih interakcija izmedu ova dva jona u puferu i opravdava koris¢enje
polarografije za pracenje uticaja fericijanida na interakciju vanadata sa micelijumom gljive

(Slika 4. 12).

Dodatak micelijuma dovodi do potpunog nestanka talasa c;-, ali 1 do smanjenja las (Slika 4.
12. A). Medutim, smanjenje lss5 u prisustvu fericijanida je 18 + 2 %, dok bez njega iznosi
26 £ 3 % (Slika 4. 12. B). Ova razlika je statisticki znac¢ajna (P = 0.041, n = 5) 1 govori da

fericijanid inhibira oko 30 % efekta micelijuma na vandadat.
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Slika 4. 12. Uticaj fericijanida na interakciju vanadata sa micelijumom gljive. A. Poredenje
DCP krivih smeSe V(V) 1 fericijanida u puferu i po dodatku gljive. B. Smanjenje lss u
prisustvu fericijanida.
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4. 1. 4. Efekat kadmijuma

S obzirom na literaturne podatke prema kojima 250 uM Cd?* u potpunosti inhibira FeCNR
u membrani P. blakesleeanus (Baroja — Mazo et al., 2004), da bi ispitali da li je smanjenje
koncentracije V(V) u spoljasnjem rastvoru po dodatku micelijuma posledica redukcije
pomoéu FeCNR, polarografski su ispitani efekti Cd*>" na usvajanje / redukciju V(V) od
strane gljive. Polarografska redukcija Cd*" stvara dobro definisan talas na -556 mV (Slika
4. 13. A, B). Dodatak vanadata dovodi do smanjenja ovog talasa (Slika 4. 13. A), tako da
0.5 mM V(V) smanjuje amplitudu Cd*" talasa za 51 %. Dodatkom gljive grani¢na struja
kadmijumskog talasa se redukuje za 82.2 + 0.9 %, n = 3 (Slika 4. 13. B), §to ukazuje da P.

blakesleeanus ima izrazenu sposobnost usvajanja kadmijuma.
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Slika 4. 13. A. DCP kriva Cd*" u puferu i njegove promene usled dodatka V(V). Umetnuti
grafik: Zavisnost lscs od koncentracije V(V) pri konstantnoj koncentraciji CdCl,. B.
Poredenje DCP krivih Cd*" u puferu i po dodatku micelijuma gljive. C. Poredenje DCP
krivih 0.5 mM V(V) u prisustvu micelijuma sa i bez Cd** sa onim u puferu.

42



Pretretman 1 mM Cd?" ne uti¢e na lus u prisustvu gljive (Slika 4. 13. C), ukazujuéi da
smanjenje koncentracije V(V) u puferu po dodatku micelijuma nije posledica njegove

redukcije pomocu FeCNR.

4. 1. 5. Efekat uzgoja gljive na podlozi bez molibdata

U prethodnim istrazivanjima je pokazano da uzgoj micelijuma P. blakesleeanus tokom dve
generacije na medijumu bez molibdata dovodi do znacajnog smanjenja njegove sposobnosti
da redukuje V(V) kada je prisutan u visokim koncentracijama i pretezno je u obliku
oligomera (ZiZi¢ et al., 2013). Ovo je objasnjeno time da je proces redukcije V(V)
katalizovan sa FECNR koji kao kofaktor sadrzi Mo — MPT kompleks i nalazi se na povrSini
éelijske membrane (ZiZi¢ et al., 2013). Da bi se ispitalo da li odsustvo molibdata uti¢e na
redukciju V(V) i kada je prisutan u niskim koncentracijama i pretezno je u monomernom
obliku izvrSeni su DCP eksperimenti sa micelijumom koji je u dve generacije uzgajan na
medijumu bez molibdata. DCP krive 0.6 mM V(V) su pokazale da uzgoj micelijuma na
podlozi bez molibdata ne dovodi ni do kakvih promena (Slika 4. 14), §to bas kao 1 u slucaju
odsustva efekta Cd**, ukazuje da, za razliku od tetramera, monomer vanadata nije supstrat

za FeCNR.

0.6mM V/(V)+ micelijum
—— 0.6mM V/(V)+ (micelijumn - Mo)

-400 -600 -800 -1000 -1200 -1400
E (mV)

Slika 4. 14. Poredenje DCP krivih V(V) u prisustvu micelijuma gajenog u standardnim
uslovima i1 onog koji je tokom dve generacije gajen na podlozi bez NaxMoO4.
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4. 1. 6. Eksperimenti sa izolovanim celijskim zidom

Da bi se utvrdila uloga ¢elijskog zida u snizavanju vrednosti lss, uradeni su DCP
eksperimenti u kojima je umesto micelijuma u pufer dodata adekvatna koli¢ina izolovanog
¢elijskog zida P. blakesleeanus. Kao §to se vidi sa Slike 4. 15., Celijski zid dovodi do
smanjenja Li5s za samo 3 % u odnosu na pufer, ukazujuéi na zanemarljiv kapacitet ¢elijskog

zida za vezivanje, odnosno redukciju V(V).

129 —— 1mmv(v)
------ Gljiva + 1mM V(V)
10 { —— Gelijski zid + 1mM V(V)

I (pA)

-600 -800 -1000 -1200

Slika 4. 15. DCP krive V(V) u puferu, nakon dodavanja suspenzije micelijuma 1
1zolovanog celijskog zida.

U prilog ovom zakljucku ide i rezultat dobijen snimanjem 'V NMR spektra izolovanog

¢elijskog zida tretiranog vanadatom, koji ¢e biti prikazan u narednom poglavlju.
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4. 2.5V NMR ispitivanja

Kontrolni >V spektar je snimljen 5 minuta nakon dodavanja 80 pmol / gsm micelijumu P.
blakesleeanus starom 24 h. Shodno dobro poznatim vrednostima hemijskih pomaka
vanadata u NMR spektrima (Rehder, 2008), signali u spektru mogu se pripisati V(V)
pentameru (- 583 ppm) (5), tetrameru (- 575 ppm, najviSeg intenziteta) (4), monomeru ili

dimeru (- 561 ppm) (3), monomeru (- 535 ppm) (2) (Slika 4. 16).

Pad u ukupnoj koncentraciji vanadata (— 510 ppm — do — 610 ppm) nakon tretmana
visokom koncentracijom Na3;VOj4 ukazuje na redukciju pojedinih oligomernih vrsta i uzrok
je potpunog nestanka signala monomera i1 dimera, kao i izrazenog smanjenja intenziteta
signala tetramera 40 min. po dodavanju vanadata. Cetiri sata nakon dodavanja vanadata, u

micelijumu su detektovani jedino signali na — 532 ppm i — 575 ppm istog intenziteta.

3

o
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-500 525 550 575 600 425 650 675 ppm

Slika 4. 16. Kontrolni >'V NMR spektar micelijuma P. blakesleeanus nakon dodavanja
vanadata (80 pmol / gsm).
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31V NMR metoda je primenjena u cilju rasvetljavanja oblika vanadata dodatog u vidu

natrijum ortovanadata apliciranog u razli¢itim koncentracijama.

S obzirom da je metabolicka aktivnost vanadata, manifestovana i znacajnim porastom
odnosa intenziteta signala polifosfata i fosfata u micelijumu P. blakesleeanus, dokazana
(Zizié et al., 2014), posebno je znadajno utvrditi koji oblik vanadata uzrokuje tu promenu i
koje vrste oligomera V(V) u éeliji uopste postoje. U tu svrhu je snimljen 'V NMR spektar
micelijuma ispranog 35 min. nakon tretmana vanadatom (Slika 4. 17). Po ispiranju, pik na
— 532 ppm jos uvek je uocljiv, sa gotovo nesmanjenim intenzitetom u odnosu na neispran

micelijum. Uoc€ljiva je 1 grupa signala na oko — 575 ppm, znatno smanjenog intenziteta.

V\ V(V)

‘ 1spiranje

Mm»wwww

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlllllllllllllllplpm

-500 -525 -550 575 -600 -625 -650 -675

Slika 4. 17. Spektar °'V NMR micelijuma P. blakesleenus 35 min. po dodavanju vanadata i
ispranog micelijuma nakon tretmana, kontrola; koncentracija vanadata 20 mM.
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31V NMR spektar micelijuma tretiranog vanadatom u koncentraciji od 3.5 pM / gsm V(V)
(priblizno 1 mM) predstavljen je na Slici 4. 18. Neposredno po dodavanju uocen je samo
signal monomera, na — 559 ppm. Razlika u poziciji signala monomera pri razliitim
koncentracijama V(V) jona je posledica razlike u vrednosti pH i koncentracije. Gotovo
nepromenjena koncentracija V(V) detektovana je u spektru snimljenom 90 minuta, dok je
90 minuta nakon tretmana micelijuma viSom koncentracijom, 35 pM / g V(V), uoceno
smanjenje ukupnog intenziteta spektra (u opsegu ppm) za priblizno 30 % (Slika 4. 18). Ovi
rezultati idu u prilog Cinjenici da micelijum P. blakesleeanus nema kapacitet za redukciju
monomera vanadata. lako ne dolazi do redukcije vanadata, sa spektra je evidentno da dolazi

do transformacije prvobitnog oblika Sto se ogleda u pojavi signala na -532 ppm.

micelijum +10mM V(V) micelijum +1mM V(V)
90 min 90 min
'\K\’\M \MV\/\«/\NW
5 min | S min
WI ‘
-530 -5 -590 ppm =500 =530 -560 -590 ppm

Slika 4. 18. >'V NMR spektar micelijuma P. blakesleeanus tokom inkubacije sa 10 mM
V(V), levoil mM V(V), desno.

U spektru micelijuma gajenog u medijumu koji je sadrzao 5 i 7 mM vanadat, Sto su
koncentracije koje omoguéavaju veéi prinos (ZiZi¢ et al., 2013), takode je detektovan i

signal na — 532 ppm (Slika 4. 19).
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Slika. 4. 19. °'V NMR spektri micelijuma i hranljivog medijuma, dobijenog filtracijom
micelijuma kultivisanog u medijumu koji je sadrzao 5 mM vanadat.

U filtratu hranljivog medijuma dobijenom iz micelijuma starog 24 h koji je gajen na
vanadatu u dve pomenute koncentracije, jedini detektovani signal je signal koji, prema

odgovaraju¢im pH vrednostima (oko 7.5), odgovara dimeru, na — 571 ppm (Slika 4. 19).

U prethodnim istrazivanjima je utvrdeno da se veliki deo prvobitno dodatog vanadata
redukuje 1 da je za takav proces u najve¢oj meri odgovoran enzim sa fericijanid
reduktaznom aktivno$¢u (ZiZi¢ et al., 2014). Ipak, u prisustvu vanadata u koncentracijama u
kojima je prisutan samo monomerni oblik ovog jedinjenja (< 1 mM), redukcije skoro da
nema. Stoga je bilo neophodno utvrditi specifi¢nost ovog enzima 1 identifikovati oblik
V(V) koji se redukuje, kao 1 ispitati da 1i se vanadat transportuje u ¢eliju putem fosfatnih
transportera. Stoga smo pre dodatka vanadata micelijum tretirali sa CdCl; 1 neorganskim

fosfatima.

Poznato je da kadmijum inhibira enzim sa fericijanid reduktaznom aktivno$¢u (FeCNR)
(Baroja — Mazo et al., 2004), za koji se pretpostavlja da je odgovoran za redukciju V(V),
dok se pretpostavlja da vanadat ulazi u celiju fosfatnim transporterima 1 da se fosfati
prioritetno vezuju za ove proteine (Zizi¢ et al., 2013; Bowman, 1983). Spektri, (Slike 4. 20.
1 4. 21) su snimljeni odmah (Ip) i 35 min. nakon tretmana vanadatom (I35). Odnos

intenziteta signala (racunatih kao povrSina koje oni odreduju) ovih spektara (Iss / Io)
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ukazivao je na razlike u stepenu redukcije V(V) procenjene kao smanjenje intenziteta

signala u uzorcima tretiranim kadmijumom i neorganskim fosfatom.

kadmijum +V(V)

W

l | | | | | | | ppm

-500 -535 550 575 -600 -635 650  -675

Slika 4. 20. Micelijum tretiran sa CdCl> (20 pmol / gsm).

fosfat+V(V)

ot AN

‘ ispiranje

S A A AR A

[TIII]]IIT]TITIITIIII1III[ITIT[1TTTIII1
S0 -5 S50 55 600 625 650 45 o

Slika 4. 21. Micelijum tretiran sa Pi (36.7 mM).
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Naime, redukcija V(V) bila je sporija u micelijumu tretiranom kadmijumom u odnosu na
kontrolu (I35 / Io = 0.88 1 0.74, respektivno), dok je u micelijumu tretiranom fosfatom, bila
brza (Iss / Ip = 0.52) (Slika 4. 22). Takode, analizom spektara uzoraka tretiranih
kadmijumom 1 fosfatima, uoCene su razlike u intenzitetima nekih pojedina¢nih signala u
spektrima I35 u odnosu na spektre lp. U micelijumu tretiranom kadmijumom, intenziteti
signala na — 535, - 561 i — 575 ppm su smanjeni, dok je signal — 532 ppm porastao. U
micelijumu tretiranom neorganskim fosfatom, smanjenje u integrisanoj oblasti uglavnom se
pripisuje smanjenju intenziteta signala na — 575 ppm, sa manjim doprinosom signala na —

583 ppm.

1.0+

C—1 35 min
N jspnanje
0.84
0.6+
0.4+
0.24
0.0

kontrola Cd Pi

Slika 4. 22. Integrisana oblast (- 510 do — 610 ppm). U svim sluc¢ajevima, beli stubici
(oznaceni kao ,,35 min.”) predstavljaju odnos intenziteta (Iss / Io) spektra snimljenog 35
min. nakon tretmana 1 pocetnog spektra; crni stubi¢i (oznaceni kao ,,ispiranje®)
predstavljaju odnos intenziteta (Iispr. / lo) ispranog micelijuma 35 min. nakon tretmana 1
inicijalnog (kontrolnog) spektra. S obzirom da je intenzitet donjeg spektra na Slici 4. 21.
skoro jednak nuli, ne postoji (Lispr. / lo) stubi¢ za tretman fosfatom na Slici 4. 22.

Nasuprot kontroli (ispran micelijum 35 minuta nakon §to je tretiran 20 mM vanadatom),
gde je preovladivao signal na — 532 ppm, u micelijumu tretiranom kadmijumom, jasno su
uocena dva signala gotovo jednakog intenziteta, na — 532 ppm i — 575 ppm (Slika 4. 20),

Sto govori u prilog €injenici da je tetramer taj oblik vanadata koji je suspstrat za FeCNR.
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Rezultati predstavljeni na Slici 4. 22. potvrduju prisustvo intracelularnih vrsta vanadata u
kontrolnom i micelijumu tretiranom kadmijumom (Iispr. / Io = 0.42 1 0.66, respektivno). Ovo
ukazuje na to da je u kadmijumom tretiranim uzorcima odredena koli¢ina vanadata usla u
¢eliju (kao 1 u kontrolnim uzorcima), ali nije bila redukovana dejstvom FeCNR. U
spektrima snimljenim nakon tretmana inorganskim fosfatom, svi signali su nakon ispiranja

nestali (Slika 4. 21), Sto ukazuje na prisustvo uglavnom ekstracelularnog vanadata.

U cilju identifikacije V(V) vrsta koje se mogu vezati za FeCNR enzim, osim eksperimenata
u kojima je inhibirana redukciona sposobnost enzima dodavanjem kadmijuma, prac¢ene su
promene u koncentracijama vanadata u prisustvu kalijum fericijanida. Micelijum je pre
tretmana 30 min. inkubiran sa Kj3[Fe(CN)g], kompetitorom za enzimatsku redukciju
posredstvom FeCNR (Baroja — Mazo et al., 2004). Rezultati su predstavljeni na Slici 4. 23.
Intenzitet signala tetramera vanadata (V4) u micelijumu preinkubiranom fericijanidom
ostao je nepromenjen tokom 2 sata po dodavanju vanadata, dok je u vanadatom tretiranom

micelijumu on znacajno, za 56 %, opao (Slika 4. 18).

V4K (Fe(CN),) 2h

V74K (Fe(CN),)

F i

-500 -510 -520 -530 -540 -550 -560 -570 -580 -590 ppm

Slika 4. 23. >'V NMR spektri micelijuma, preinkubiranog K3[Fe(CN)s] 30 min., snimljeni
neposredno 1 2 h nakon dodavanja vanadata.
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Ovo ukazuje na visi afinitet enzima sa fericijanidnom aktivno$éu (FeCNR) za vezivanje /

redukciju K3[Fe(CN)s] u odnosu na V(V).

4. 3. EPR eksperimenti

U cilju rasvetljavanja mehanizma uticaja micelijuma P. blakesleeanus na visinu difuzione
struje katodnog pika cs 1 talasa c¢s5 vanadata (Slike 4. 3. 1 4. 4), dobijenih polarografskim

tehnikama, koriS¢ena je i metoda EPR spektroskopije.

Snimljeni su spektri micelijuma nakon §to mu je dodavan V(V) u Cetiri razlicite
koncentracije. Najpre su snimljeni spektri micelijuma tretiranog sa 0.5 1 2.5 mM vanadatom
(Slika 4. 24). Pod kontrolisanim uslovima pH, nakon dodavanja 0.5 mM V(V) zabelezena
je skoro zanemarljiva redukcija vanadata, Sto potvrduje da se proces redukcije u micelijumu
P. blakesleeanus ne odnosi na redukciju monomera, V1, ve¢ verovatno na enzimatsku

redukciju tetramera V4.

0,5 mM V(V) 100 G
\
\\\“\—\‘,M”w'w
\ 2,5 mM V(V)
\\\. e
\'\‘A\f—" "\ AR \f'/vw

Slika 4. 24. EPR spektar V(IV) u micelijumu inkubiranom 35 min sa V(V).

Zatim su snimljeni i spektri micelijuma pri viSim koncentracijama vanadata. Dodavanje 3.5
uM / gsm V(V) (priblizno 1 mM) micelijumu dovelo je u EPR spektru do pojave
zanemarljivog signala V(IV), 5 minuta nakon dodavanja (Slika 4. 25, donji zapis), dok je
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tretman 10 puta viSom koncentracijom V(V), nakon istog vremena, proizveo V(IV) spektar

sa osam karakteristi¢nih linija (Slika 4. 25, gornji zapis).

10 1M V(V) 100G

\
g P 5/ q'Lf/ AL/ LT

wnl\l V(V)
W

Slika 4. 25. EPR spektar V(IV) u micelijumu inkubiranom sa V(V) u trajanju od 5 minuta.

Ovo ukazuje na odsustvo redukcije V(V) do V(IV) pri koncentraciji od 1 mM 1 niZim i
mozZe se dovesti u vezu sa nedostatkom V(V) vrsta (jona) dostupnih za redukciju od strane

micelijuma.

4. 4. Ramanska mikrospektroskopija

Ova metoda koriS¢ena je u cilju dobijanja informacije o potencijalnom vezivanju
vanadijuma za molekule unutar ¢elija micelijuma P. blakesleeanus (Slika 4. 26). Primenom
mikro — XRF metode (eng., micro X — ray fluorescence imaging) je utvrdeno da je, nakon
tretmana, najviSa koncentracija vanadijuma u bazalnom delu hifa. Ramanski spektri
snimljeni su u toj oblasti (Slika 4. 26, insert), pri ¢emu je kombinacijom primene
elektronske i XRF mikroskopije, ovaj deo ¢elije identifikovan kao vakuola (Slika 4. 27)
(Zizié et al., 2015).
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Slika 4. 26. Efekti vanadata na ramanski spektar 24 h starog micelijuma P. blakesleeanus.
Reprezentativni ramanski spektri kontrolnog i vanadatom tretiranog micelijuma; insert
predstavlja mikrografiju hife P. blakesleeanus; mesto snimanja spektra obeleZeno je
zvezdicom.

Izbor mesta akvizicije ramanskog spektra predstavljen je na Slici 4. 27. Svaki Celijski
odeljak moze predstavljati sistem za sebe, tako da je skeniranje uzorka XRF
mikroskopskom spektroskopijom primenom X — zraka energija bliskih energiji
apsorpcionog prelaza unutrasnjih elektrona vanadijuma neophodno za identifikaciju mesta
akumulacije ispitivanog atoma. Na ovaj nacin se odreduje prostorni raspored odredenog

atoma u uzorku ili ¢eliji, bez zalaZenja u strukturne karateristike (valencu, simetriju 1 sl.)
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Slika 4. 27. Pozicioniranje vanadata u micelijumu P. blakesleeanus tretiranog sa V(V),
primenom tehnike XRF.

Identifikacija traka u ramanskom spektru micelijuma P. blakesleeanus izvrSena je uzevsi u
obzir ranije podatke za bioloSka tkiva (Movasaghi et al., 2007; De Gussem et al., 2005;
Sujith et al., 2009). NajizraZenije trake su na 1523 cm™ i 1635 cm’!, koje odgovaraju
istezu¢im vibracijama hitozana 1 / ili hitina u ¢elijskom zidu, respektivno (Zhang et al.,
2012). Ramanove trake karakteristicne za polifosfate u vakuolama kvasca nalaze se
priblizno na 688 cm i 1156 cm™ (Bednarova et al., 2012). Obe su prisutne u spektru
hifalnog regiona P. blakesleeanus odabranog za merenje (traka na 1154 cm™ je visokog

intenziteta).

Traka na 1005 cm’!, karakteristi¢na za vibracije C — C veza u prstenu (Movasaghi et al.,
2007) upotrebljena je za internu standardizaciju intenziteta za kvantifikaciju promena
intenziteta traka uocenih nakon dodavanja vanadata, s obzirom da je njen intenzitet skoro
konstantan u svim snimljenim spektrima. Iz Slike 4. 28. uoc€ljivo je da dodavanje vanadata

dovodi do pojacanja intenziteta traka na 1635, 1589, 1448, 1154 i 688 cm™' i smanjenja
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intenziteta traka na 1523 i 1190 cm™. Stavise, neke od ovih traka pretrpele su promene

svojih Ramanovih pomeraja.
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Slika 4. 28. Promene intenziteta Ramanovih traka nakon tretmana vanadatom; zvezdice
oznacavaju statistiCku znacajnost (**P < 0.01; *P <0.05; n=12).

U vodenom rastvoru vanadata, trake VO3 vrsta javljaju se u regionu od 760 do 1050 cm!
(830, 930 i 945 cm™) (Ribeiro et al., 2004). Ramanova traka karakteristi¢na za V = O vezu
u vanadatu ustanovljena je na 1033 cm™ (&vrsti uzorci), i njen intenzitet je snizen nakon
redukcije vanadata (Bronkema and Bell, 2008). U naSem eksperimentu, nakon tretmana
vanadatom, nisu registrovane V trake koje bi odgovarale V = O vezama u micelijumu,
verovatno zbog niske koncentracije dodatog vanadata (4dmado et al., 1993), kao 1 zbog

njegove redukcije (Zizi¢ et al., 2013).
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4. 5. Biohemijska analiza izolovane ¢elijske membrane

U cilju ispitivanja moguce uloge enzima vezanih za celijske membrane u redukciji /
usvajanju odredenog oblika vanadata izolovane su i preciS¢avane celijske membrane iz
micelijuma. KoriS¢ene su dve metode koje se standardno primenjuju — izolacija na
dvofaznom sistemu (koja se najeSce primenjuje za izolaciju biljnih ¢elijskih membrana) i
preciS¢avanje na saharoznom gradijentu (kao standardna metoda preciS¢avanja cCelijskih
membrana iz animalnih 1 ¢elija mikroorganizama). Osnovni problem koji se javljao u obe
metode bio je izuzetno mali prinos membrana. Naime, iz 10 - 20 g micelijuma nakon
preciS¢avanja je dobijano 100 - 500 pg proteina Celijske membrane, $to nije dovoljno za

detaljnu analizu ¢istoée frakcije i aktivnosti FeCNR.
Cisto¢a dobijenih frakcija analizirana je merenjem aktivnosti marker enzima.

Tabela 4. 1. Aktivnosti marker enzima u razli¢itim frakcijama izolovanim iz micelijuma P.
blakesleeanus. Citohrom c oksidaza je koriS¢ena kao marker za mitohondrije, NADPH-
citohrom c reduktaza za endoplazmati¢ni retikulum a hidroksipiruvat reduktaza za
peroksizome. PM - plazma membranska frakcija preciS¢ena na dvofaznom sistemu (U3);
mikrozomi — odgovaraju¢a mikrozomalna frakcija osiromasena plazma membranom (L3);
15/30, 30/40, 40/50 — grani¢ni slojevi izmedu slojeva odgovarajuc¢ih koncentracija saharoze
nakon centrifugiranja uzorka na saharoznom gradijentu.

Preciséavanje na PreciSéavanje na saharoznom gradijentu
dvofaznom sistemu
PM mikrozomi 15/30 30/40 40/50
Citohrom ¢ 0.191+0.0 0.944+0.231 0.132+0.0 0.398+0.037 0.136+0.0

oksidaza
NADPH-citohrom 0.034+0.001  0.159+0.067  0.011£0.006  0.034+0.007  0.052:0.007

¢ reduktaza
Hidroksipiruvat 0.022+0.004  0.009+0.006 0.004+0.003 0.004+0.003 0.005+0.002

reduktaza

Aktivnost citohrom ¢ oksidaze je u frakciji preciS¢enih ¢elijskih membrana sa dvofaznog
sistema niska (predstavlja 20 % aktivnosti ovog enzima u mikrozomalnoj frakciji), Sto
ukazuje na relativno nisku kontaminaciju ¢elijskih membrana membranom mitohondrija.
Sve ispitivane frakcije sa saharoznog gradijenta pokazivale su relativno niske aktivnosti

citohrom c oksidaze, ali su ove vrednosti bile varijabilnije nego u uzorcima sa dvofaznog
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sistema. NADPH zavisna citohrom c reduktaza koristi se kao marker za endoplazmati¢ni
retikulum. U ¢elijskim membranama preciS¢enim na dvofaznom sistemu, aktivnost ovog
enzima je, slicno citohrom c oksidazi, smanjena na priblizno 20 % od aktivnosti koja se
nalazi u mikrozomima. lako se za ovakve membrane ne moze re¢i da predstavljaju potpuno
preciséen izolat celijske membrane, dobijeni nivo kontaminacije dozvoljava zakljucak da

precis¢avanje na dvofaznom sistemu daje frakciju obogaéenu plazma membranom.

To je potvrdeno i analizom inhibicije ATPaza, kojom je ustanovljeno da je u izolatu
¢elijskih membrana od ukupne aktivnosti ATPaza 65 — 85 % bilo osetljivo na natrijum
ortovanadat. ATPaza osetljiva na azid koristi se kao marker za mitohondrijalne membrane,
1 njena aktivnost ukazuje na prisustvo manjih koli¢ina mitohondrijalnih membrana u
izolatu. Kontaminacija tonoplastom, za koji je kao marker enzim koriS¢ena nitrat —
senzitivna ATPaza, je neSto veca (Slika 4. 29). Prema Marriott — u, 1975, celijska
membrana Candida albicans se izdvaja na granici izmedu slojeva 40 % 1 50 % saharoze
nakon ultracentrifugiranja na diskontinualnom saharoznom gradijentu. Medutim, u slucaju
micelijuma P. blakesleeanus nijedna od analiziranih frakcija nije pokazala konzistentno
obogacenje bilo kojim od ispitivanih marker enzima. Kako ni u jednoj frakciji nije
pronadeno znacajno obogacivanje vanadat - senzitivnom ATPazom, za dalje eksperimente

su koriS¢eni izolati ¢elijske membrane prec¢iS¢eni na dvofaznom sistemu.

Ustanovljeno je i da su Cisto¢a i prinos membrana dobijenih nakon pre€iS¢avanja na
dvofaznom sistemu veci kada se tkivo homogenizuje tu¢kom u avanu na ledu, nego kada se
za homogenizaciju koristi Polytron. Verovatno tokom homogenizacije Polytron - om, usled
turbulencije dolazi do formiranja meSovitih i viSeslojnih vezikula ¢ak 1 pri kratkom
vremenu homogenizacije (2 x 3 s). Zato je za izolaciju ¢elijskih membrana na kojima je

ispitivana FeCNR aktivnost homogenizacija radena tuckom, u avanu.
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Slika 4. 29. ATPaze kao marker enzimi za razli€ite ¢elijske frakcije. Na grafiku je uocljivo
viSestruko obogacéenje plazma membranske frakcije vanadat - senzitivnom ATPazom, dok
je zastupljenost nitrat - i azid - senzitivnih ATPaza ve¢a u mikrozomalnoj frakciji.

Pod pretpostavkom da je enzim koji moze da katalizuje redukciju vanadata fericijanid
reduktaza, (ZiZi¢ et al. 2013) pracen je uticaj prisustva vanadata na fericijanid reduktaznu
aktivnost. Medutim, razli¢ite koncentracije vanadata nisu imale znacajnog uticaja na
redukciju fericijanida od strane plazma membrane. Fericijanid reduktaza ima veci afinitet
za vezivanje fericijanida nego vanadata, pa je moguce da prisustvo niskih koncentracija
vanadata ne utice na redukciju fericijanida. U svakom slucaju, nije bilo statisti¢ki znacajnih

efekata kada se uzme srednja vrednost iz viSe izolacija (Slika 4. 30., A 1 B).
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Slika 4. 30. Aktivnost fericijanid reduktaze i uticaj vanadata na redukciju fericijanida od
strane plazma membrane. A. izolacija 1. B. izolacija 2.
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Iako bez statisticke znacajnosti, u nekim izolatima se javljala inhibicija a u drugim blaga
stimulacija redukcije fericijanida 1 mM vanadatom. Izostanak efekta 10 mM vanadata se
mozda moZe objasniti polimerizacijom vanadata, koji tako polimerizovan ne interaguje sa

enzimom.

Rezultati koji se odnose na aktivnost membranskog enzima sa FeCN reduktaznom
aktivno$¢u, imajuci u vidu primenjene koncentracije vanadata, teSko se mogu pripisati

¢injenici da monomer nije supstrat, ve¢ pre visem afinitetu za FeCN u odnosu na vanadat.
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5. DISKUSIJA

U ovoj doktorskoj disertaciji bavili smo se usvajanjem i hemijom vanadijuma u
oksidacionom stanju +5 u micelijumu gljive P. blakesleeanus. Vanadijum za vecéinu
organizama predstavlja esencijalni mikroelement iako njegova bioloska funkcija jo§ uvek
nije sasvim razjaSnjena (Rehder 2008). Jo§ krajem XIX veka vanadijum u obliku vanadata
se koristio u tretmanu razlicitih vrsta bolesti (anemije, tuberkuloze, hronicnog reumatizma),
a pre svega dijabetesa zbog Cega mu je pripisana insulin - mimeticka aktivnost (7siani i
Fantus, 1997). Brojna istrazivanja poslednjih dekada su potvrdila ovakve pretpostavke
(Tolman et al., 1979; Rodriguez - Gil et al., 1991), ali je relativno visoka toksi¢nost ovog
oblika ostala glavni problem u njegovoj primeni u medicini. Redukcija vanadata kao 1
stvaranje kompleksa sa organskim jedinjenjima su osnovni mehanizmi kojima se
minimizuju njegovi Stetni efekti (Rehder 2008). U nasim prethodnim istrazivanjima na
gljivi P. blakesleeanus toksi¢ni efekat vanadata dodatog u milimolarnim koncentracijama je
zanemarljiv, njegova metaboli¢ka aktivnost je izrazena (ZiZi¢ et al., 2014), dok se znatan
procenat redukuje (ZiZi¢ et al., 2013). S obzirom da se u milimolarnim koncentracijama
vanadat nalazi kao meSavina viSe oligomernih oblika bilo je bitno utvrditi koji oblik
zapravo ulazi u Celiju, koji se redukuje, 1 da li se unutaréelijski vanadat redukuje ili ostaje u

svom inicijalnom oksidacionom stanju.

U ovom istrazivanju, primenom >'V NMR smo pokazali da je pri visokim koncentracijama
(80 pumol / gsm), u kojima se vanadat pokazao kao efikasan u pogledu uticaja na fosfatni
metabolizam ove gljive, tetramer osnovna V(V) vrsta koja podleze redukciji (Slika 4. 16).
Ovaj proces se inhibira u velikoj meri u prisustvu fericijanida (Slika 4. 23) i Cd*" (Slika 4.
20), ¢ime su potvrdeni EPR rezultati koji su ukazivali da je FECNR osnovni enzim uklju¢en
u proces redukcije i pokazano da mu je tetramer V(V) osnovni supstrat. Sa druge strane,
utvrdeno je da gljiva usvaja vanadat u njegovom izvornom oksidacionom obliku, on gradi
kompleks sa nekim unutaréelijskim organskim jedinjenjem, S§to je verovatno i uzrok

rezistentnosti gljive na visoku koncentraciju V(V).
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Raznolikost interakcija V(V) sa micelijumom P. blakesleeanus pri relativno visokim
koncentracijama (> 2 mM), za koje je pokazano da favorizuju formiranje dimera, tetramera
1 pentamera (Slika 4. 16), je posledica pojave ovih oligomernih vrsta u spoljasnjem rastvoru

tj. razli¢ite vrste odgovora gljive na razli¢itu oligomernu vrstu.

Primena ovako visokih koncentracija je bila uslovljena, s jedne strane granicom osetljivosti
NMR metode i specificnim eksperimentalnim uslovima u EPR merenjima koja su zahtevala
znacajnu biomasu minimalno vlaznog uzorka micelijuma, pa time i delovanje sa $to
koncentrovanijim rastvorom V(V), a s druge potrebom da se u datim uslovima dobije §to
jasniji fizioloski odgovor. Medutim, u zivotnoj sredini se pre mogu ocekivati znacajno
manje koncentracije vanadata (Rehder, 2015, Campillo et al., 2002). Kako je u ovom radu
pomoéu °'V NMR pokazano da se pri koncentracijama manjim od ImM V(V) preteZno
nalazi u obliku monomera (Slika 4. 18), dakle kao mnogo manji molekul, razliite
geometrije i1 naelektrisanja u odnosu na tetramer koji je bio dominantan pri do sada
ispitivanim koncentracijama, postoji mogucénost da ¢e i interakcija sa gljivom biti
unekoliko razli¢ita. Stoga je od velikog znacaja za razumevanje ponasanja vanadijuma u
spoljasnjoj sredini ispitati mehanizme njegove interakcije sa zivim bi¢ima i pri nizim i

ekoloski relevantnijim koncentracijama.

Kako je u slucaju visokih koncentracija V(V) pokazano da je redukcija do V(IV) kljuéni
proces kojim ga gljiva uklanja iz spoljasnje sredine, najpre je ispitano da li je sli¢an slucaj i
sa monomerom. Analogno rezultatima pri visokim koncentracijama V(V), odgovor na ovo
pitanje je najpre potrazen koriséenjem EPR i >'VNMR metoda, pri ¢emu je, zbog efekta
pH, umesto hranljivog medijuma kao medijum za merenje koriS¢en HEPES. To nam je
omogucilo minimiziranje uticaja pH na redukciju vanadata, sa jedne strane, ali 1 ogranicilo
vreme u kojem se tretirana gljiva moze ispitivati zbog nedostatka hranljivih materija
neophodnih za opstanak gljive (koji se nalaze u hranljivom medijumu). Obe metode (Slike
4. 18., 4. 24. 1 4. 25) su pokazale da je redukcija monomera V(V) od strane micelijuma P.
blakesleeanus prakticno zanemarljiva. Ipak, najinformativnije podatke dale su nam metode

specijalizovane u smislu osetljivosti za tako niske koncentracije ispitivanog elementa.
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Zbog svoje osetljivosti u registrovanju oksidoredukcionih procesa polarografija se
nametnula kao metoda izbora. Ne samo da DCP karakterise 10 puta veca osetljivost u
registrovanju V(V) (grani¢ne osetljivosti DCP — 0.1 mM, a NMR — 1 mM), ve¢ DCP
registruje efekte gljive pri ¢ak 100 puta manjoj koncentraciji micelijuma (2,5 mgsm / ml) u
odnosu na NMR (oko 250 mgsm / ml), usled ¢ega 100 puta manja zapreminska
koncentracija V(V) (0.2 mM - DCP prema 20 mM — NMR), kada se on nalazi pretezno kao
monomer, rezultuje u istoj koncentraciji u odnosu na masu micelijuma (80 pmol / gsm) koja

direktno odreduje jacinu efekta.

Kako u literaturi nisu nadeni podaci o polarografskom ponasanju vanadijuma u HEPES —u,
pre definisanja uticaja gljive neophodno je bilo definisati ponaSanje V(V) i V(IV) u ovom

puferu.

DCP krive jona V(IV) u puferu karakteriSu se katodnim, cs i anodnim, a4, talasom cije su
grani¢ne struje linearno zavisne od koncentracije ispitivanog jona, S$to ukazuje da su
difuziono kontrolisani, ba$ kao Sto je pokazano i za polarografsko ponaSanje V(IV) u
amonijacnom medijumu (Lingane, 1945). Medutim, polutalasni potencijali Ei2 1 jednog 1
drugog talasa su pomereni ka pozitivnim vrednostima za oko 200 mV u odnosu na
odgovarajuce talase u amonijanom puferu (Lingane, 1945), $to se moze objasniti nizom
vredno$¢u pH u HEPES — u u odnosu na amonija¢ni pufer. Pokazano je da anodni talas u
amonijatnom puferu nastaje kao rezultat jednoelektronske oksidacije V(IV) do V(V), dok
je za katodni talas u amonijacnom rastvoru pokazanao da je posledica dvoelektronske
redukcije V(IV) do V(II) (Lingane, 1945). Shodno tome, bilo je za ocekivati da odnos Ilics /
Iras u naSem eksperimentu bude priblizno 2. Dobijena vrednost iznosila je 1.7 i
najverovatnije je predstavljala posledicu nepreciznog odredivanja vrednosti Is talasa ay,
usled njegovog preklapanja sa talasom c4. Ovaj problem je prevaziden snimanjem DPP
polarograma, koji je dao dva jasno izdvojena pika, as 1 c4, pri Cemu je amplituda pika c4

dvostruko veca u odnosu na amplitudu pika as.

Polarogram jona V(V) u 10 mM HEPES — u odlikuju dva katodna talasa, c¢s1 cs' (Slika 4.

4). Sto se ti¢e talasa cs:, uzev§i u obzir njegov oblik i polutalasni potencijal Ei, da se
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zakljuciti da odgovara talasu ustanovljenom u fosfatnom medijumu, na pH = 7.16,
pripisanom adsorpciono kontrolisanoj, jednoelektronskoj redukciji V(V) do V(IV)
(Filipovic et al., 1953). Nasuprot naSim rezultatima, V(V) je u fosfatnom medijumu ispoljio
dva difuziono kontrolisana talasa: jedan, koji odgovara redukciji V(V) do V(IV),
polutalasnog potencijala Ei» ~ - 0.92 V, i drugi, koji odgovara redukciji V(V) do V(I),
polutalasnog potencijala E12 ~ - 1.5 V (Filipovi¢ et al., 1953). Gotovo identi¢ne vrednosti
polutalasnih potencijala E1. talasa cs51 ¢4, kao 1 znatno visa vrednost konstante difuzione
struje Irxes u odnosu na Iiy, idu u prilog Cinjenici da talas c¢s nastaje kao posledica
troelektronske redukcije V(V) do V(II). To zapravo znac¢i da se dva talasa uocena
snimanjem u fosfatnom medijumu preklapaju, dajuci jedan, cs, zabelezen u HEPES — u. Jos
jednu potvrdu ovoga daje i1 podatak da je vrednost Ix.s vrlo bliska zbiru I talasa prisutnih u
fosfatnom medijumu (Filipovi¢ et al., 1953). S druge strane, odnos Iics / Ikes 1znosi 3,
odnosno dva puta je veci od odnosa prenesenih elektrona. Polarografske studije V(IV)
pokazale su da se sa porastom pH od 3.5 do 9.5 grani¢na struja talasa koji odgovara
dvoelektronskoj redukciji V(IV) do V(II) priblizno duplo smanjuje (Khan et al., 20006).
Ovo, gotovo dvostruko snizenje grani¢ne struje je objaSnjeno porastom oligomerizacije
V(IV) sa smanjenjem kiselosti medijuma, odnosno formiranjem vecih molekula, sa manjim
koeficijentom difuzije (Khan et al., 2006; Lakshminarayanan, 2004). Stavise, primenom
EPR metode utvrdeno je da je pri neutralnoj pH vrednosti koncentracija monomera V(IV)
vrlo niska (Crans et al., 2013). Nasi rezultati su u velikoj meri u skladu sa ovim podacima,
s obzirom da dvostruko niza vrednost Iy« od ofekivane ukazuje na to da je vecina jona

V(IV) u formi dimera ili oligomera.

Dodavanje suspenzije micelijuma P. blakesleaanus uzrokuje nestanak svih polarografskih
talasa V(IV) u celom opsegu testiranih koncentracija (0.1 — 0.5 mM), koji se moze objasniti
samo usvajanjem od strane micelijuma P. blakesleeanus. Sto se ti¢e mehanizma interakcije
V(IV) sa micelijumom P. blakesleaanus, ve¢ je predloZeno da dolazi najpre do adsorpcije
jona za ¢elijski zid, a zatim i do usvajanja putem neselektivnih katjonskih kanala (Zizi¢ et
al., 2013). Oba procesa su pasivna, tako da bi bilo za ocekivati da ¢e se uspostaviti

ravnotezno stanje izmedu V(IV) u spoljasnjem medijumu i onog u citoplazmi gljive.
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Potpuni nestanak V(IV) iz vancelijskog medijuma zna¢i da se ocekivana ravnoteza ne
uspostavlja 1 ukazuje na postojanje veoma efikasnog mehanizma, sa visokim kapacitetom
za odstranjivanje V(IV) iz citoplazme, §to je u skladu sa ranije dobijenim rezultatima (Zizi¢
et al,, 2015). Pun kapacitet micelijuma za apsorpciju jona V(IV) nije ustanovljen, ali ¢ak i
pri postoje¢em kapacitetu uklanjanja jona iz rastvora, koji pri najvisoj koncentraciji V(IV)
iznosi 185 umol / gsm (9.4 mg / gsm), P. blakesleaanus moze biti uzeta u razmatranje kao
organizam izbora za bioremedijaciju jona V(IV), tim pre Sto koncentracija od 0.5 mM
V(IV) ne uti¢e na rast gljive (Zizi¢ et al, 2013). Jo§ jedna potvrda navedenog lezi u
¢injenici da P. blakesleaanus moze da akumulira viSe vanadijuma u poredenju sa Coprinus

commatus, poznatim bioakumulatorom vanadijuma (Han et al., 2009).

Za razliku od V(IV), kojeg micelijum u potpunosti uklanja iz spoljasnjeg rastvora, u sluc¢aju
V(V) polarografska istrazivanja su pokazala da je to smanjenje daleko manje i iznosi oko
27 % u celokupnom opsegu ispitivanih koncentracija (0.1 — 1 mM). Uzroci smanjenja
mogu biti adsorpcija na Celijskom zidu, redukcija do V(IV), usvajanje od strane gljive ili
vezivanje za izvesne materije koje gljiva izluCuje. Naime, gljive su apsorptivni heterotrofi
koji u spoljasnju sredinu izlucuju niz enzima i drugih molekula, delimi¢no razlazu hranljive
materije 1 potom ih usvajaju bilo u tom obliku, bilo vezane za nosace koje su takode
izlucile. Imajuéi to u vidu ne moze se zanemariti moguénost da do smanjenja koncentracije
V(V) dolazi upravo zbog njegovog vezivanja za neki od izlu¢enih molekula. Polarografske
tehnike su ranije uspeSno primenjivane za in vivo merenja bioapsorpcije nekih metala od
strane bakterija (Agraz et al., 1994, Savvaidis et al., 1992; Savvaidis et al., 2003). Kao i u
slu¢aju apsorpcije Cu?*, Cd**, Ni** i Zn>" od strane ¢elija Pseudomonas sp. (Savvaidis et
al., 2003; Savvaidis et al., 1992), aktivnost micelijuma P. blakesleaanus dovodi samo do
snizavanja vrednosti Iy talasa cs, bez uticaja na njegov polutalasni potencijal Ei». Ovakvi
rezultati isklju€uju moguénost stvaranja kompleksa V(V) sa eksudatima gljive, koji su

ukljuceni u procese usvajanja i imobilizacije nekih metala (Baldrian, 2003).

Sto se ti¢e preostala tri razloga smanjenja koncentracije V(V) u rastvoru, prethodna
istrazivanja EPR i *'P NMR metodama na P. blakesleaanus su istakla adsorpciju na

¢elijskom zidu 1 redukciju do V(IV) kao najvaznije, dok je do usvajanja V(V) dolazilo
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samo pri visokim koncentracijama (> 7 mM), kada je kapacitet prethodna dva procesa
bivao prevaziden (ZiZi¢ et al., 2013). Na osnovu EPR rezultata predloZeno je da pri visokim
koncentracijama vanadata dominantnu ulogu u redukciji V(V) ima enzim sa fericijanid
reduktaznom aktivno$éu lokalizovan u ¢elijskoj membrani (Zizi¢ et al, 2013). Ovaj

zakljucak se zasnivao na Cetiri linije dokaza:

e u prisustvu ekvimolarnih koncentracija fericijanida i vanadata (35 pumol / gsm),
redukcija V(V) se gotovo u potpunosti zaustavljala, Sto je objaSnjeno vecéim
afinitetom FeCNR prema fericijanidu;

e Cd*' (20 umol / gsm) kao inhibitor FeCNR (Baroja — Mazo et al., 2004) je gotovo u
potpunosti inhibirao redukciju V(V);

e EPR eksperimenti na micelijumu koji je tokom dve generacije uzgajan na medijumu
bez molibdata su pokazali da je redukcija V(V) znacajno inhibirana, Sto je
objasnjeno narusavanjem funkcije Mo — MPT, kofaktora ovog enzima, usled
nedostatka molibdena (Zizi¢ et al., 2013);

e aktivnost FeCNR je pokazana u ¢elijskoj membrani P. blakesleaanus (Baroja —

Mazo et al., 2004).

U skladu sa pretpostavkom da bi FeCNR mogla katalizovati najznacajniji deo eventualne
redukcije u slucaju submilimolarnih koncentracijaV(V) ispitani su efekti fericijanida na
uoceno smanjenje ls.s pomocu DCP metode. Fericijanid je dodat u obliku ekvimolarne
smese sa V(V) sa maksimalnom koncentracijom od 0.5 mM — 200 pumol / gsm. Kako, prema
nasim saznanjima, u literaturi nije opisano polarografsko ponaSanje fericijanida u HEPES -
u, najpre je izvrSena asignacija dobijenih talasa. Dobijeni polarogram je u potpunosti
odgovarao prethodnim istrazivanjima u 0.05 M NaClOg4 (Kivalo, 1957), tako da je bilo
moguce jednoznacno definisati dva talasa, c3, koji odgovara difuziono kontrolisanoj
jednoelektronskoj redukeciji do ferocijanida i kojeg karakteriSe jako dobro definisan plato, i
c3» u obliku jasno izraZzenog strujnog maksimuma superponiranog na strujni plato
prethodnog talasa. Za pracenje efekta fericijanida od znacaja je bio samo talas c;3 posto je
c3 potpuno nestajao po dodatku gljive. Kako je c3' adsorpciono kontrolisan i vec je

pokazano da ga lako uklanja ¢ak i povecanje koncentracije NaClOq4 (Kivalo, 1957), razlog
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njegovog nestanka po dodatku gljive moze biti posledica povrsinski aktivnih molekula koje
gljiva kao apsorptivni heterotrof verovatno izlucuje u spoljasnju sredinu. DCP kriva smese
fericijanida 1 V(V) u puferu je pokazala da nema bilo kakve interakcije izmedu c3 i cs
talasa, Sto ga ¢ini pogodnim za pracenje eventualnih efekata gljive. U prisustvu gljive i
fericijanida smanjenje lucs je bilo za 30 % manje, ukazujué¢i da oko 8 % V(V) iz spoljasnjeg
medijuma biva redukovano do V(IV), dok 18 % biva uklonjeno iz medijuma ne neki drugi

nadin.

Medutim, osim za FeCNR, fericijanid je supstrat i za niz drugih membranskih
oksidoreduktaza (Minakami et al., 1962; Chen i Guillory, 1985). Da bi pokazali da li
FeCNR Kkatalizuje redukciju monomera V(V), izvrSeni su DCP eksperimenti sa Cd*" i
micelijumom koji je tokom dve generacije gajen bez molibdata. Ova dva tretmana nisu
ispoljila bilo kakav efekat na cs talas poreklom od monomera V(V), ukazuju¢i da FeCNR

ne katalizuje redukciju monomera V(V) od strane gljive.

Identi¢ni rezultati su dobijeni i EPR metodom koja je pokazala da je redukcija V(V)

monomera do V(IV) zanemarljiva, u slu¢aju priblizno neutralnih pH uslova sredine.

Ako se polarografski rezultati sa Cd*" i odsustvom molibdata posmatraju skupa sa
rezultatima EPR i °'V NMR eksperimenata, ne moZe se isklju¢iti moguénost da dodavanje
fericijanida zapravo nije blokiralo redukciju monomera V(V) ve¢ neki drugi proces
(transport ili vezivanje) kojim je V(V) u odsustvu fericijanida uklanjan iz spoljas$njeg
medijuma. Dakle, pitanje da li micelijum ima sposobnost redukcije monomera V(V) do
V(IV) i dalje ostaje otvoreno, ali nesporno je da ¢ak i ako je ima njen znacaj je mnogo

manji u odnosu na tetramer.

Jo§ jedan vazan oblik interakcije gljive sa V(V) oligomerima jeste 1 adsorpcija za Celijski
zid (Zizi¢ et al., 2013). Medutim, primenom polarografije i 'V NMR pokazano je da se
¢elijski zid odlikuje zanemarljivim kapacitetom za adsorpciju, odnosno akumulaciju V(V)
monomera. Iz navedenog se da zakljuciti da se najve¢i deo V(V) monomera transportuje u

éeliju $to, je i potvrdeno 'V NMR merenjima. Naime, po dodavanju 1 mM V(V) u sveZ
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micelijum (Slika 4. 18) signal monomera nestaje nakon 90 minuta, dok se u spektru, na —

532 ppm, pojavljuje signal sli¢nog intenziteta, potekao od intracelularnih komponenti.

Ve¢ je ranije pokazano da Neurospora crassa poseduje fosfatni transporter visokog
afiniteta koji moze da transportuje monomer V(V) (Bowman, 1983), a postoje i snazne
indicije da je isti obrazac ukljucen i u unos V(V) u ¢elije micelijuma P. blakesleaanus
(Zizi¢ et al., 2013). Ukoliko je to tako, njegov afinitet za monomer u odnosu na oligomer
mora biti znatno veci, s obzirom da influks oligomera postaje merljiv pri koncentracijama
V(V) visim od 5 mM (Zizi¢ et al., 2013), dok se u sluéaju monomera uocava veé pri
koncentraciji V(V) od 0.1 mM. Ovo ne iznenaduje jer je monomer vanadata, u pogledu
elektronske 1 fizi¢ke strukture, sli¢niji fosfatu nego njegovi oligomeri. Takode, u sluc¢aju N.
crassa je pokazano da K., visokoafinitetnog fosfatnog transportera za monomer vanadata

iznosi 8 uM (Bowman, 1983).

Na osnovu rezultata iznesenih u ovoj tezi procenjeno je da bi maksimalno usvajanje V(V)
iznosilo 104 + 2 umol / gsm, dok je kapacitet micelijuma za usvajanje V(IV) znacajno ve¢i i
linearno raste u celom opsegu primenjenih koncentracija (0.1 — 0.5 mM), dostizu¢i vrednost
od 185 £ 12 pmol / gsm pri 0.5 mM V(IV) (Slika 4. 9) Ovo ukazuje da je sposobnost
micelijuma P. blakesleeanus za usvajanje V(V) gotovo dvostruko niza u odnosu na
sposobnost usvajanja V(IV). Uprkos tome, ona je i dalje veoma znacajna u poredenju sa
kapacitetom gljive C. commatus (Han et al., 2009). Nizi kapacitet usvajanja V(V) u odnosu
na V(IV) bi se mogao objasniti uo¢enim inhibitornim efektom citoplazmatskog V(V) na
visokoafinitetni fosfatni transporter kod N. crassa (Bowman, 1983, Versaw and
Metzenberg, 1995). Ova inhibicija se najverovatnije odvija indirektno, posredstvom
inhibicije membranske H" ATPaze (Slayman et al., 1990), §to za posledicu ima

depolarizaciju ¢elijske membrane (Bowman, 1983).

Pored znaCajnog kapaciteta za usvajanje V(V) 1 V(IV) micelijum P. blakesleeanus je
pokazao i znadajan kapacitet za usvajanje Cd**, posto je pri njegovoj koncentraciji od ImM

— 400 pmol / gsm smanjio luca za Cak 82 % (Slika 4. 13. B), Sto znaci da je usvojio oko 330
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umol / gm Cd*. Sve ovo isti¢e P. blakesleeanus kao moguéeg kandidata za

bioremedijatora ovih veoma toksi¢nih metala (Maley, 1996).

Ukratko, polarografska ispitivanja su pokazala da je micelijum P. blakesleeanus odlican
bioakumulator kadmijuma i vanadijuma u oba njegova, fizioloSki relevantna, oksidaciona
stanja. Nije utvrdeno ekstracelularno formiranje kompleksa monomera V(V) sa celijskim
eksudatima, niti njegova adsorpcija za Celijski zid, dok je redukcija od strane micelijuma,
ukoliko uopS$te postoji, samo od marginalnog znaCaja. Prema tome, osnovni oblik
interakcije monomera vanadata V(V) sa micelijumom je transport u ¢eliju gljive, verovatno

posredstvom fosfatnog transportera.

Prisustvo jedinog signala, na — 532 ppm u spektru snimljenom 35 minuta nakon dodavanja
rastvora koji je sadrzao isklju¢ivo monomer V(V) ide u prilog navedenoj pretpostavci. Ovi
rezultati su u skladu sa onim dobijenim na eritrocitima (Delgado et al., 2005) i prvi su koji
rasvetljavaju koja vrsta V(V) zapravo ulazi u ¢eliju kad je rec o nizim gljivama. Signal koji
je uocen na — 532 ppm daleko je od hemijskog pomaka karakteristiénog za monomer (- 559
ppm pri neutralnom pH). S obzirom da se intracelularni pH procenjuje kao neznatno kiseo
(Zizi¢ et al., 2014) (iz polozaja signala Pi u 'P NMR spektru), signal monomera V(V)
trebalo bi da ima slican hemijski pomak. Ovo jasno elimini§e moguénost da je vanadat,
dodat na pocetku, jo§ uvek prisutan u micelijumu, i potvrduje promene u simetriji i

stvaranju kompleksa vanadijuma unutar éelije.

Formiranje intracelularnih kompleksa moglo bi biti glavni razlog rezistentnosti koju P.
blakesleeanus ispoljava na visoke koncentracije V(V) u hranljivom medijumu. Formiranje
kompleksa moglo bi i da sprecava redukciju vanadata, kao 1 njegovu oligomerizaciju do
dekamera, pri fizioloskim, intracelularnim vrednostima pH (Aureliano, 2016). Polozaj
signala ovog kompleksa u spektru koincidira sa hemijskim pomakom nekoliko vanadatnih
kompleksa (Gresser and Tracey, 1986a; Gresser and Tracey 1986b), ali za identifikaciju
ovih vrsta su neophodna dalja istrazivanja. Posebno je interesantna mogucénost vezivanja za
male unutaréelijske molekule kao Sto su citrati 1 laktati koji su u micelijumu P.

blakesleeanus zastupljeni u velikom procentu (Rua et al., 1987). Naime, i citrat i laktat
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poseduju kapacitet za formiranje kompleksa sa monomerom vanadata (V1), koji se u °'V
NMR spektru uocavaju na oko — 531 ppm (Gorzsas et al., 2004; Gorzsas et al., 2003).
Formiranje V1 — laktat kompleksa dogada se pri jako niskim vrednostima pH (pH =1 — 3),
dok se V2 — laktat kompleks, sa konstantnim hemijskim pomakom na oko — 533 ppm,
uocava na pH vrednostima od kiselih do neutralnih (Gorzsds et al., 2003). Imajuéi u vidu
da laktat predstavlja dominantan glikoliti¢ki metabolit u micelijumu P. blakesleeanus (Rua
et al., 1987), V1 — laktat kompleks mogao bi biti dobar kandidat za nepoznati kompleks
vanadata. S druge strane, pH — zavisni V1 — citrat kompleks ispoljava signal na oko — 531

ppm pri briblizno neutralnim uslovima pH (Gorzsas et al., 2004).

Rezultati dobijeni primenom ramanske spektroskopije idu u prilog hipotezi baziranoj na
rezultatima XANES metode na P. blakesleeanus (Zizi¢ et al., 2015), a ti¢u se formiranja

kompleksa vanadijuma u ¢eliji i ukazuju na njegova vezujuca mesta.

Istrazivanja interakcija metala sa bioloSki relevantnim molekulima pomocéu ramanske
spektroskopije su uglavnom limitirana na interakcije DNK ili proteina sa metalima (Ferrer
et al., 2008; Duguid et al., 1993; Duguid et al., 1995, Langlais et al., 1990), dok se na
interakcije metala sa bioloskim tkivom odnosi samo jedno (Palaniappan and Pramod,
2011). Prema dostupnim podacima, vezivanje prelaznih metala za DNK ili proteine
manifestuje se promenom intenziteta i/ ili frekvencije odredenih Ramanovih traka. Imajuci
ovo u vidu, rezultati prikazani na Slici 4. 26. mogu se pripisati vezivanju i/ ili interakciji
vanadata sa komponentama celijskog zida, Sto je pokazano porastom intenziteta trake na
1635 cm™!, odnosno snizenjem na 1523cm™. Ove trake odgovaraju vibracijama veza u
polisaharidima hitozanu i hitinu u ¢elijskom zidu (De Gussem et al., 2005). Ostali znacajni
molekuli ukljuéeni u vezivanje vanadata mogli bi biti polifosfati 1 fosfati, kao Sto je
pokazano porastom intenziteta traka na 688, 1156 i 1190 cm™ (Bednarova et al., 2012).
Takode, porast intenziteta trake na 1447 cm’!, ukazuje da se u razmatranje mogu uzeti i
interakcije vanadijuma sa molekulima kao §to su polisaharidi, proteini i / ili lipidi (ZiZi¢ et
al.,, 2015). Sve promene ustanovljene u ramanskim spektrima idu u prilog pretpostavci o

postojanju kompleksa vanadijuma unutar celije.
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Generalno, vanadijum usvojen od strane micelijuma P. blakesleeanus akumulira se u
sredi$njim delovima hifa, najverovatnije u vakuoli, dok se manje koli¢ine vanadijuma

mogu uoditi u perifernim oblastima hifa (Zizi¢ et al., 2015; Richards et al., 2010).

Kada je re¢ o rezultatima dobijenim biohemijskim metodama izolacije i1 preciS¢avanja
¢elijske membrane, uprkos tome Sto je sistem bio problematiCan za izolaciju ipak smo
uspeli da dobijemo membrane prihvatljive Cistoc¢e. lako ceS¢e koriS¢ena za izolaciju
¢elijske membrane kod gljiva, metoda diferencijalnog centrifugiranja u slucaju micelijuma
P. blakesleeanus nije omogudila izolaciju frakcije obogaéene ¢elijskom membranom, ali je
izolacija na dvofaznom sistemu (PEG / Dextran) omogucila izolaciju ¢elijske membrane
prihvatljive cisto¢e za biohemijska ispitivanja. Ove membrane su pokazivale FeCNR
aktivnost, koja je u nekim izolatima bila blago inhibirana 1 mM V(V), §to ukazuje na

mogucu kompeticiju sa fericijanidom.

Summa summarum, interakciju micelijuma P. blakesleeanus 1 vanadata, kao 1 vanadijuma
uopste, nije lako sasvim detaljno objasniti. U ovoj tezi, shodno limitirajué¢im svojstvima
dostupnih tehnika, izloZeni su oblici V(V) detektovani u micelijumu, vreme njihovog
nastanka, kao 1 mogucénosti vezivanja za CcCelijske komponente, kako celijski zid 1
membranu, tako i one unutar same Celije. Ona predstavlja i prvi pokuSaj specijacije
vanadata u nizim gljivama in vivo. S obzirom na izbor tehnike polarografije, posebno je, u
prvom delu, obra¢ena paZnja na svojstva i ,,sudbinu® monomera vanadijumovih jona u
prisustvu micelijuma. Predlozen je i1 jedan vid uticaja monomera vanadata na fosfatni
metabolizam 1 njegovo formiranje kompleksa unutar celije, zatim redukcija / vezivanje

tetramera preko FeCNR.

Dekamer vanadata, koji, u odnosu na monomer ispoljava suprotan efekat na kinaze
(Aureliano, 2016), v micelijumu P. blakesleeanus nije detektovan. S obzirom na znacajne
efekte oligomernih formi vanadata ovo istrazivanje moze predstavljati podstrek za buduce
studije koje bi se ticale otpornosti P. blakesleeanus na ekstracelularne milimolarne
koncentracije vanadata, njegove uloge u poboljSanju antidijabetskih svojstava nekih vrsta

gljiva, kao i1 njegovih insulin — mimetickih, ali i toksi¢nih efekata na razli¢ita izolovana
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tkiva. Sa ovde dobijenim rezultatima, zajedno sa onim dobijenim ranije, korak smo blize

kompletiranju slike o interakciji gljiva sa ovim esencijalnim mikroelementom.
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6. ZAKLJUCCI

Osnovni zakljucci koji proizilaze iz ove doktorske disertacije su:

1.

Primenom 'V NMR je pokazno da je pri visokim koncentracijama (80 pmol / gsm)
tetramer osnovna V(V) vrsta koja podleze redukciji. Redukcija je inhibirana u velikoj
meri prisustvom fericijanida i Cd**, ¢ime su potvrdeni EPR rezultati koji su ukazivali
da je FeCNR osnovni enzim ukljucen u proces redukcije i pokazano da mu je tetramer
V(V) osnovni supstrat. Sa druge strane utvrdeno je da gljiva usvaja vanadat u
njegovom izvornom oksidacionom obliku, koji gradi kompleks sa nekim
unutaréelijskim organskim jedinjenjem.

Polarografska istrazivanja su pokazala da micelijum gljive P. blakesleeanus smanjuje
koncentraciju V(V) monomera u spoljaSnjem rastvoru za oko 27 % u celokupnom
opsegu ispitivanih koncentracija (0.1 — I mM).

Polarografski eksperimenti sa fericijanidom ukazuju da je oko 8 % V(V) iz spoljasnjeg
medijuma redukovano do V(IV), a 18 % uklonjeno iz medijuma na neki drugi nacin,
dok potpuno odsustvo efekta Cd*" ukazuje da redukcija nije katalizovana FeCNR.
Stavise, u EPR eksperimentima nije registrovana znacajna redukcija monomera V(V).
Polarografska ispitivanja su pokazala da uzrok smanjenja koncentracije V(V)
monomera nije ekstracelularno formiranje kompleksa monomera V(V) sa celijskim
eksudatima, a u kombinaciji sa °>'V NMR rezultatima da zna¢ajan doprinos ne daje ni

adsorpcija za Celijski zid.

. >'V NMR merenja su pokazala da po dodavanju 1 mM V(V) u micelijum signal

monomera nestaje dok se u spektru pojavljuje signal sli¢nog intenziteta, potekao od
intracelularnih komponenti (-532 ppm) Sto ukazuje da je osnovni oblik interakcije
monomera vanadata V(V) sa micelijumom transport u ¢eliju.

Micelijum gljive P. blakesleaanus u potpunosti usvaja V(IV) iz rastvora, §to se
manifestuje kao potpun nestanak polarografskih talasa V(IV) i, ve¢ pri ovde
odredenom kapacitetu usvajanja, ona moze biti uzeta u razmatranje kao snazan agens

za bioremedijaciju kad se radi o jonima V(IV).
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7. Polarografska ispitivanja su pokazala da je micelijum P. blakesleaanus jako dobar
bioakumulator V(IV) (185 £ 12 umol / gsm), V(V) (104 £+ 2 umol/gsm) i Cd** (330 umol
/ gsm), Sto otvara mogucnosti za dalja ispitivanja njenih bioremedijatorskih sposobnosti.

8. Rezultati dobijeni primenom ramanske spektroskopije ukazuju na formiranje
kompleksa vanadijuma u ¢eliji najverovatnje sa polifosfatima i polisaharidima.

9. Pokusana je i biohemijska karakterizacija FECNR, medutim pokazalo se da izolaciju
¢elijske membrane iz hifa prati niz tehnickih poteSkoca, usled kojih nije bila moguca
izolacija dovoljne koli¢ine membrana. Optimizacijom metode dobijen je izolat
membrana prihvatljive ¢istoce i pokazano je da one sadrze FeCNR aktivnost, medutim

nije nedvosmisleno potvrdeno da li ovaj enzim ucéestvuje u redukciji V(V).
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy

Motnucana Mwupseta P. Xauvwbpaxumosuh

Bpoj nHpekca __653006/2010

UzjaBbyjem
fia je [OoKTOpCcKa avcepTauuvja nof HacnoBoMm

Penykuuja BaHagaTa y Mmuuenujymy risuse Phycomyces blakesleeanus Burgeff:

ofpefuBare oKCMAaUNoHUX cTama y henujn

e pe3ynTar CoNncTBeHOr UCTpa*XKuBa4Kor paga,

e [la NpeAnoXeHa guceprauuja y UenvHu HU y AernoBumMa Huje Buna npeanoxeHa
3a fobujare OWUno Koje Apyre AUNIOMe nNpema CTyAWjCKUM nporpamuma apyrux
BWCOKOLLKOICKUX YCTAHOBA,

e [a Cy pe3yntati KOpekTHO HaBeaeHW 1

e [a HWCaM KpLino/na ayTopcka npaBa W KOPWCTWUO/Na WHTENeKTyanHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokropaHaa

Y Beorpaay, 31. 01. 2017. /{,ﬂ;ﬂi‘*%wﬂ—ﬁ’




Mpunor 2.

N3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTAMMNAHE U eNEKTPOHCKEe
Bep3nje OOKTOPCKOr paga

me 1 npesnme aytopa Mupseta Xauubpaxumosuh

bpoj nHgekca b 3006/2010

Crtyamjcku nporpam EBuonoruja

Hacnos paga Peaykuuja BaHagaTa y MyUENviyMy rmibuee Phycomyces
blakesleeanus Burgeff: ogpefuBare okcugaumMoHux ctamwa y henuju

MeHTopu gp XXusuh Mupocnas, BaHpeaHu npodecop, buonolikn dakynrer,

YHuBepauTeT vy beorpany

ap HKuxumh MwnaH, Hay4HU CaBEeTHUK, NHCTUTYT 3a
MYNTYANCUNNIMHAPHA UCTPaXBaksa,

YHuBepsutet v beorpany

MoTtnucana Xauwdpaxumosuh Mupseta

WN3jaerbyjemM pa je wWrTamnaHa Bep3Wja MOl [LOKTOPCKOr paja WCTOBETHa
EIeKTPOHCKO] Bep3uju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBarbe Ha noprany
OurutanHor penosutopujyma YHuBep3uteTa y Beorpapgy.

HosBorbaBam [fa ce ofjaBe MOjUM NWYHM nogaun BesaHu 3a Jobujarse
akagemckor 3Bakba [OKTopa Hayka, Kao LITO Cy MMe W npes3umMe, roauHa u
MecTO pofewa u gatym oabpaHe paga.

OBK NWUYHW nopaun mory ce 00jaBUTM Ha MPEXHWUM cTpaHuuama aurutasnHe
bubnuoTeke, y eneKTpoHCKOM KaTanory u y nybnukauujama YHusepsuteta y
Beorpagy.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpaay, _ 31.01. 2017. zfﬁ‘maw;,.fw
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Mpunor 3.
MU3sjaBa o kopuwhemwy
Osnauwhyjem YHusepauteTcky 6ubnuoteky ,CBeTosap Mapkoeuh* ga y [OurutanHu

penosutopujyMm YHusepsuteTa y bBeorpafly yHece Mojy [OKTOpPCKYy AucepTauujy noa
HacnoBoMm:

Penykuuja BaHagata y muuenujymy rimeuBe Phycomyces blakesleeanus Bypred:
ofnpehuBare oKCMAALMOHUX CTaka Yy henuju

Koja je Moje ayTopcKo Aeno.

HucepTauujy ca cBum npunoavmMa npegao/na cam y eNekTpoHCcKoM hopMarTy noroaHoM
3a TpajHO apxuBMpar-e.

Mojy OokTopcky AvcepTauujy noxpaweHy y [urutanHv penosutopujym YHuBepauteTa
y Beorpany mory ga kopucTte cBu Koju nowTyjy oapeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyyuo/na.

1. AyTopcTtBo
2. AyTOpCTBO — HEKOMEpPUWjanHo
@AyTopCTBo — HekoMepuwujanHo — 6e3 npepaga
4. AyTOpCTBO — HEKOMepUmnjanHo — AenUTh Nog UCTUM ycroBuma
5. AytopcTteo — 6e3 npepage
6. AyTopcTBO — AEenUTY No4 UCTUM YCroBKUMA

(Monumo fa 3aokpyxute camo jedHy oA LecT MOoHyReHWX nuueHuM, Kpatak onwc
nvueHun aar je Ha nonefuHu nucra).

MoTnuc pokropaHga

Y Beorpaay, 31. 01. 2017. Ilﬁnwquﬁwa/



1. AyTtopcTBo. [lo3sorbaBaTe yMHOXaBare, AUCTPUBYLUjY M jaBHO caonuiTasame
Aena, v npepafe, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauyuH ogpefieH of cTpaHe ayTopa
unu gasaola nuueHue, Yak u y komepuujanse cepxe. OBo je HajcnoBogHuja o cBux
NULEHLMN.

2. AyTopcTBO — HekomepuwujanHo. [Jo3BorbaBaTe YyMHOXaBarse, AUCTPUBYLU)Y W
jaBHO caonwiTasame gena, v npepage, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH ofpeheH
04 CTpaHe ayTopa wunu aasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He 403BOrbasa KoMepLyjanty
ynoTpeby gena.

3. AyTopcTBO — HeKkomepuujanHo — 6e3 npepaga. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBar-e,
AvcTpubyunjy W jaBHO caonwiTaBarbe Aena, ©e3 npomeHa, npeobnukoBarba MW
ynotpebe gena y cBOM [eny, ako ce Hasefe WMe ayTopa Ha Hauwd oapefeH of
CTpaHe ayTopa vwnu gasaoua nuueHue. Osa nuueHUa He A03BOrbaBa koMepuumjanHy
ynotpedy Aena. ¥ ogHOCY Ha CBe OCTane nuueHLe, OBOM MULEHLIOM Ce orpaHudasa
Hajsehu oBum npaea kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO — HEeKOMepLM1janHO — AeNUTU NoL UCTUM ycnoBuma. [Jo3sorbasare
yMHOXaBawe, AUCTpubyLujy 1 jaBHO caonwitasamwe fena, v npepaje, ako ce Hasege
Ume aytopa Ha HaduH ofpefleH o cTpaHe ayTopa wnu gasaoua NULEHLE WM ako ce
npepaga AOuctpubywpa noA MCTOM WAW CiMYHOM nuvueHuoMm. Oea nNUMUeEHUA He
[03BOrbasa koMepuwjanHy ynotpedy gena v npepaga.

S. AyTtopcTBO — Oe3 npepaga. [losBorbasaTe ymMHoOXaBawe, AUCTpUbyLMjy U jaBHo
caonwTaBare Aena, 6es npomeHa, npeobnukosama unu ynotpebe fena y ceom geny,
aKko ce Hasede UMe ayTopa Ha HauuH oapefeH of cTpaHe ayTopa wunuv pasaola
nuueHue. Osa nuueHua Ao3Borbasa koMepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO — AOEnNUTU noj WUCTUMM YycnoBuma. [o3BorbasBate YMHOXaBakse,
AVCTPUOYLMjy W jaBHO caoniuTasare Aena, U Npepaje, ako ce Hasede uMe ayTopa Ha
HauMH oppefeH o4 cTpaHe ayTtopa WM faBaola NUUEHLUE W ako ce npepaga
avctpubympa noj MCTOM WNM cnnyHOM nuueHuoM. OBa nvUeHUa [03Borbaea
koMmepuunjanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuyHa je codTBepcKUM nuUeHuama,
OAHOCHO NuLUeHUamMa OTBOPEeHOr Koaa.



