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Identifikovanje i karakterizacija éelijskih faktora ukljuc¢enih u proces obnavljanja populacije
¢elija Ustilago maydis nakon oksidativnog stresa

Sazetak:

Ustilago maydis je patogena gljiva kukuruza, otporna na ekstremne doze UV i jonizujuceg zra¢enja.
U prirodi U. maydis prolazi kroz dva zivotna stadijuma, tokom kojih je izlozen razli¢itim vrstama
stresa. Studije su pokazale da DNK reparacija ima veliki doprinos u oporavku populacije nakon
snaznog stresa. Medutim, razumevanje molekularne osnove ekoloskog uspeha U. maydis je ostalo
nepotpuno. Cilj ovog istrazivanja je bilo pruZanje jasnijeg uvida u mehanizme koji omogucavaju
opstanak populacije ustilaga u nepovoljnim uslovima. Kao metodoloski pristup za istrazivanje
oporavka od snaznog oksidativnog stresa, primenjen je LH test (Liquid Holding)-pracenje
vijabilnosti tretiranih ¢elija tokom inkubacije u vodi. Rezultati su pokazali da U. maydis ima visok
stepen opravka populacije i da se ova obnova ostvaruje multiplikacijom prezivelih ¢elija
zahvaljujuéi njihovoj sposobnosti da preuzmu i recikliraju produkte degradacije umrlih celija.
Identifikovano je i okarakterisano 10 ¢elijskih faktora (Adrl, Did4, Kell, Thpl, Snf8, SIm1, Chk1,
Gmt, Snf5, Hsfl) ukljuenih u proces, putem izolovanja mutanata koji su izgubili sposobnost
obnove vijabilnosti populacije (RUS). Poznate su uloge identifikovanih ¢elijskih faktora u
razli¢itim celijskim procesima, a ovo je istrazivanje pokazalo da su neki od RUS-faktora ukljuceni
u odrzavanje integriteta genoma. Takode je pokazano i da je ustilago metabolicki aktivan u vodi i
da nakon pada brojnosti populacije usled autogenerisane hipoksije, koriste¢i RUS, uspeva da
obnovi populaciju i u normoksi¢nim i u hipoksi¢nim uslovima. Sumirano, RUS bi mogao da
predstavlja adaptaciju koja poveéava fitnes U. maydis u nepovoljnim uslovima, putem repopulacije
nakon delovanja razli¢itih stresogenih faktora.

Kljuéne redi: repopulacija nakon gladovanja, oksidativni stres, vijabilnost, DNK reparacija,
Ustilago maydis

Nauéna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Molekularna biologija eukariota



Identification and characterization of cells factors involved in regeneration of the Ustilago
maydis population after oxidative stress

Abstract:

Ustilago maydis is a pathogenic corn fungus, resistant to extreme doses of UV and ionizing
radiation. In nature, U. maydis passes through two life stages, during which it is exposed to
different types of stresses. Studies have shown that DNA reparation makes a major contribution to
the recovery of the population after severe stress. However, understanding the molecular basis of
environmental success of U. maydis remained incomplete. The aim of this research was to provide a
clear insight into the mechanisms that enable survival of U. maydis population in unfavorable
conditions. As methodoligical approach for investigation of recovery from strong oxidative stress,
LH assay (Liquid Holding)- monitoring of viability of treated cells during incubation in water, was
applied. The results showed that U. maydis had a high degree of population recovery, and that this
renewal was accomplished by multiplication of the surviving cells at the expense of the released
biomolecules from dead cells. Ten cellular factors (Adrl, Did4, Kell, Thpl, Snf8, SIm1, Chk1,
Gmt, Snf5, Hsfl) involved in the process were identified and characterized, by isolating mutants
that lost the ability to restore population viability (RUS). The roles in various cellular processes of
the identified factors heave been already known, and this research showed that some of the RUS
factors were involved in maintainance of genome integrity. It was also shown that U. maydis was
metabolically active in water and that after population decline due to autogenerated hypoxia, it
managed to reconstitute the population in both normoxic and hypoxic conditions, employing RUS.
In summary, RUS could be an adaptation that increases fitness of U. maydis in adverse conditions,
by repopulation after expsoure to various stressors.

Keywords: repopulation under starvation, oxidative stress, viability, DNA repair, Ustilago maydis
Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular Biology of eukaryotes
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1 UVvOD

Od najpovoljnijih do najsurovijih, gotovo svaki prostor na Zemlji je potencijalno staniSte za
odredene vrste organizama. Prirodna tendencija za efikasnijom upotrebom zivotnih resursa vodi
osvajanju novih zivotnih prostora, u kojima vladaju razli¢iti ekoloski uslovi kojima organizmi
moraju da se adekvatno prilagode kako bi preziveli i uspesno prosirili svoje populacije. Takode,
ckoloski faktori Zivotne sredine mogu varirati i u okviru jednog te istog staniSta. Ako intenzitet ovih
promena dovede do drastiénog odstupanja od optimalnih vrednosti za datu organsku vrstu,
delovanje novonastalih sredinskih uslova postaje nepovoljno, a stetnost nepovoljnih sredinskih
faktora se moze ispoljiti preko narusavanja unutaréelijske homeostaze, fiziologije i integriteta
genoma. Stoga je za opstanak zivih bic¢a klju¢na njihova sposobnost da se prilagode promenljivim
uslovima zivotne sredine. Tako jedan organizam mozZe imati veéi broj razli¢itih adaptacija
determinisanih genomom, koje se u specifi¢nim ekoloSkim uslovima mogu ispoljiti na fizioloskom,
morfoloskom 1/ili ponasajnom nivou. Koliko je veliki potencijal Zivih bi¢a za pronalaZenje
adaptivnih reSenja svedoCi sva raznolikost zivih vrsta koje uspeS$no prezivljavaju i dugoro¢no

.....

kolonizuju najrazlic¢itija ekoloska stanista na planeti Zemlji.

1.1  Strategije prezivljavanja mikoroorganizama

Iako se sva ziva bic¢a suocavaju i bore sa promenljivim i ¢esto nepovoljnim uslovima stanista, ¢ini
se da je za jednocelijske, slobodnozivece mikroorganizme ovo poseban izazov. Jedan od razloga je
¢injenica da mikroorganzmi najce$ée nemaju sposobnost aktivne migracije na vece distance, jednu
od klju¢nih osobina zivih bi¢a koja bi im obezbedila beg od nepovoljnih, ponekad i katastrofalnih
ekoloskih promena. S druge strane, mikoroorganizmi se karakterisu vrlo malim dimenzijama (oko 1
mikrometra), odnosno velikom povrsinom koja je u direktnom kontaktu sa spoljnom sredinom.

Promenljive sredinske faktore sa kojima se mikroorganizmi suocavaju, Cine bioticki i abioticki
faktori. Najces¢i abioticki faktori su temperaturna variranja, susa, salinitet, osmolarnost, UV
zraCenje, promene u koli¢ini i tipu dostupnih nutrijenata, metaboliti, antimikrobna jedinjenja, dok
interakcije sa okolnim zivim svetom predstavljaju bioti¢ke faktore (npr. infekcija bakteriofagima).
Ukoliko ovi razliciti faktori svojim oscilacijama kod mikroorganizama izazovu fizioloske promene
koje prete da naruse prezivljavanje i reprodukciju, tada za organizam nastupa stres. Mikroorganizmi
mogu da prezive vrlo nepovoljne uslove, o ¢emu svedoc¢i njihova Siroka rasprostranjenost u veoma
razli¢itim tipovima stanista. Primeri su organizmi koji prezivjavaju ekstremne abioticke uslove, kao
I patogeni, koji prezivljavaju u unutraSnjosti drugog organizma, uprkos potencijalnom riziku od
anoksije i imunskog sistema domacina.

Pripremljenost na potencijalne sredinske promene je neophodna kako bi preziveli i ostali aktivni
[1]. Ono sto je kljuéno za dobru adaptaciju bakterija i gljiva na nove, izmenjene uslove sredine, jesu
molekularni senzori koji brzo detektuju promene u spoljnoj sredini i pokrecu unutarcelijske
signalne mreze koje obezbeduju brzu regulaciju puteva odgovora na osmotski, toplotni, osksidativni
I nutritivni stres [1-3]. Odgovor mikroorganizama na stres ukljucuje i ekonomicnije koriscenje
energetskih resursa, odnosno preusmeravanje ¢elijskog metabolizma sa rasta na produkciju zastitnih
jedinjenja. Ipak, dramaticne promene u sredinskim uslovima mogu redukovati rast
mikroorganizama, usmeriti njihove populacije ka dormanciji, a u ekstremnim slu¢ajevima dovesti i
do masovnog umiranja [4].

U uslovima stresa mikroorganizmi koriste brojne fizioloske mehanizme i eko-evolucione strategije
koje obuhvataju specificnu odbranu i mehanizme popravke makromolekula (npr. reparacija UV-
indukovanih lezija na DNK), akumulaciju odredenih molekula, sintezu specifi¢nih enzima,
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antibiotika, formiranje biofilmova, cisti, spora, kao i prajming, unakrsnu zastitu, ,,bet-hedging”
strategije, programiranu ¢elijsku smrt i druge.

1.1.1 Formiranje biofilma

Biofilm predstavlja zajednicu mikoorganizama (bakterija, gljiva ili protista) povrSinski povezanih
tako da formiraju zastitni vancelijski matriks, na razli¢itim abiotickim i biotickim povrSinama. Ovaj
zaStitni matriks se sastoji iz proteina, egzopolisaharida i vancelijske DNK koji su proizvod samih
Clanova zajednice. Mikroorganizmi biofilma imaju visestruku korist od drugih ¢lanova zajednice, a
efikasna meducelijska komunikacija tzv. ,,quorum sensing” je njegova kljucna strategija. Zajednicu
biofilma obi¢no ¢ine fenotipski razli¢ite subpopulacije koje se formiraju putem regulacije genske
ekspresije, u zavisnosti od mikrouslova (gradijent nutrijenata, kiseonika) kojima su ¢elije izlozene u
biofilmu. Takode, unutar biofilma ¢elije su prostorno ogranic¢ene, §to se odrazava na brzinu rasta
(sli¢no stacionarnoj fazi rasta) [5, 6].

Glavne prednosti biofilma su veca otpornost na stres, kao $to su nedostatak vode, nutrijenata, niska
ili visoka pH vrednost. Takode, biofilm sluzi kao zastitna barijera od UV zracenja i antimikrobnih
agenasa. Koncentracija stetnog agensa se smanjuje difundujuci kroz biofilm, tako da ¢elije dubljih
slojeva biofilma dolaze u kontakt sa neletalnim dozama agensa. Kako bi se dodatno sprecila
moguénost prolaska letalnih koncentracija antibiotika, bakterije biofilma primenjuju jos jedan
zastitni mehanizam, a to je ulazak u stanje fizioloSke dormantnosti. Naime, vancelijski matriks
biofilma funkcionise kao difuzna barijera za male molekule, tako da je difuzija nutrijenata, vitamina
ili kofaktora usporena i posledi¢no, neke od ¢elija ove zajednice su neaktivne, dormantne. Kako je
za dejstvo veéine antibiotika neophodna metaboli¢ka aktivnosti ¢elije, dormantne bakterije su u
ovom sluc¢aju bezbedne [7-9].

1.1.2 Morfoloske promene ¢Celije

Jedna od cestih strategija gljiva u borbi sa biotickim i abioti¢kim stresom su promene morfologije.
Za patogene gljive je karakteristicno da imaju vise razli¢itih morfotipova koji ostvaruju razlicite
uloge u interakciji sa domacinom, obezbedujuci na taj nacin optimalni fitnes patogena. Tako su hife
morfoloSki najpogodnije za prolaZenje fizickih barijera, kolonizaciju tkiva domacina 1 savladavanje
nepovoljinih uslova koji nastaju delovanjem odbrambenih mehanizama domacina. S druge strane,
morfoloski tip koji nalikuje ¢eliji kvasca (engl. ,,yeast-like” cells) je pogodniji za disperziju medu
domacinima i uvecéanje populacije patogena. Gljive koje svoj zivotnih ciklus ostvaruju putem
tranzicije izmedu ova dva morfotipa se oznacavaju kao dimorfne. Dimorfne gljive su uglavnom
saprotrofne plesni koje zive na mrtvoj organskoj materiji, koje takode mogu inficirati Coveka, ili su
pak biljni patogeni [10]. Kako je vec¢ina patogenih gljiva koje inficiraju coveka, u prirodi saprofitna,
smatra se da su ovi mikrobi, pod selektivnim pritiskom sredine, razvili sposobnost inficiranja i
prezivljavanja unutar domacina [11]. Istrazivanja su pokazala da je promena veli¢ine i oblika ¢elije
regulisana istim signalnim putevima koji su zaduZeni za odgovor na sredinske promene. Tako npr.
visoka telesna temperatura predstavlja prepreku mnogim patogenima za infekciju sisara, ali
istovremeno predstavlja signal za prelazak iz saprofitske filamentozne forme u formu kvasca. Stoga
se smatra da su morfoloske promene adaptivna osobina koja je omogucila patogenima da inficiraju
domacina i prilagode se nepovoljnim sredinskim uslovima [11, 12].

1.1.3 Sporulacija i formiranje cisti

Brojni organizmi, od bakterija i protozoa do bljaka i glijva, koriste sporulaciju kao strategiju za
prezivljavanje nepovoljnih i pronalazenje novih, boljih uslova za Zivot. Zajednicke karakteristike
spora su redukovani metabolizam, otpornost na stres (izuzetno visoke ili niske temperature, UV
zraCenje, desikaciju, pesticide i antibiotike) i spremnost za klijanje (germinaciju) kada se uspostave
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povoljni uslovi. Sposobnost formiranja spora na razliite naline povetava verovatnocu
prezivljavanja mikroorganizama. S jedne strane, patogeni mikroorganizmi u formi spora mogu lako
da se zastite od nepovoljnih spoljnih uslova i nastave svoj zivotni ciklus tako $to inficiraju
domacina. Jedan od primera su spore Cryptococcus-a, koje su dijametra 1-2 um i mogu lako da
produ kroz respiratorni trakt gde ih preuzimaju makrofagi plu¢a. U samim makrofagima, spore
klijaju u inkapsulirani kvasac koji uspesno savladava imunski sistem domacina. [11, 13].

Protisti i Gram-negativne bakterije (razdeo Actinobacteria) u nepovoljnim uslovima formiraju ciste
ili egzospore [14]. Visoka temperatura, nedostatak kiseonika, vlage i nutrijenata pokrecu
unutarcelijske signalne puteve koji dovode do reorganizacije citoskeleta i formiranja viseslojnog
zida ciste. Usled jednostavnije grade zida, ciste su manje otporne od endospora. Formiranje cisti je
posebno znacajna strategija kod parazita iz carstva Protista, koji su tokom razlicitih stadijuma
zivotnog ciklusa izlozeni veoma nepovoljnim uslovima. Tako intestinalni parazit Coveka
Entamoeba histolyca, prezivljava visoko kisele uslove digestivnog trakta pre nego Sto dospe do
creva. Van domacina, ove ciste prezivljavaju svega nekoliko meseci u takode nepovoljnim i
nepredvidim uslovima desikacije i nedostatka nutrijenata [14, 15].

1.1.4 Stecena otpornost na stres

U prirodnom okruzenju organizmi se uglavnom suocavaju sa viSe vrsta stresogenih faktora
istovremeno, ili se oni sukcesivno smenjuju razli¢itim intenzitetom, zbog ¢ega je pripremljenost na
iznenadni stres klju¢na za prezivljavanje. Analogno adaptivnom imunitetu zivotinja i odbrambenom
mehanizmu biljaka, mikroorganizmi su razvili tzv. steCenu otpornost na stres (engl. ,,Acquired
Stress Resistance”, ASR), ili prajming, koja obezbeduje bolji odgovor ¢elije pri ponovnom susretu
sa istim tipom stresa. ASR se definiSe kao otpornost na jak stres koja se stiCe prethodnim
izlaganjem celija blazem stresu istog tipa [16]. Ova strategija se zasniva na postojanju memorije o
¢elijskom stanju i ponasanju celije pri prethodnom izlaganju stresu. Mehanizmi prajminga se
razlikuju kako izmedu razliitih taksona, tako i na nivou jedinke. Kod kvasca je pokazano da
prajming za tolerantnost na isti tip stresa, npr. izlaganje vodonik-peroksidu, pokreée ekspresiju
razli¢itog seta gena u zavisnosti od prajming stimulusa [17]. Istrazivanja su pokazala da prajming
zahteva regulaciju na epigenetickom nivou (DNK metilacije, modifikacije histona),
transkiripcionom, post-transkripcionom, translacionom, post-translacionom. Svi ovi nivoi regulacije
zajedno obezbeduju odgovor na izmenjene sredinske uslove i uspostavljanje ¢elijske memorije [18].

Iz ugla efektivnosti, mogu se razlikovati mehanizami prajminga koji obezbeduju raniji, brzi ili
snazniji odgovor na novi sredinski stres. Na primer, postizanje ranijeg odgovora na novi stres,
ostvaruje se zahvaljujuéi ranijem startovanju transkripcije i translacije proteina koji su uklju¢eni u
odgovor na stres. U zavisnosti od specifi¢nosti sredinskih uslova, prajming moze da podrazumeva
sintezu razli¢itih zaStitnih molekula, kao S$to su trehaloza, manitol, kao i indukciju proteina
toplotnog Soka (engl. ,,Heat-shock protein”, Hsp), i povecanje aktivnosti odredenih signalnih puteva
u cilju pripreme ¢elije za bududi stres [2, 16].

Mehanizam sticanja otpornosti na isti tip stresa zavisi od aktivacije specificnog odbrambenog
odgovora na dati stresogeni faktor. Tako, steGena otpornost na vodonik-peroksid zavisi od nivoa
aktivnosti citoplazmati¢ne katalaze, koja nakon izlaganja nizim dozama vodonik-peroksida postize
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visoku koncentraciju i §titi ¢elije kvasca pri narednom izlaganju ve¢im dozama istog agensa [18].

Pored steCenog imuniteta na isti tip stresa (prajming ili ASR) postoji I unakrsna zastita (engl.
,,Cross-protection”) koja obezbeduje otpornost na novi stres razliite prirode. Istrazivanja su
pokazala da inkubacija ¢elija u prisustvu alkohola, slabije kiseline ili vodonik-peroksida dovodi do
sticanja povecane tolerantnosti na toplotni stres. S druge strane, izlaganje toplotnom stresu slabijeg
intenziteta indukuje otpornost na povisen salinitet, niske pH vrednosti (kiselost) sredine, oksidativni



stres i potencijalno letalne doze antibiotika bleomicina [18, 19]. Ova vrsta imuniteta je efekat
aktivacije generalnog i specificnog odgovora na prethodni blazi stres.

1.1.5 ,,Bet-hedging”

U promenljivim i nepredvidim uslovima zivotne sredine, mnogi organizmi problem uspostavljanja
optimalnog fitnesa reSavaju nekom od ,bet-hedging” strategija. ldeja u osnovi ,,bet-hedging”
strategija, jeste da jedinke smanjuju svoj fitnes u povoljnim (trenutnim) uslovima sredine na rac¢un
veceg fitnesa u nepovoljnim uslovima, kako bi dugoro¢no ostvarile bolje prezivljavanje. Prema
ovoj standardnoj, konzervativnoj ,bet-hedging® teoriji, smanjenje fitnesa u zamenu za manju
varijansu fitnesa predstavlja niskorizi¢nu strategiju. Na primer, ukoliko bi se jedinke specijalizovale
za susne uslove sredine, njihov fitnes bi bio daleko visi U susnoj godini, za razliku od kisne godine
kada bi populacija dozivela pad. U ovom slucaju postojalo bi veliko variranje fitnesa tokom godina.
Sa druge strane, generalisti, koji odrzavaju srednji fitnes nezavisno od spoljnih uslova, na duze
staze ostavruju veci uspeh. Alternativna, diverzifikaciona ,,bet-hedging* strategija podrazumeva da
organizmi investiraju u nekoliko razli¢itih strategija istovremeno, i na taj nac¢in dugoro¢no smanjuju
varijansu fitnesa [20, 21].

Kanoni¢ni primer ,,bet-hedging* strategije je generisanje perzistentnih celija bakterija, gljiva,
kvasaca i celija kancera. Perzistentne Celije predstavljaju subpopulaciju ¢éelija, koje zahvaljujuci
sposobnosti ulaska u stanje mirovanja, postaju tolerantne na antimikrobni tretman ili na terapiju za
kancer. Ova osobina je otkrivena kada je, nakon izlaganja antibiotiku, uoc¢eno da jedan mali udeo
bakterijske populacije prezivljava tretman, i po uklanjanju antibiotika nastavlja rast u novu
populaciju koja je senzitivna na antibiotik. Dakle, tolerantnost perzistentnih ¢elija je za razliku od
antimikrobne rezistentnosti reverzibilna i nije genetski determinisana. Istrazivanja su pokazala da
perzistentne bakterije u odsustvu antimikrobnog agensa imaju sporiji rast u odnosu na ostatak
populacije. Smatra se da je sposobnost prelaska u stanje perzistentnosti odlika ¢elija stacionarne
faze, ali i da postoje celije koje spontano ulaze u mirovanje. Smatra se da je pojava perzistentnih
¢elija moguca upravo zahvaljuju¢i postojanju reverzibilne fenotipske heterogenosti bakterijske
populacije i da su perzistentne Celije najverovatnije selektovane kako bi povecale verovatnoéu
prezivljavanja u promenljivim uslovima sredine [22, 23].

Formiranje dormantnih spora je primer diverzifikacione ,,bet-hedging* strategije. Dormantne spore
omogucavaju bakterijama da prezive dug period gladovanja i brzo odgovore na priliv svezih
nutrijenata. Kako je sporulacija vremenski i energetski skup proces, posebno imajuéi u vidu da je
ireverzibilan, samo mali broj ¢elija ¢e biti podvrgnut dormanciji, kako bi se obezbedio oporavak
populacije kada uslovi zivota postanu povoljni [24].

1.1.6 Programirana cCelijska smrt

Kao vazna i Siroko rasprostranjena Zivotna strategija izdvaja se programirana celijska smrt (engl.
,,Programmed Cell Death”, PCD). PCD se indukuje pod razliitim tipovima stresa, kako §to su
toplotni stres, UV zracenje, nedostatak nutrijenata, virusne infekcije ili oksidativni stres [25].
Osnovna obelezja PCD, kao §to su fragmentacija DNK 1 eksternalizacija fosfatidil-serina su uocena
I kod jednocelijskih organizama, pa se smatra da je se PCD javila rano tokom evolucije. PCD je
aktivan, interno (geneti¢ki) regulisan i energetski zahtevan proces ¢elijskog suicida, koji je kljucan
za pravilno razvice, homeostazu i integritet viSecelijskih organizama. Za razliku od visecelijskih
organizama, gde PCD jedne ¢elije donosi oc¢iglednu dobrobit ¢itavom organizmu, aktiviranje PCD
od strane jednocelijskih organizama je dugo predstavljalo enigmu sa evolucione tacke gledista. U
svetu jednocelijskih organizama, umiranjem jedne ¢elije nastupa smrt ¢itavog organizma, te se na
taj nacin isklju¢uje moguénost delovanja prirodne selekcije na bilo koju osobinu, ukljucuju¢i i PCD
[26].



Istrazivanje starenja u kulturi jednocelijskog organizma, S. cerevisiae je pokazalo da umiranje
putem PCD uti¢e na fitnes okolnih ¢elija. Herker i saradnici, 2004 su pokazali da umiranje starih
¢elija specificno putem PCD dovodi do oslobadanja supstanci koje poboljSavaju preZivljavanje
ostalih starih ¢elija u kultrui, ali ne i ¢elija u eksponencijalnoj fazi rasta [27].

Grupa saradnika koja se bavila ispitivanjem PCD kod zelene alge Chlamydomonas reinhardtii,
pokusala je da odgovori na pitanje selektivnog pritiska koji je doveo do pojave i odrzavanja PCD u
pre-PCD svetu. Ova studija je pokazala da supstrat osloboden iz ¢elija umrlih putem PCD utice
povoljno na ¢elijski rast C. reinhardtii, nezavisno od starosti Celijske kulture, dok supstrat Celija
umrlih nekrozom ima Stetne efekte na celije u kulturi. Rezultati su pokazali da od tipa ¢elijske smrti
zavisi kvalitet supstrata koji se oslobada u okolnu sredinu, $to dalje doprinosi povecanju ili
smanjenju fitnesa okolnih ¢elija u populaciji. Kako se C. reinhardtii smatra jednocelijskim pretkom
kompleksnije volvocine grupe zelenih algi, PCD bi mogla biti klju¢na za nastanak jednostavnih
,,socijalnih* ¢elijskih grupacija i prelazak na visecelijski oblik zivota. Pretpostavlja se da je pojava
PCD kao alternativne forme smrti, koja povecava preZivljavanje jedinki u populaciji, predstavljala
selektivnu prednost. Novija istrazivanja na ovoj algi su pokazala da je pozitivan efekat produkata
PCD na fitnes netretiranih Celija specifican za vrstu, [28] §to potvrduje geneti¢ku determinisanost
samog procesa.

Novija istrazivanja pokazuju da se u okviru bakterijskih zajednica moze indukovati smrt jednog
dela populacije u odgovoru na razlicite tipove stresa, ukljucujuéi oksidativni stres, zracenje,
nedostatak nutrijenata, infekcije bakteriofagom i druge. Imaju¢i u vidu da mikroorganizmi
formiraju zajednice, kao $§to su kolonije, biofilm i agregati u okviru kojih ostvaruju veéi fitnes,
ovakve populacije mikroorganizama bi se mogle posmatrati kao visecelijski organizam. U ovom
svetlu, sama pojava PCD kod jednocelijskih organizama navodi na zakljuak da su i
mikroorganizmi socijalni organizmi i da ispoljavaju altruisticko ponaSanje zarad opstanka svoje
populacije [29].

1.2 Celijski odgovor na stres

Bioloski znacaj odgovora cCelije na stres jeste zastita od faktora koji potencijalno mogu da ostete
njene makromolekule te tako naruse funkcionisanje ¢éelije, ali i priprema Celije za buduée promene i
nepovoljne uslove. U odgovoru na stres, metaboli¢ka aktivnost ¢elije se menja u smeru usporavanja
ili zaustavljanja celijske deobe, putem smanjene sinteze vecine proteina koji funkcionisu u
normalnim fizioloskim uslovima i povecane sinteze proteina koji su specifi¢ni za odgovor na stres.
U grupu proteina specificnih za odgovor na stres ubrajaju se proteini toplotnog Soka, brojni enzimi
uklju¢eni u redoks reakciju i antioksidativnu odbranu, DNK reparaciju, transport metabolita,
modifikaciju ¢elijskog zida, proces autofagije i drugi [30].

Hsp predstavlja familiju proteina koja se u ¢eliji produkuje u odgovoru na razlicite tipove stresa. U
Hsp familiju se ubrajaju saperoni koji stite proteine od denaturacije i omogucavaju uspostavljanje
nativne konformacije denaturisanim proteinima, dok proteaze toplotnog Soka (engl. ,heat-shock
proteases™) vrse proteolizu agregata denaturisanih proteina kao i nepravilno uvijenih proteina [18,
31]. Generalno, uloga proteina Hsp familije je u odrzavanju homeostaze proteina, kao glavnih
funkcionalnih jedinica ¢elije, kako bi se sprecilo narusavanje kljucnih celijskih procesa i dalja
oStecenja 1 smrt Celija.

Kod mnogih fiologenetski udaljenih organizama ukljucujuéi i mikroorganizme, u stresnim uslovima
se sintetiSe trehaloza. Trehaloza je disaharid ¢ija koncentracija u ¢eliji strogo zavisi od sredinskih
uslova. Kod kvasca, S. cerevisiae trehaloza se sintetiSe u uslovima toplotnog, alkoholnog i
oksidativnog Soka, dehidracije i tokom stacionarne faze rasta. Ovo jedinjenje ima ulogu u zastiti
bioloskih membrana, ukljucujuéi stabilizaciju polarnih grupa fosfolipida, ,,scavenger” slobodnih

5



radikala, koji Stite nesaturisane masne kiseline membrana od peroksidacije. Trehaloza takode
funkcionise kao Saperon, tako $to stabilizuje nativne i neuvijene proteine, Stite¢i ih od agregacije
[18, 32].

Pored osnovne podele na abioticke i bioticke, faktori stresa mogu da se podele na hemijske i
fizicke, endogene i egzogene, prirodne i vestacke, kao $to su herbicidi, pesticidi i antimikrobijalne
supstance, a razlikuju se i prema initenzitetu. BlaZi stres podrazumeva subletalne doze stresa koje
samo usporavaju rast celije, ne uti¢u¢i na nivo prezivljanja. Kod kvasca stres veceg intenziteta
pokre¢e odbrambene mehanizme i moZe privremeno da zaustavi Celijski ciklus u G1 fazi. Kao
posledica snaznog stresa nastaju ostecenja ¢elijskin makromolekula, kao i strukturne i funkcionalne
promene koje mogu da ubrzaju ¢elijsko starenje, ili pak da pokrenu apoptozu ili nekrozu ¢elije [18].

Razlikujemo generalni i specificni odgovor na stres. Specificni odgovor na stres je rezultat
aktivacije specifi¢nih odbrambenih i mehanizama popravke u odgovoru na odredeni tip stresa, ¢ime
se postize otpornost na primenjeni stresogeni faktor. Tako se u odgovoru na toplotni stres
posredstvom Hsfl proteina (engl. ,,Heat-shock factor 1”) indukuje sinteza Saperona, a kako je
aktivnost Saperona ATP-zavisna, aktiviraju se i geni neophodni za dobijanje energije. Kod kvasca
se u odgovoru na oksidativni stres, posredstvom proteina Yaplp i Skn7p aktivira sinteza faktora
koji vr$e detoksifikaciju od vodonik-peroksida i superoksida [18].

Generalni odgovor na stres opisan kod S. cerevisiae je poznat kao ESR (engl. ,,Environmental
Stress Response”). Ovaj program posredstvom transkripcionih faktora Msn2p i Msndp i
regulatornih elemenata STRE (engl. ,,STress Response Element”) integrise i koordinis§e odgovor na
razli¢ite tipove sredinskog stresa [2]. ESR inhibira ekspresiju Citavog seta gena zaduZenih za
¢elijski rast i aktivira ekspresiju gena Ciji su produkti ukljuceni u proteolizu i popravku ostec¢enih
proteina, zastitu od oksidativnog stresa i odrzavanju metabolicke homeostaze ¢elije [18, 30].

1.3 Abioticki stres

Abioticki stres, obuhvata susu, visok salinitet, visoku i nisku temperaturu, oksidativni stres,
toksic¢nost teSkih metala i druge faktore sredine koji negativno uti¢u na Zzivi svet. U zavisnosti od
staniSta, neki organizmi se CeS¢e Susrecu sa odredenim abiotickim faktorima [33]. Za ovaj rad
najznacajniji su oksidativni 1 nutritivni stres, o kojima ¢e biti vise reci.

1.3.1 Oksidativni stres

Za prezivljavanje vecine aerobnih organizama je neophodan kiseonik. Medutim, izlaganje razli¢itim
sredinskim faktorima, kao §to su UV zracenje (UV-B), susa, salinitet, teSki metali, zagadivaci iz
vazduha, ekstremne temperature, hipoksi¢ni uslovi, moze indukovati znaCajnu proizvodnju
reaktivnih vrsta kiseonika (engl. ,,Reactive Oxygen Species”, ROS) [34]. Akumulacija velike
koli¢ine ROS-ova moze uzrokovati oStecenja Celijskih komponenti, prete¢i da narusi vijabilnost
¢elije. Kako bi se zastitili od ovih potencijalno toksi¢nih kiseoni¢nih vrsta, aerobni organizmi su
razvili antioksidativne mehanizme koji precizno kontrolisu proizvodnju i uklanjanje ROS-ova.
Medutim, u uslovima razli¢itih vrsta jakog ili dugotrajnog sredinskog stresa, postoji mogucnost
disbalansa u delovanju antioksidativnih i prooksidativnih mehanizama, $to vodi akumulaciji ROS-
ova u ¢elijama, a tada nastupa oksidativni stres [35, 36].

1.3.1.1 Produkcija reaktivnih vrsta kiseonika tokom respiracije

Aerobnim organizmima je kiseonik neophodan za osnovne Zivotne procese, respiraciju i
proizvodnju energije. Ovi organizmi poseduju visoko efikasan mehanizam za dobijanje energije,
tokom kog se vrsi prenos elektrona na respiratornim lancu mitohondrija, pri ¢emu je molekularni
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kiseonik njihov terminalni akceptor. Tokom transporta elektrona generise se gradijent protona koji
omogucava sintezu energije u vidu ATP-a. Medutim, nepotpunom redukcijom kiseonika, kao
prirodni nusprodukt metabolizma, nastaju reaktivne vrste kiseonika koje u vec¢oj koli¢ini mogu biti
toksi¢ne za celiju. Medu reaktivnim vrstama Kiseonika posebno se izdvajaju superoksidni anjon
(O27), hidroksi radikal (OH) i singletni kiseonik (*O2) [37]. Oz~ je relativno nereaktivan i
selektivan radikal, ali moze direktno da inaktivira odredene proteine, kao $to je katalaza. Efikasno
uklanjanje superoksidnog anjona je naroCito vazno za c¢eliju, s obzirom da ima tendenciju
potencijal prelaska velikih distanci i prolaska kroz bioloSke membrane stvarajuci tako oksidativna
ostec¢enja daleko od mesta generisanja. Pokazano je i da H2O> deluje i kao signalni molekul, tako
Sto aktivira transkripciju gena koji reguliSu ekspresiju gena antioksidativne zastite [35, 38].

Uopsteno, bioloski efekti od ROS-ova zasnivaju se na njihovoj visokoj reaktivnosti, zato $to usled
nesparenih elektrona teze da preuzmu elektrone od drugih jedinjenja ¢ime se formiraju novi
radikale i odrzavaju ciklus oksidacije. Tako npr. superoksidni anjon koji je primarni ROS, u
Fentonovoj i Haber-Weiss-ovoj reakciji interaguje sa vodonik-peroksidom, pri ¢emu nastaju voda,
kiseonik i hidroksi radikal:

02" +H202— HO0+ O+ OH
Vodonik-peroksid se (katalizatori su joni gvozda) razlaze na hidroksi anjon i hidroksi radikal:
Fe?* + H,02 — Fe** + OH™ + OH'

U ovoj reakciji, fero jon Fe?* se oksiduje do feri jona Fe*', ali se moze ponovo redukovati od strane
O2" ¢ime se nastavlja ciklus beskona¢nog generisanja OH'. Hidroksi radikal je najpotentniji poznati
bioloski oksidant, koji neselektivno oskiduje celijske molekule: DNK, masne kiseline, ¢elijske
membrane i membrane mitohondrija. Molekuli oksidovani od strane OH' i sami postaju radikali i
dalje propagiraju oksidativna oSteéenja koja mogu biti osnov za ireverzibilna oSteCenja Celije.
Generalno, OH" je uzrok najveceg dela ostecenja u celiji, dok se efekat H2O2 i O~ meri
kapacitetom formiranja OH" [35, 37, 38].

1.3.1.2 Posledice aktivnosti oksidativnog stresa

Delovanjem ROS-ova u ¢eliji dolazi do oksidacije lipida, proteina, nukleinskih kiselina, a posledice
mogu biti mutacije, kancerogeneza, starenje i smrt celije.

Lipidi ¢elijskin membrana su glavni target slobodnih radikala. U reakciji sa polinezasi¢enim
masnim kiselinama, ROS dovode do stvaranja lipidnih peroksida i novih lipidnih radikala, ¢ime se
zapocinje proces lipidne peroksidacije. Krajnji produkt ovog procesa je mutageno jedinjenje,
malonildialdehid (MDA). Lipidna peroksidacija dovodi do smanjene fluidnosti membrane,
specifi¢ne propustljivosti za jone, akivnosti membranskih enzima i receptora [35].

Oksidativna oStecenja proteina menjaju njihovu molekulsku masu, putem agregacije proteina ili
njihove fragmentacije (raskidanjem peptidnih veza), promenama naelektrisanja i ¢ine ih
podloznijim proteolizi. Oksidacija proteina uglavnom dovodi do stvaranja karbonilnih derivata, pa
se kao marker oksidativnog oStecenja proteina najceSée koristi karbonilnih grupa. Nastanak
karbonilovanih proteina je ireverzibilan proces, stoga ovi derivati proteina dalje podlezu
proteolitiCkoj degradaciji. Neefikasno uklanjanje karbonilovanih proteina dovodi do formiranja
velikih proteinskih agregata i dalje akumulacije karbonilovanih proteina, sto moze da poremeti
¢elijsku homeostazu i narusi vijabilnost ¢elije [35, 37].

Oksidativna oSte¢enja DNK molekula obuhvataju modifikacije dezoksiriboze, baza, jednolancane
i dvolancane prekide, unakrsno povezivanje lanaca, blokiranje replikacije DNK. Sve vrste ROS-ova
mogu da interaguju sa bazama ili Se¢ernom okosnicom DNK molekula i da uzrokuju oksidativna
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oste¢enja U DNK lancu. Ipak, za nastanak oSte¢enja na DNK molekulu je posebno vazna reakcija
generisanja hidroksi radikala (Fentonova reakcija), koji je najpotentniji radikal. Pokazano je da
osim $§to moze da reaguje sa svim komponentama DNK molekula, OH" ima kancerogeni potencijal
putem indukovanja baznih promena u samim onkogenima i tumor supresorima. Nivo oksidativnog
oSte¢enja DNK molekula moze da se prati merenjem 8-hidroksiguanina (analog guanina), ¢ija
koncentracija raste tokom oksidativnog stresa [35, 39].

1.3.1.3 Mehanizmi zastite od oksidativnog stresa

Osim §to nastaju kao produkt normalnog metabolizma, reaktivne vrste kiseonika mogu se stvarati i
pod uticajem raznih sredinskih faktora, zbog ¢ega je odrZavanje nivoa ROS-ova u fizioloskim
granicama kljuéno za zivot. Smatra se da aerobni organizmi mogu da prezive u prisustvu kiseonika
upravo zahvaljujuéi postojanju specifi¢nih sistema odbrane, koje anaerobni organizmi ne poseduju.
Odbrambeni sistemi aeroba obuhvataju razli¢ite mehanizme, koji su strogo regulisani [38].

Mehanizmi zastite od oksidativnog stresa deluju na vise nivoa:

1. smanjuju produkcije ROS-ova,
2. uklanjaju visak ROS-ova i
3. popravljaju oste¢enja nastala dejstvom ROS-ova.

Mehanizmi koji sprecavaju produkciju ROS-ova deluju tako Sto eliminiSu njegov prekursor, a to je
kiseonik. Kod mikroorganizama je otkriveno nekoliko ovakvih mehanizma, a jedan od njih Koristi
enzim desaturazu masnih kiselina. U odgovoru na oksidativni stres, poveéava se aktivnost ovog
enzima, ¢ime se troSi kiseonik. Osim toga, desaturacijom masnih kiselina se smanjuje fluidnost
membrane i spre¢ava se dalji ulazak kiseonika. Jo$ jedan primer sistema za eliminaciju kiseonika je
NADH-oksidaza koja postoji kod nekih laktobacila i trosi kiseonik za oksidaciju NADH [37].

Mehanizmi za uklanjaje ROS se mogu podeliti na primarne i sekundarne mehanizme
antioksidativne zastite.

Primarnu odbranu ¢ine antioksidativni enzimi:

Superoksid-dizmutaza (SOD) je enzim koji katalizuje redukciju superoksida do H>O», ¢ime
spreCava stvaranje hidroksi radikala i nastavak ciklusa oksidacije. Kod eukariota su opisane dve
forme SOD, mitohondrijalna SOD (MnSOD) i citosolna SOD (CuzZnSOD) [37, 40].

Katalaza (CAT ) je enzim koji se nalazi u peroksizomu i katalizuje rezgradnju (redukciju) H-O2 na
vodu (H20) i kiseonik (Oz), stiteci tako celiju od $tetnog dejstva peroksida, ali i od hidroksi radikala
koji bi nastali u njegvoj reakciji sa superoksidima [37].

Glutation-peroksidaza (GPX) katalizuje reakcije vodonik-peroksida i hidroperoksida masnih
kiselina, pri ¢emu nastaju dva molekula vode. Nosilac uloge reduktanta u reakciji redukcije
peroksida je glutation (GSH). S obzirom na specifiCan zahtev za visokom koncentracijom
redukovanog glutationa, enzimi koji ucestvuju u sintezi GSH (y-glutamilcistein-sintetaza i
glutation-sintetaza) takode doprinose rezistentnosti ¢elije na H2O, [37].

Sekundarni mehanizam =zastite od oksidativnog stresa obuhvata brojne antioksidante, koji
uklanjaju ve¢ stvorene slobodne radikale i nazivaju se ,hvataci” slobodnih radikala, ili inhibiraju
enzimske sisteme koji proizvode ROS. Tu su takode neenzimski antioksidanti, kao S$to su
askorbinska kiselina, vitamin E, karotenoidi, selen i drugi [37, 38].

Poslednji u nizu mehanizama zastite mikrobnih celija od oksidativhog stresa se zasniva na
aktivnosti enzimskih antioksidanata koji vrSe popravku i zamenu o$tecenih makromolekula.
Oksidovani proteini se delovanjem proteaza ili proteazoma razgraduju do aminokiselina, dok se



oksidovane aminokiseline uklanjaju, ili se recikliraju i koriste u popravci oStecenih proteina ili za
sintezu novih proteina [37].

Kao posledica lipidne oksidacije nastaju oSte¢enja na membrani, ali i drugim molekulima
mikrobnih ¢elija. Zahvaljuju¢i razvijenom mehanizmu za popravku oksidovanih lipida,
mikroorganizmi ipak uspevaju da odrze integritet i selektivnu propustljivost membrane i
zaustavljaju dalje poremecaje koji nastaju u uslovima oksidativnog stresa. Ovde znacajnu ulogu
imaju fosfolipaze koje vrse hidrolizu oksidovanih masnih kiselina, a takode i gore pomenuti enzim
GPX [37].

Sistemi za popravku ostec¢enja na DNK molekulu su narocito vazni s obzirom da je DNK molekul
od klju¢nog znacaja za deobu celije. Ovi sistemi obuhvataju specifi¢ne i nespecificne enzime.
Popravka baza se uglavnom vrsi deovanjem enzima za popravku ostecenja putem diektne ili bazne
ekscizione reparacije. Samo neki od enzima ukljucenih u poprvaku su: DNK glikozilaza koja
ucestvuje u prvom koraku bazne ekcizione reparacije putem uklanjanja oSte¢ene baze, DNK
metiltransferaza koja popravlja ostecenja nastala oksidativnom demetilacijom, glutation transferaze
I peroksidaze uklanjaju perokside timidina, i drugi. Znacaj efikasnog uklanjanja nastalih
oksidativnih o$te¢enja ogleda se u njihovom mutagenom potencijalu, koji je direktno
proporcionalan broju oksidovanih DNK lezija koje su ostale nepopravljene [35, 37, 39].

1.3.2 Gladovanje - nutritivni stres

Medu najces¢im faktorim stresa sa kojim se mikroorganizmi susre¢u u svom prirodnom okruzenju
je nutritivni stres. Da bi preziveli duge periode gladovanja, mikroorganizmi su razvili razlicite
strategije koje im omogucavaju da opstanu sve dok se ponovo ne uspostave povoljni uslovi za rast.
Brojne studije se bave istraZzivanjem nutritivnog stresa sa razli¢itih aspekata i u razli¢itim
eksperimantalnim okvirima. Najekstremnija forma nutritivnog stresa jeste potpuno liSavanje
nutrijenata, odnosno, gladovanje. Rana istrazivanja su pokazala da Gram-negativne bakterije, medu
njima i E.coli, u uslovima gladovanja ostaju metaboli¢ki aktivne, menjaju svoju morfologiju i
redukuju celijsku deobu. Takode je uoceno da se u odgovoru na nutritivni stres sti¢e povecana
otpornost na druge tipove stresa (engl. ,,cross-resistance”). Kod E. coli i Vibrio sp. gladovanje
indukuje povecanu otornost na toplotni stres, vodonik-peroksid i UV zracenje, dok se kod Gram-
pozitivne bakterije Staphylococcus aureus povecana otpornost sti¢e samo na kisele sredinske uslove
i oksidativni stres, a neznatno na UV zra¢enje [41]. Cinjenica da E.coli jednu od dve katalaze,
sintetiSe u stacionarnoj fazi rasta kada nastupa gladovanje, ukazuje na znacaj otpornosti na
oksidativni stres za prezivljavanje gladovanja [42-44].

1.3.2.1 Kripti¢ni rast

Rana istrazivanja gladovanja su ukazala na znacaj tzv. kripti¢nog rasta za prezivljavanje gladovanja
[45]. Kod E. coli i S. aureus je uocen pad vijabilnosti kulture od 90-99% tokom prvih dana
gladovanja. Nakon ovog pocetnog pada, vijabilnost kulture ostaje nepromenjena u narednih mesec
dana [42]. Pretpostavljeno je da se umiranjem vecine ¢elija u populaciji oslobadaju nutrijenti
neophodni za opstanak male subpopulacije prezivelih éelija. U prilog teoriji o kriptiénom rastu je i
¢injenica da je prezivljavanje dugotrajnog gladovanja S. aureus uoceno samo pri visokoj gustini
¢elija u vodi, dok pri nizim gustinama nema preZivljavanja. Smatra se da velika gustina cCelija S.
aureus obezbeduje, umiranjem najveceg dela ove populacije, dovoljnu koli¢inu nutrijenata za
opstanak malog broja ¢elija [42]. Kasnija istraZivanja na razli¢itim model organizmima su pokazala
da tokom dugotrajnog gladovanja CFU (engl. ,,Colony Forming Units”) ostaje nepromenjen,
zahvaljujuéi uspostavljanju balansa izmedu ¢elijskog rasta i lize ¢elija [46].

Odrzavanje ¢elijske vijabilnosti tokom ekstremnog gladovanja je zavisno od aktivnosti proteazoma
i diferencijalne sinteze proteina. Generalno, sinteza proteina je smanjena u uslovima gladovanja, §to
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se odrazava na nisku ekspresiju gena neophodnih za eksponencijalni rast, dok je povecana sinteza
proteina neophodnih za prezivljavanje dugotrajnog gladovanja. Kod E. coli je otkriveno nekoliko
klasa gena koji se u uslovima gladovanja vremenski koordinisano eksprimiraju pod kontrolom
nekoliko sigma faktora. Ove klase gena kodiraju 40-80 proteina specificnih za odgovor na
gladovanje, medu kojim su proteini toplotnog Soka i1 reparativni proteini. Degradacija postojecih
proteina obezbeduje glavni izvor pula aminokiselina za sintezu novih proteina specificnih za
prezivljavanje gladovanja, ¢ime se ukazuje da bi recikliranje nutrijenata oslobodenih iz mrtvih
¢elija bilo znacajno za prezivljavanje gladovanja [45, 47, 48].

1.3.2.2 Dormantne spore i oligotrofan rast

Neki rodovi bakterija, kao S$to je Bacilus, su razvili specijalizovane dormantne spore za
prezivljavanje dugih perioda u uslovima nedostatka nutrijenata. Kada nastupi gladovanje, na
jednom polu ¢elije se formira endospora koja se kasnije oslobada lizom majke ¢elije. Ove spore
imaju dehidriranu citoplazmu i viSeslojni zastitni omota¢ koji im omogucavaju da prezive nutritivni
stres [49]. Medutim, na nivou izogene populacije Bacillus-a, pored sporulisué¢ih, prezivljava i
subpopulacija nesporuliSu¢ih ¢elija. NesporuliSuce Celije su sporo-rastuce Celije koje karakterise
oligotrofni rast. Pokazano je da nizak nivo nutrijenata, koji je neophodan za oligotrofan rast, potice
od liziranih ¢elija. Ove sporo-rastuce Celije zadobijaju kokoidni oblik i postaju tolerantne na
antibiotike. Takode, pokazano je da su ove ¢elije metabolicki aktivne, i da imaju znacajno razlicit
transkripcioni profil u odnosu na c¢elije stacionarne faze. Oligotrofan rast ima prednost nad
sporulacijom, s obzirom da oligotrofne ¢elije mogu brzo da se prebace na normalan rast kada uslovi
postanu povoljni, za razliku od germinacije spora koja je dugotrajan proces sa neizvesnim ishodom
[24, 46].

1.3.2.3 Dugoro¢no preZivljavanje

Jo§ jedan aspekt gladovanja je razvoj potencijala za dugoro¢no prezivljavanje. Ispitivanja na S.
aureus su pokazala da, u uslovima inkubacije u vodi ili u slu¢aju da je samo glukoza limitirajuci
nutrijent, dolazi do produzenja Zivotnog veka, dok nedostatak fosfata i aminokiselina dovodi do
brzog pada vijabilnosti. Sa druge strane, E. coli i neki drugi organizmi pokazuju povecan Zzivotni
vek nezavisno od limitiraju¢eg nutrijenta. Takode, studije na kvascu S. cerevisiae su pokazale da u
eksperimentalnim uslovima, gde se ¢elije gajene u bogatom medijumu prebacuju u vodu (engl.
,water transfer”), aktivira molekulski mehanizam koji dovodi do porasta dugovecnosti. Odgovor
kvasca na ovakav vid nutritivnog stresa obuhvata inaktivaciju anminokiselinskog puta Tor-S6K i
glukoznog odgovora Ras-AC-PKA i aktivaciju serin/treonin kinaze Rim15, koja je klju¢ni enzim za
kordinaciju puteva odgovora na nutritivni stres [42, 50]. Pokazano je da se, po transferu u vodu,
poveéava nivo autofagije i da je pored niske stope metabolizma, autofagija jedan od razloga za
usporeno hronolosko starenjenje celija kvasca u vodi [48, 51]. Generalno, po prebacivanju celija
kvasca u vodu zaustavlja se celijska deoba 1 pokrece se kompleksan odgovor ¢elije, koji putem
reorganizacije unutarcelijskog miljea ostvaruje produzen Zzivotni vek celije. Zanimljivo je da,
ukoliko se ¢elijama kvasca, prethodno izgladnelim u vodi, dodaju fermentabilni ili nefermentabilni
Seceri, pokrecu se morfoloske i fizioloSke promene karakteristicne za celije u mitozi, da bi kroz
nekoliko sati doslo do drasti¢nog pada vijabilnosti. Naime, dodavanje Secera je signal izgladnelim
¢elijama da su u medijumu prisutni nutrijenti neophodni za rast. Medutim, usled odsustva preostalih
nutrijenata esencijalnih za rast, indukovane fiziolosko-morfoloske promene su pracene pove¢anom
produkcijom ROS-ova koja dovodi do apoptotske smrti ¢elija [52-54].
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1.3.2.4 ,,Liquid Holding”

Istrazivanja su pokazala da ¢elije kvasca imaju sposobnost oporavka od snaznog stresa ukoliko se
pre zasejavanja na hranljivu podlogu inkubiraju duzi period u vodi ili razblazenom fosfatnom
puferu. Ovaj fenomen je nazvan ,Liquid Holding Recovery” (LH), a pokazan je i kod drugih
organizama.

Studije ovog fenomena datiraju jos iz ,,premolekularnog perioda”, kada su nauc¢nici Sherman i
Chase (1949) otkrili povecanu vijabilnost ozracenih ¢elija nakon inkubacije u vodi. Pretpostavili su
da je uoceni porast vijabilnosti posledica reprodukcije neostecenih ¢elija na ra¢un produkata lize
¢elija oSteCenih zraCenjem. Istrazujuéi ovaj fenomen prezivljavanja na Saccharomyces cerevisiae,
Korogodin je 1957. godine uocio da se u medijumu bez nutrijenata y-ozraene celije, kao i
neozracene, niti dele niti umiru, ali da nakon duze inkubacije u odsustvu nutrijenata dolazi do
porasta vijabilnosti. Primenom fluktuacionog testa, dokazao je da se radi o oporavku (engl.
,recovery effect”) ozracenih ¢elija u vodi i da je on specifican za diploidne ¢elije kvasca. Takode,
pokazano je da su dvolancani prekidi DNK zavojnice osteéenja koja su odgovorna za smrt
ozracenih ¢elija [55].

Dalja istrazivanja su bila usmerena na ispitivanje bioloskih mehanizama koji redukuju koli¢inu
oStec¢enja indukovanih zracenjem. Radeci na Celijama kvasca ozra¢enim UV i X-zracima, Patrick i
saradnici (1964) su otkrili da je proces energetski zavisan i da zahteva aktivnost enzima, sto je
ukazivalo da ¢eliijje poseduju enzimske sisteme za popravku oSteCenja i obnavljanje naruSenih
¢elijskih funkcija. Takode, pokazano je da su uslovi neophodni za oporavak sli¢ni optimalnim
uslovima za rast (temperatura 30°C, aeracija), ali da sam rast, odnosno pokretanje multiplikacije
¢elija dodavanjem nutrijenata, ima antagonisticki efekat na oporavak [56]. Ovo je navelo na
zaljucak da produzena inkubacija u vodi indukuje odlaganje Celijske deobe ili usporavanje stope
rasta, §to daje vremena reparacionim sistemima da poprave nastale lezije.

Koriste¢i fluktuacioni test, istrazivacka grupa iz Brazila je pokazala da se povecanje broja vijabilnih
¢eljja tokom LH-inkubacije zasniva na reprodukciji prezivelih ¢elija, a ne na reparaciji oStecenih
¢elijskih makromolekula. Od E.coli sojeva koje su koristili samo su recA sojevi bili oporavljeni, ali
je u ovom slucaju kori$¢ena daleko manja doza UV zrac¢enja [57]. Prividni oporavak, odnosno rast
prezivelih ¢éelija je na slican nacin demonstriran i kod S. cerevisiae nakon tretmana UV zracenjem
talasne duzine izmedu 297 i 313 nm [58]. Interesantno je da je kod Schizosaccharomyces pombe
nakon tretmana genotoksi¢nim agensima uocen dodatni pad broja vijabilnih ¢elija. Stepen ovog
dodatnog pada vijabilnosti u suspenziji tretiranih ¢elija je bio u direktnoj korelaciji s upotrebljenom
dozom genotoksi¢nog agensa, a uo¢eni efekat je nazvan Negativan-LH [59-61].
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1.4 U. maydis kao eksperimentalni model sistem za izucavanje mehanizama
¢elijskog odgovora na oksidativni stres

Ustilago maydis je patogena gljiva kukuruza iz razdela Bazidiomiceta, poznata po izuzetnoj
otpornosti na ekstremne doze UV i jonizujuceg zracenja [62]. Ilustrativan primer rezistentnosti U.
maydis na UV zraéenje, u poredenju sa laboratorijskim sojevima E. coli i Saccharomyces cerevisiae
I predstavnikom izrazito rezistentnog prokariota Deinococcus radiodurans, prikazan je na Slici 1.

Kontrola UV-ozracene

(a)
U. maydis

S. cerevisiae
(b)

D. radiodurans

E. coli

Slika 1 - PrezZivljavanje laboratorijskih sojeva (a) eukariota U. maydis i S. cerevisiae (b) prokariota D. radiodurans i E.
coli, nakon tretmana UV zracima. Modifikovano prema [63].

Poznato je da, osim §to direktno ostecuje DNK, UV zracenje i indirektno, putem generisanja ROS-
ova, dovodi do nastanka lezija na DNK molekulu [64]. lako su se brojne studije bavile ispitivanjem
molekulske osnove ove rezistentnosti, jo§ uvek se malo zna o molekularnim mehanizmima koji su
doprineli ekoloskom uspehu U. maydis u prirodi. Dosadasnje geneticke studije ha ovom organizmu
pokazuju da centralnu ulogu u rezistenciji na zracenje ima rekombinaciona popravka oste¢enja na
DNK molekulu, s obzirom da mutacije u genima koji kontrolisu homolognu rekombinaciju dovode
do ekstremne senzitivnosti na UV i gama-zracenje. Visoko efikasna popravka ostecenja na DNK
molekulu svakako doprinosi fitnesu saprofitske populacije. Medutim, istrazivanja su pokazala da
su, izuzev dssl (engl. ,,Deletion of Split foot/Split hand 1), svi drugi rekombinacioni mutanti
sposobni da proliferisu, formiraju gale i ¢ak generiSu teliospore u biljkama kukuruza [65].

Dominantna hipoteza vezana za evoluciju organizama otpornih na ekstremne doze zra€enja, kao §to
su D. radiodurans i rotifera klase Bdelloidea, objasnjava da bi njihova izuzetna rezistentnost na
zracenje mogla biti posledica evolucione adaptacije na prezivljavanje dugih epizoda desikacije [66].
Imajuéi u vidu da U. maydis vodi poreklo iz aridnih ekosistema centralne Amerike, pretpostavka je
da je izloZenost genotoksicnim agensima, tokom obe faze Zivotnog ciklusa, predstavljala snazan
selektivni pritisak za razvoj rezistentnosti kod ove vrste [67]. Kao dimorfna gljiva, ovaj organizam
prolazi kroz saprofitski i parazitski stadijum tokom kojih je izloZen razliCitim, vrlo cesto
nepovoljnim zivotnim uslovima. U svojoj nepatogenoj saprofitskoj fazi, U. maydis raste kao
haploidna sporidija i zahteva samo izvor ugljenika i jednostavne minerale za svoj vegetativni rast.
U ovom stadijumu, on mora da se izbori sa UV-zraenjem, oksidativnim stresom uzrokovanim
desikacijom i rehidratacijom, toksinima koji oste¢uju DNK produkovanim od strane zemljisnih
bakterija i drugih gljiva i drugim stresogenim faktorima. Po spajanju sa kompatibilnom haploidnom
¢elijom prelazi u filamentnozni dikarion (poseduje dva nefuzionisana jedra) koji je sposoban da
inficira biljku, a potom nastavlja svoj Zivotni ciklus kao biljni parazit. U parazitskom stadijumu, U.
maydis je izlozen imunskom sistemu svog domacina. U odgovoru na infekciju biljka sintetise
antimikrobne reaktivne kiseoni¢ne i azotne vrste, tako da proizvedeni superoksidi, peroksidi i
hidroksilni radikali dovode do oksidativnh oste¢enja gotovo svih makromolekula patogena [63].
Imaju¢i u vidu da se tokom oba zivotna stadijuma suocava sa nepovoljnim sredinskim uslovima, U.
maydis predstavlja veoma dobar model sistem za istrazivanje molekularne osnove adaptacije na
promenljive uslove Zivotne sredine.
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1.4.1 Zivotni ciklus U. maydis

v

U. maydis je u narodu poznat kao ,,mehurasta gar” ili ,kukuruzna garez” koja izaziva gljivi¢no
oboljenje na nadzemnim delovima biljke. Radi jednostavnosti, u ovom radu ¢e se koristiti naziv
,ustilago”. Ustilago je diomrfna gljiva, koja prolazi kroz dva zivotna stadijuma - parazitski i
saprofitski. Kao saprofit, ustilago zivi u zemljistu u formi haploidnih sporidija koje nalikuju
¢elijama kvasca. U ovoj formi, rast je vegetativan, pupljenjem i gljva nije patogena. Kako pripada
grupi biotrofnih organizama, ustilago zahteva biljnog domacina (Zea mays) da bi kompletirao svoj
zivotni ciklus. Da bi doslo do infekcije biljke, neophodno je da se na povrsini biljke prepoznaju dve
kompatibilne haploidne ¢elije. Sparivanje haploidnih partnera se deSava putem receptor-feromon
sistema i geneticki je regulisano bialelski a lokusom. Vodene feromonskim signalima, dve ¢elije se
izduzuju formirajuci konjugacionu cev. Kada se ¢elije fuzioni$u, uspostavlja se stabilan dikarion i
pokreée se program filamentoznog rasta hifa. Razvojni program za filamentozni rast je regulisan
homeodomen transkripcionim faktorom, koji je kodiran visealelskim b lokusom. Dikariotski
filament formira apresorijum, specijalizovanu infektivnu strukturu koja omogucava patogenu da
prodire u biljno tkivo. Intenzivna proliferacija i fragmentacija hifa je pra¢ena neregularnom deobom
biljnih ¢elija, $to rezultuje formiranjem tumora na nadzemnim delovima biljke. Tumori (gale) su
ispunjeni crnom masom teliospora. Germinacijom diploidnih teliospora nastaju haploidni mejoticki
produkti i pocinje saprofitska faza u zivotu ustilaga [68, 69].
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Slika 2 - Zivotni ciklus Ustilago maydis. Modifikovano prema [70].

1.4.2 U. maydis kao model sistem

U. maydis se ve¢ nekoliko decenija koristi kao model sistem u molekularno-genetickim studijama.
Kao biljni patogen, koji dovodi do formiranja tumora na svim nadzemnim delovima kukuruza,
ustilago je vrlo vazan model organizam u istrazivanju patogeneze i odnosa biljka-patogen.
Intenzivna istrazivanja osnovnih bioloskih procesa na ovom organizmu, kao i anotacija genoma
u istrazivanju kompleksnih ¢elijskih procesa, kao $to su mitoza, transkripciona i post-transkripciona
regulacija, organizacija mikrotubula i regulacija ¢elijskog ciklusa kod visih eukariota [68]. Takode,
ustilago je postao vazan model sistem u studijama koje se bave neuronima i transportom na velike
distance duz mikrotubula, s obzirom da je pokazano da su duge hife i filamentozni rast fenotipski
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sli¢ni neuronima sisara. Ipak, ustilago je najvise doprineo u oblasti reparacije i rekombinacije DNK
molekula. Zahvaljujuéi studijama na ovom model sistemu, Robin Holidej je 1960. godine postavio
svoj koncept heterodupleksa, Holidejeve strukture, u DNK rekombinaciji i u ovom organizmu su
izolovani prvi mutanti u reparaciji DNK kod eukariota. Geneticke analize mutanata u DNK
reparaciji su utvrdile da U. maydis poseduje Brh2, homolog humanom BRCA2 (engl. ,,Breast
Cancer Type 2”), koji je jedan od klju¢nih uc¢esnika homologne rekombinacije ¢ime je nagovestena
mogucnost da je prisustvo BRCA2 gena u zivim sistemima rasprostranjeno univerzalnije nego $to je
do tada smatrano. Ovo paradigmati¢no otkrice, u jednostavnom i geneticki brzom model sistemu,
kao i ¢injenica da BRCA2 homolog nije prisutan kod S. cerevisiae, dodatno je intenziviralo
istrazivanja 1 otvorilo jedinstvenu priliku da se neka goruca pitanja vezana za funkciju BRCA2 u
procesima homologne rekombinacije i DNK reparacije ubrzo razrese [62]. Tako je prva ubedljiva
demonstracija da je Dss1 zaista funkcionalno vezan za BRCAZ2 uradena elegantnom konstrukcijom
i analizom dss1 mutanta u ovoj jednocelijskoj bazidiomiceti [71].

Pored bioloskih i geneti¢kih osobina koje su sli¢ne vis§im cukariotima te ga ¢ine dobrim model
sistemom, rad sa U. maydis nudi i niz tehnickih prednosti:

1. Ima kratko vreme generacije (oko 90 min) i relativno kratak Zivotni ciklus (oko 3 nedelje) u
laboratorijskim uslovima.

2. Efikasno uzgajanje na ¢vrstoj podlozi ili u teénom hranljivom medijumu, u haploidnoj ili
diploidnoj formi.

3. U haploidnoj formi raste kao kvasac i1 formira kompaktne pojedinacne kolonije na ¢vrstoj
podlozi (odsustvo filamentoznog rasta), Sto olakSava primenu klasi¢nih mikrobioloskih
metoda, poput testa otiskivanja (eng. “replica plating”™).

4. Gajenje haploida isklju¢uje moguénost heterozigotnog stanja, ¢ime je olakSano ispitivanje
funkcije mutiranog gena.

5. Dobro razvijene metode za transformaciju olaksavaju identifikovanje i ispitivanje gena.
Procedura za transformaciju zahteva pripremu protoplasta, a cinjenica da Ccelije
protoplastiranjem prelaze iz Stapi¢astog u sferian oblik, omogucava jednostavno
utvrdivanje stepena efikasnosti protoplastiranja.

6. Razvijeni ,shuttle vektori za propagaciju u bakterijskim ¢éelijama i ¢elijama U. maydis.
Efikasno umnoZavanje u bakterijskim ¢elijama omogucava izolovanje plazmidnog vektora u
velikoj koli¢ini.

7. Razvijeni geneticki markeri koji omogucavaju lako identifikovanje sojeva, §to je znacajno
za selekciju transformanata ili diploida, ukrStanje, pracenje segregacije hromozoma i
rekombinacije.

8. Moguce je pratiti mejozu, $to se postize zasejavanjem teliospora dobijanjenih iz inficiranih
biljaka na hranljivu podlogu i pracenjem njihovog klijanja u mejoticke produkte.

9. Genom je sekvenciran, mali je i kompaktan, organizovan u 23 hromozoma. Sekvenca je
dostupna u javnoj bazi podataka.

1.4.3 Genom U. maydis

Genom U. maydis je sekvenciran 2006. godine i istovremeno je medu prvim kompletno
sekvenciranim genomima biljnih patogena. Oko 20,5 Mb DNK sekvence je organizovano u 23
hromozoma. Genom sadrzi 6902 gena 1 kompaktno je organizovan, tako da samo 30% gena sadrze
introne [72]. Sekvenca genoma U. maydis je dostupna na:

- https://mycocosm.jgi.doe.gov/Ustma2_1/Ustma2_1.home.html
- https://fungi.ensembl.org/Ustilago_maydis/Info/Index?db=core

Poredenjem genoma U. maydis i S. cerevisiae (14Mb, 6600 gena, 5% gena sadrzi introne) nije
uocena znacajna razlika izmedu ova dva organizma [63]. Medutim, uporedna analiza genomske
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sekvence U. maydis, S. cerevisiae i H. sapiens je pokazala da U. maydis ima veéi broj gena (777)

.....

homologije aminokiselinske sekvence je ustanovljeno da ~10% proteina U. maydis (681) pokazuje
homologiju sa proteinima coveka, §to ukazuje da su procesi u kojima ucestvuju ovi proteini,
najverovatnije ocuvani u humanim ¢elijama [62, 73].

H. sapiens
22762 U. maydis

5

6.093
S. cerevisiae

Slika 3 - Poredenje sekvence predikovanih proteina U. maydis, S. cerevisiae i H. sapiens. Modifikovano prema [62].

Znacajno je da oko 30% gena kod U. maydis je ili hipoteti¢ne ili potpuno nepoznate funkcije.
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2 CILJEVI

U. maydis je izloZen razli¢itim vrstama stresa tokom obe faze svog Zivotnog ciklusa. Dosadasnja
istrazivanja su bila pretezno usmerena ka izucavanju molekularnih mehanizama odgovornih za
odrzavanje integriteta genoma ove bazidiomicete. Po sebi se razume da mehanizmi ocuvanja
integriteta genoma mogu doprineti oporavku populacije nakon izlaganja stresu putem unutarcelijske
popravke oste¢enih makromolekula (DNK). Medutim, to nije jedini nacin obnove stresom
devastirane mikrobijalne populacije mikroorganizama. Naime, pokazano je kod E. coli i S.
cerevisiae da se, nakon stresa, ruinirana populacija moze obnoviti i putem multiplikacije prezivelih
¢elija [57, 58]. Naravno, ovde se odmah postavlja pitanje same sposobnosti U. maydis da obnovi
populaciju nakon izlaganja snaznom stresu.

Buduc¢i da su preliminarni rezultati pokazali da U. maydis ima izuzetnu sposobnost oporavka nakon
delovanja jakog oksidativnog stresa izazvanog peroksidom i UV zrafenjem, utvrdena je polazna
tacka za sveobuhvatnije istraZivanje ovog procesa pri ¢emu su formulisana dva primarna cilja:

1. Utvrdivanje mehanizma uspostavljanja vijabilnosti populacije U. maydis nakon delovanja
stresogenih faktora u uslovima gladovanja (uslovima nepovoljnim za proliferaciju). Osnovno
pitanje je da li se obnavaljanje populacije zasniva na unutarcelijskoj popravci ostecenih
makromolekula ili na sposobnosti prezivelih ¢elija da se razmnozavaju koriste¢i nutritivni materijal
poreklom iz umrlih ¢elija.

2. Identifikovanje celijskih faktora ukljucenih u ovaj fenomen u cilju detaljnijeg razumevanja
molekularne osnove procesa neophodnih za efikasnu obnovu populacije. Cinjenica da je oko 30%
gena U. maydis nepoznate funkcije [1] ostavlja moguénost da bar neki od ovih ¢elijskih faktora
moze biti specificno uklju¢en u obnovu populacije nakon dramati¢nog smanjenja broja vijabilnih
¢elija pod dejstvom oksidativnog stresa.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 Osnovne procedure rada sa DNK

3.1.1 lIzolovanje genomske DNK iz kulture ¢elija U. maydis

Genomska DNK iz U. maydis ¢elija je izolovana upotrebom DNeasy mericon Food Kit (Qiagen),
po uputstvu proizvodaca, uz nekoliko modifikacija. U prvom koraku 5-6 mL te¢ne prekonoéne
kulture (~3x108 éelija/mL) je oboreno centrifugiranjem 1 min na maksimalnoj brzini. Talog ¢elija je
resuspendovan u 1 mL pufera za lizu koji je sadrzavao 50 pg/mL proteinaze K. Radi efikasnijeg
razbijanja Celijskog zida, u smesSu je dodavana 1/10 volumena staklenih kuglica (425-600 pm,
Sigma). Smesa je potom vorteksovna 1-2 min kako bi se ¢elije lizirale. Nakon inkubiranja smeSe na
60°C /10 min, dodavana je ista zapremina SEVAG-a (hloroform:izoamil alkohol u odnosu 1:1),
smesa je intenzivno me$ana okretanjem tube i potom centrifugirana na 14000 x g, 10 min. Gornja
faza koja sadrzi nukleinske kiseline je prebacivana u Ciste tube i ponovljeno je preciS¢avanje
SEVAG-om. Nakon dodavanja 2/3 zapremine hladnog izopropanola u gornju fazu i mesanja, DNK
je taloZena centrifugiranjem na 16000 X g, 5 min. Talog je ispiran sa 700 pL 70% etanola, susen na
37°C, 30 min ili u vakuum uparivac¢u, 5 min. Finalno, talog je resuspendovan u 80 pL vode sa
RNAzom A (1 mg/mL).

Alternativno, u cilju povecanja Cisto¢e izolovane DNK ista je nakon susSenja, restvorena u 300 pL
vode i dodavan je komercijalni pufer PB u odnosu 1:1. Smesa je naneta na QlAquick kolonu, za
koju se DNK vezuje. Nakon centrifugiranja na 16000 x g/1 min, kolona je ispirana sa 500 pL AW?2
pufera i dodatnim centrifugiranjem 1 min/16000 x g uklonjeni su tragovi etanola koji bi mogao
inhibirati kasnije enzimske reakcije. DNK je eluirana u 80 pL EB pufera, centrifugiranjem na
16000 x g/1 min.

3.1.2 lIzolovanje plazmida iz bakterija

Za izolovanje plazmidne DNK, pojedinacne kolonije E. coli su zasejane u 3 mL LB medijuma u
koji je dodat antibiotik (ampicilin 100 pg/mL) i inkubirane peko noc¢i na orbitalnom $ejkeru (37°C,
180 rpm). Koris¢ene su dve metode, u zavisnosti od potrebnog nivoa ¢istoce izolata.

Ukoliko su izolati koriS¢eni samo za analizu dobijenih klonova, plazmidi su izolovani brzom
procedura koja daje izolate manje Cistoce. Prekonoéna kultura je gajena do logaritamske faze rasta
(A600=0,6-0,8), nakon ¢ega su celije istaloZzene centrifugiranjem 2 min, 6800 x g. Talog ¢elija je
resuspendovan u 200 pL E1 pufera (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH 8) kratkim i intenzivnim
meSanjem na vorteksu. U rastvor je dodato 200 uL E2 pufera (200 mM NaOH, 1% SDS) uz
oprezno i lagano mesanje do homogenizacije lizata. Nakon toga, dodato je 200 uL rastovora E3 (3
M Na-OAc/3 M K-acetat, pH 5), ¢ime se postigla neutralizacija rekcije. Smesa je centrifugirana 5
min, 15800 x g. Supernatant je pazljivo prebacen u nove mikrotube, a zatim je DNK precipitirana
dodavanjem 2/3 zapremine izopropanola i centrifugiranjem 5 min, 15800 x g. Nakon
centrifugiranja, izdvojeni supernatant je odliven, a viSak soli iz taloga DNK je uklonjen pranjem sa
500 pL hladnog 70% etanola. Talog je izdvojen centrifugiranjem 2 min/15800 x g i nakon susenja
(na 65°C ili RT) je rastvoren u 30-50 pL rastvora RNKaze A (1 mg/mL). Da bi se uklonila RNK iz
rastvora, izolat plazmidne DNK je inkubiran na 37°C tokom 20 min. Ovako dobijeni izolati
plazmida su analizirani elektroforezom na agaroznom gelu.

Za izolovanje plazmidne DNK u preparativne svrhe primenjen je GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific) prema protokolu proizvodaca [74]. 2 mL prekonocne kulture je naslojeno u
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mikrotubi od 1,5 mL 2 min na 6800 x g. Talog bakterija je resuspendovan u 250 pL Rastvora za
resuspenziju koji obezbeduje alkalne uslove za liziranje bakterija. U slede¢em koraku dodato 250
ML Rastvora za lizu i 350 puL Neutralizacionog rastvora koji sadrzi visoku koncentraciju soli i
obezbeduje precipitaciju genomske DNK i vezivanje plazmidne DNK za silika kolone. Smesa je
centrifugirana 15800 x g 5 min, izdvojeni supernatant je nanosen na GeneJET Spin kolonice koje su
potom centrifugirane 15800 x g 1 min. Kolonice su ispirane 2 puta sa 500 pL pufera za pranje, koji
efiksano uklanja soli centrifugiranjem na 15800 x g, 1 min. Dodatnim centrifugiranjem pod istim
uslovima, eliminisani su zaostali tragovi etanola, koji bi potencijalno mogli da inhibiraju enzimske
reakcije na pre¢iS¢enim plazmidima. U poslednjem koraku, na kolonu je naneSeno 50 pL vode ili
pufera za eluciju i nakon 2-5 min inkubacije DNK je eluirana kratkim centrifugiranjem. Ovako
precis¢eni plazmidi su koriS¢eni za sekvenciranje, transformacije i PCR.

3.1.3 Elektroforeza DNK na gelu od agaroze

Fragmenti DNK su razdvajani elektroforezom na agaroznom gelu (Serva) koncentracije 1 ili 2%
(w/v) pripremljenom u TAE puferu (0,04 M Tris-acetate, 1 mM EDTA) [75]. Procenat agara u gelu
je zavisio od veli¢ine fragmenata koje je trebalo razdvojiti. Radi vizualizacije DNK, u gel je
dodavan etidijum bromid (0,5 pg/mL). Primenjeni napon za elektroforetsko razdvajanje je bio od 5-
10 V/ecm gela. Nakon zavrSene elektroforeze, razdvojeni DNK fragmenti su vizualizovani na UV
transiluminatoru na talasnoj duzini od 266 nm (Biometra). DNK marker, koriS¢en kao standard za
utvrdivanje duzine fragmenata je bio ,,1 kb ladder” (Thermo Scientific). Fragmenti DNK od
interesa (dobijeni posle PCR umozavanja ili tretmana restrikcionim enzimima) su odredivani na
gelu uporedivanjem duzine puta DNK trake koja se ispituje u odnosu na duzinu puta koju su presli
fragmenti poznate duzine (DNK marker).

3.1.4 Preciséavanje fragmenata DNK iz agaroznog gela

Fragmenti DNK od interesa su preé¢isé¢eni upotrebom QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen), prema
protokolu proizvodaca. DNK je razdvojena elektroforezom na 1% gelu od agaroze (Sigma), a
potom su fragmenti DNK od interesa vizualizovani na UV transiluminatoru, isecani iz gela
skalpelom i inkubirani u 3V pufera QG (100 mg gela u 300 pL pufera) na 50°C tokom10 min uz
povremeno muckanje. Nakon rastvaranja gela u smeSu je dodan 1V izopropanola. SmeSa je
naslojena na QlAquick kolone i centrifugirana 1 min nal5800 x g. Kolone su zatim prane sa 500 pL
pufera QG, a potom sa 750 pL pufera PE. Radi uklanjanja zaostalog etanola koji bi potencijalno
mogao da inhibira enzimske reakcije, kolone su dodatno centrifugirane pod istim uslovima. Za
eluciju DNK, na kolonu je dodato 50 pL vode ili EB pufera, i nakon 1 min inkubacije,
centrifugirano 1 min na 15800 x g. U cilju poveéanja prinosa precis¢ene DNK, kolone su
inkubirane u puferu za eluciju do 5 min na sobnoj temperaturi.

3.1.5 Digestija DNK restrikcionim enzimima

Digestija DNK restrikcionim enzimima je vrSena komercijalnim preparatima enzima i pufera,
prema protokolu proizvodaca. SmeSa za restrikcionu digestiju je sadrzavala oko 1 U/ug DNK i
inkubirana je na preporucenoj temperaturi od strane proizvodaca (za vec¢inu enzima 37°C, a za Smal
30°C). Digestija plazmida je trajala 3-4 sata ili preko no¢i, kako bi se izbegla parcijalna digestija u
slucaju kada je potrebna veca koliCina inserta za dalje kloniranje. Reakcija restrikcione digestije je
prekidana kratkom inkubacijom na 65°C.

3.1.6 Ligacija DNK sa plazmidnim vektorima

Reakciona smeSa za ligacija DNK fragmenta od interesa i vektora je sadrzavala 50-100 ng
plazmidnog vektora u 1X T4 DNK ligacionom puferu sa 1 U T4 DNK ligaze (Termo Scientific).
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Kako bi se povecala efikasnost i prinos ligacije, insert je bio u 3 puta molarnom visku u odnosu na
vektor. Reakciona smesa je inkubirana preko no¢i na 16°C.

3.1.7 Sekvenciranje DNK i analiza transkriptoma

Usluzno sekvenciranje plazmidne DNK je radeno u kompaniji Macrogen, Holandija
(https://dna.macrogen.com/).

Sekvenciranje transkriptoma i bioinformaticka analiza rezultata je radena u kompaniji Novogene
(https://en.novogene.com/). Ova usluga je obuhvatila utvrdivanje koli¢ine i kvaliteta uzoraka
izolovane totalne RNK (> 400 ng, > 20 ul, > 20 ng/ul , > 6.3 flat base line), pripremu iIRNK
biblioteke (uz tzv. ,,poly A enrichment”), sekvenciranje (NovaSeq 6000; PE150, Q30 > 80%; 6G
raw data per sample) i analizu rezultata: kontrola kvaliteta, mapiranje na referentni genom (HISAT2
softver), predikcija novih gena, kvantifikacija nivoa genske ekspresije preko RPKM (engl. ,,Reads
Per Kilobase of exon model per Million mapped reads”), analiza diferencijalne ekspresije (DESeq?2
R), funkcionalna GO i KEGG analiza (engl. ,,Enrichment analysis”).

3.1.8 Bioinformati¢ka analiza sekvenci

Za identifikovanje komplementiraju¢ih genomskih fragmenata i njihove pozicije u genomu U.
maydis koris¢en je program JGI Mycocosm, The Fungal Genomic Resources
(https://mycocosm.jgi.doe.gov/pages/search-for-genes.jsf?organism=Ustmal).

Bioinformatickom analizom sekvence su utvrdivane pozicija i tip mutacije, kao i moguéi efekti
mutacije na strukturu i funkciju proteina. Rezultati sekvenciranja su obradivani prvo poredenjem sa
sekvencama iz GenBank baze podataka kako bi se potvrdila mutacija u DNK sekvenci. Za ovu
analizu koriS¢en je BLAST search program (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov). Dalja analiza 1
utvrdivanje mutacije na proteinskom nivou je radena u okviru programskog paketa ExXPASy
(http://www.expasy.org).

Dizajniranje prajmera je radeno pomocu programa Primer3Plus, dok je za dizajniranje restrikcionih
mapa koris¢en program NEBcutter (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/).

3.1.9 Reakcija lan¢anog umnozZavanja segmenata DNK (PCR)

Umnozavanje fragmenata DNK od interesa reakcijom PCR (od engl. ,,Polymerase Chain Reaction”)
vr$eno je u epruvetama od 0,5 mL, a reakciona smesa je sadrzavala 10-20 ng DNK matrice, 0,2 mM
dNTP smesu, 0,2 uM prajmera i odgovaraju¢i pufer i polimerazu u zapremini 25 ili 50 pL. Za
umnozavanje krac¢ih fragmenata (ispod 500 bp) koriS¢ena je DreamTaq Green DNK polimeraza
(Thermo Scientific). Za potrebe sekvenciranja citavih gena radi potvrdivanja prisustva mutacije,
Cesto je bilo potrebno umnoziti duze fragmente (oko 1kb), pa je rad/i postizanja vece tacnosti
umnozavanja koris¢ena Phusion High-Fidelity DNK polimeraza (Thermo Scientific). Profil reakcije
je zavisio od konkretne aplikacije. Generalno, program je obuhvatao sledece korake: inicijalna
denaturacija, odgovaraju¢i broj ciklusa denaturacije, vezivanja prajmera, ekstenzija, i finalna
produZzena ekstenzija. Imena prajmera koji su korisS¢eni za identifikovanje mutacije, njihove
sekvence, target geni, matrica i duzina PCR produkta su prikazani u Tabeli 1. Takode, u tabeli su
date sekvence prajmera 54R2 i 54Hy koji su koriS¢eni za sekvenciranje genomskih fragmenata u
izolovanim plazmidima iz transformanata U. maydis tokom komplementacionog kloniranja.
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Uslovi lan¢anog umnoZavanja za identifikovanje mutiranih gena bili su sledeéi:

1. Inicijalna denaturacija dvolan¢ane DNK na 95°C/5 min;

2. 30 ciklusa: -denaturacija DNK na 95°C / 45 s,
-hibridizacija prajmera ("annealing™) na 59°C/30 s,
- polimerizacija 72°C / 1 min;

3. Finalna elongacija produkata umnozavanja na 72°C/2 min.

Tabela 1. Prajmeri kori$¢eni za sekvenciranje fragmenata iz genomske biblioteke (54Hy, 54R2) i za umnoZavanje
delova kodirajuéih sekvenci identifikovanih mutiranih gena.

Duzina
Gen Prajmeri Sekvenca 5'-3' PCR Matrica
produkta
54R2 CACACAGGAAACAGCTATGACC pCM54 plazmid
/ S4Hy ACACGACTCACATCTGC / Ezﬂggi';?
adrl mirl07F GTCGATGACGACCAAGTGTG 1050 bp Genomska DNK
UMAG_04456 | mir107R GATCAAAGATGTCCTTCTCAACAG mutanta mirl07
did4 mir237F CCCTCATCGGTTCTGCTATC 950 bp Genomska DNK
UMAG_04865 | mir237R ACTGAGTAATTGAAGGAAGGTAAGGAC mutanta mir237
mir354S1F | GTACTCCGGTATTCCCACTTCC b
mir354S1R | TAGATCTTGTCCTTGTAGGTGACG 966 bp
mir354S2F | GCACCTTTATGAACGATCTCTGG 933 bp

mir354S2R | GTTGCGACTGTATCTGTGTGG
kell mir354S3F | GATCGTGGCATCAATCAAGC Genomska DNK

UMAG_15019 | mir354S3R | GTTGTGCTATGGTAGCCTTGG 865 bp mutanta mir354
mir354S4F | GCACTTGCTGTCAAGAAAGG 991 b
mir354S4R | GCATCGATGTCTCGTCTTTCC P
mir35455F | GTCAAGCGAAGCATCTAGCC 1142 bp

mir354S5R | CTCGTGTCCTGTCCAGAGAGC
tbpl mir754F CATACGGCCTCATCCTTACC Genomska DNK

UMAG_10143 | mir754R ATTTAAGAGATGGATAGGTGAATGC 980 bp mutanta mir754

mir27S1F AGCCACCCAAGACGTATCAC 952 bp

mir27S1R CATAGTCTGCGGATTGAGACC

mir27S2F TTTGGTCAGATGGGTGGTATG 872 bp

mir27S2R GGCAATGAATGTACCTGTGATG

mir27S3F AAACCAAAACCAGACACCAGTC 1009 bp

mir27S3R GGATGTACTGAGGGCGAGAC

mir27S4F ATACATGCGCCTTCACCTATG 1061 bp
snf5 mir27S4R AGCGACGTTTCCATCTCTTG Genomska DNK
UMAG_04381 | mir27S5F GGTACGTCTATTACTCACTTCAATACG 1001 bp mutanta mir27

mir27S5R ATCAGATTCATGGCACCTACG

mir27S6F TGATCAAACTCGATATCACCGTAG 1066 bp

mir27S6R CGCGTGTACTCTAAAAAGATGACC

mir27S7F GCCCGACTATATGGAAGAGGAG 1006 bp

mir27S7R TGAGCCTGTGACTTCTGTCATC

mir27S8F ATCAAGACGGAGGCAGACAC 851 bp

mir27S8R ACTCGTAACTCGCAACTCAAGAC
snf8 mir2F CAGCTTCTGTGTCCATCTTTCTAC Genomska DNK
UMAG_11539 | mir2R GTAGCATCGCCGTCATACAG 947 bp mutanta mir2
sim1 mir3S1F CGTCGTCCACCTCTGTTCTT Genomska DNK
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UMAG_03678 | mir3S1R GAGACTGAGCCAGGTGTCCT 913 bp mutanta mir3
mir3S2F GCAGACCTTTGACGAGTGGT
mir3S2R AAGAATGCCGAGTAGAGTGAGTG 1008 bp
mir20S1F CTCCATCGAATACCAGACCATAG
chk1l mir20S1R CAAGACCCTGCAAGAGTTTCTC 1114 bp Genomska DNK
UMAG_11087 | mir20S2F GCTGGTTCAAGCGTGCTAAC mutanta mir20
mir20S2R ATGGCGGTGATGAGAAAAAG 1056 bp
mir29S1F TCATCTACAATACACCACGCTACC
mir29S1R TGCTGGTTTGAGCATTCTTG 1093 bp
hsf mir29S2F TAGTGTTCTCAACGCCATCAAC Genomska DNK
UMAG_10368 | mir29S2R AGCATCCAGTCCGAGTGC 964 bp mutanta mir29
mir29S3F GCTGTCTCCTCGTCCAACTC
mir29S3R CCACCAAGCGTGTGTAAAAAG 966 bp
mir7S1F GACCACTTCCATCTTGATCATCTAC 398b
vrgd mir7S1R CCTGAAAGCCCTCAATAACATC P Genomska DNK
UMAG_1062 | mir7S2F CTGTTTATGGTGCTCTCGTCTG b mutanta mir7
mir7S2R AAAATGCTTTACGCTTTGTCAAG 889bp

3.2  Osnovne procedure rada sa RNK

3.2.1 lzolovanje ukupne RNK iz U. maydis i DNazni tretman

Ukupna RNK izolovana je divljeg soja U. maydis upotrebom GeneJET RNA Purification kita
(Thermo Scientific) po protokolu za izolovanje totalne RNK kvasca koji je modifikovan u
pocetnom koraku. Suspenzija ¢elija (2x107/mL) je taloZena centrifigiranjem na 16000 x g/2 min i
talog je resuspendovan u zaostalom medijumu. Dodate su staklene kuglice i 100uL Yeast lysis
buffer sa DTT i enzim za lizu (engl. ,,Lyzing enzymes from Trichoderma harzianum”) u cilju
protoplastiranja ¢elija. Smesa je intenzivno mesana 2 min, a potom inkubirana 30 min na 30°C uz
konstantno mesanje na orbitalnom sejkeru (220 rpm). Pod mikroskopom je odreden broj
neprotoplastiranih ¢elija, a potom je iz smeSa uzeta zapremina sa jednakom koli¢inom protoplasta,
dodato je 300 pL pufera za lizu sa DTT i dalje je izolovana RNK po protokolu iz uputstva
proizvodaca.

Nakon zavr$ene izolacije, izjednacena je koli¢ina RNK u oba izolata a potom je vr$eno uklanjanje
DNK iz RNK izolata pomocu DNA-free DNase Treatment and Removal Kit (Ambion), prema
uputstvu proizvodaca. U 44 pL izolovane RNK (maksimalno 200 ng/uL), dodavano je 5 pL 10 X
DNazel puferai 0,5 uL DNaze I, smesa je inkubirana na 37°C 20-30 min, a potom je dodato jo$ 0,5
pL DNazel (finalno 2U Dnase) i smeSa je inkubirana jos 30 min. DNaza | je inaktivirana
inkubiranjem sa 5 pL Dnase Inactivation reagensa na sobnoj temperaturi 2 min. Nakon
centrifugiranja na 90 s/10000 x g, supernatant sa prec¢is¢enom RNK je prebacivan u ¢istu tubu.

3.2.2 Elektroforeza RNK na gelu od agaroze

Elektroforeza RNK se zbog sekundarne strukture RNK, koja uti¢e na njenu pokretljivost, vrs$i u
denaturisu¢im uslovima. Pripremljen je 1% agarozni gel u TAE puferu sa etidijum bromidom u (0,5
pg/mL). U izolat RNK je dodata boja Orange G i 0,25% SDS, i nakon inkubacije 65°C/5min odmah
je stavljen na led 10 min. Za elektroforetsko razdvajanje RNK je upotrebljen napon od 5 V/cm. Po
zavrsenoj elektroforezi RNK je vizualizovana na UV transiluminatoru.
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3.2.3 Sinteza cDNK

Sinteza cDNK je vrsena upotrebom RevertAid RT kompleta (Thermo Scientific) prema protokolu
proizvodaca. Prec¢is¢en izolat RNK (do 500 ng) je inkubiran sa 0,5 pL random heksamernim
prajmerima (10 pM) 65°C/5 min u finalnoj zapremini od 5 pL. Smesa je zatim prebacivana na led 2
min i potom je dodavan pripremljena smesa koji sadrzi: 2 uL RT pufer (5x), 1 pL dNTP mix (10
mM), 0,25 pL Ribolock RNase Inhibitor, 0,5 pL RevertAid Reverse Transcriptase. Smesa je
inkubirana u slede¢im uslovima:

1. sobna temperatura (25°) /10 min (vezivanje prajmera);
2. 43°C /1 h (reakcija reverzne transkripcije);
3. 70°C /10 min (inhibicija reverzne transkriptaze).

Sintetisana cDNK je ¢uvana na -20°C.

3.3 Rad sa bakterijama

3.3.1 Bakterijski sojevi, vektori i medijumi

Sojevi E. coli:

DHS5 alfa: F~ endAl ginV44 thi-1 recAl relAl gyrA96 deoR nupG purB20 ¢80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rk mx*), A~

Mega X DH10B T1: F- mcrd A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZ AM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A(ara, leu)7697 galU galK 4 - rpsL nupG tonA

Vektori:

pGEM-T Easy, Amp' (Promega).

Hranljivi medijumi:

LB medijum: 1% (wi/v) tripton; 1% (w/v) NaCl; 0,5% (w/v) ekstrakt kvasca, pH 7,5 sa ili bez 0,2%
glukoze

LA hranljiva podloga-LB medijum sa 1,5% (w/v) agarom

U LB/LA medijum za uzgajanje E. coli dodavan je antibiotik ampicilin u koncentraciji 100 pg/mL.

3.3.2 Gajenje i odrzavanje bakterija

Za potrebe izolovanja plazmida ili transformacije, kulture E. coli su uzgajane preko noc¢i na 37°C u
tecnom LB ili na ¢vrstom LA medijumu, koji je sadrzavao ampicilin. Kulture u te¢cnom medijumu
su gajene uz konstantno mesanje na orbitalnom Sejkeru (LabTherm) (180 rpm) radi optimalne
aeracije. Petri Solje sa bakterijama su Cuvane na 4°C i kori§¢ene tokom tri do Cetiri nedelje, nakon
¢ega su obnavljane. Za dugoro¢nu upotrebu bakterijske kulture su zamrzavane u 15% (v/v)
glicerolu na -80°C.

3.3.3 Priprema kompetentnih bakterija za transformaciju toplotnim Sokom
5 mL LB medijuma je inokulisano sa pojedina¢nom kolonijom soja DH5a i kultura je inkubirana

preko noc¢i na 37°C na rotacionom S$ejekeru (180 rpm). 100 mL svezeg medijuma je inokulisano sa
1 mL prekonoéne kulture i inkubirano na 37°C uz intenzivnu aeraciju (180 rpm) do dostizanja
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srednje logaritamske faze rasta (ODe20=0,3-0,4). Rast bakterijske kulture je zaustavljen
premestanjem na led i inkubiranjem 10 min. Od ovog momenta sve je radeno na ledu, hladnim
nastavcima i rastvorima. Bakterije su centrifugirane (4°C, 10 min, 1600 x g) u klinickoj centrifugi
(Eppendorf 5702R) i talog ¢elija je resuspendovan u 25 mL hladnog 0,1 M CaCls. Celije su ponovo
istalozene (4°C, 10 min, 1100 x g), supernatant je odliven a talog resuspendovan u 25 mL hladnog
0,1M CaCl; i suspenzija je inkubirana na ledu 30 min. Nakon obaranja ¢elija centrifugiranjem pod
istim uslovima, talog je resuspendovan u 5 mL 0,1M CaCl2/15% glicerol. Suspenzija celija je
razdeljena u alikvote od po 100 pL. Ovako pripremljene ¢elije su brzo zamrznute u te¢nom azotu i
Cuvane na -80°C do upotrebe.

3.3.4 Transformacija E. coli toplotnim Sokom

Transformacija E. coli toplotnim sokom je vrSena izlaganjem celija toplotnom stresu u prisustvu
DNK, plazmida ili ligacione smese. Alikvot od 50 puL kompetentnih bakterija (DH5a), ¢uvan na -
80°C, je otopljen i inkubiran na ledu sa oko 200 ng DNK (30 minuta ili sat vremena). Smesa je
potom izlagana toplotnom Soku tako $to je iz leda prebac¢ena u vodeno kupatilo (Memmert) na 42°C
u trajanju od 90 s, a po isteku vremena odmah je vracena na led i inkubirana 5 min. Transformisane
¢elije su stavljene na oporavak u 1 mL neselektivnhog LB medijuma (37°C, 1 h, uz aeraciju). Po
oporavku, transformaciona smesa je razmazana na LA podloge sa ampicilinom i gajene preko noci
na 37°C.

3.3.5 Priprema elektrokompetentnih ¢elija E.coli za elektroporaciju

Pojedina¢na bakterijska kolonija DH5a soja je zasejavana u 5 mL LB medijuma, i inkubirana preko
noc¢i na temperaturi 37°C na orbitalnom Sejkeru (180 rpm). Prekono¢na kultura je 10 X razblazena u
200 mL svezeg LB medijuma i inkubirana na 37°C uz aeraciju. Po dostizanju srednje logaritamske
faze rasta (ODe00=0,3-0,4) kultura je razdeljena u 4 tube od 50 mL i rast ¢elija je zaustavljen
inkubiranjem na ledu 30 min. Nakon toga, vreno je centrifugiranje u klinickoj centrifugi (+4°C, 15
min, 1000 x g) (Eppendorf 5702R), a talozi ¢elija su resuspendovani na ledu u po 50 mL hladne
destilovane vode i ponovo oboreni centrifugiranjem pod istim uslovima. Pranje ¢elija u hladnoj
vodi je ponovljeno, a potom su po 2 taloga spojena i oprana sa po 50 mL hladne vode. Talozi su
resuspendovani na ledu u po 40 mL hladnog 10% glicerola i ponovo centrifugirani pod istim
uslovima. Celije su finalno resuspendovane u 1,5 mL 10% glicerola i alikvotirane po 100 pL u
sterilne, hladne mikrotube i inkubirane na ledul0 min. Kompetentne ¢elije su koris¢ene odmah, ili
Su trenutno zamrzavane u teCnom azotu i cuvane na -80°C do upotrebe.

3.3.6 Transformacija E.coli elektroporacijom

Transformacija E.coli elektroporacijom je radena na uredaju Electroporator 2510 (Eppendorf).
Koris¢ene su DH5a kompetentne ¢elije napravljene u laboratoriji ili komercijalne MEGAX DH10B
TI1R elektrokompetentne celije (Invitrogen). U 10 pL-alikvote komercijalnih DH10B celija je
dodavana H,0 do 80 pL. Celije su inkubirane sa po 5-10 pL genomske DNK U. maydis na ledu 5
min. Smesa je prebacivana u ohladenu kivetu za elektroporaciju (1 mm razmak izmedju elektroda),
stavljana u komoru elektroporatora i vrSena je elektroporacija na 1250 V. Odmah po elektorporaciji
bakterije su prebacene u 1 mL LB medijuma i oporavljane 1 h na 37°C. Po isteku vremena
oporavka, transformacione smeSe Su razmazivane na LA hranljive podloge sa 100 pg/mL
ampicilina i inkubirane preko no¢i na 37°C.
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3.4 RadsaU. maydis

3.4.1 Sojevi U. maydis, vektori i medijumi, opsta strategija

Sojevi U. maydis:
UCM350 (narl-6 panl-1 albl) - nominalni divlji soj
UCM520 (narl-1, a2b2) - nominalni divlji soj i mutantni sojevi dobijeni u radu sa UCM520

UIMG10 (narl-6 -1 albl) - nominalni divlji soj i mutantni sojevi dobijeni u radu sa UIMG10
UCM666 (narl-6 panl-1 albl, recl)

AB33did2Ahig AB33yupts, AB33ARab5, AB33HOOK, generisani od AB33 (a2 Prar1:bW2
Pnart:bE1) divljeg soja.

Vektori: “shuttle” vektor pPCM54 (ori, AmpR, UmARS, HygR)
Hranljivi medijumi:

YEPS (engl. Yeast Extract Peptone Succrose) te¢ni medijum: 1% ekstrakt kvasca, 2% pepton i 2%
saharoza (Torlak) [76]

YEPS c¢vrsta hranljiva podloga-YEPS medijum sa 2% (w/v) agrom (Torlak)

U hranljivi medijum je dodavan odgovaraju¢i antibiotik: tetraciklin (15 pg/mL) (Sigma),
higromicin (100 pg/mL) (Sigma), geneticin (100 pg/mL) (Sigma).

Za regeneraciju protoplasta su pripremane YSH hranljive podloge, koje sadrze YEPS, 1M sorbitol
(Centrohem) i higromicin u finalnoj koncentraciji 150 pg/mL. Sorbitol se dodaje u hranljive
podloge u kako bi se odrzala izotoni¢na sredina i sprecilo pucanje protoplasta, dok je higromicin
korisc¢en za selekciju transformanata.

3.4.2 Gajenje i odrzavanje U. maydis

Divlji i mutantni sojevi U. maydis su uzgajani preko no¢i na 30°C u te¢nom ili na ¢vrstom YEPS
medijumu, koji je sadrzavao antibiotik tetraciklin (15 pg/mL), dok su transformanti odrzavani uz
selekcioni antibiotik higromicin (100 pg/mL). Kulture u teénom medijumu su gajene uz konstantno
mesSanje na orbitalnom Sejkeru (LabTherm) (180 rpm) radi optimalne aeracije. Petri Solje sa U.
maydis su ¢uvane na 4°C i koris¢ene tokom tri do Cetiri nedelje, nakon ¢ega su obnavljane. Za
dugoro¢nu upotrebu kulture su zamrzavane u glicerolu na -80°C.

3.4.3 Priprema pocetne suspenzije ¢elija za tretman

U pripremi pocetne celijske suspenzije za tretman, prekono¢na kultura U. maydis je talozena
centrifugiranjem na 16000 x g u trajanju od 2 min na sobnoj temperaturi i resuspendovana u 1-1,5
mL sterilne destilovane vode. Ukoliko su celije pripremane za tretman vodonik-peroksidom,
prekono¢na kultura je dva puta prana u nekoliko mililitara vode, kako bi se uklonio hranljivi
medijum koji bi mogao da umanji efikasnost reakcije. U gotovo svim tretmanima, pocetna
koncentracija ¢elija je bila 2x107 éelija/mL. Broj éelija u vodenoj suspenziji je precizno odredivan
upotrebom komore za brojanje krvnih ¢elija (hemocitometar) pod 10 x uveli¢avaju¢im objektivom
svetlosnog mikroskopa (BA80, Motic).
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3.4.4 Semikvantitativno odredivanje senzitivnosti/ prezivljavanja

Po tretmanu celija, stepen prezivljavanja celija je odredivan semikvantitativno. Pripremano je pet
10 x serijskih razblazenja tretirane i netretirane (kontrolne) suspenzije Celija, a potom je po 10 pL
svakog od serijskih razblazenja zasejano na ¢vrstu hranljivu podlogu (s desna na levo) i pra¢ena
sposobnosti formiranja kolonija na hranljivoj podlozi. Celije zasejane na &vrstu YEPS podlogu su
rasle 2 dana na 30°C, do postizanja jasno uocljivih kolonija.

3.4.5 Tretman ¢elija U. maydis vodonik-peroksidom

Celije stacionarne faze laboratorijskog divljeg soja, gajene u bogatom medijumu, su tretirane sa
H20, u Fentonovoj reakciji. U pripremi za tretman, 2x107 ¢elija/mL je inkubirano u 10 mM rastvoru
FeNa-EDTA (Merck). Nakon 10 min inkubacije na 30°C, dodavan je H20. odgovarajuce
koncentracije (0,1-1,1%) i inkubirano je 10 min na 30°C uz mesanje na 3 min. Odmah po isteku
vremena reakcije, ¢elije su talozene centrifugiranjem na 16000 x g, dva puta isprane vodom, i
finalno resuspendovane u 1 mL vode, odnosno do podetne koncentracije 2x107 ¢elija/mL. Stepen
prezivljavajna pri razli¢itom nivou oSteCenja Celija meren je semikvantitativno, pripremom 10 X
serijskih razblazenja tretirane i netretirane (kontrolne) suspenzije ¢elija, zasejavanjem po 10 pL
svakog razblazenja na ¢vrstu podlogu i prac¢enjem sposobnosti formiranja kolonija.

3.4.6 Ispitivanje sposobnosti oporavka U. maydis ¢elija u uslovima gladovanja nakon stresa

Celije tretirane rastu¢im dozama H202 su nakon pranja vodom zasejane na podlogu radi merenja
prezivljavanja, a potom inkubirane u vodi i/ili razblazenom fosfatnom puferu na 30°C, uz aeraciju,
tokom 24, 48, 72 sata. U ovim vremenskim tackama je meren oporavak, uzimanjem alikvota
inkubiranih kultura za pripremu serijskih razblazenja i njihovim zasejavanjem na ¢vrst hranljivi
medijum.

Za tretman UV zradenjem, 2x107 ¢elija je resuspendovano u vodi u otvorenim Petri $oljama i uz
kontinuirano mesanje, tretirano rastu¢im dozama UV zraéenja (0, 120, 240, 360, 480, 600 JIm?). Za
merenje prezivljavanja, odmah po tretmanu uzeti su alikvoti ¢elija za pripremu serijskih razblazenja
tretiranih suspenzija koja su potom zasejana na podlogu. Ozracene Celijske suspenzije su prebacene
u tube od 2 mL, i inkubirane su u vodi na 30°C uz konstantno meSanje. Nakon 24, 48, 72 sata
meren je oporavak tretiranih Celija, zasejavanjem serijskih razblazenja inkubiranih suspenzija na
hranljivu podlogu.

Postojanje ¢elijskog oporavka je utvrdeno poredenjem stepena prezivljavanja celija koje su nakon
tretmana direktno zasejane na hranjivu podlogu 1 ¢elija koje su prethodno inkubirane u medijumu
bez nutrijenata.
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3.4.7 Ispitivanje mehanizma porasta brojnosti vijabilnih éelija u uslovima gladovanja nakon
izlaganja oksidativnom stresu

Mehanizam porasta vijabilnosti ¢elija testiran je na dva nacina:

1. Celije U. maydis su tretirane dozom H20: pri kojoj je prezivljavanje 0,01% ili manje (0,3-
0,5% H20). Celijska suspenzija je oprana i pripremljena su 10 x serijska razblaZenja. I
inicijalna suspenzija i razblazenja su stavljena na inkubaciju 3 dana, a serijska razblazenja
su dodatno iskori§¢ena za iskapavanje na podlogu radi semikvantitativnog utvrdivanja
prezivljavanja. Alikvoti iz inicijalnih tretiranih suspenzija su uzimani nakon 24, 48, 72 sata,
pripremana su 10 X serijskih razblaZenja i zasejavana na podlogu (kao u 3.4.5.). Paralelno je
u istim vremenskim tackama pracena i vijabilnost ¢elija iz serijskih razblazenja koja su
pripremljena odmah nakon tretmana i inkubirana u istim uslovima.

2. Pored toga, mehanizam oporavka ¢elija u uslovima gladovanja proveren je modifikovanim
fluktuacionim testom. Nakon tretmana 0,5% H202 i pranja ¢elija, prezivljavanje manje od
0,01% je potvrdeno iskapavanjem serijskih razblazenja na ¢vrstu hranljivu podlogu. Oprana
suspenzija ¢elija u vodi je razdeljena na veliki broj alikvota (36) koji su inkubirani u vodi, u
1 mL-tubama tokom 3 dana i potom zasejavani na ¢vrstu hranljivu podlogu.

3.4.8 Ispitivanje celijske proliferacije u uslovima gladovanja

3.4.8.1 Ispitivanje kinetike oslobadanja unutardelijskog materijala iz Celija oSteéenih
oksidacijom

Celije U. maydis su tretirane rastu¢im koncentracijama H202 (0-0,6%), a potom je prac¢eno
oslobadanje biomolekula iz oste¢enih celija u ekstracelijski medijum. Tokom 24 sata od reakcije,
periodi¢no je uziman alikvot, izdvojen supernatant i merena apsorbanca na 260 nm/280 nm kako bi
se odredio ukupan nukleotidni/proteinski sadrzaj u supernatantu.

3.4.8.2 Ispitivanje zavisnosti repopulacije od dostupnih biomolekula

Za utvrdivanje zavisnosti repopulacije od biomolekula oslobodenih iz ¢elija ubijenih tretmanom,
¢elije su periodi¢no (na 15 minuta) prane vodom u toku prva 4 h inkubacije, kako bi se iz medijuma
uklonili nutrijenti oslobodeni iz umrlih ¢elija. Nakon pranja, ¢elije su vrac¢ene na inkubaciju u vodi i
pratila se njihova vijabilnost 24, 48, 72 sata od tretmana pripremom i zasejavanjem serijskih
razblaZenja inkubiranih suspenzija na hranljivu podlogu.

Pored toga, fiksan broj netretiranih ¢elija (8x10%) je inkubiran u vodi, supernatantu netretiranih
¢elija 1 supernatantu celija tretiranih 0,4% H202. Praceno je povecanje vijabilnosti ¢elija nakon 24,
48, 72 sata inkubacije. Supernatant je dobijen centrifugiranjem tretirane celijske suspenzije i
filtriranjem kroz filtere sa porama od 0,22 pum (Millipore).

3.4.8.3 Ispitivanje efekta supstrata oslobodenog iz delija tretiranih peroksidom na
proliferaciju svezih celija

Suspenzija ¢elija (koncentracije 2x107 ¢elija/mL) je tretirana rastu¢im dozama od 0-1,1% H,0x.
Ubijanje ¢elija je mereno semikavntitatino, direktnim zasejavanjem 10 X serijskih razblazenja
tretiranih suspenzija na hranljivu podlogu. Svaka od tretiranih ¢elijskih suspenzija je podeljena na
dva alikvota i stavljena na inkubaciju. Jedan alikvot je pre same inkubacije inokulisan svezim
netretiranim ¢elijama (8x10° ¢elija/mL). Drugi alikvot je nakon 4 sata inkubacije istalozen, a
supernatant profiltriran i potom inokulisan netretiranim éelijama (8x10° ¢elija/mL). Netretirane
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¢elije koje se dodaju u suspenziju i u supernatant su bile geneticin rezistentnog divljeg soja, kako bi
se razlikovala proliferacija netretiranih ¢elija od prezivelih tretiranih ¢elija. Nakon 24, 48 i 72 sata
inkubacije, pripremana su 10 X serijska razblazenja i zasejavana na YEPS medijum i YEPS
medijum Koji sadrzi geneticin (100 pg/mL).

3.4.8.4 Ispitivanje uticaja odnosa tretiranih i netretiranih celija na efikasnost celijske
reprodukcije

Suspenzije ¢elija tretiranih prema opisu iz poglavlja 3.4.8.1. su 10 X razblazene i inokulisane istim
brojem gentamicin rezistentnih ¢éelija (8 x 10% ¢éelija/mL). Nakon 24, 48 i 72 sata inkubacije,
pripremana su 10 X serijska razblaZenja i zasejana na YEPS medijum i YEPS medijum koji sadrzi
geneticin (100 pg/mL).

3.4.9 Analiza prezivljavanja u vodi

Celije su gajene na 30°C uz rotaciju od 200 rpm u trajanju 0d16-20 sati do rane stacionarne faze,
kada je broj éelija bio priblizno 2-4x108 éelija/mL. Celije su oborene na 4000 X g, oprane dva puta u
sterilnoj vodi i resuspendovane u vodi do koncentracije 4x102 ili 4x107 ¢elija/mL. Ukoliko nije
drugacije naglaseno, 1 mL pripremljene Celijske suspenzije je inkubiran u u tubama od 1,5 mL,
30°C pri 200 rpm. Tube su dodatno zaptivene parafilmom. Da bi se odredila vijabilnost celija,
uzimani su alikvoti u naznacenim vremenskim tackama, pravljena su razblazenja i zasejavana na
YEPS podlogu. YEPS Solje su inkubirane 2 dana na 30°C, kada se uocavaju jasne kolonije. Voda
kori$éena u eksperimentima je sterilisana, bidestilovana pomocu sistema za reverznu osmozu vode
(C.C.K.). Atmosferski kiseonik je izmenjen ultra-¢istim N2 gasom (Messer Tehnogas).

3.4.10 UV mutageneza divljih sojeva UCM520 i UIMG10 i izolovanje mutanata skriningom
na gubitak sposobnosti rasta u uslovima gladovanja

Po 10° ¢elija prekonoéne kulture divljeg soja U. maydis je zasejano na petri $olje i izlozeno UV
zraCenju jacine 250 J/m2. Prose¢no preZivljavanje u ovakvim uslovima UV mutageneze je oko 500
¢elija po petri Solji (0,05%).

Prva grupa mutanata je izolovana iz divljeg soja UCM520 po slede¢oj proceduri. Pojedinacne,
nasumicno izabrane, kolonije mutanata su gajene preko no¢i u tecnom YEPS medijumu, potom su
prane vodom i tretirane 0,4% H>O» Nakon tretmana, ¢elijske suspenzije su prane i resuspendovane
u vodi, a potom inkubirane 24 h, kada su serijska razblazenja zasejana na YEPS kako bi se ispitala
sposobnost da rekonstituisu vijabilnost. Od 1200 testiranih, Cetiri su izgubila sposobnost rasta i bila
su kandidati za dalja istrazivanja.

Druga grupa mutanata je izolovana iz divljeg soja UIMG10 soja, selekcijom kandidata kroz
supernatant ¢elijske suspenzije tretirane peroksidom. Celijska suspenzija divljeg soja je tretirana 1%
H20,. Nakon 16 h inkubacije na 30°C na orbitalnom Sejkeru (220 rpm) uzet je supernatant i
profiltriran (Millipore, 0,45 pm) je od celija. Nasumi¢no izabrane kolonije mutanata su
resuspendovane u 1 mL H20, a potom je po 10 uL zasejano u 1 mL profiltriranog supernatanta.
Nakon 48 h inkubacije na 30°C na orbitalnom sejkeru (220 rpm), pripremljena su 10 x razblazenja i
po 10 puL od svakog je zasejano na YEPS podlogu. Skrining mutanta je vrSen pracenjem
sposobnosti mutanata da formiraju kolonije nakon zasejavanja na YEPS hranljivu podlogu.
Testirano je priblizno 3500 kandidata od kojih je 33 pokazalo fenotip od interesa i testirano je na
sposobnost rasta u supernatantu tretmana 0,6%, 0,8% i 1% H.O.

Dalje ispitivanje odabranih kandidata iz obe grupe je obuhvatilo ispitivanje vijabilnosti u
supernatantu c¢elija tretiranih rastu¢im dozama peroksida (0,1-1,1% H20), senzitivnosti na
genotoksi¢ne agense (UV, MMS, HU) i identifikovanje mutiranih gena.
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3.4.11 Odredivanje stope rasta

U te¢ni YEPS medijum je zasejana kultura divljeg soja UCM520 ili UIMG10 i mutantnih sojeva.
Posle prekono¢ne inkubacije, 300 uL prekono¢ne kulture je prebaceno u svez YEPS medijum i
gajeno nekoliko sati na 30°C na orbitalnom $ejkeru (180 rpm). Po dostizanju logaritamske faze,
éelije su izbrojane pod mikroskopom, a potom je 1x10° ¢elija/mL je zasejano u 4 mL YEPS-a u
tubama od 50 mL. Ovako pripremljene ¢elijske suspenzije su inkubirane na orbitalnom Sejkeru (180
rpm, 30°C) tokom 10 sati, i na svaka 2 sata su uzimani alikvoti za brojanje ¢elija pod mikroskopom.
Stopa rasta je odredena na osnovu logaritamskog grafika upotrebom formule k = (log N2-log N1) x
2,303/(t2-t1). N1 i N2 predstavljaju broj ¢elija u vremenskim tackama t1 i t2, redom. Rezultati su
analizirani pomoc¢u Student t-testa, upotrebom SPSS statistickog softvera. p-vrednost < 0,05 je
smatrana statisticki zna¢ajnom razlikom.

3.5 Identifikovanje mutiranih gena

3.5.1 ldentifikovanje gena komplementacionim kloniranjem:

Geni komplementarni mutiranim alelima su klonirani transformacijom protoplasta mutanata
genomskom bibliotekom divljeg soja, koja je pripremljena na samoreplikujuéem plazmidnom
vektoru pCM54. Za mutante senzitivne na neki od genotoksi¢nih agenasa, transformanti koji su
nosioci komplementirajueg genomskog fragmenta (genomski fragment koji komplementira
mutaciju) su selektovani na odgovarajuéem genotoksi¢énom agensu metodom otiskivanja (engl.
»Replica plating”). Oni transformanti koji su pokazali rezistentnost na primenjeni gentokosi¢ni
agens (fenotip priblizan divljem soju) su bili kandidati za semikvantitativnu analizu, koja
podrazumeva da se iz prekonoénih kultura transformanata pripreme celijske suspenzije
koncentracije 2x10°/mL, a potom se serijska 10 X razblazenja zasejavaju na YEPS podlogu
(kontrola) i YEPS podlogu sa selektivnim agensom. Odabrani transformanti su dodatno testirani
tako §to je nasumicno izabrana pojedinacna kolonija svakog transformanta i testirana je njihova
vijabilnost nakon tretmana 0,3 i 0,4% peroksidom i oporavak nakon 1, 2 i 3. dana.

Za mutante koji nisu pokazali vecu senzitivnost na genotoksi¢ne agense, transformanti su
selektovani kroz tretman 0,3% H20- ili inkubaciju u supernatantu poreklom od tretmana 1% H.O.
Nakon transformacije genomskom bibliotekom divljeg soja, svi transformanti su pokupljeni sa
Solje, gajeni su kao prekono¢na kultura, a potom selektovani kroz tri ciklusa tretmana peroksidom/
inkubacije u supernatantu i pracenja vijabilnosti (rast kolonija na petri Solji). Oni transformanti koji
nose komplementirajuci genomski fragment su pokazali rast nakon tretmana peroksidom. Tri kruga
selekcije su vodila do obogacivanja populacije ¢elijama koje pokazuju komplementiraju¢i fenotip.
Nakon poslednjeg kruga, nasumi¢no su izabrane pojedina¢ne kolonije i testirana je njihova
sposobnost za obnovu populacije nakon tretmana 0,3 i 0,4% peroksidom/inkubacije u supernatantu
poreklom od tretmana 1% H>0.. Posle ovog koraka sledilo je izolovanje totalne DNK i svi dalji
koraci su zajednicki za obe grupe mutanata.

Iz odabranih kandidata je izolovana totalna DNK, koja je potom koris¢ena za elektrotransformaciju
ili transformaciju toplotnim Sokom DH5a, kako bi se plazmidi umnozili u E. coli.
Komplementiraju¢i genomski fragmenti su identifikovani sekvenciranjem i bioinformati¢kom
analizom DNK sekvence. Potom su subklonirani pojedina¢ni geni i testirani na komplementaciju.
Kada je utvrdeno koji od kandidat-gena komplementira fenotip mutanta, sekvenciran je alel gena
mutanta. Prajmeri kori$¢eni za potvrdu mutacije su prikazani u Tabeli 1.
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3.5.2 Pravljenje protoplasta U. maydis

Pojedinac¢na kolonija U. maydis sa YEPS petri $olje je zasejavana u 3 mL te¢nog medijuma i gajena
na 30°C na u orbitalnom $ejkeru (180 rpm) 16 h. 30 mL svezeg YEPS medijuma je inokulisano sa
0,5 mL prekonoéne kulture i inkubirano u erlenmajeru od 250 mL na 30°C pri 220 rpm. Nakon 1,5
sat inkubacije kultura je prebacena u tube od 50 mL i centrifugirana u klini¢koj centrifugi 5 min/ na
4°C pri 3000 x g. Supernatant je odbacen, a zatim su ¢elije jednom oprane u H20, a potom u 5 mL
SCS-a i istalozene centrifugiranjem na 2500 x g, 5 min na 4°C. Nakon odlivanja supernatanta, telog
je resuspendovan u preostalom puferu i dodat je 1 mL SCS pufera koji je sadrzavao 60 mg/mL
enzima za liziranje ¢elijskog zida (Lysing enzymes from Trichoderma harzianum, Sigma). Celije su
inkubirane 25-30 min na 30°C/na rotacionom S$ejkeru (220 rpm). Efikasnost protoplastiranja je
proveravana na 10 x uveli¢anju svetlosnog mikroskopa, stavljanjem 2 pL protoplastirane kulture i
10 pL SCS na predmetno staklo. Pod uspesnim protoplastiranjem smatrano je kada se uoci vise od
80% protoplasta. Nadalje, sve je radeno na ledu i sa hladnim rastvorima, i sa blagim meSanjem
protoplastne suspenzije (bez upotrebe vorteksa). Protoplasti su oprani dva puta u 5 mL hladnog
SCS-a, i jednom u 5 mL hladnog STC-a i talozeni centrifugiranjem 8 min/4°C/2500 x g. Talog
opran u STC-u je resuspendovan u maksimalno 0,5 mL STC-a, i protoplasti su alikvotirani i
zamrznuti na -80°C ili su odmah koris¢eni za transformaciju.

3.5.3 Transformacija U. maydis

Za transformaciju protoplasta U. maydis, pripremano je 5 pL rastvora DNK sa heparinom (30%
heparin, 1 pg totalne DNK ili 500 ng plazmidne DNK) i rastvor je inkubiran na ledu 5 min. U
rastvor DNK je dodavano je 50-100 pL protoplasta, smesa je blago promesSana invertovanjem tube i
inkubirana na ledu 10 min. Potom je dodato 0,5-0,7 mL SPTC-a, tuba je invertovana 4-5 puta i
inkubirana na sobnoj temperaturi. Posle 15 min smesa je razlivena na YEPS petri Solje i blago
razmazana sprederom bez pritiskanja. Solje su inkubirane na 30°C tri dana, do pojave jasnih
kolonija.

3.6 Analiza ROS-a kod ¢éelija U. maydis inkubiranih u vodi

Odredivanje nivoa ROS-a je uradeno prema protokolu po Kretschmer, 2018. [77] Celije su
inkubirane u vodi tokom naznacenog vremenskog perioda (12, 16, 18 i 24 sata), a potom je gustina
éelija podesena na 4x10° éelija/mL. U 100 pL ove suspenzije je dodat 2,7- dihlorofluorescin
diacetat (DCF-DA) (Life Technologies) u finalnoj koncentraciji od 100 pM. Celijske suspenzije su
inkubirane u mraku 30 min na 37°C, a potom je fluorescenca merena na 480 nm (ekscitacija) i 530
nm (emisija) u mikrotitar plocama (BioLIte 96 well, Thermo Scientific) na uredaju za Citanje
plejtova (Plate Reader Infinite M200 PRO, Tecan Austria GmbH). Svi eksperimenti su ponovljeni
najmanje tri puta. Statisticka analiza produkcije ROS-a u hipoksiji tokom vremena je uradena
testiranjem varijanse (ANOVA). Znacajnost razlika izmedu sredjnjih vrednosti uzoraka je
analizirana pomoc¢u post-hoc Tukey testa na nivou znacajnosti od 0.05, upotrebom statistickog
softvera SPSS 21.0 (IBM, Armonk, NY, USA).

3.7 Bojenje celija U. maydis propidijum-jodidom

U 200 pL PBS pufera (1.37 M NaCL, 27 mM KCI, 100 mM NaxHPO4, 18 mM KH2POs) je
resuspendovano 4x10° éelija/mL, dodat je propidijum-jodi (P1) u finalnoj koncentraciji 100 ng/pL i
inkubirano je 30 min u mraku. Celije su stavljene na staklenu plo¢icu 1 posmatrane pod
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fluorescentnim mikroskopom BX51 (Olympus) sa 10 X uvecanjem objektiva, upotrebom filter
bloka sa ekscitacijom 530-570 nm.

3.8  Priprema kultura U. maydis za izolaciju RNK

Prekonoéna kutura u eksponencijalnoj fazi rasta je oprana vodom 2 puta i talog je reuspendovan u
vodi. Nakon brojanja suspenzije ¢elija, pripremljeno je i istalozeno 2x107 éelija u dve tube od 50
mL. U jednu tubu je dodato 13 mL YEPS medijuma (kontrola), a u drugu i tre¢cu 13 mL
profiltriranog supernatanta éelija tretiranih 0,4% i 0,7% H202, redom. Celije su inkubirane u ovim
supstratima 30 min, a potom oborene centrifugiranjem (RT, 5000 rpm, 20 min). Supernatant je
odliven, talog ¢elija je resuspendovan u zaostalom medijumu. Dalje je izjednacen broj ¢elija U sve
tri suspenzije (priblizno 2x10”) i RNK je izolovana po prethodno opisanom protokolu (poglavlje
3.2.1) i za analizu transkriptoma je pripremljen 1 pg preciséene totalne RNK iz sva tri uzorka (dva
tretmana i kontrola). Kratak opis same analize transkriptoma je dat u poglavlju 3.1.7.
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4 REZULTATI

Ustilago maydis je tokom obe faze svog Zivotnog ciklusa (saprofitne i parazitske) izlozen
nepovoljnim sredinskim faktorima. Za visoku rezistenciju na jonizujuéa i UV zracenja odgovorna je
efikasna popravka DNK lezija putem homologne rekombinacije (HR). Isklju¢ivanje bilo kog od
klju¢nih HR gena dovodi do gubitka rezistencije, ali su ovi mutanti, izuzev dssl i dalje sposobni da
nadvladaju odbrambene mehanizme biljke, da dovedu do infekcije, formiranja gala i teliospora.
Generalno, molekularne osnove ekoloskog uspeha ustilaga u nepovoljnim uslovima su uglavnom
nepoznate. Dosadas$nja molekularna i genetic¢ka istrazivanja, koja bi mogla doprineti razumevanju
visokog prezivaljavanja U. maydis u nepovoljnim sredinskim uslovima, proistekla su iz studija
DNK reparacije u optimalnim laboratorijskim uslovima (temperatura, aeracija, nutrijenti) Kkoji
omogucavaju brz rast populacije, deobu ¢elija. Medutim, u prirodi vladaju vrlo promenljivi uslovi,
¢esée nepovoljni, tako da se veéina mikroorganizama u prirodi nalazi pretezno u stanju mirovanja
(odsustva deoba, rasta populacija). Esej koji bi omoguéio izucavanje DNK reparacije u stanju
¢elijskog mirovanja je ,,Liquid Holding” (LH), koji podrazumeva inkubaciju ¢elija u vodi ili puferu,
nakon izlaganja stresu. Tako bi ovaj eksperimentalni pristup imitirao nepovoljne sredinske uslove-
nedostatak nutrijenata (gladovanje), nakon delovanja stresa, §to je situacija sa kojom se U. maydis
moze sretati u prirodnim uslovima, kao $to je npr. poplava nakon duzih su$nih perioda. Pracenje
prezivljavanja tokom LH-a je vrSeno na S. cerevisiae, S. pombe, E. coli [57-61], ali nikad nije ni na
jednom organizmu koji je visoko rezistentan na zracenje, kao $to je U. maydis.

4.1 Ispitivanje oporavka populacije ¢éelija U. maydis u uslovima gladovanja
nakon tretmana vodonik-peroksidom i UV-zra¢enjem

Radi ispitivanja nacina na koji ¢elije mikroorganizama odrzavaju integritet genoma u nepovoljnim
uslovima, testirana je uloga LH u oporavku ¢elija U. maydis od stresa. Postavljen je eksperiment
koji je imao za cilj da ispita da li produzena inkubacija tretirane suspenzijie ¢elija u uslovima bez
nutrijenata, pre zasejavanja na hranljivu podlogu, ima ulogu u oporavku populacije od osteCenja
indukovanih stresom. Sematski prikaz postavke eksperimenta dat je na Slici 4a. Celije (2x107/mL)
su tretirane rastuéim dozama UV-a (od 120 do 600 J/m?) ili vodonik-peroksida (0,2-0,6%) u
prisustvu jona gvozda kako bi se generisale reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) Fentonovom
reakcijom, a potom su duzi period (1, 2, 3 dana), pre zasejavanja na hranljivu podlogu, inkubirane u
vodi ili razblazenom fosfatnom puferu. Oporavak je pracen tako §to su periodi¢no uzimani alikvoti
za pravljenje serijskih razblazenja, koja su potom zasejavana na hranljivu podlogu. Sa porastom
doza UV i H20. dolazi do postepenog smanjenja prezivljavanja, §to se uocava nakon iskapavanja
dilucija na podlogu, odmah nakon tretmana (levi paneli na Slici 4b). Dodatni period inkubacije
tretirane suspenzije ¢elija u vodi (ili fosfatnom puferu), na 30°C i uz kontinuirano mesanje, dovodi
do porasta vijabilnosti populacije (desni paneli na Slici 4b). Kako nisu uocene razlike izmedu
inkubacije u vodi i razblazenom fosfatnom puferu, prikazan je samo oporavak celija nakon
inkubacije u vodi. Brzina i nivo oporavka zavisi od primenjene doze i uo¢ava se da nakon delovanja
UV zragenja veéeg od 360 J/m? oporavak ne dovodi do reskonstitucije pocetnog broja vijabilnih
¢elija nakon 72 h. Oporavak nakon delovanja H20: je nesto brzi i dovodi do potpunog oporavka
populacije. Nakon primene veéih doza (600 J/m? UV i 0,6 % H20), ne dolazi do oporavka
populacije.
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Slika 4 - LH restitucija vijabilnosti U. maydis. U eksperimentu su koriséene Celije divljeg soja, UCMS520, gajene do
stacionarne faze, oprane i resuspendovane u vodi (2x107/mL). (a) Sematski prikaz postavke eksperimenta. (b) UV-
ozracene ili ¢elije tretirane sa HoO,+Fe3*-EDTA (tretman peroksidom) su odmah po tretmanu zasejane na podlogu radi
odredivanja prezivljavanja (paneli levo), ili su inkubirane u vodi tokom naznafenog vremena pre zasejavanja na
podlogu (paneli desno).

4.2 Mehanizam porasta brojnosti vijabilnih ¢elija u uslovima gladovanja
nakon izlaganja oksidativnom stresu

Posle ovih prvih saznanja, zanimalo nas je koji mehanizam stoji iza uoCene rekonstitucije
vijabilnosti populacije, tj. da li je ona efekat unutarcelijske popravke ostec¢enih molekula ili rezultat
rasta i deobe prezivelih ¢elija. Kako smo prethodno uodili da se nakon tretmana vodonik-
peroksidom brze postize porast vijabilnosti nego nakon jednako letalnih doza UV-a, dalja
istrazivanja su bila usmerena na pracenje oporavka od oksidativnih oStec¢enja izazvanih peroksidom.
Pored toga, oksidativni stres je u osnovi i abioticih i biotickih kompleksnih stresova, te nam je on
bio od veceg znacaja. Dizajniran je eksperiment (Slika 5a) u kome je sa periodi¢nim pracenjem
vijabilnosti tretirane suspenzije ¢elija (alikvoti zasejavani na podloge nakon 24, 48, 72 sata),
paralelno pracena i vijabilnost Celija iz serijskih razblazenja koja su pripremljena
odmah/neposredno posle tretmana i inkubirana u identi¢nim uslovima i zasejavana u istim
vremenskim intervalima. Dakle, u sluc¢aju da se porast vijabilnosti ostvaruje kroz unutaréelijsku
popravku oSteCenja (pravi oporavak), ofekivano bi bilo da porast frakcije vijabilnih ¢elija bude
podudarno prisutan u oba seta serijskih razblazenja. Sa druge strane, ukoliko je porast vijabilnosti
posledica umnoZzavanja prezivelih Celija, onda bi se u serijskim razblazenjima pripremljenim odmah
po tretmanu rast uoc¢io samo u onim dilucionim tubama koje su u trenutku distribucije sadrzavale
vijabilne ¢elije. Dakle, da bismo ispitali mehanizam koji leZi u osnovi porasta vijabilnosti, ¢elije U.
maydis su tretirane dozom H>O: pri kojoj je prezivljavanje 0,01% ili nize i suspenzije Su
distribuirane na gore opisan nacin. Na Slici 5b se vidi da porast broja vijabilnih celija nije
podjednako prisutan u oba seta serijskih razblazenja ((i) i (ii)). Set dilucija koji je pripremljen
odmah po tretmanu i inkubiran na 30°C pre zasejavanja na podlogu, ne beleZi porast vijabilnosti u
svim tubama, nego samo u onim za koje bi se procenilo/preracunalo (na osnovu prezivljavanja) da
sadrze prezivele celije u momentu distribucije (Slika 5b, ii). Nejednaka distribucija celija je
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potvrdena i iskapavanjem na podlogu alikvota suspenzije tretirane 0,5% peroksidom, gde se uocava
da vecina alikvota ne sadrzi zive Celije (Slika 5b, donji panel). Ovaj rezultat ukazuje na to da je
porast vijabilnosti koji uocavamo tokom LH posledica rasta i proliferacije prezivelih Celija,
verovatno, putem usvajanja unutaréelijskih jedinjenja oslobodenih iz o$tecenih i umrlih ¢elija.

(a)
(i) Alikvoti uzimani u 10x seruska razblazenja
razmaku od 1 dana
I I Zasejavanje na
LH inkubacija YEp
Tretman 0 C. 3 dana % g
zperOKS\dom Inkubacua na 30°C
Oporavak o = = =
Alikvoti uzetl 8
odmah po o
tretmanu Zasejavanje na YEPS
uintervalu od 1 dana
LH mkubacua E—
30°C, 3 dana %) Inkubacija na 30°C
(ii) Razblazenja A
pripremljena Rast
odmah po tretmanu
(b)

10 pl alikvota
zasejano 1

)

10 pl alikvota
zasejano 36X |8

Slika 5 - Mehanizam porasta vijabilnosti ¢elija u uslovima gladovanja nakon izlaganja oksidativnom stresu (a)
Sematski prikaz postavke eksperimenta. (b) Celije tretirane peroksidom su odmah po tretmanu zasejane na podlogu radi
merenja prezivljavanja. Porast ¢elijske vijabilnosti je pra¢en na svaka 24 h (i) u originalnoj suspenziji tretiranih celija,
koja je inkubirana na 30°C, uz kontinuirano mes$anje, pre pravljena serijskih razblazenja i zasejavanja na podlogu i (ii) u
10 x serijskim razblazenjima koja su inkubirana pod istim uslovima.

4.3 Ispitivanje Celijske proliferacije u uslovima gladovanja

4.3.1 lIspitivanje kinetike oslobadanja unutaréelijskog materijala iz celija oStecenih
oksidacijom

Kako se porast vijabilnosti u populaciji tretiranih ¢éelija ostvaruje putem umnozavanja preZivele
subpopulacije ¢elija, i to bez suplementacije nutrijentima, pretpostavljeno je da su nutrijenti
neophodni za rast i umozavanje prezivelih celija potekli od liziranih celija. Da bi se istrazila
bioloSka dostupnost endogenih metabolita, prvo je ispitano oslobadanje unutarcelijskog materijala
iz ¢elija o$tecenih oksidativnim stresom u okolni medijum. Celije UCM520 su tretirane rastuéim
dozama vodonik-peroksida (0-0,6%), a kao pokazatelj curenja unutarcelijskih jedinjenja je merena
apsorbanca supernatata na 260 nm, koja odrazava ukupni nukleotidni sadrzaj (nukleozidi,
nukleotidi i drugi derivati nukleinskih kiselina). Vremenski tok curenja biomolekula iz celija
tretiranih peroksidom i iz netretiranih ¢elija je grafic¢ki prikazan na Slici 6A. Sa grafika se jasno vidi
da tretman peroksidom indukuje oslobadanje nukleotidnog materijala u okolni medijum. U
netretiranoj kontroli gotovo da nema curenja ili je ono minimalno. Medutim, curenje raste sa
tretmanom peroksidom i zavisno je od doze: porast doze prati povecanje brzine (nagib krive) i
ukupne koli¢ine oslobodenog materijala. Pri ve¢im dozama peroksida (0,3-0,6%), curenje je bilo
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veoma brzo u prva dva sata, kada je dostiglo plato. Dakle, razlozno je pretpostaviti da curenje
unutaréelijskih jedinjenja, indukovano pri tretmanu peroksidom, moze obezbediti kolic¢inu
dostupnih nutrijenata dovoljnu za ponovno uspostavljanje brojnosti populacije desetkovane jakim
oksidativnim stresom.
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Slika 6 - (A) Oslobadanje nukleotidnog sadrzaja iz ¢elija tretiranih H,O,. 2x107 ¢elija divljeg soja je tretirano
naznaCenim dozama peroksida, oprano i inkubirano u vodi tokom 6 h. Periodi¢no su uzimani alikvoti celijske
suspenzije, centrifugirani, profiltrirani od ¢elija, i ovakvi supernatanti su kori§¢eni za merenje apsorbance na 260 nm.
Vertikalne linije pokazuju standardnu devijaciju tri nezavisna eksperimenta. (Ba) Celije tretirane peroksidom su oprane
na svakih 15 min u periodiu od 0-4 h nakon tretmana, a zatim su inkubirane u vodi do trenutka zasejavanja na podlogu
(24 h, 48 h, 72 h). (b) 8x10%mL netretiranih, geneticin-rezistentnih éelija je inkubirano u H-O, supernatantu netretiranih
¢elija (Sn NT) i supernatantu dobijenom od suspenzije ¢elija tretiranih 0,4% H2O2, pa inkubiranih u vodi 4 h na 30°C
(Sn T). Alikvoti su zasejani na YEPS medijum koji sadrzi geneticin 100 pg/mL

4.3.2 Ispitivanje sposobnosti ¢elija da koriste biomolekule oslobodene iz umrlih ¢elija
(sposobnosti proliferacije)

Da bismo pokazali da brojnost vijabilnih éelija zaista raste na racun biomolekula oslobodenih iz
umrlih ¢elija, postavili smo dva eksperimenta koja direktno ukazuju na sposobnost Celija da te
biomolekule iskoriste. Prvi eksperiment se zasniva na ideji da, ukoliko c¢elije zaista recikliraju
biomolekule radi obnove populacije, onda bi odstranjivanje iscurelog materijala (periodi¢nim
pranjem c¢elija) trebalo da redukuje umnozavanje ¢elija tokom LH inkubacije. Ovaj eksperiment je
pokazao da je povecanje udela vijabilnih celija znacajno smanjeno, ukoliko su tretirane celije
periodi¢no, tokom prva cCetiri sata od tretmana peroksidom, prane i iznova resuspendovane u
destilovanoj vodi (Slika 6Ba). Drugi, recipro¢an eksperiment je trebao da ispita da li je koli¢ina
oslobodenog celijskog materijala dovoljna da podrzi tako robustan rast kakav vidimo nakon
oporavka populacije u LH uslovima? Da bi se ovo ispitalo, fiksan broj (8x10%/mL) netretiranih
¢elija je zasejan u filtrirane supernatante (SN), dobijene od 4 sata inkubiranih suspenzija
netretiranih 1 ¢elija tretiranih sa 0,4% H20O>. Za kontrolu eksperimenta je isti broj ¢elija zasejan u
destilovanoj vodi. Kao §to se vidi na Slici 6Bb, supernatant dobijen od tretirane éelijske suspenzije
je sadrzavao dovoljnu koli¢inu nutrijenata da podrzi rast netretiranih ¢elija do nivoa koji postizu i
tretirane celije (uporediti Slike 6Bb i 6Ba). U poredenju sa kontrolom, rast u supernatantu
poreklom od netretiranih ¢elija je neznatan. Na osnovu ovih rezultata, zakljucujemo da je tretman
nepohodan kako bi se obezbedili nutrijenti neophodni i dovoljni za rast prezivelih ¢elija. Imajuci u
vidu da je UCM520 auksotrof za metionin, rezultati pokazuju da je lizat tretiranih ¢elija dovoljan
izvor metionina za ovaj soj, a takode su i potvrda da celije U. maydis zaista mogu da koriste
unutarcelijski sadrzaj osloboden iz mrtvih ¢elija kao izvor nutrijenata za ¢elijsku proliferaciju. Kako
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bi se ispitala mogu¢nost da je metionin ograni¢avajuci faktor za postizanje maksimalnog rasta
UCMS520, pod istim uslovima je ispitan i prototrof R521, ali nije uocena razlika u proliferaciji
(rezultati nisu prikazani).

Na osnovu ovih rezultata, zakljucak je da se porast Vvijabilnosti ¢elija koje su, nakon velikih
oste¢enja pretrpljenih u tretmanu, inkubirane u vodi duzi period pre zasejavanja na podlogu,
ostvaruje umnozavanjem prezivelih éelija na racun unutaréelijskih jedinjenja oslobodenih iz umrlih
¢elija. Imajuci u vidu posledice tretmana: curenje unutarcelijskih jedinjenja i njima podrzan rast
populacije, ovaj fenomen bi se mogao nazvati ,,repopulacija u uslovima gladovanja”, $to se odnosi
na specifi¢ne uslove rasta bez spoljasnje suplementacije nutrijentima. Radi jednostavnosti koristic¢e
se akronim ,,RUS” (engl. ,,Repopulation Under Starvation”) i termin ,,recikliranje” koji se ovde
odnosi na sam proces efiksanog iskori§¢avanja nutrijenata iz umrlih éelija.

4.3.3 Ispitivanje efekta supstrata oslobodenog iz éelija tretiranih vodonik-peroksidom na
proliferaciju svezih cCelija

Da bi se ispitao efekat supstrata oslobodenog iz ¢elija tretiranih peroksidom na proliferaciju celija,
pracena je vijabilnost netretiranih, svezih Celija paralelno u tretiranoj celijskoj suspenziji i u
supernatantu poreklom od ¢elija tretiranih rastu¢im dozama (0-1,1% H20.) peroksida (Slika 7A).
Fiksan broj svezih, geneticin-rezistentnih éelija (8x10° /mL) je zasejan u ove supstrate, a potom
inkubiran 24, 48 i 72 sata (opis u 3.4.8.3). Kako bi se nedvosmisleno pratio rast netretiranih ¢elija,
koje su u tretiranoj ¢elisjkoj suspenziji u kompeticiji sa ¢elijama prezivelim tretman, Celije su po
inkubaciji zasejane na YEPS podloge i YEPS podloge koje sadrze geneticin.

Tokom prva 24 sata inkubacije, rast u suspenzijama kao i u supernatantima je proporcionalan sve
do doze peroksida od 0,5%, kada dolazi do naglog (u suspenziji- Slika 7Ab) ili postepenog (u
supernatantu- Slika 7Ac) pada, $to ukazuje na produkciju i oslobadanje jedinjenja koja ometaju
proliferaciju. Ovo smanjenje rasta Celijske kulture Se prevazilazi nakon 72 sata inkubacije u
suspenzijama tretiranim sa 0,6 i 0,7% peroksidom. U suspenzijama tretiranim dozama veéim od
0,7% H20> ne samo da nema umnoZzavanja, nego ¢ak dolazi i do smrti inokuliranih ¢elija.

U supernatantima dobijenim iz tretmana visokim dozama peroksida (vis§im od 0,7%), gustina ¢elija
progresivno raste sa vremenom inkubacije, nakon inicijalnog pada broja svezih celija posle 24 h
(Slika 7A). Stoga bi se manji broj vijabilnih ¢elija u ovim supernatantima inkubiranim 24 sata
mogao pripisati pove¢anom nivou toksi¢nih molekula i neophodnom vremenu da se ova toksi¢nost
nadvlada. Dalje se uofava da je koncentracija geneticin-rezistentnih c¢elija u suspenzijama
tretiranim sa 0,3% i 0,4% H20. primetno manja u poredenju sa njihovom koncentracijom u
odgovaraju¢im supernatantima, §to ukazuje na verovatnu kompeticiju za nutrijente izmedu sveZzih 1
Celija koje su prezivele tretman. Medutim, u suspenzijama tretiranim 0,8%-1,1% nema ove
kompeticije za nutrijente, s obzirom da nema ¢elija koje su prezivele tretman. Ipak, za razliku od
njihove ekspanzije u odgovaraju¢im supernatantima, netretirane Celije ne mogu da proliferiSu u
ovim suspenzijama, $to bi se moglo objasniti oslobadanjem inhibitornog/inhibitornih jedinjenja u
kasnijim fazama dekompozicije umiruc¢ih celija. Da bi se ispitala ova moguénost, UCMS520 je
tretiran 0,7% H20> i suspenzija je inkubirana 24h u LH uslovima, tokom kojih su na svaka 4 sata
uzimani alikvoti za pripremu supernatanta. Ovi supernatanti su inokulisani svezim celijama i
inkubirani 48 sati. Rezultat ovog eksperimenta je prikazan na Slici 7B. Prvi panel prikazuje rast u
supernatantima nakon 24 sata inkubacije, gde se u supernatantu pripremljenom 8 sati nakon
tretmana vidi pad koncentracije ¢elija od 10 puta u poredenju sa onim dobijenim u supernatantu
napravljenom 4 sata posle tretmana. Takode se uocava da je u supernatantima pripremljenim nakon
prolongirane inkubacije (viSe od 8 sati) dalji pad rasta slabije izrazen, tako da je u supernatantu od
24. sata koncentracija ¢elija 50 puta niza nego u supernatantu od 4. sata. Na drugom panelu, se vidi
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da nakon 48 sati inkubacije dolazi do rasta gustine ¢elija u svim supernatantima uzetim posle 8. sata
i njihovog ujednacavanja sa onim pripremljenim nakon 4. sata. Ovo ukazuje da pad nakon 24. sata
inkubacije (prvi panel) nije posledica smanjene dostupnosti nutrijenata, nego efekat akumulacije
inhibitornih molekula oslobodenih tokom progresivne degradacije ¢elijskih komponenti. Bitno je
uociti 1 da toksi¢nost supernatanta iz kasnih sati inkubacije nije postigla tako velik inhibitorni efekat
kao celijska suspezija, $to sugeriSe da su same tretirane cCelije (prisutne samo u suspenzijama)
znacajni nosioci toksi¢nosti ovog medijuma. Priroda ovog procesa, kao i sama priroda inhibitornih
jedinjenja zahtevaju dodatna istrazivanja.

Oporavak netretiranih ¢elija u suspenziji tretiranih ¢elija divljeg soja
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Slika 7 - Uticaj suspenzije i supernatanta tretitanih Celija na rast. (A) Za testiranje efekta suspenzije tretiranih celija,
suspenzija 2 x 107 (a,b) ili 2 x 108 ¢elija divljeg soja/mL (d), tretiranih naznacenim dozama peroksida je inokulisana sa
8 x 10%mL svezih, geneticin-rezistentnih éelija i inkubirana 3 dana u vodi, na 30°C, uz aeraciju, pre zasejavanja
njihovih razblazenja na YEPS podlogu (a) ili YEPS medijum koji sadrzi geneticin (100 pg/mL) (b, d) Prezivljavanje
tretiranih ¢éelija je prikazano na levom panelu. (c) supernatant dobijen od 2 x 10 tretiranih éelija je inokulisan sa 8 x 103
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/mL netretiranih, geneticin-rezistentnih ¢elija, inkubiran kao $to je opisano i zasejan na podlogu. (B) Rast netretiranih
¢elija (8 x 10%/mL) u supernatantu ¢éelija divljeg soja tretiranih 0,7% H,O.. Alikvoti supernatanta su uzimani u
intervalima od 4 h, tokom 24 h inkubacije u vodi.

4.3.4 Ispitivanje uticaja odnosa tretiranih i netretiranih celija na efikasnost celijske
reprodukcije

Kako je uoceno da u suspenziji tretiranoj ve¢im dozama od 0,7% H20> dolazi do smrti netretiranih
¢elija i da toksi¢nost ovog medijuma u zna¢ajnoj meri potice od samih Celija iz tretirane suspenzije,
postavljen je eksperiment koji je imao za cilj da se ispita kako promena odnosa tretiranih i
netretiranih ¢elija uti¢e na efikasnost reprodukcije. Na Slici 7Ad se vidi da ukoliko se tretirana
suspenzija ¢elija 10 puta razblazi, negativan efekat suspenzije na rast se delimi¢no nadvladava posle
72 sata inkubacije. Ovaj rezultat ukazuje da je za efikasnu celijsku reprodukciju u odredenoj
suspenziji tretiranih ¢elija vazan odnos tretiranih i netretiranih ¢elija.

Sumirano, ovi eksperimenti pokazuju da unutarcelijska jedinjenja oslobodena usled tretmana
peroksidom predstavljaju suspstrate sa razli¢itim, ¢ak i suprotnim bioloskim efektom. Visa doza
peroksida, kao i duze vreme inkubacije tretiranih suspenzija, povecavaju toksicnost medijuma. Sa
druge strane, toksi¢nost oslobodenih materija moze da se prevazide povecanjem odnosa netretiranih
i tretiranih ¢elija ili produzavanjem vremena inkubacije. Degradacija ¢elijskih komponenti
indukovana tretmanom predstavlja novu temu za istrazivanja, ali u ovom radu interesovanje je
usmereno na pitanje kako U. maydis reciklira oslobodene biomolekule tokom repopulacije u LH
uslovima. Tako bi primarni interes u nastavku rada bio da se istrazi koji su to celijski faktori
ukljuéeni u ovaj proces. Medutim, eksperimenti ¢iji opis neposredno sledi govore najpre o
fenomenu koji je relativno povezan s procesima ¢iji su bitni aspekti do sada izlozeni. Naime,
istrazivanja koja su izvedena u cilju utvrdivanja uticaja razli¢itih faktora (koncentracije neorganskih
soli, pufera, gustine suspenzija celija) na efikasnost repopulacije ukazala su na potencijalnu
povezanost izmedu gustine ¢elijske suspenzije i gubitka vijabilnosti tokom LH-inkubacije.

4.4  Gubitak vijabilnosti u populaciji éelija U. maydis zavisan od gustine

Tokom rada na U. maydis, brojna pracenja rasta u bogatom medijumu su pokazala da kultura ¢elija
ove bazidiomicete dostize gustinu od priblizno 4x108/mL nakon prekonoéne inkubacije i ispoljava
neznatan pad vijabilnosti posle nekoliko dana inkubacije na 4°C. Prilikom pripreme celija za
testiranje RUS-a ili za tretman genotoksi¢nim agensima, sveze prekono¢ne kulture se rutinski peru
u vodi i resuspenduju tako da koncentracija ¢elija bude oko 2-4x107/ mL. Ono §to je primeceno je
da gotovo nema pada vijabilnosti, ukoliko se 1 mL ovakve suspenzije inkubira u tubama od 1,5 mL
na 30°C tokom 4 dana. Stoga je bilo iznenadujuce kada je uoceno da, kada se oprane cCelije
resuspenduju tako da gustina bude kao u originalnoj prekono¢noj kulturi (tj. ~ 4 x108/mL) i
inkubiraju u istim uslovima (vodi), one podlezu masovnoj smrti u toku jednog dana, nakon Cega
sledi oporavak populacije (Slika 8A). Sasvim suprotno, S. cerevisiae nije pokazao pad vijabilnosti
pod istim uslovima ni posle 4 dana (Slika 8A). Zapravo, kod S. cerevisiae nisu uoéeni znaci
umiranja ¢elija ¢ak ni kada su ¢elije inkubirane pri gustini od 4 x 10%/mL (rezultati nisu prikazani).

Imajuéi u vidu da su prethodni rezultati zasnovani na proceni vijabilnosti/prezivljavanja ¢elija preko
CFU (engl. ,,Colony Forming Units”), odnosno, preko njihove sposobnosti reprodukcije, postojala
je mogucénost da su celije nakon inkubacije od 24 sata u velikoj gustini ipak vijabilne. U tom
slucaju, njihova sposobnost da formiraju kolonije bi mogla biti inhibirana rapidnim ulaskom u neku
vrstu dormancije, stanja zasutavljanog rasta. Kako bi se proverila ova mogucnost, ispitana je
vijabilnost ¢elija u vodi pre i nakon 24 sata inkubacije, pomocu bojenja propidijum jodidom (PI),
koji ulazi u ¢elije sa narusenim integritetom celijske membrane, tj. boji mrtve ¢éelije (Slika 8B).
Dakle, za razliku od kontrolnih uzoraka, u suspenzijama koje su inkubirane 24 sata, gotovo su sve
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¢elije bile pozitivne na bojenje Pl-om, $to potvrduje da su ove ¢elije zaista lizirane. Stoga se moze
zakljuciti da, za razliku od S. cerevisiae, U. maydis pokazuje neku vrstu ,,efekta gustine”, koji za
posledicu ima pad vijabilnosti za 5 redova veli¢ine. Postavlja se pitanje da li U. maydis pri velikoj
gustini produkuje i S$alje suicidalni signal koji posreduje katastrofalnom padu vijabilnosti
populacije?

A

4x10"/mL Kontrola

S. cerevisiae\[]‘nmn.
U. maydis L:]G-

4x10°/mL

S.cerevisiael Il IDDU .’
RGO & x5 -

U. maydis

COE

| =

Kontrola 24h

Slika 8 - Vijabilnost ¢elija S. cerevisiae i U.maydis nakon inkubacije u vodi. (A) 1 mL suspenzije ¢elija u vodi, gustine
od 4x107 /mL (gornji panel) i 4x108 /mL (donji panel) su inkubirane u 1,5 mL tubama 4 dana. Na svaka 24 h su uzimani
alikvoti za pripremu 10 x serijskih razblazenja, i zasejani na hranljivu podlogu. (B) Mikrografije bojenja propidijum
jodidom (PI) slikane svetlosnim i fluorescentnim mikroskopom. Rana stacionarna faza ¢elija inkubiranih u vodi
(4x108/mL) obojena PI pre (Kontrola, leva mikrografija) i posle 24 h inkubacije (desna mikrografija) u cilju detekcije
oSte¢enih/mrtvih Celija.

U nastavku istraZivanja je planirano da se testira ova moguénost. Medutim, pre nego Sto se krenulo
u tom smeru, uoceno je da je za uspostavljanje odgovarajue metodoloSke strategije, najpre
potrebno precizno ustanoviti kinetiku umiranja ¢elija U. maydis tokom inkubacije u vodi. U tu
svrhu, inkubirana je suspenzija U. maydis ¢elija (4x108/mL) pod istim, gore opisanim, uslovima i
testirana je vijabilnost uzimanjem alikvota na svaka 4 sata tokom 24 sata inkubacije. Zanimljivo,
gubitak vijabilnosti nije uocen ni u jednoj vremenskoj tacki tokom trajanja eksperimenta (rezultati
nisu prikazani). Jasno je bilo da je kratak period izlaganja atmosferskom vazduhu, u vremenskim
taCkama uzimanja alikvota, bio dovoljan da se potpuno spreci indukcija mortaliteta. Sa ovim
zapazanjem je odbacena mogucnost da je drastiCni gubitak vijabilnosti, posle inkubacije od 24 sata,
na neki naéin indukovan visokom gustinom ¢elija u suspenziji. Drugim recima, izlaganje
atmosferskom kiseoniku (na svaka 4 sata) je bilo dovoljno da se odrzi vijabilnost u suspenziji
visoke gustine. Stoga je izveden zakljucak da je kljuéni faktor u odrzavanju vijabilnosti dostupnost
dovoljne koli¢ine kiseonika, odnosno, adekvatan odnos broja celija u suspenziji i kolicine
dostupnog kiseonika. Dobijeno je jo§ nekoliko eksperimentalnih rezultata koji idu u prilog ovoj
tezi. Prvo, pad vijabilnost nije uo¢en kada je 1 mL suspenzije visoke gustine (4x108/mL) inkubiran
u tubi od 50 mL (Slika 9A). U recipro¢nom eksperimentu, 1,5 mL suspenzije manje gustine
(4x107/mL) inkubiran je u tubi od 1,5 mL §to je dovelo do drasti¢nog pada vijabilnosti (Slika 9B).
Konacni dokaz je dobijen kada je atmosferski kiseonik u tubi od 50 mL, u kojoj je inkubiran 1 mL
suspenzije visoke gustine (4 x108/mL), zamenjen sa N2, §to je za posledicu imalo pad vijabilnosti
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nakon jednog dana inkubacije (Slika 9C). Ovaj eksperiment je potvrda da je Kiseonik limitirajuci
element iz vazduha, odgovoran za odrzavanje/pad vijabilnosti tokom inkubacije populacije U.
maydis u vodi. Dakle, sama gustina ¢elija ne moze da se dovede u direktnu vezu sa indukovanjem
mortaliteta, ve¢ je nedostatak kiseonika uzrok masovnog umiranja.

A Kontrola i 5mLtube 50mL tube

4x10°/mL ']Dn. dDD

4x10 /m D0 ® |

o o0 B 138
B 24h

7 Kontrola -.- 1.5mL u 1.5mL tubama

axt0'imL. D[m 8 1.5mL u 50mL tubama

C

24h atmosferskl

TP Kontrola []
A 2

Slika 9 - Uticaj gustine ¢elija i dostupnog kiseonika na vijabilnost ¢elija U. maydis (A) po 1 mL ¢elijske suspenzije U.
maydis (4 x 108/mL, 4 x 107/mL i 4 x 108/mL) je inkubiran u vodi u tubama od 1,5 mL i 50 mL tokom 24 h. 10 x
serijska razblazenja su zasejana na ¢vrst hranljivi medijum. (B) po 1,5 mL ¢elijske suspenzije U. maydis (4 x 107/mL) je
inkubiran u vodi u tubama od 1,5 mL i 50 mL tokom 24 h (C) po 1 mL ¢elijske suspenzije U. maydis gustine 4 x 108
/mL je inkubiran u vodi u tubama od 50 mL tokom 24 h, pod atmosferskom aeracijom (O>) ili pod N2. 10 x serijska
razblazenja su zasejana na ¢vrst hranljivi medijum. Paneli sa leve strane prikazuju pocetni broj celija u suspenziji
(Kontrole).

4.5 Metabolic¢ka aktivnost éelija U. maydis tokom inkubacije u vodi

Svi eksperimenti opisani u prethodnom poglavlju podrzavaju hipotezu da je osnovni uslov za
efikasno prezivljavanje tokom inkubacije U. maydis celija u vodi dostupnost dovoljne koli¢ine
kiseonika. Takode, uocCeno je da je periodi¢na aeracija Celijske suspenzije visoke gustine dovoljna
da sprec¢i pad vijabilnosti, $to bi se moglo uzeti kao snazna indikacija da su celije metabolicki
aktivne u vodi i da respiracijom smanjuju pocetnu koli¢inu kiseonika, $to dovodi do ¢elijske smrti.
Za testiranje ove hipoteze, postavljena su dva eksperimenta sa ciljem da se ispita da li usporavanje
¢elijskog metabolizma moze da odlozi pad vijabilnosti. U prvom eksperimentu, usporavanje
¢elijskog metabolizma je postignuto inkubacijom ¢elija na niskoj temperaturi (Slika 10A). Zaista,
smanjenje Celijskog metabolizma inkubacijom Celijske suspenzije visoke gustine na 6°C nije dovelo
do pada vijabilnosti, uprkos ograni¢enoj koli¢ini dostupnog kiseonika. Dalje, jedini izvor
nutrijenata za ¢elije koje se inkubiraju u ¢istoj vodi mogu biti samo sopstevene organske rezerve.
Stoga je ideja sledeCeg eksperimenta bila da se celije najpre nutritivno iscrpe kroz obavljanje
metabolic¢kih aktivnosti (inkubiranjem u vodi uz aeraciju), a potom tako osiromasSene inkubiraju u
uslovima ogranicenog kiseonika. Pretpostavka je bila, da prethodno inkubirane ¢elije imaju, usled
iscrpljenih rezervi, smanjenu metabolicku aktivnost, te bi njihovo prezivljavanje u uslovima bez
kiseonika bilo produzeno, za razliku od situacije kada su celije direktno iz stacionarne faze
prebacene u vodu i uslove limitiranog kiseonika. Rezultati ovog eksperimenta prikazani su na Slici
10B. Kao $to je ocekivano, kada su ¢elije inkubirane u vodi (4x107/mL) 24 sata uz intenzivnu
aeraciju, a potom ukoncentrisane do gustine od 4x10%/mL i naknadno inkubirane pod uslovima
limitiranog kiseonika, doslo je do povecanog prezivljavanja. Medutim, u naredna 24 sata (hipoksija
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48 h) doslo je ipak do pada vijabilnosti, $to ukazuje da iscrpljivanje rezervi nutrijenata moze samo
kratkotrajno da odlozi ¢elijsku smrt, ali ne 1 da je potpuno spreci.

Sveukupno, rezultati pokazuju da je tokom inkubacije u vodi, ¢elijama U. maydis kiseonik
neophodan za efikasno odrzavanje vijabilnosti. U uslovima limitiranog kiseonika, uoc¢eni pad
populacije nastaje kao posledica autogeneriSuce hipoksije (engl. ,,Self-generated Hipoxy”, SH)
izazvane ¢elijskim metabolizmom.

A hipoksija 24h
’ Kontrola ﬂ.... 30°C
\ - E=
et LR ™ P o
B

hipoksija 24h hipoksija 48h hipoksija 72h
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Slika 10 - Metabolicka aktivnost uti¢e na prezivljavanje ¢elija u uslovima limitiranog kiseonika. (A) 1 mL celijske
suspenzije gustine 4x108/mL je inkubiran u vodi u tubama od 1,5 mL na 6°C i 30°C tokom 24 h. 10 x serijska
razblaZenja su zasejana na ¢vrstu podlogu. (B) Stacionarna ¢elijska kultura oprana i podeSena na gustinu od 4x107/mL
je inkubirana 24 h, a potom ukoncentrisana na gustinu 4x108/mL. Po 1 mL ove suspenzije je alikvotiran u tri tube od 1,5
mL i dalje je inkubiran u uslovima ograni¢ene aeracije 24, 48 i 72 h. U ovim vremenskim ta¢kama su iz pojedina¢nih
tuba pripremana razblazenja i zasejana na ¢vrstu podlogu.

4.6 Vremenska kinetika prezivljavanja celija U. maydis inkubiranih u vodi u
uslovima ogranicene koli¢ine kiseonika

Imajuéi u vidu rezultate koji pokazuju da je smanjenje vijabilnosti kod ¢elija U. maydis inkubiranih
u vodi uzrokovano autogenerisanom hipoksijom, ukazala se potreba za detaljnijim ispitivanjem
kinetike preZivljavanja. Medutim, kako se autogenerisana hipoksija razvija postepeno tokom
inkubacije 1 uspostavlja samo ukoliko je kiseonik pocetno ogranien, javio se problem
eksperimentalnog dizajna koji bi omoguc¢io efikasno merenje prezivljavanja, bez rizika od
reaeracije uzoraka. Dakle, adekvatan eksperiment je zahtevao pojedina¢ne alikvote za svaku
vremensku tacku za uzorkovanje celijske suspenzije u kojoj se meri prezivljavanje. Prekonoéna
kultura je oprana i podesena na gustinu od 4x108/mL. Po 1 mL ove suspenzije je alikvotiran u tube
od 1,5 mL. Kako bi se dodatno spreéila aeracija, zatvorene tube su umotane parafilmom i gajene uz
aeraciju na 30°C. Tokom 6 dana u razliitim vremenskim tackama, odredivana je celijska
vijabilnost iz pojedina¢nih tuba. Znacajno je ista¢i da je kinetika prezivljavanja dobijena ovom
procedurom, bila visoko reproducibilna u ponovljenim eksperimentima. Reprezentativni rezultati su
prikazani na Slici 11A.
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Slika 11 - Kinetika prezivljavanja U. maydis u ¢elijskoj suspenziji visoke gustine tokom inkubacije u vodi u uslovima
hipoksije i normoksije. (A) 4 x 108 / mL ¢elija je inkubirano u vodi u tubi od 1,5 mL za indukovanje hipoksije. U
nazna¢enim vremenskim tackama, pojedinac¢ne tube su uzorkovane za pripremu 10 X serijskih razblazenja i zasejavane
na &vrstu podlogu. (B) Celijske suspenzije koje su inkubirane u tubama od 1,5 mL 24 h su dalje inkubirane u tubama od
50 mL (normoksija) i razblaZenja su zasejana u oznacenim vremenskim tackama za pracenje oporavka. (C) Obnavljanje
vijabilnosti ¢elija umrlih tokom inkubacije u vodi u tubama od 1,5 mL (24 h hipoksije). Inicijalna suspenzija divljeg
soja (umrla posle 24 h inkubacije u uslovima limitiranog Kiseonika) i njena serijska razblazenja (pripremljena odmah po
tretmanu) su inkubirane u tubama od 50 mL pod aeracijom na 30°C, 3 dana i zasejane su na ¢vrstu podlogu intervalima
od jednog dana. (D) Elektroforeza na agaroznom gelu. Genomska DNK izolovana u naznaenim vremenskim tackama
iz ¢elijskih suspenzija koje su inkubirane u vodi u uslovima hipoksije (levo) i normoksije (desno). M - DNK lestvica
(DNA ladder Mix, Thermo Scientific).

Kao $to se vidi sa slike, tokom prvih 14 sati inkubacije, vijabilnost ¢elija je ostala nepromenjena.
Nakon toga, Celije postepeno gube vijabilnost i u narednih 10 sati broj vijabilnih ¢éelija pada za
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skoro 5 redova veli¢ine (~100000 puta). Ovaj pad vijabilnosti, iako dramatic¢an, nije doveo do
potpunog potiranja populacije. Mali broj ¢elija ipak prezivljava i nakon 48 sati inkubacije.

Nakon 24 sata inkubacije, jedan alikvot je prebacen u tubu od 50 mL, tako da je dalja sudbina
populacije prac¢ena paralelno u hipoksi¢nim (Slika 11A, levi panel) i normoksi¢nim uslovima
(Slika 11B). Prvo sto je uoceno je da, nakon uspostavljanja aeracije, broj vijabilnih celija
eksponencijalno raste, bez naglasene lag faze, dostiZzu¢i nivo brojnosti pocetne suspenzije kroz 32
sata. Sa druge strane, mali broj prezivelih vijabilnih celija ima kapacitet da nakon 24 sata
adaptacije, obnovi populaciju u gotovo istim uslovima (hipoksije) koji su prethodno doveli do
katastrofalnog pada vijabilnosti, iako se postize manja gustina nego u uslovima reaeracije
(normoksije). Ovaj rast vijabilnosti se uocava i na Slikama 8a i 10b. Dakle, ova malobrojna
prezivela subpopulacija predstavlja ostatak populacije koji je sposoban da se prebaci na
fermentacijski nacin rasta. Ono $to se jo$ ne zna je tacan razlog zasto se u uslovima hipoksije ne
dostize puna brojnost kao u uslovima normoksije.

Oporavak populacije nakon umiranja usled generisanja hipoksi¢nih uslova podse¢a na oporavak
nakon delovanja peroksida. Medutim, sam na¢in umiranja ¢elija ne mora biti isti nakon delovanja
ova dva stresogena faktora, a samim tim ni oporavak populacije. Da bi se utvrdilo da li je, nakon
faze smrti, porast vijabilnosti posledica umnozavanja prezivelih ¢elija, éelije (4x10%/ mL) su
inkubirane u vodi 24 sata kako bi se generisali hipoksi¢ni uslovi koji dovode do smrti ¢elija, a
potom su napravljena serijska razblazenja i u naredna tri dana inkubacije paralelno je praéena
vijabilnost u originalnoj suspenziji i u setu inkubiranih razblazenja. Eksperimentalni dizajn je
Sematski prikazan na Slici 5A. Na Slici 11C se vidi da je rast prisutan samo u tubama za koje se
procenjuje da su u trenutku distribucije sadrzale prezivele Celije, Sto jasno ukazuje da je i pri ovim
uslovima, rast broja vijabilnih ¢éelija rezultat reprodukcije prezivelih ¢elija.

Drugi zanimljiv aspekt ove analize je kinetika i patern degradacije DNK u hipoksiji. Tokom ovakve
inkubacije uo¢avamo uniformne i jasno fragmentisane DNK produkte (Slika 11D). Ovaj patern
fragmentacije DNK podseca na “lestvi¢astu” fragmentaciju (engl. ,,DNA laddering”) koja se srece
kod programirane c¢elijske smrti (PCD), kao rezultat seCenja DNK izmedu nukleozoma. Ovi
rezultati su znacajno drugaciji nego posle tretmana peroksidom, gde se ve¢ u prvih 12 sati
inkubacije DNK naglo i brzo degraduje. [78] Medutim, na Slici 11D se vidi da, u slu¢aju inkubacije
u hipoksi¢nim uslovima gotovo da nema degradacije DNK u prva 24 sata, da bi u naredna 24 sata
doslo do znacajne fragmentacije. Sveukupno, ovi rezultati ukazuju da populacija U. maydis podleze
razli¢itim formama smrti u odgovoru na razliite tipove i intenzitet stresogenih faktora. Svakako,
znacajno bi bilo sprovesti jedno detaljno istrazivanje o nacinu umiranja usled autogenerisane
hipoksije.

4.7 Produkcija ROS-ova autogenerisanom hipoksijom

Postavilo se pitanje kako autogenerisana hipoksija dovodi do C¢elijske smrti. U mnogim
produkciju ROS-ova. [79, 80] S obzirom da se smatra da akumulacija ROS-ova uzrokuje ¢elijsku
smrt, [81-84] sledeci cilj je bio da se takva mogucénost ispita i kod autogenerisane hipoksije. Za ovaj
eksperiment su, za nekoliko razli¢itih vremenskih tacaka, pripremljene pojedinacne celijske
suspenzije visoke gustine i inkubirane na 30°C do trenutka kada su uzorkovani za merenje
produkcije ROS-ova. Tacke merenja produkcije ROS-ova su izabrane tako da pruze uvid u
produkciju i akumulaciju ROS-ova pre i nakon §to dode do pada vijabilnosti. Za merenje produkcije
ROS-ova koris¢en je DCF-DA (engl. ,,2',7'- dichlorofluorescin diacetate) fluorescentni reporter,
koji se prevodi u fluorescentnu formu nakon oksidacije putem vodonik-peroksida ili hidroksilnih
radikala. Merenja su pokazala da celije U. maydis zaista podlezu oksidativnom stresu u opisanim
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eksperimentalnim uslovima. Naime, detektovan je znacajan rast nivoa ROS-ova pre nego $to je
nastupila faza smrti i tokom njenog trajanja (Slika 12A).

. d
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Slika 12 - Produkcija ROS-ova indukuje ¢elijsku smrt u uslovima limitirane aeracije. (A) Proizvodnja ROS-ova
odredena merenjem DCF fluorescencije. Celijska suspenzija (4 x 108/mL) U. maydis je inkubirana u vodi, u &vrsto
zatvorenim tubama od 1,5 mL tokm 12 h, 16 h, 18 h i 24 h. Za svaku vremensku tac¢ku su koris¢ene pojedinaéne tube, u
cetvoroplikatu. Prikazane su standardne devijacije za Cetiri nezavisna merenja. Statisticki znacajna razlika (p<0,05)
izmedu kontrolnih ¢éelija i ¢elija u hipoksiji je prikazana razli¢itim slovima. (B) Prezivljavanje U. maydis u suspenziji
visoke gustine (4x108/mL) inkubiranoj 24 h u vodi i u prisustvu 1 mM tiouree. Inkubacija u tubama od 50 mL je
oznacena kao normoksija, a hipoksija u tubama od 1,5 mL. 10 x Serijska razblazenja su zasejana na ¢vrst medijum.

Iako je povisena produkcija ROS-ova izmerena i pre nego $to je uoéena celijska smrt, moglo bi se
uzeti da ovi rezulatati pokazuju samo pozitivnu korelaciju, a ne i uzro¢no-posledi¢nu vezu. Da bi se
dokazalo da je povecana produkcija ROS-ova uzrokovala SH-indukovanu ¢elijsku smrt, celije su
tretirane tioureom koja je efikasna u vezivanju hidroksilnih radikala. I zaista, uoceno je da izlaganje
U. maydis 1 mM tiourei znacajno povecava (vise od 100 puta) prezivljavanje u datim
eksperimentalnim uslovima (Slika 12B). Kako bi se isklju¢ila mogucnost toksi¢nog efekta tiouree,
kao kontrola je paralelno postavljena celijska suspenzija tretirana sa 1 mM tioureom, ali je
inkubirana u aerobnim uslovima. Na Slici 12B (gornji panel) se vidi da nije doslo do pada
vijabilnosti u kontroli. Rezultati ovog eksperimenta, potvrduju da produkcija ROS-ova igra klju¢nu
ulogu u indukovanju ¢elijske smrti. Stoga, zaklucak bi bio da SH dovodi do oksidativnog stresa i
akumulacije ROS-ova do odredenog nivoa, Sto dovodi do celijske smrti i ogromnog pada
vijabilnosti populacije U. maydis.

4.8 lzolovanje RUS mutanata

Na osnovu rezultata opisanih u poglavljima 4.1-4.3, koji su jasno pokazali da su oslobodena
jedinjenja iz umrlih ¢elija “ambivalentni” izvor nutrijenata koje U. maydis moze ipak efikasno da
koristi, postulirane su 3 teze koje su usmerile dalja istrazivanja: (1) U. maydis bi morao da poseduje
i koristi ¢elijske mehanizme za reapsorpciju, obradu i ponovnu upotrebu oslobodenih jedinjenja
kako bi celije naprosto mogle da rastu i umnozavaju se u uslovima LH, (2) za recikliranje
oslobodenog supstrata su zaduzeni isti ¢elijski faktori 1 procesi koji su ukljuceni u regularni rast u
bogatom medijumu, (3) U. maydis bi mogao da koristi specificne celijske faktore zaduzene
iskljucivo za preradivanje/obradu toksi¢nih derivata oslobodenih iz umirucih ¢elija. Naime, moguce
je zamisliti da su Celijski faktori ukljueni u regularni rast sasvim dovoljni za procesovanje
toksicnih derivata, tj. celijski procesi i faktori koji odrzavaju “regularan” rast Konstituisu sav
kapacitet neophodan da se adekvatno odgovori i na zahteve povecane toksi¢nosti biomolekula
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tokom recikliranja devastirane populacije. Sa druge strane, ne bi bilo iznenadujuée da za efikasnu
operativnost ovog procesa ¢elije U. maydis poseduju dodatne faktore koji su nuzni iskljucivo za
detoksikaciju oslobodenog ¢elijskog sadrzaja. Ono $to ovu hipotezu ¢ini dodatno zanimljivom je
¢injenica da je tre¢ina identifikovanih gena U. maydis hipoteti¢ne ili nepoznate funkcije [72], tako
da bi RUS mogao biti baziran na posebnom pod-setu faktora, koji do sada nisu opisani upravo zbog
usmerenosti istrazivanja primarno na razumevanje fiziologije i dinamike ¢elija tokom intenzivnog
rasta u bogatom hranljivom medijumu.

Da bi se identifikovali geni koji leze u osnovi masinerije za reapsorpciju i obradu oslobodenog
¢elijskog sadrzaja, pristupilo se izolovanju mutanata koji su defektni u ovim procesima (0znacéeni
kao mir mutanti od engl. ,,Mutants In RUS”). Mutanti su izolovani na dva nacina: 1. kroz testiranje
gubitka sposobnosti rasta u suspenziji Celija tretiranoj peroksidom i 2. putem testiranja gubitka
sposobnosti rasta u supernatantu tretiranih ¢elija. Na prvi nacin je, od 1200 analiziranih kandidata,
izolovano Cetiri mutanta koji su pokazali fenotip od interesa te su stoga odabrani za dalju analizu
(mirl07, mir237, mir354, mir754). Kroz drugi pristup, od 3500 testiranih kandidata, 33 mutanta je
posedovalo fenotip od interesa, a 6 je odabrano za dalju analizu (mir2, mir3, mir7, mir20, mir27 i
mir29).

4.9 Karakterizacija mutanata

Prva grupa mutanata je izolovana tako $to su nakon UV mutageneze, pojedina¢ne kolonije mutanata
gajene preko noéi, a zatim su kroz tretman sa 0,4% H20O», testirane na sposobnost da rekonstituisu
vijabilnost inkubacijom u vodi tokom 24 h. Nakon pretrage mutanata i odabira onih sa
najizrazenijim RUS fenotipom, sledila je detaljna analiza njihove sposobnosti da se oporave u
uslovima gladovanja. Na Slici 13A se uocava da u odnosu na divlji soj (engl. ,,wild-type”, wt), sva
Cetiri mir mutanta pokazuju znacajno zaostajanje u rastu kada su Celije tretirane peroksidom
inkubirane 24 sata u vodi pre samog zasejavanja na podlogu. U slu¢aju mutanata mirl07 i mir354
prisutan je samo neznatan porast broja vijabilnih Celija ¢ak i nakon 72 sata inkubacije. Kod
mutanata mir237 1 mir754 se uocava poboljSanje u rastu sa produzavanjem inkubacije, ali mir754
ipak zaostaje za divljim sojem i nakon 72 sata inkubacije. mir237 ima drugaciji odgovor na uslove
gladovanja. Naime, netretirane ¢elije sva Cetri mutanta efikasno odrzavaju vijabilnost tokom 24 sata
gladovanja. Medutim, vijabilnost netretiranih ¢elija mir237 opada sa produZavanjem vremena
inkubacije u vodi (oko 3 loga (1000 puta) nakon 72 h). Ono §to je joS vise iznenadujuce je da celije
mir237 koje su pretrpele veca oStecenja u tretmanu peroksidom pokazuju (srazmerno koli¢ini
oSteCenja) bolju proliferaciju sa produZzenjem perioda inkubacije. Ovaj fenomen je nazvan
“invertovani fenotip”, s obzirom da izgleda kao slika u ogledalu prezivljavanja zasejanog odmah po
tretmanu peroksidom (Slika 13, poredenje panela prezivljavanja mir237 i panela 72 sata
inkubacije). Sumirano, ova Cetri mutanta imaju smanjenu sposobnost za RUS, ali se medusobno
razlikuju u paternu odgovora na tretman.

Nakon ove pocetne karakterizacije mutanata, nametnulo se pitanje da li je smanjena sposobnost
rekonstitucije populacije mutanata samo odraz njihove redukovane stope rasta ili oni uz to imaju i
smanjenu sposobnost savladavanja toksi¢nosti izazvane tretmanom? Da bi se dobio odgovor na ovo
pitanje, prvo je procenjena stopa rasta za divlji soj i za svakog mutanta gajenjem u YEPS-u. Kao §to
se vidi na Slici 13B, mutanti mir237, mir354 i mir754 rastu sporije od divljeg soja. Medutim, ne bi
se mogla uspostaviti jasna korelacija izmedu stope rasta mutanata i njihovog kapaciteta za RUS. Na
primer, mirl07, koji ni nakon 72 sata inkubacije ne moze da rekonstituiSe vijabilnost i formira
najsitnije kolonije od svih mutanata (nakon inkubacije u YEPS medijumu), bio je najblizi divljem
SOju po stopi rasta u te¢noj kulturi. Posledi¢no, dalja istrazivanja su bila usmerena na detaljniju
karakterizaciju LH odgovora mir mutanata i praéenje njihovog ponasanja u Sirem spektru tretmana.
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Najpre je testirana sposobnost mutanata da rastu u supernatantima dobijenim iz ¢elijskih suspenzija
(gustina 2x10/ mL) UCM520 tretiranih rastu¢im dozama vodonik-peroksida (0-1,1%). Tako je
8x10° netretiranih éelija divljeg soja ili ¢elija mutanata zasejano u svaki alikvot i pracen je rast
tokom 24, 48 i 72 sata inkubacije. Rezultati rasta u supernatantima su prikazani na Slici 13C. lako
je svaki od mutanata pokazao drugaciji obrazac rasta, generalni zakljucak je da sva Cetiri mutanta
imaju narusenu sposobnost rasta u ovim uslovima.

Mutant mirl07 ima najizrazeniji gubitak sposobnosti rasta u supernatantima od svih mutanata i
daleko zaostaje za divljim sojem kroz Citav spektar supernatanta. Sa produzavanjem vremena
inkubacije, ne dolazi do znacajnijeg porasta vijabilnosti.

Mutant mir237 pokazuje blago usporen rast nakon 24 sata inkubacije u supernatantima poreklom od
tretmana sa nizim dozama peroksida (0,1%-0,5%). U 0,6%-supernatantu, rast se znatno usporava u
odnosu na wt, dok pri visim dozama dolazi do pada vijabilnosti i odsustva rasta nakon 24 h
inkubacije. Ovaj mutant moze da reciklira biomolekule iz tretmana sa 0,7% i 0,8% peroksidom, ali
mu je za to potrebno viSe vremena (oporavak je vidljiv posle 48 h i posle 72 h, redom). Kao $to je
ve¢ uoceno, mir237 ima problem da odrzi vijabilnost ako se duze vremena inkubira u vodi, §to se
takode deSava 1 u onim supernatantima u kojima je ovaj mutant ve¢ mogao da proliferiSe (nakon
rasta tokom 48 h u supernatantima 0,3%, 0,4% i 0,5% , dolazi do pada vijabilnosti nakon 72 h
inkubacije). Ovakav patern rasta mir237 je vrlo interesantan i zahteva dalje studije kako bi se
utvrdio razlog ovakvog ponasanja.

Mutanti mir 354 i mir754 pokazuju donekle slican obrazac rasta u supernatantima. Mutant mir354
ima usporen rast u supernatantima poreklom od tretmana sa 0,1-0,7% peroksidom i pad oporavka
koji je jo$ izrazeniji pri vi§im dozama. Mutant mir754 pokazuje usporen rast populacije u
supernatantima do 0,8%, dok pri viSim dozama rast izostaje i nakon 72 h.

Iz ovih rezultata mogu se izvesti dva zakljucka. Prvi je da dinamika rasta svakog mutanta ima
sopstveni (specificni) patern. Drugo, kako svaki od ovih mutanata pokazuje dramati¢nu inhibiciju
rasta u visokodoznim supernatantima u kojima divlji soj i dalje proliferise, moze se zakljuciti da su
¢elijski faktori naruseni kod ovih mutanata odgovorni i za prevazilazenje toksi¢nosti indukovane
tretmanom.
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Slika 13 - Mutanti defektni u RUS-u. (A) Celije (2x107/mL) iz ozna&enih sojeva su tretirane sa H,O,+Fe®*-Na EDTA i
inkubirane 72 h u vodi. Uzorci (10 pL) su odmah zasejani na YEPS podlogu za merenje prezivljavanja ili su inkubirani
u vodi 24 h, 48 h i 72 h pre zasejavanja na YEPS. (B) Stopa rasta divljeg soja i mir mutanata u bogatom hranljivom
medijumu (YEPS). Prikazane su standardne devijacije 3 eksperimenta. Zvezdice oznacavaju statisticki zna¢ajnu razliku
(p < 0,05) izmedu stope rasta svakog od mutanata i divljeg soja. (C) Supernatanti (2x107/mL) ¢elija divljeg soja
tretirani oznacenim dozama peroksida su inokulisani sa 8 x 103/mL ¢elija (divlji soj i &etiri mutanta) i inkubirani u vodi
na 30°C, uz kontinuiranu aeraciju, tokom 3 dana, kada su pravljena njihova serijska razblaZenja i zasejana na hranljivu
podlogu. Prezivljavanje tretiranih ¢elija je prikazano na levom gornjem panelu.

Drugi nacin za identifikovanje celijskih faktora ukljucenih u recikliranje oStec¢enih molekula bio je
putem izolovanja mutanata koji gube vijabilnost u toksicnom supernatantu H,O»-tretiranih ¢elija.
Mutanti su izolovani tako $to su ¢elije divljeg soja UIMG10 izlozene UV-mutagenezi, a potom su
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pojedina¢ne kolonije testitrane na gubitak Sposobnosti rasta u supernatantu dobijenom od c¢elijske
suspenzije tretirane sa 1% H20,. Od 3500 testiranih kandidata, 33 mutanta su pokazala fenotip od
interesa, od kojih je 6 odabrano za dalju analizu (mir2, mir3, mir7, mir20, mir27 i mir29). U odnosu
na divlji soj, svih 6 mutanata su pokazali manje ili vece zaostajanje u rastu kada su inkubirani 48
sati u supernatantima celija tretiranih 0,6% peroksidom. U supernatantu ¢elija tretiranih 0,8% i 1%
peroksidom, svi mutanti su pokazali potpuni gubitak vijabilnosti (Slika 14A).

Mutanti su detaljnije okarakterisani na isti nacin opisan za prvu grupu mutanata. Stopa rasta
mutanata i divljeg soja UIMG10 u hranljivom YEPS medijumu je prikazana na Slici 14B. Kao §to
se vidi na slici, statisticki znac¢ajnu nizu stopu rasta pokazuje samo mutant mir2.

Detaljnija slika efikasnosti selektovanih mutanata u recikliranju oksidativno-oste¢enih biomolekula
je dobijena ispitivanjem rasta mutanata u supernatantu dobijenom iz celijskih suspenzija (gustine
2x107/mL) UIMG10 tretiranih rastuéim dozama H»02 (0,1-1,1%). Po 8x10° netretiranih ¢elija
mutantnog soja i kontrolnog-divljeg soja je zasejano u 1 mL supernatanta i pracen je rast tokom 24,
48 i 72 sata inkubacije. Kao $to se vidi na Slici 14C, svaki od mutanata ima drugadiji profil rasta. U
poredenju sa divljim sojem, svi mutanti imaju nizi stepen rasta nakon 24 sata inkubaciije u
supernatantu i potpuno odsustvo rasta u visokodoznim supernatantima (doze veée od 0,7% H205),
Cak 1 posle 72 sata inkubacije. Odsustvo rasta mutanata nije iznenadujuce s obzirom na nacin
izolovanja mutanata, tj. da su izolovani kroz inkubaciju u supernatantu poreklom od tretmana sa 1%
H20, i da su selektovani oni sa najizrazenijim fenotipom. Svi mutanti zadrzavaju sposobnost
iskoristavanja biomolekula oslobodenih po tretmanu Celija nizim dozama peroksida, sa razli¢itom
efikasnoS¢u. NajizraZenije zaostajanje u rastu u odnosu na wt, kroz ¢itav panel supernatanta,
pokazuje mir2. Mutant mir27 za prva 24 h pokazuje slabo umnozavanje, ali sa produZenjem
inkubacije znacajno povecava brojnost (za oko 2 loga). mir29 pokazuje u niskodoznim
supernatantima (0,1%-0,5%) ujednacen rast nakon 72 sata inkubacije, dok mir3 efikasno iskoristava
supstrat za rast i kroz 24 h dostize skoro maksimalnu brojnost (za 1 log nizu u odnosu na wt).

U poredenju sa ostalim mutantima, mir7 nakon 24 sata inkubacije pokazuje najmanju senzitivnost
na supernatante iz tretmana manjim dozama peroksida (doze manje od 0,7% H20»). Takode, za
razliku od ostalih mutanata, mir7 u ovim supernatantima gotovo da uspostavlja rast divljeg soja
nakon 72 sata inkubacije. mir3 samo neznatno povecava nivo rasta produzavanjem vremena
inkubacije. Profili rasta mutanata mir2 i mir20 pokazuju sli¢énu tendenciju da, produzavanjem
vremena inkubacije, uspostavljaju rast u supernatantima tretiranim ve¢im dozama peroksida, dok u
supernatantima tretiranim manjim dozama odrzavaju gotovo jednak nivo vijabilnosti tokom 72 sata
inkubacije.
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Slika 14 — (A) Supernatanti (2x107/mL) ¢elija divljeg soja tretiranih oznatenim dozama peroksida su inokulisani sa 8 x
10% /mL ¢elija (divlji soj i Sest mutanata) i inkubirani u vodi na 30°C, uz kontinuiranu aeraciju, tokom 48 h, kada su
pravljena njihova serijska razblazenja i zasejana na YEPS podlogu. (B) Stopa rasta divljeg soja i mir mutanata u
potpunom medijumu (YEPS). Prikazane su standardne devijacije 3 merenja. Zvezdice oznacavaju statisticki znac¢ajnu
razliku (p < 0,05) izmedu stope rasta svakog od mutanata i divljeg soja. (C) Supernatanti (2x107/mL) ¢elija divljeg soja
tretiranih oznagenim dozama peroksida su inokulisani sa 8 x 10 /mL ¢elija (divlji soj i $est mutanata) i inkubirani u
vodi na 30°C, uz kontinuiranu aeraciju, tokom 3 dana, kada su pravljena njihova serijska razblaZenja i zasejana na
hranljivu podlogu. Prezivljavanje tretiranih ¢éelija je prikazano na levom gornjem panelu.
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Iako medusobno razliciti, profili rasta mutanata jasno ukazuju da su mutanti izuzetno senzitivni na
visokodozne supernatante, sto govori 0 vaznosti celijskih faktora za koje su mutanti defektni u
prevazilazenju toksi¢nosti supstrata.

4.10 Senzitivnost mir mutanata na genotoksi¢ne agense

Kao $to se vidi u prethodnim eksperimentima, supstrati poreklom od tretiranih ¢éelija su bili u
razli¢itoj meri citotoksi¢ni za sve mir mutante. Stoga je bilo od interesa da se ispita senzitivnost mir
mutanata i na nekoliko genotoksi¢nih agenasa (UV, MMS i HU) u uslovima normalnog rasta. Pored
toga, utvrdivanje postojanja senzitivnosti mutanata na neki od ovih agenasa bi omogucilo lakse
identifikovanje mutiranog gena putem komplementacionog kloniranja. U tu svrhu, kao kontrola je
koris¢en mutant rec/A (mutant u genu za DNK egzonukleazu) koji pokazuje senzitivnost na sve
genotoksi¢ne agense koris¢ene u analizi. Na Slici 15A prikazana je prva grupa mutanata. Dva
mutanta, mir 237 i 754 su ekstremno senzitivna na agense koji ostecuju¢u DNK (UV i MMS) i
ometaju DNK replikaciju (HU), dok je mir354 senzitivan samo na MMS.

A kontrola MMS (0.02%) HU (3 mM)

aP0 0 e
mir29 .. o AN

Slika 15 - Senzitivnost mir mutanata na genotoksi¢ne agense. Mutanti su zasejani na ¢vrst medijum i tretirani UV
zracima ili su zasejani na medijum koji sadrzi MMS ili HU. (A) Prva grupa mutanata. Kao kontrolni divlji soj koris¢en
je UCM520 (B) Druga grupa mutanata. Kao kontrolni divlji soj koris¢en UIMG10. Mutant reclA je Koris¢en kao
negativna kontrola za obe grupe mutanata.

Sto se ti¢e druge grupe mutanata (Slika 15B), mir20 ima najizraZeniju senzitivnost na sva tri
genotoksi¢na agensa, koja je gotovo jednaka senzitivnosti negativne kontrole, §to definitivno
ukazuje da je mutirani gen vazan za regulaciju DNK replikacije i odgovor ¢elije na prisustvo
oste¢enja DNK molekula. Mutanti mir2 i mir3 su pokazali senzitivnost na MMS i HU za 2 reda
veli¢ine i blagu senzitivnost na UV. Mutant mir29 pokazuje senzitivnost na HU, dok mutanti mir 7 i
mir27 nisu pokazali vecu senzitivhost na analizirane genotoksi¢ne agense. Rezultati ovog
eksperimenta ukazuju da su neki od celijskih faktora za koje su izolovani mutanti defektni,
uklju¢eni ne samo u recikliranje oksidovanih molekula unutarc¢ekijskog sadrzaja, nego imaju i
znacajnu ulogu u odgovoru U. maydis na DNK oste¢enja i replikacioni stres. Takode, analize
ukazuju i na moguénost kloniranja gena selekcijom za rezistentnost na MMS-u.
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4.11 ldentifikacija inaktiviranih gena u mir mutantima

Identifikacija mutiranih gena je vrseno komplementacionim kloniranjem.

Mutanti su transformisani wt-genomskom bibliotekom pripremljenom na samoreplikuju¢em
plazmidnom vektoru (pCM54), koji sadrzi genomske fragmente nastale parcijalnom digestijom sa
Sau3Al restriksionim enzimom i zasejavani na c¢vrstu hranljivu podlogu sa odgovarajué¢im
antibiotikom.

Za mutante senzitivne na MMS, transformanti su selektovani na osnovu rezistentnosti na MMS na
¢vrstim podlogama (mir237, mir354, mir754, mir3 i mir20).

Za mutante rezistentne na MMS (mirl07, mir7, mir27) ili slabije senzitivne (mir29) kao i mir2,
transformanti su selektovani kroz tri ciklusa tretmana 0,3% peroksidom (mir107) ili kroz tri ciklusa
rasta u supernatantu poreklom od tretmana 1% peroksidom i pracenja restitucije/ rasta populacije.
Transformanti su pokupljeni sa ¢vrste podloge i nakon rasta u prekono¢noj kulturi su tretirani
peroksidom, ili direktno zasejavani u supernatant, a potom su inkubirani 48 h i zasejavani na ¢vrstu
podlogu u vidu 10 x serijskih razblazenja. Ocekivano je da transformanti Kkoji nose
komplementiraju¢i genomski fragment pokazuju rast nakon tretmana peroksidom/inkubacije u SN.
Proces je ponovljen dva puta uz obogacivanje populacije ¢elijama koje pokazuju komplementirajuci
fenotip. Nakon poslednjeg ciklusa obogacivanja, nasumi¢no su izabrane pojedinacne kolonije
transformanata, koji su potom testirani na sposobnost za RUS nakon tretmana peroksidom/tokom
inkubacije u SN.

Transformanti rezistentni na MMS ili peroksid/supernatant su bili kandidati za dalju analizu koja je
obuhvatila: izolovanje plazmidne DNK iz tranformanata, propagacija plazmida u E. coli,
restrikciona analiza plazmida i PCR analiza, retransformacija mutanata komplementirajuéim
genomskim fragmentom i kvantitativna analiza senzitivnosti retransformanata na genotoksi¢nom
agensu. Genomski fragmenti koji su pokazali komplementaciju mutantnog fenotipa su
identifikovani sekvenciranjem plazmida, a potom je subkloniranjem pojedina¢nih gena
komplementiraju¢a funkcija svedena na samo jedan od gena prisutnih na inicijalno kloniranim
genomskim fragmentima (Slika 16). Da bi se iskljuéila supresorska mutacija, sekvencirani su aleli
mutanata i identifikovane su inaktiviraju¢e mutacije (Slika 16B).

Identifikovanim genima se pripisuje sledece: mirl07 nosi mutaciju u genu Adrl, koji kodira
kataliticku subjedinicu protein-kinaze A (PKA), glavnog regulatora proliferacije ¢elija u odgovoru
na nutrijente [85, 86]. Mutacija u ovom genu dovodi do promene okvira ¢itanja na kodonu 288,
tako da je okrnjen na C-terminusu za region koji gradi aktivno mesto proteina. Mutant mir 237 je
defektan u genu koji kodira homologa Did4 proteina, neesencijalni protein od 246 aminokiselina
ukljucen u sortiranje proteina (engl. ,,VVacuolar protein sorting”, Vps) [87]. Mutacija dovodi do
promene okvira ¢itanja na kodonu 122, tako da je protein skra¢en na C-terminusu. Mutant mir354
je defektan u genu koji kodira homologa Kell proteina dugog 1639 aminokiselina, koji je
neesencijalni protein ukljucen u celijsku fuziju i morfologiju i izlazak iz mitoze [88]. Mutacija
dovodi do promene okvira ¢itanja koja posledi¢no daje varijantu proteina od 1069 aminokiselina.
Mutant mir754 ima mutaciju u genu koji kodira homologa TATA-box vezujucéeg proteina
Thplopsteg transkripcionog faktora od 239 aminokiselina, koji ima esencijalnu ulogu u formiranju
pre-inicijacionog kompleksa RNK polimeraze [89]. Mutirani alel nosi ,,missense” mutaciju koja za
posledicu ima P186L aminokiselinsku zamenu, koja potencijalno menja povrsinu interakcije sa
TFIIB i DNK.
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Slika 16 - Identifikovanje mir mutanata i komplementacija. (A) Celije oznagenih sojeva, transformisane
samoreplikuju¢im plazmidom koji nosi klonirane gene, su tretirane sa Fe®*-Na EDTA+ H,0; i inkubirane tokom 72
sata. (B) Domenska organizacija proteina identifikovanih skriningom mutanata u RUS prikazana crnom bojom, sa
ozna¢enim aminokiselinskim ostacima. Konzervirani domeni su prikazani svetlo sivom bojom. Proteini su anotirani u
JGI bazi: UMAG_04456 - Adrl, UMAG_04865 - Did4; UMAG_15019 - Kell, i UMAG_10143 - Thpl. Strelice
oznacavaju mesto i tip mutacije u mutiranom genu.
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Slika 17 - Identifikovanje mir mutanata i komplementacija. (A) Celije ozna¢enih sojeva, transformisane

samoreplikujuéim plazmidom koji nosi klonirane gene, su testirane na rast u supernatantu tretmana 1% peroksidom
tokom 48 sati inkubacije (levi panel). Transformanti mutanata senzitivnih na MMS su testirani zasejavanjem na YEPS
podloge sa 0,02% MMS-om i pra¢enjem sposobnosti formiranja kolonija (desni panel). (B) Domenska organizacija
proteina identifikovanih skriningom mutanata u RUS prikazana crnom bojom, sa oznafenim aminokiselinskim
ostacima. Konzervirani domeni su prikazani svetlo sivom bojom. Proteini su anotirani u JGI bazi redom:
UMAG_11539 - Snf8, UMAG_03678 — SIm1, UMAG_ 01062 — Gmt, UMAG_11087 — Chk1, UMAG_04381 — Snf5,
UMAG_10368 — Hsf. Strelice oznacavaju mesto i tip mutacije u mutiranom genu. STOP se odnosi na uvodenje
,Jhonsense” mutacije.

Sto se tite druge grupe mutanata, identifikovane su mutacije u slede¢im genima: mir2 nosi
mutaciju u genu koji kodira hipoteti¢ki protein Snf8, ukljuéen u sortiranje proteina (engl. ,,Vacuolar
protein sorting”, Vps). Mutacija u ovom alelu ima za posledicu promenu okvira ¢itanja pocevsi od
195. kodona i formiranje prevremenog STOP kodona. Snf8 je komponenta ESCRT Il kompleksa
(engl. the endosomal sorting complex required for transport Il1), koji je zaduzen za formiranje
multivezikularnih tela (engl. ,,multivesicular body”, MVB) i sortiranje endozomalnih kargo proteina
u MVB [90, 91]. Mutant mir3 nosi ,,nonsense” mutaciju u alelu koji kodira hipoteticki protein
SIm1, dugacak 559 aminokiselina. Mutacija u ovom alelu obuhvata promenu dimera TT u CC, §to
za posledicu ima pojavu STOP kodona na 195. poziciji i sintezu proteina dugog 194 aminokiseline.
Protein SIm1 je deo TORC2 i kalcineurin-zavisnog signalnog puta i ukljucen je u organizaciju
citoskeletnog aktina i endozomalni transport [92, 93]. Mutant mir7 nosi ,,missense” mutaciju U
genu Vrg4, koji kodira putativni transporter GDP-manoze (engl. ,,GDP-mannose transmembrane
transporter”, Gmt), dug 472 aminokiselina. Identifikovana mutacija dovodi do G389S
aminokislinske promene. Gmt protein je ukljucen u transport GDP-manoze iz citoplazme u lumen
Goldzi aparata, $to je neophodno za manozilaciju glikoproteina [94].
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Mutant mir20 nosi ,,nonsense” mutaciju u alelu koji kodira hipoteti¢ki protein Chk1l (engl.
,,Checkpoint 1”), dug 663 aminokiseline. Mutacija u alelu Chk1 gena na 383. kodonu kreira STOP
kodon, $to dovodi do sinteze skra¢enog proteina od 382 aminokiseline. Chk1l je serin/treonin —
protein kinaza, zaduzena za zaustavljanje ¢elijskog ciklusa i aktivaciju DNK reparacije u prisustvu
oStecenja na DNK molekulu [95]. Mutant mir27 nosi mutaciju u genu koji kodira Snf5
transkripcioni regulator, duzine 2081 aminokiselina. Mutacija odgovorna za mir27 fenotip kreira
STOP na poziciji 105. kodona, $to rezultuje sintezom vrlo skracenog N' - terminalnog dela proteina.
Snf5 predstavlja subjedinicu SWI/SNF hromatin remodelujué¢eg kompleksa, putem kojeg ostvaruje
ulogu u remodelovanju hromatina i regulaciji transkripcije [96, 97]. Mutant mir29 nosi ,,missense”
mutaciju u genu Kkoji kodira hipoteticki protein toplotnog Soka, Hsfl (engl. ,Heat shock
transcription factor 1), duzine 949 aminokiselina. Mutacija na alelu ovog gena za posledicu ima
N262D aminokiselinsku promenu. Protein Hsfl je transkripcioni faktor koji regulise HSR put (eng.
,Heat Shock Response”, HSR) i klju¢ni je aktivator proteina toplotnog Soka u uslovima
proteotoksi¢nog stresa [98].

Kako je ovakvim istrazivackim pristupom identifikovano nekoliko faktora ukljucenih u
unutracelijski transport (Did4, Snf8, Slml), dodatno su u analizu za sposobnost recikliranja
oksidatvno oste¢enih biomolekula ukljucena i 4 mutanta za faktore sa definisanom funkcijom u
endocitozi i formiranju endozoma u U. maydis (Slika 18). Did2 kao regulator ESCRT kompleksa
kod U. maydis, koordiniSe pravilno sazrevanje endozoma i endozomalni transport kargo iRNK i
proteinskih kompleksa na duge distance [99]. Yupl gen kodira t-SNARE protein ukljucen u fuziju
endocitoznih membrana i polarni rast hifa. [100] Rab5 kodira mali G protein i predstavlja marker
ranih endozoma, koji imaju razli¢ite funkcije tokom Zivotnog ciklusa U. maydis: citkokineza i
signaling feromonima kod haplodinih ¢elija i trasnport na velike distance tokom filamentoznog
rasta [101]. Hook nosi mutaciju u genu koji kodira jednog od ¢lanova istoimene familije proteina,
koji interguje sa Rab GTP-azama ukljuc¢enim u endocitozu. Ovaj protein orkestrira bidirekcioni
transport tako $to koordinise vezivanje kinezina-3 i dineina za rane endozome [102]. U nedostatku
izogenih wt sojeva, rezultati su poredeni sa nominalnim UCM520 i UIMG10 wt sojevima.Nakon 24
sata inkubacije, mutant yupl pokazuje najsporiji rast u supernatantu, ali nakon sledeca 24 sata skoro
da uspostavlja gustinu karakteristicnu za UCM520 i UIMG10. Mutanti did2, yupl i rab5 pokazuju
slican profil rasta nakon prva 24 sata inkubacije. Sa produzavanjem vremena inkubacije u
supernatantima, mutanti yupl i rab5 neznatno povecéavaju brojnost, dok mutant did2 ima nesto veci
rast u visedoznim supernatantima. Mutant yupl sporo raste nakon prvih 24 h inkubacije, da bi
pokazao najveci porast brojnosti nakon 48 i 72 sata inkubacije.
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Rast mutanata u supernatantima tretiranih celija divljeg soja

106

108
109

Slika 18 - Supernatanti (2x107/mL) éelija divljeg soja tretiranih oznagenim dozama peroksida su inokulisani sa 8 x 10°
/mL ¢elija (Eetiri mutanta) i inkubirani u vodi na 30°C, uz kontinuiranu aeraciju, tokom 3 dana, kada su pravljena

njihova serijska razblaZenja i zasejana na hranljivu podlogu.

Senzitivnost ovih mutanata na genotoksi¢ne agense je prikazana na Slici 19. Mutant did2 pokazuje
umerenu senzitivnost na MMS i UV, gde se uocava pad vijabilnosti za 10 puta u odnosu na divlji
s0j. Mutanti yupl i rab5 imaju 100 puta manji rast na MMS-u. Senzitvnost ovih mutanata na HU

nije bila znacajna.

Kontrola MMS( 02%) HU (3 mM

UV (120 J/m?)

Slika 19 - Senzitivnost mir mutanata na genotoksi¢ne agense. Mutanti su zasejani na &évrst medijum i tretirani UV
zracima ili su zasejani na medijum koji sadrzi MMS ili HU.
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, Rast RUS mutanata u SH-supernatantu celija divljeg soja
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Slika 20 - Sposobnost rasta divljeg soja i RUS mutanata pod aeracijom u supernatantima dobijenim iz suspenzije ¢éelija
inkubiranih 24 h u uslovima ograni¢enog kiseonika (SH-supernatant). Profiltriran supernatant je inokulisan sa
8x10%/mL ¢elija divljeg soja ili RUS mutantnih sojeva i inkubiran naredna 72 h pod aeracijom (tube od 50 mL). U
intervalima od jednog dana su uzimani alikvoti za pripremu 10 X serijskih razblaZenja koja su zasejana na podlogu. Svi
paneli predstavljaju reprezentativne rezulatate 3 nezavisna eksperimenta.

Prethodno je pokazano (poglavlje 4.4), da U. maydis umire usled autogenerisane hipoksije, ali i da
ima sposobnost restitucije populacije umnozavanjem na ra¢un oslobodenih biomolekula iz mrtvih
¢elija, dakle istim mehanizmom kao i nakon delovanja oksidativnog stresa. lako je uzrok umiranja
¢elija u hipoksiji generisanje ROS-ova, dakle oksidativni stres, obrazac degradacije DNK moze
ukazivati da se radi o drugacijem tipu celijske smrti, $to dalje moZe uticati na produkciju
kvalitativno drugacijeg supstrata u odnosu na onaj koji nastaje u reakciji sa peroksidom. Zbog toga
je testirana sposobnost ¢elija divljeg soja da proliferisu u supstratu poreklom od ¢elija umrlih usled
hipoksije. Ujedno je odabrano i nekoliko mir mutanata kako bi bila ispitana njihova sposobnost
reciklaze i ovakvog supstrata, tj. da se proveri moguénost da su celijski faktori ukljuceni u
rekonsituciju populacije nakon tretmana peroksidom takode neophodni za ¢éelijsku reprodukciju na
supstratima Celija umrlih usled autogenerisane hipoksije.

Dakle, supernatant dobijen od 24 sata inkubirane celjske suspenzije u uslovima limitiranog
kiseonika je inokulisan sa fiksnim brojem (8x10° ¢elija) svezih éelija divljeg soja i inkubiran na
30°C uz aeraciju. Kao $to se vidi na Slici 20, ovaj supernatant sadrzi dovoljno nutrijenata da
obezbedi rast populacije i do 1000 puta, ali ne i do nivoa koji se postize u c¢elijskoj suspenziji
inkubiranoj 24 sata pod aeracijom (uporediti sliku 11B sa slikom 20). Moguce objasnjenje za
ovakvu razliku jeste da oslobadanje supstrata iz umrlih ¢elija nije u potpunosti odradeno/ zavrSeno
za 24 sata, te je stoga supernatant nutritivno siromasniji u odnosu na suspenziju. Drugim rec¢ima,
verovatno je da se uporedo sa umnozavanjem celija u suspenziji, koja se (dodatno) inkubira 24 sata
pod aeracijom, desava i dalja dekompozicija i curenje unutarcelijskih molekula iz mrtvih celija,
koje moze da obezbedi vecu ekspanziju rastu¢e subpopulacije.

Sto se ti¢e mir mutanata, kao $to se vidi na slici, za razliku od divljeg soja, svi su pokazali zna¢ajno
smanjenu sposobnost rasta u ovom medijumu, $to ukazuje da su zajednicki RUS faktori bitni za
obnovu populacije nakon tretmana peroksidom, kao i nakon smrti izazvane autogenerisanom
hipoksijom.
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4.12 Analiza transkriptoma

Kao alternativni pristup za identifikovanje novih celijskih faktora zaduZenih za recikliranje
ostecenih biomolekula i obnovu populacije, uporedno su analizirani eskpresioni profili ¢elija raslih
u optimalnim uslovima (bogatom hranljivom medijumu) i u supernatantima poreklom od
peroksidom tretiranih celija. Analiza transkriptoma daje podatke o ukupnoj diferancijalnoj
ekspresiji gena u tretiranim i Kontrolnim cCelijama, $to moze da ukaZe na Siri spektar i dinamiku
¢elijskih faktora i funkcija vaznih za sposobnost RUS-a.

Nakon tretmana sa dve doze H202 (0,4% i 0,7%), ¢elije divljeg soja su inkubirane 4 h u vodi, kako
bi se omogucilo oslobadanje biomolekula iz mrtvih ¢elija. Dobijeni supernatanti su inoklulrani sa
po 2x107 svezih éelija, koje su potom inkubirane 30 minuta, tj. vremenski period u kome je
o¢ekivana promena ekspresija gena ukljucenih u RUS. Kontrolna grupa celija je inkubirana u
razblazenom bogatom hranljivom medijumu (10% YEPS). Kako je ranije pokazana korelacija
izmedu jacine tretmana i toksi¢nosti supernatanta, izabrana su 2 tretmana (0,4% i 0,7% H20-) koji
imaju razli¢it efekat na rast celija. Dok je u 0,4% SN, vidljiva proliferacija wt ¢elija nakon 24 h
inkubacije, u 0,7% SN, dolazi do inicijalnog pada brojnosti inokuliranih ¢elija, da bi se znacajan
rast uoCio tek nakon 72 h inkubacije (Slika 7b). Pretpostavka je da u ovakvim supernatantima,
moze do¢i do aktiviranja razli¢itih gena, kao i do promene nivoa ekspresije koeksprimiranih gena.
Kako je jedna od polaznih hipoteza vezana za fenomen RUS-a bila da bi U. maydis mogao da
koristi specifi¢ne Celijske faktore zaduzene iskljucivo za preradivanje/obradu toksi¢nih derivata
oslobodenih iz umirucih ¢elija, ovi faktori bi mogli biti poviseno eksprimirani u 0,7% SN (i na taj
nacin identifikovani). Ocekivano je da se veliki broj gena zaduzenih za recikliranje i generalnu
zastitu od stresa indukuje i na manje toksi¢nom supstratu, u 0,4% SN. Takode, o¢ekivano je da se
medu indukovanim genima nadu i oni koji kodiraju hipoteticke proteine ili proteine nepoznate
funkcije, a koji su do danas ostali neopisani, upravo zbog toga §to nikada nisu ni testirani na
sposobnost RUS-a.

Sa Venovog dijagrama koekspresije gena na Slici 21A vidimo da je 6297 gena eksprimirano u sve
tri grupe, Sto govori da postoji veliki broj gena koji se eksprimiraju i u normalnim uslovima rasta i u

.....

diferencijalno eksprimiranih gena (u 0,4% SN - 110, a u 07% SN - 244 diferencijalno eksprimirana
gena u odnosu na kontrolu). Dodatno, najveci broj jedinstveno eksprimiranih gena je u 0,7% SN,
148, znatno vise nego u 0,4% SN (14) i kontroli (33).

A B C

SN_0_4 SN_0_7 SN_0_4 Control SN 0 7 Control

14 148

6297 110 6317 64 244 6328 53

33

Control

Slika 21 - Venov dijagram koekspresije prikazuje broj gena koji su unikatno eksprimirani u okviru svake grupe/uzorka,
kao i broj gena koji su koeksprimirani u dve-tri grupe/uzoraka. SN_0_4 - uzorak tretmana 0,4% SN; SN_0_7 - uzorak
tretmana 0,7% SN; Control - kontrola, netretirana grupa. Slike su preuzete iz dokumentacije rezultata bioinformaticke
analize kompanije Novogene.
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Na Slici 22 dat je graficki prikaz (engl. ,,Volcano plot®) diferencijalne promene ekspresije gena u
tretmanima u odnosu na kontrolu, kao i u tretmanima medusobno. Grafik pokazuje statisticku
znadajnost detektovane promene (ordinata) i nivo promene ekspresije gena (abscisa). Sto je
promena ekspresije gena veca, to je tacka koja ga oznaCava poziCionirana vise desno (poveéana
ekspresija) ili viSe levo (ako je sniZena ekspresija). Veca vrednost na ordinati ukazuje na statisticki
znacajniju razliku (-logio(korigovana p vrednost)). Moze se uoditi da se najveée promene U nivou
ekspresije (bilo povecanje ili snizenje) deSavaju u ¢elijama iz 0,7% SN (Slika 22B).

Detaljnijom analizom statisti¢ki znacajno diferencijalno eksprimiranih gena je utvrdeno da je u
0,4% SN povecana ekspresija 97 gena (Slika 22A) koji kodiraju hipoteticke proteine i putativne
proteine. U ovom uzorku je i 32 gena sa smanjenom ekspresijom, medu kojima su 23 gena koji
kodiraju hipoteticke proteine. U uzorku tretmana 0,7 % SN (Slika 22B), broj gena koji su povecano
eksprimirani je drasti¢no uvecan, 750 gena (638 hipotetickih i putativnih). U ovom uzorku je i broj
gena koji imaju smanjenu ekspresiju daleko veéi (362 gena od toga 344 kodira hipoteticke proteine
I putativne proteine) nego u uzorku tretmana manje toksi¢nim supstratom. Na Slici 22C vidimo da
je u uzorku 0,7% SN povecano eksprimirano 242 gena koji nisu povec¢ano eksprmimirani i u 0,4%
SN (201 gen kodira hipoteticke proteine), dok je 97 gena smanjene ekspresije (78 gena kodira
hipoteticke proteine) u 0,7% SN u odnosu na 0,4% SN.

.....

promene ekspresije znacajno veéeg broja gena nego tretman Sa manje toksi¢nim supstratom (0,4%-
SN), kao i da je doveo do ekskluzivne indukcije 242 gena (201 hipoteticka gena) koji bi mogli biti
zaduZeni za savladavanje toksi¢nosti 0vog supstrata.
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Slika 22 - ,Volcano plot* predstavlja prikaz distribucije diferencijalno eksprimiranih gena. Horizontalna osa
predstavlja nivo promene ekspresije gena, a vertikalna statisticku znacajnost nivoa promene genske ekspresije. Tacke
oznacavaju gene, plava tacka oznacava gen bez statistiléki znacajne razlike u ekspresiji, crvena oznacava povecano
eksprimirani gen, zelena oznacava gen sa smanjenim nivoom ekpresije. SN_0_4 - uzorak tretmana 0,4% SN; SN_0_7 -
uzorak tretmana 0,7% SN; Control - kontrola, netretirana grupa. UP- povec¢ano eksprimirani geni; DOWN- geni sa
smanjenom ekspresijom, NO- ukupan broj eksprimiranih gena. Slike su preuzete iz dokumentacije rezultata
bioinformatic¢ke analize kompanije Novogene.

Na Slici 23 je prikazana funkcionalna analiza diferencijalno eksprimiranih gena. Kao $to se moglo i
ocekivati, s obzirom na uslove velike toksi¢nosti supstrata, u uzorku tretmana 0,7% SN najviSe se
povecava ekspresija gena ukljucenih u oksido-redukcione procese. Takode, veliki broj pove¢ano
eksprimiranih gena je svojom funkcijom vezan za membranu ili su komponente same membrane, a
veliki broj gena kodira proteine sa metal-vezuju¢om funkcijom, kao i one koji su ukljuceni u
metabolizam ugljenih hidrata. S druge strane, najveéi broj gena ¢ija je ekpresija statisti¢ki znac¢ajno
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smanjena u 0,7% SN kodira proteine uklju¢ene u procese na membrani, transmembranski transport
i lokalizaciju.

SN_0_7vsControl_up(GO) SN_0_7vsControl_down(GO)
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Slika 23 - GO (engl. Gene Ontology) analiza. Diferencijalno eksprimirani geni kategorisani na osnovu povezanosti sa
odredenim bioloskim procesom, molekularnom funkcijom i ¢éelijskom lokalizacijom. SN_0_4 - uzorak tretmana 0,4%
SN; SN_0_7 - uzorak tretmana 0,7% SN; Control - kontrola, netretirana grupa. UP- povecano eksprimirani geni;
DOWN- geni sa smanjenom ekspresijom. Slike su preuzete iz dokumentacije rezultata bioinformaticke analize
kompanije Novogene.

Medu genima cija je ekspresija povecana u 0,7% SN (1,5 puta) je i Chk1, gen koji je identifikovan
izolovanjem mutanta mir20. Povecano eksprimirani geni koji su nam od interesa za dalju detaljnu
analizu njihove uloge u RUS-u su pre svega oni koji imaju DNK-vezuju¢e domene ili
pretpostavljenu ulogu u remodelovanju hromatina, s obzirom da bi ovakvi geni mogli da pruze
jasniji uvid u mehanizme koje ustilago uporedno koristi u cilju eksploatacije supstrata i simultane
zastite genoma u uslovima kada je izlozen velikoj geno/toksi¢nosti. Takode, od interesa su i geni za
koje je pretpostavljeno da imaju ulogu vezanu za endoplazmaticni retikulum i endozome, s obzirom
da smo ve¢ otkrili nekoliko faktora koji su ukljuceni u RUS, a za koje se zna da su elementi
endozomalnog transportnog sistema. Tako su za buduce analize odabrani:

UMAG_01716 (4,2 x povecana ekspresija u SN 0,7%) koji kodira hipoteticki protein sa domenom
nepoznate funkcije i domenom flavoproteina (FAD akceptor elektrona). Ovaj protein pokazuje
visok stepen homologije sa COPII proteinom vezikula gljive reda Ustilaginales.

UMAG_04098 (6,99 x povecana ekspresija u 0,7%SN) koji kodira hipotetic¢ki protein sa visokim
stepenom homologije sa histon acetiltransferazom, ¢ija je funkcija vezana sa aktivacijom
transkripcije.

UMAG_05938 (5,34 x povecana ekspresija u 0,7% SN) sadrzi Pirin domen. Ovi proteini su
otkriveni i kod prokariota i kod eukariota, medutim njihova funkcija nije poznata. Na humanim
¢elijama je pokazano da interaguje sa Bcl3 i NFI pa se pretpostavlja da ima ulogu u regulaciji
replikacije i transkripcije [103].

UMAG_04974 (nivo eksresije dozno-zavisan, 4,27 x u 0,7% SN) kodira hipoteti¢ki protein, koji
pokazuje visok stepen homologije sa proteinom endoplazmati¢nog retikuluma bazidiomicete
Pseudozyma hubeiensis.

UMAG_02336 (3,066 x povecana ekspresija u 0,7% SN) kodira hipoteticki protein sa domenom
sli¢cnim konzerviranom domenu membranskog proteina S. cerevisiae, a koji je pronaden kod
mnogih srodnih gljiva (Sporisorium graminicola, Sporisorium reilianum, Ustilago trichiphora,
Ustilago hordei i dr.), bakterija i arhea.
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UMAG_06503 (dozno-zavisni nivo ekspresije, 4,66 x poveéana ekspresija u 0,7% SN) sa domenom
nepoznate funkcije i domenom gama/tau subjedinice DNK Polimeraze I11. Ovaj gen kodira protein
koji ima visok stepen homologije sa proteinom koji je kod Ustilago trichophora okarakterisan kao

srodan transpozazi.

Gore opisana opSta analiza transkriptoma predstavlja prvi korak ka identifikovanju gena od
interesa, tj. gena Cija je ekspresija povecana u tretmanima, i ka njihovoj daljoj karakterizaciji i
utvrdivanju uloge u recikliranju oksidativno-oste¢enih biomolekula.
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5 DISKUSIJA

5.1 Uloga LH-a u obnavljanju populacije

Mikroorganizmi su razvili brojne fizioloske mehanizme i ekoevolucione strategije kako bi opstali u
nepredvidivim i promenljivim uslovima Zivotne sredine. U uslovima kada usled dugotrajne
izlozenosti jakom stresu, nagomilana oSteCenja nadmase kapacitet ¢elijske popravke, vecina ¢elija
populacije umire. Da bi se sprecila eliminacija iz stanista, klju¢ni zadatak jeste obnova vijabilnosti i
porast gustine populacije [104]. Kako bi smo ispitali molekularnu osnovu izuzetnog ekoloskog
uspeha Ustilago maydis u prirodi, krenuli smo sa istrazivanjem nac¢ina na koji ovaj organizam
izlozen stresu odrzava integritet genoma u nepovoljnim stresnim uslovima. Razmatrajuéi ovo
pitanje 1 moguci metodoloski pristup za eksperimentalno istrazivanje oporavka od snaznog
oksidativnog stresa u uslovima kada nedostatak nutrijenata (gladovanje) sprecava rast, odlucili smo
da upotrebimo LH test kao esej koji bi nam omoguc¢io otkrivanje ¢elijskih faktora i mehanizama
koji leze u osnovi ekoloskog i evolucionog fitnesa U. maydis. Fenomen LH je opisan u ranim
istrazivanjima oporavka S. cerevisiae i S. pombe nakon izlaganja zracenju. Studije na S. cerevisiae
su pokazale da se vijabilnost ozracenih ¢elija povecava ukoliko se ¢elije duzi period pre zasejavanja
na hranljivi medijum inkubiraju u medijumu bez nutrijenata [56]. Prema studijama Patrick-a i
saradnika, porast vijabilnosti nakon LH treba pripisati unutaréelijskoj popravci oStecenja
indukovanih tretmanom, a ne celijskoj multiplikaciji, $to je kasnije potvrdeno i fluktuacinonim
testom [55, 105]. Suprotno S. cerevisiae, kod S. pombe je pokazano smanjeno prezivljavanje kao
rezultat LH inkubacije nakon tretmana zracenjem [59]. Na osnovu istrazivanja prikazanog u ovom
radu, za U. maydis se mogu izvesti drugaciji zakljucci o uticaju inkubacije u LH uslovima na
prezivljavanje Celija koje su pretrpele velika ostecenja: za razliku od S. pombe, kod U. maydis se
udeo vijabilnih ¢éelija znacajno povecava (Slika 4), ali za razliku od S. cerevisiae, porast vijabilnosti
se ne postize unutaréelijskom reparacijom, nego multiplikacijom c¢elija na ra¢un jedinjenja
oslobodenih iz mrtvih ¢elija (Slika 5). Razmatranje ovih rezultata navodi na pretpostavku da bi
gubitak vijabilnost kod S. pombe mogao biti posledica kumulativnog efekta ¢elijskih oStecenja i
toksi¢nosti iscurelog unutaréelijskog sadrzaja, koji je supstrat za ove celije. Ukoliko je ova
pretpostavka ta¢na, U. maydis bi mogao biti u kompetitivnoj ekoloskoj prednosti, zahvaljujuci
posedovanju ¢elijskih mehanizama koji omoguéavaju ne samo prezivljavanje, nego i iskoris¢avanje
oste¢enih biomolekula.

Oslobadanje unutarcelijskog sadrzaja iz ostecenih cCelija je istrazivano na razlic¢itim model
sistemima 1 u kontekstu ostecenja izazvanih zracenjem, vodonik-peroksidom, etanolom,
zamrzavanjem, elektroporacijom [106-110]. Nasa studija je pokazala da ¢elije U. maydis, koje su
nakon tretmana peroksidom oStecene 1 nevijabilne, na dozno-zavisan naéin oslobadaju
unutarcelijska jedinjenja u okolni medijum. Cilj ovog rada nije bio detaljna karakterizacija efekta
tretmana peroksidom na nivo c¢elijskog curenja, niti precizno utvrdivanje hemijske prirode
oslobodenih jedinjenja, nego ispitivanje efekta iscurelog celijskog sadrzaja na rast neostecenih
¢elija. Nasa studija je pokazala da Celijski sadrzaj osloboden iz ¢elija tretiranih peroksidom moze da
ima oprecan efekat na biolosku aktivnost celija: celijski sadrzaj osloboden pri tretmanu nizim
koncentracijama peroksida je imao pozitivan efekat na rast populacije, dok je ¢elijski sadrzaj
indukovan visim koncentracijama peroksida pokazao inhibitoran efekat na rast, koji je mogao da se
prevazide produzavanjem vremena inkubacije ili pove¢anjem odnosa netretiranih i tretiranih ¢elija
(Slika 7). Ovo zapazanje, ne samo da je potvrdilo da ustilago moze da apsorbuje oslobodeni ¢elijski
materijal iz svoje okoline, nego je i sugerisalo da bi ustilago morao da poseduje ¢elijske puteve
zaduzene za obradu toksi¢nih jedinjenja preuzetih iz okoline. Toksicnost koja se uocava u supstratu
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poreklom od visokodoznih tretmana moze biti posledica formiranja nekog tipa toksi¢nih jedinjenja
(npr. oksidovanih agregata), ili posledica porasta koncentracije ostecenih biomolekula, koje
prezivele celije vise ne mogu da obrade i iskoriste kao nutrijente, ili im je za to potrebno vise
vremena, pa se tako oporavak/rast uoc¢ava tek nakon duzeg perioda inkubacije.

U razmatranju bioloskog znacaja, fenomen RUS-a bi se mogao posmatrati kao integralni proces
koji obuhvata: (1) efiksano recikliranje o$te¢enih biomolekula oslobodenih iz mrtvih ¢elija i (2)
stresom indukovanu autodekompoziciju (razgradnju) celijskih komponenti oStec¢enih/umirucih
¢elija. Prvi deo procesa je vezan za prezivele (vijabilne) éelije i obuhvata ¢itav niz koraka
(usvajanje, obrada i upotreba mrtve biomase) koji obezbeduju celijsku reprodukciju i rast
populacije. Drugi deo RUSa se odvija u nevijabilnim ¢elijama i dovodi do degradacije celija i
oslobadanja celijskih molekula [104]. lako destruktivan, ovaj proces obezbeduje hranljive resurse
za proliferaciju prezivelih Celija. Dakle, postajanje obe grupe ¢elija (prezivele i umiruée) je nuzno
kako bi se obnovila devastirana populacija.

Postavilo se pitanje ¢elijskih faktora-funkcija-puteva za efikasno recikliranje oste¢enih molekula iz
mrtve biomase. Identifikovanje ¢elijskih faktora ukljucenih u recikliranje je bilo neophodno za
dublje razumevanje molekularne osnove mehanizama u osnovi RUS-a. Pretpostavka je bila da neki
od faktora imaju ulogu u prenosu signala i kontroli RUS-a. Postojalo je pitanje uloge celijskih
faktora ukljucenih u regularan rast. Posebno interesanta je bila pretpostavka da bi ustilago mogao
da poseduje specifi¢ne, do sada neopisane, ¢elijske faktore zaduzene iskljuc¢ivo za obradu i upotrebu
toksi¢nih derivata poreklom iz o$tec¢enih/umrlih celija. Ono $to ovu pretpostavku ¢ini posebno
znacajnom, je ¢injenica da je oko 30% predikovanih gena ustilaga nepoznate funkcije [72]. Ukoliko
je ova pretpostavka ta¢na, verovatno je da funkcije ovih gena jo$ uvek nisu poznate i opisane
upravo iz razloga $to nikada nisu ni bili testirani na ulogu u RUS-u.

5.2 Uloga identifikovanih ¢elijskih faktora u RUS-u

Otkri¢e da osteCene celije oslobadaju u okolinu citoplazmati¢na jedinjenja koja su ambivalentni
izvor nutrijenata i pretpostavka da ¢elije U. maydis poseduju masineriju uklju¢enu U reapsorpciju i
obradu iscurelog sadrzaja, usmerilo je istrazivanje ka izolovanju mutanata koji su defektni u ovim
¢elijskim procesima. Kao rezultat pretrazivanja mutanata identifikovani su celijski faktori (proteini
Adrl, Did4, Kell, Tbpl) ukljuéeni u RUS, §to je predstavljalo inicijalni uvid u molekularnu osnovu
ovog celijskog procesa kod U. maydis (Slike 12 i 14). Razmatrajuci ove Celijske faktore i njihove
funkcije, uo¢avamo kompleksnost i diverzitet Celijskih mehanizama u osnovi RUS-a. Naime,
geneticke determinante koje smo identifikovali u nasoj analizi imaju ve¢ poznate uloge u regulaciji
rasta [86], prometu proteina [87], strukturi citoskeleta [88] i transkripciji [89].

Jo$ jedan vazan aspekt RUS-a je Cinjenica da koristi Celijske faktore sa preklapaju¢im ulogama u
zaStiti integriteta genoma. U naSem ispitivanju, mutanti did4 i tbpl su pokazali ekstremnu
senzitivnost na agense koji ostecuju DNK (UV i MMS) i HU koja narusava proces replikacije, dok
je kell pokazao samo blagu senzitivnost na MMS (Slika 13). Ovi rezultati su ukazali da neki od
¢elijskih faktora ukljucenih u recikliranje unutarcelijskih jedinjenja, istovremeno funkcionisu u
odgovoru c¢elije na DNK ostecenja i replikacioni stres. Ovakvi rezultati su u skladu sa o¢ekivanjem
da bi jedan od celijskih procesa, koji doprinosi savladavanju toksiCnosti celijskog sadrzaja
indukovane tretmanom, bila obrada genotoksi¢nih (mutagenih) komponenti, kao §to su oSteceni
nukleotidi.

Identifikovanje ovih ¢elijskih faktora je dalo inicijalni uvid u kompleksnost mreze ¢elijskih puteva
ukljucenih u RUS, ali je i ukazalo na neophodnost identifikovanja dodatnih faktora, posebno onih
koji su ukljuc¢eni u mehanizam preuzimanja nutrijenata, njinove obrade i koris¢enja ovih resursa.
Pretrazivanje mutanata koji su izgubili sposobnost za RUS se pokazalo kao dobar put za
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identifikovanje celijskih faktora ukljuCenih u ovaj proces. Stoga, naredna istrazivanja su bila
usmerena na izolovanje novih mutanata, tj. otkrivanje novih celijskih faktora, radi boljeg
razumevanja molekularne osnove mehanizama za obradu apsorbovanog supstrata poreklom od
umrlih ¢elija. Kako nam je fokus bio na onim celijskim faktorima koji su neophodni za
prevazilazenje toksi¢nosti supstrata i njegovo efiksano recikliranje, nova grupa mutanata je
izolovana pracenjem gubitka sposobnosti rasta u visokotoksi¢nom supstratu. Posledi¢no, profili
rasta ovih mutanata se razlikuju od profila rasta mutanata iz prve grupe upravo po potpunom
izostanku rasta u visokotoksi¢nom supstratu. Takode o¢ekivano, ve¢ina mutanata (snf8, siml, chkl,
hsfl) je pokazala manju ili vecu senzitivnost na genotoksi¢ne agense, $to potvrduje znacaj zastite
genoma za prezivljavanje ¢elija u ovakvim uslovima. Identifikovanjem nove grupe mutiranih gena
potvrden je znaaj endocitoze i organizovanja citioskeleta u procesu RUS-a, ali je mreZa ¢elijskih
puteva proSirena na regulaciju c¢elijskog ciklusa, remodelovanje hromatina, posttranslacione
modiifkacije proteina i odgovor na toplotni stres (engl. ,,Heat Shock Response”, HSR).

Mutant mirl07, defektan u Adrl, ima smanjenu sposobnost obnove populacije na ra¢un umrlih
¢elija i rezistentan je na genotoksi¢ne agense. Adrl je kataliticka subjedinica PKA (protein kinaza
A), koja ima ulogu glavnog regulatora rasta i morfogeneze, kontrole gena koji ucestvuju u
¢elijskom odgovoru na stres i ulazak u stanje mirovanja (engl. ,,quiescent state”) [86, 111, 112].
Istrazivanja na kvascu su pokazala da PKA detektujuci nutritivni status (prisustvo glukoze i drugih
Secera) aktivira ekspresiju gena zaduzenih za rast [113]. Nutrijenti kod mikroorganizama
istovremeno predstavljaju metabolite, ali i signalne molekule koji diktiraju metabolicki,
transkripcioni i razvojni program koji optimizuju prezivljavanje u odredenim uslovima [86]. Stoga,
u kontekstu RUSa, uloga Adrl bi verovatno bila u prenosu signala i kontroli rasta putem regulacije
transkripcionog programa u odgovoru na izmenjen nutritivni status. Na buduéim istrazivanjima
ostaje da se ispita da li Adrl, kao glavni regulator rasta, svoju ulogu u kontroli RUSa ostvaruje
putem uobicajenih ili faktora specifi¢nih za RUS.

Identifikovana su dva mutanta, mir2 i mir237, koja kodiraju proteine ESCRT kompleksa. Mutant
mir2 nosi mutaciju u genu koji kodira Snf8, komponentu ESCRT Il kompleksa [114], dok je
mir237 defektan u proteinu Did4, jednom od faktora ESCRTIII kompleksa [87]. Poznato je da su
ESCRT kompleksi ukljuceni u vezikularni transport i putem formiranja multivezikularnih tela
posreduju u lizozomalnoj degradaciju ostecenih proteina [90, 115]. Medutim, pored narusene
sposobnosti obnove populacije, ova dva mutanta su pokazala i visoku (did4) i intermedijernu (snf8)
senzitivnost na izlaganje genotoksi¢nim agensima tokom proliferacije. S obzirom da MMS i HU
svoj efekat ostvaruju tokom S faze celijskog ciklusa, o¢ekivalo bi se da usled mutacije dolazi do
zastoja replikacione viljuske. Kod kvasca je identifikovano nekoliko komponenti ESCRT-a (Vps
faktori, engl. Vacuolar protein sorting) 1 pridruzenih faktora prilikom izolovanja mutanata
senzitivnih na radiomimetike, bleomicin i zeocin [116, 117]. Uloga Vps faktora u reparaciji DNK je
bila dugo zanemarena i nije dovoljno istrazena. Moglo bi se pretpostaviti da je uloga Vps faktora u
uklanjanju oste¢enih proteina verovatno neophodna kako bi se uspostavila odgovarajuca struktura
hromatina i angazovanje enzima neophodnih za DNK reparaciju. Nedavne studije ukazuju da
ESCRT masinerija ima vaznu ulogu u odrzavanju integriteta nuklearnog omotaca, Sto je
konzistentno sa ulogom ESCRT 11l kompleksa u popravci ostecenja plazma membrane [118, 119].
Ovo otkri¢e ukazuje da bi ESCRT mogao da ima ogroman znacaj za odrzavanje stabilnosti genoma
i vijabilnosti ¢elija, s obzirom da su oStecenja jedarne mambrane mesta prolaska TREX1
citoplazmati¢nih egzonukleaza koje dovode do ostecenja na DNK molekulu [118]. Na osnovu
navedenog, moglo bi se zakljuciti da je pad vijabilnosti populacije kod ESCRT mutanata, verovatno
posledica narusene sposobnosti obrade i sortiranja peptida preuzetih iz oste¢enog celijskog sadrzaja,
ali i gubitka integriteta nuklearnog omotaca i ¢elijske membrane, koji za ¢eliju predstavljaju prvu
liniju odbrane.

Dodatna potvrda da je mehanizam preuzimanja i obrade supstrata poreklom od mrtvih ¢elija
zasnovan na formiranju endocitoznih vezikula i aktivnosti ¢lanova ESCRT kompleksa dobijena je
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testiranjem mutanata 106, 107, 108 i 109 na sposobnost RUS-a. Ovi c¢elijski faktori ucestvuju u
regulaciji sazrevanja ranih endozoma, fuziji endocitoznih membrana, transportu endocitoznih
vezikula i kontroli bidirekcinog transporta [99-102]. Sumirano, na osnhovu c¢elijskih faktora
identifikovanih u ovom radu i njihovih pretpostavljenih funkcija kao ¢lanova ESCRT kompleksa,
moze se zakljuciti da je ESCRT kompleks klju¢an za recikliranje usvojenih proteina.

Gubitak sposobnosti obnove populacije mir354 ukazuje da je produkt mutiranog gena, protein Kell
itekako vazan u ¢elijskom procesu recikliranja supstrata poreklom od mrtvih ¢elija. Medutim, s
obzirom da je Kell slabo istrazivan ¢elijski faktor, tesko je pretpostaviti tacnu ulogu Kell u ovom
procesu. Kako je poznato da Kell interaguje sa aktinskim vlaknima, mogla bi se postaviti hipoteza
o funkciji Kell u reorganizaciji citoskeleta kako bi se obezbedio usmereni transport vezikula u
odgovoru na uslove limitiranih niutrijenata [120]. Dodatna istrazivanja su neophodna, kako bi se
razumela uloga Kell u procesu RUS-a.

Hipoteticki protein SIm1 (mutant mir3) ima funkciju koja objedinjuje uloge ESCRT faktora i Kell
proteina. SIm1 je vazan nizvodni efektor PIP2 (fosfatidilinozitol 4,5-bisfosfata) i TORC2 (engl.
Target Of Rapamycin Complex 2) signalnog puta, koji regulie brojne procese vezane za plazma
mutanta SIm1 u RUS-u, potvrduje znac¢aj svih ovih procesa (endocitoze, vezikularnog transporta i
citoskeletne organizacije) za rast i obnavljanje populacije putem apsorbovanja supstrata iz spoljne
sredine. Osim toga, novija istrazivanja su pokazala da SIm1 kroz regulaciju TORC?2 utice na sintezu
i distribuciju sfingolipida plazma membrane u uslovima stresa, tako da bi se doprinos SIm1 proteina
u prezivljavanju ¢elija nakon stresa, mogao objasniti njegovom ulogom u odrzavanju integriteta i
funkcije celijske membrane [93, 122]. Pored narusene spoosbnosti za RUS, mir3 je pokazao i
senzitivnost na genotoksi¢ne agense (UV, HU i MMS). Kako su rezulatati dve nezavisne studije na
S. cerevisiae i S. pombe, pokazali da TORC2 kompleks ima vaznu ulogu u odrzavanju genomske
stabilnosti u odgovoru na oksidativni ili replikativni stres [123, 124], moglo bi se pretpostaviti da
ovu svoju funkciju TORC2 ostavruje posredstvom SIm1 proteina.

Mutant mir754 je senzitivan na genotoksi¢ne agense i veoma sporo postize obnovu populacije
(RUS), sto ukazuje da funkcionisanje mutiranog gena doprinosi DNK reparaciji i korisé¢enju
metabolita iz mrtvih celija. Protein Tbpl je esencijalni transkripcioni faktor koji ucéestvuje u
asembliranju preinicijacionog kompleksa [89], stoga je moguca uloga ovog ¢elijskog faktora u RUS
putem promovisanja ekspresije proteina zaduzenih za popravku ostecenja na DNK molekulu. Sta
vise, istrazivanja pokazuju da bi transkripcioni faktori mogli biti direktnije ukljuceni u popravku
dvolancanih prekida [125-128] putem nekodiraju¢ih RNK koje regulisu popravku, izmenom
strukture hromatina [129], ili putem promovisanja sinteze transkripata koji sluze kao matrice tokom
popravke ostecenja [130]. Medutim, iako fenotip mir754 nedvosmisleno sugeriSe na povezanost
procesa DNK reparacije i RUS-a, potrebna su dalja istrazivanja kako bi se dokazala povezanost ova
dva procesa i sama uloga Thpl faktora.

Koliko je vazna zastita genoma u uslovima izlozenosti ¢elija toksicnom supstratu, ilustruje
¢injenica da je kao mutant u RUS-u izolovan mir20, koji ima narusenu funkciju Chk1 kinaze. Chk1
je glavni regulator odgovora na DNK oste¢enja (engl. ,,DNA Damage Response”, DDR) i zaduZena
je za usporavanje progresije ¢elijskog ciklusa kako bi se obezbedilo vreme neophodno za popravku
DNK ostecenja i prezivljavanje celije [95]. Chkl fosforiliSe i usmerava CDC25A, inhibirajuci
aktivnost CDK2/CDK1 S§to vodi zaustavljanju celijskog ciklusa u intra-S i G2/M tacki provere
¢elijskog ciklusa (engl. ,.checkpoints”) [131, 132]. Ulogu u kontroli popravke DNK, CHK1
ostvaruje putem fosforilacije i regrutovanja regulatornin proteina. Npr. poznato ja da tokom
homologne rekombinacije, Chkl fosforiliSe Rad51, olakSavajuci njegovu interakciju sa BRCA2
[133, 134]. Kinaza Chk1 je kljucna za prezivljavanje ¢elije i u odsustvu DNK ostecenja. Poznato je
da inhibicija Chk1l aktivira p53 signaling Sto vodi ¢elijskoj smrti posredovanoj kaspazom?2 [95,
133]. S obzirom na gore navedene podatke i ¢injenicu da je u ovom radu mutant u Chk1, mir20,
izolovan kroz visoko toksi¢an supstrat, a pokazao je i izuzetno visoku senzitivnost na genotoksi¢ne
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agense, ocigledno je da Chkl svoju funkciju u RUS ostvaruje kroz kontrolu celijskog ciklusa i
odrzavanje stabilnosti genoma.

Narusena sposobnost obnove populacije mir7, ukazuje na vaznost transporetra GDP-manoze u
procesu RUS. Ovaj protein obezbeduje dostavu GDP-manoze u lumen Goldzi aparata, $to je
kljutno kako bi se izvrSila neophodna manozilacija glikoproteina [94, 135]. Ovakva
posttranslaciona obrada proteina je od klju¢nog znaCaja za zastitu Celije od spoljinih agenasa i
adekvantno funkcionisanje, s obzirom da su makromolekuli koji izgraduju celijski zid visoko
glikozilovani glikoproteini, ta¢nije manoproteini [136]. Na haploidnim ¢elijama kvasca je pokazano
da je esencijalan za c¢elijsku vijabilnost, $to u nasSim eksperimentalnim uslovima objasnjava
nesposobnost mutanta mir7 da obnovi vijabilnost nakon drasti¢nog pada populacije. Istrazivanja na
kvascu su pokazala da Gmt regulise funkciju Goldzi aparata i organizaciju unutarcéelijskih
membrana [135, 137]. Uzimajuci u obzir ove literarne podatke, moglo bi se pretpostaviti da Gmt
svoju ulogu u obnavljanju populacije (RUS-u) ostvaruje kroz regulisanje sekretornih puteva i
obezbedivanje pravilno obradenih proteina, $to je neophodno za normalnu funkciju i vijabilnost
celije.

Mutant mir27 ima narusenu sposobnost RUSa, i ne pokazuje senzitivnost na genotoksi¢ne agense.
Mutirani gen kodira Snf5 transkripcioni regulator koji je deo SWI/SNF hromatin remodelujuceg
kompleksa. Zanimljivo je da su istrazivanja na humanim i kvas¢evim c¢elijama pokazala da Snf5
ima ulogu tumor supresora, i da inhibira prezivljavanje ¢elija i embrionalni razvoj (humane celije)
putem abnormalne aktivacije p53 [96, 97]. U kontekstu RUS-a, moglo bi se pretpostaviti da
nedostatak ovog faktora dovodi do izmene strukture i funkcije SWI/SNF hromatin remodelujuceg
kompleksa, sto bi za posledicu moglo da ima narusenu regulaciju ekspresije brojnih nizvodnih
faktora ukljucenih u RUS ili ¢ak prekomernu aktivaciju p53 i posledi¢no smanjeno prezivljavanje
¢elija. Dodatna istrazivanja su neophodna kako bi se utvrdio tacan mehanizam kojim Snf5 ostvaruje
ulogu u obnovi vijabilnosti populacije.

Imajuéi u vidu ¢injenicu da su mutanti u ovom radu izolovani selekcijom kroz visoko toksi¢ni
supstrat i da je jedna od klju¢nih osobina stresirane ¢éelije upravo povecana ekspresija proteina
toplotnog Soka [98], kao glavnih ¢uvara celije u uslovima stresa, nije iznenadujuc¢e da je medu
identifikovanim faktorima i jedan od Hsf proteina, Hsfl (mutant mir29). Hsfl je visoko
konzervirani transkripcioni faktor i predstavlja glavni molekularni pokreta¢ transkripcije proteina
toplotnog Soka u uslovima stresa i ucestvuje u razli¢itim bioloskim putevima, ukljuc¢ujuci energetski
metabolizam, uvijanje i degradaciju proteina, signaling i vezikularni transport [138-142]. Kod
kvasca je pokazano da je Hsfl esencijalan za prezivljavanje i u odsustvu stresa. Osim toga, studije
na C. elegans su pokazale da Hsf predstavlja vaznu determinantu duzine Zivota, i da bi targeti Hsf
mogli biti vazni za identifikovanje gena direktno ukljucenih u starenje [98, 142, 143]. Imajuéi u
vidu plejotropne efekte koje Hfsl ostvaruje u celiji, potrebna su detaljnija istrazivanja tacnog
mehanizma putem kojeg Hsfl ostvaruje ulogu u procesu RUS. Medutim, ono §to se moze
pretpostaviti je da bi izostanak funkcije Hsfl u uslovima gajenja u visokotoksi¢nom supstratu,
mogao dovesti do prekomerne akumulacije proteina i njihove agregacije, sto moze dovesti do
¢elijske smrti i pada brojnosti populacije [144].
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5.3 Analiza transkriptoma

Identifikovanje gena uklju¢enih u mehanizam recikliranja je Kljuéno za razumevanje RUS-a, kao
jedne od adaptacija koja bi mogla da omoguc¢i opstanak U. maydis u prirodi. Postavlja se pitanje
metodoloskog pristupa za identifikovanje celijskih faktora sa ulogom u RUS-u. Klasican
molekularno-geneticki pristup putem pretrage mutanata koji su izgubili spoosbnost rasta u supstratu
tretiranih ¢elija se pokazao kao dobar nacin i dao je jasan uvid u mrezu Celijskih puteva koji su
aktivni tokom procesa RUS. Alternativni put za identifikovanje novih faktora ukljué¢enih u RUS je
bila analiza transkriptoma, s obzirom da smo pretpostavili da bi elementi masinerije za recikliranje
mogli da se specificno indukuju u toksi¢nom supstratu. Cilj primene uporedne analize
transkripcionih profila je bio da se otkriju ¢elijski faktori koji su pre svega zaduzeni za obradu
visokotoksi¢nog supstrata, s obzirom da bi bas oni istovremeno mogli imati preklapajucu ulogu u
zaStiti genoma. Kao rezultat trasnkripcione analize, identifikovan je veliki broj gena koji kodiraju
hipoteticke proteine, a ¢ija je ekspresija drasticno uvecana u nasim eksperimentalnim uslovima, $to
ukazuje da su verovatno specifi¢ni za RUS. Analiza je pokazala da su tokom RUS-a povecano
eksprimirani geni koji su pre svega zaduzeni za oksido-redukcione procese, $to je ocekivano s
obzirom da sam supstrat koji je koriséen u tretmanu ¢elija, vodi poreklo od ¢elija koje su pretrpele
veliki oksidativni stres. Takode, detektovana je velika promena u nivou ekspresije gena koji su
svojom funkcijom vezani za membrane, komponente su membrana ili funkcionisu u membranskom
transportu. Ova grupa gena je detektovana kako medu povecéano eksprimiranim genima, tako medu
onima sa smanjenim nivoom ekspresije, §to ukazuje da se u vremenskom okviru trajanja tretmana
visokotoksi¢nim supstratom (30 min) aktiviraju procesi koji pojac¢avaju prvu liniju odbrane ¢celije
od akutnog stresa, a to su zastita ¢elijskih makromolekula i remodelovanje membrane. Medu
indukovanim genima, izuzev Chkl, nisu nadeni geni identifikovani putem izolovanja mutanata
klasi¢nim molekularno-genetickim pristupom. Moguce objasnjenje jeste Cinjenica da su prilikom
izolovanja mutanata defektnih u RUS-u, ovi mutanati selektovani kroz inkubaciju u supstratu
umrlih ¢elija nakon 24 h/48 h. Imajuéi u vidu da se u odgovoru na stres neki geni aktiviraju vrlo
rano (engl. ,,early responsive genes”), dok se drugi aktiviraju kasnije [145], nije moguce uporednom
analizom transkriptoma u vremenskom okviru od 30 minuta detektovati sve gene koji su vazni za
RUS. S druge strane, otkriveni su geni koji imaju DNK-vezuju¢e domene ili pretpostavljene uloge u
remodelovanju hromatina, Sto ukazuje da bi ovi geni mogli biti novi, tj. do sada neidentifikovani
faktori zaduZeni za ocuvanje genoma tokom RUS-a i1 potvrduje znacaj zaStite genoma za
prezivljavanje ¢elija nakon stresa. Kako bismo potvrdili validnost dobijenih rezultata, geni koji su
detektovani kao visoko indukovani u ovim eksperimentalnim uslovima, bi¢e deletirani, a mutanti
testirani na sposonost RUS-a.

5.4 Autodegradacija i ¢elijsko umiranje

Razmatranjem autodegradacije ¢elija, kao integralnog dela RUS-a, namece se pitanje nacina
¢elijskog umiranja u RUS-u. Poznato je da stresogeni faktori uzrokuju razlicite tipove ¢elijske smrti
u zavisnosti od prirode i intenziteta samog stresa, pri ¢emu su apoptoza i nekroza samo dva
ekstrema izmedu citavog niza prelaznih formi ¢elijske smrti [146, 147]. S obzirom da je pokazano
da ustilago podleze apoptotskoj smrti po izlaganju slabom oksidativnom stresu [148], istrazivanje
korelacije izmedu tipa i intenziteta stresa i nacina Celijskog umiranja bi moglo biti posebno
interesantno. Sa ekoloskog aspekta, oc¢igledna je dobrobit za populaciju od razgradnje nevijabilne
biomase. Naime, prezivele ¢elije imaju nutritivnu korist od o$teéenih, nevijabilnih ¢elija, s obzirom
da dobijaju gotove produkte njihove degradacije, bez utroska sopstvenih resursa na proizvodnju
hidrolitickih enzima koji bi inace vrsili razgradnju umrlih ¢elija. Sa evolucionog aspekta, brza
autodekompozicija i oslobadanje ¢elijskog sadrzaja bi mogli da obezbede adaptivnu prednost
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populaciji, naro¢ito u okruzenju siromasnom nutrijentima i u prisustvu kompetitornih
mikroorganizama [104]. U prilog ovome su istrazivanja na zelenoj algi C. reinhardtii i kvascu S.
cerevisiae koja su pokazala da umiranje ¢elija moze da dovede do oslobadanja supstanci koje
poboljsavaju prezivljavanje ostalih ¢elija u kulturi [26, 27]. Medutim, ukoliko pretpostavimo da je
brza autodekompozicija adaptacija koja obezbeduje brzu reprodukciju prezivelih ¢elija u populaciji,
ovaj fenomen bi podrazumevao aktivnu, regulisanu smrt jednog dela ¢elija u populaciji. S obzirom
da je kod jednocelijskih organizama "smrt jedne celije=smrt organizma" isklju¢uje se moguénost
delovanja prirodne selekcije na tu i bilo koju drugu osobinu [104]. Ova konstatacija namece pitanje
nacina na koji funkcioniSe proces selekcije kada je u pitanju PCD? Ovo pitanje ve¢ dugo
predstavlja enigmu za evolucioniste, a istrazivanja ukazuju da bi populacije mikroorganizama
trebalo zapravo posmatrati kao organizam [29].

Pitanje tipa Celijske smrti u RUS-u je posebno interesantno, s obzirom da je pokazano da od oblika
¢elijske smrti zavisi kvalitet oslobodenog celijskog sadrzaja, Sto dalje uti¢e na smanjenje ili
povecéanje fitnesa drugih Celija u populaciji [26]. Studije na C. reinhardtii su pokazale da je
pozitivan efekat produkata oslobodenih putem PCD na fitnes okolnih ¢elija specifi¢an za vrstu, s
obzirom da produkti PCD ove vrste inhibiraju rast drugih vrsta roda Chlamydomonas [28]. U ovom
radu se nismo bavili utvrdivanjem tipa ¢elijskog umirianja koji dovodi po pada populacije ustilaga u
uslovima inkubacije u supernatantu celija tretiranih peroksidom. Medutim, nasi eksperimenti na
ustilagu pokazuju da su jedinjenja oslobodena iz tretiranih/umiruéih ¢elija toksi¢nija pri tretmanima
ve¢im dozama stresogenog agensa, kao i pri duzoj inkubaciji nakon tretmana [149]. Osim toga,
rezultati ispivanja efekta supernatanta celija U. maydis tretiranih peroksidom na rast S. cerevisiae,
ukazuju da ovaj suspstrat moze da ima inhibitoran efekat na rast kvasca [78]. U ovom kontekstu,
moglo bi se zakljuciti da bi sposobnost mikroorganizama da prezive i obnove populaciju u
nepovoljnim uslovima mogla da bude direktno zavisna od njihovog kapaciteta da obrade produkte
umrlih ¢elija, Sto bi direktno zavisilo od tipa stresa i oblika celijske smrti. Takode, u ovoj
komparativnoj studiji kvasca i ustilaga je pokazano da S. cerevisiae ima nizu stopu autodegradacije
u odnosu na ustilaga, i daleko manju sposobnost obnove vijabilnosti u ovom supstratu [78], §to
ukazuje da bi se autodegradacija ¢elija u ovim uslovima mogla desavati na nacin specifi¢an za vrstu
[104]. Moguce je pretpostaviti i da su uocene razlike izmedu ove dve evoluciono udaljene vrste
posledica njihovih adaptacija na specifi¢éne uslove stanista [78]. Prema navedenom, mogli bismo
zakljuciti da je efikasnost ustilaga u recikliranju ostecenih jedinjenja imala jednu od klju¢nih uloga
za njegov opstanak u aridnim ekosistemima centralne Amerike, koji se smatraju centrom porekla U.
maydis [67]. Za potvrdu ove hipoteze potrebne su dodatne komparativne studije na ve¢em broju
mikroorganizama. Osim toga, bilo bi zanimljivo istraziti autodekompoziciju i oslobadanja ¢elijskog
sadrzaja na S. pombe, s obzirom da je kod ovog kvasca pokazan negativan efekat LH inkubacije
posle tretmana zracenjem [59, 60].

Kao $to je pomenuto, osnovni uslov za opstanak populacije nakon devastacije je postojanje
prezivelih ¢elija koje bi, po uspostavljanju povoljnih uslova, obnovile populaciju. Postavlja se
pitanje kako odredene ¢elije prezive uslove koji dovedu do smrti najveéeg dela populacije? S jedne
strane, moguce je da usled neuniformne distribucije stresogenih agenasa u stanistu, neke ¢éelije budu
manje izlozene dejstvu, npr. UV zracenja, desikacije, temperature itd [104]. Takode, poznato je da
lokalne populacije pokazuju visoku geneticku varijabilnost, stoga bi se moglo pretpostaviti da su
neke varijante otpornije na stres. Medutim, mikroorganizmi su razvili i specifi¢cne strategije za
prezivljavanje u nepovoljnoj sredini, a jedna od njih je perzistentnost. Perzistentnost je otkrivena
kao osobina jednog manjeg dela, inace geneticki homogene, bakterijske populacije da prezive doze
antibiotika koje su letalne za najveci deo populacije. Ove ¢elije se u normalnim uslovima ne dele,
ali po devastaciji populacije one ulaze u fazu brze celijske deobe, $to dovodi do obnavljanja
populacije [22]. Neke studije ukazuju da bi glavni faktor u osnovi perzistentnosti na antibiotik
mogao biti usporen ili zaustavljen rast. [150] Ovaj fenomen je potrvden i kod kvasaca i smatra se da
je evoluirao kao mehanizam kako bi se sprecila eradikacija populacije u nepovoljnim uslovima
[151-153].
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55  Hipoksija

Tokom rada na U. maydis uoc¢eno je da, ukoliko se prekono¢na kultura prebaci u vodu i inkubira u
visokoj gustini i u uslovima ograni¢ene koli¢ine kiseonika, populacija dozivljava ogroman pad
vijabilnosti. Ovo neocekivano otkrice je bilo posebno zanimljivo, s obzirom da inkubacija u istim
uslovima nije imala uticaj na vijabilnost populacije S. cerevisae. Dalje istrazivanje je usmereno na
ispitivanje vijabilnosti ustilaga u vodi u uslovima ograni¢ene dostupnosti kiseonika i pokazano je da
populacija U. maydis tokom vremena uspeva da uspostavi rast i dostize inicijalni nivo vijabilnosti u
istim uslovima koji su doveli do njenog pada (Slika 11). Ovo otkri¢e je ukazalo da postoje vazne
fizioloske 1 biohemijske razlike u ¢elijskim mehanizmima koje U. maydis i S. cerevisae koriste u
uslovima inkubacije u vodi [154]. Kao i u slu¢aju RUS-a [78], uocene razlike bi mogle ukazati na
specificne strategije prezivljavanja koje su ove dve evoluciono udaljene vrste gljiva razvile u
odgovoru na posebne zahteve njihovih ekoloskih niSa. S obzirom da je za svako dalje istrazivanje
klju¢no bolje poznavanje biologije ustilaga, studija je prosirena u Smeru istrazivanja faktora koji
promovisu ili posreduju u indukovanju masovne smrti ¢elija u uslovima inkubacije u vodi. Kao
rezultat, otkriveno je nekoliko zanimljivih ¢injenica 0 biologiji ustilaga u vodi. Kao prvo, pokazano
je da je pad brojnosti populacije ustilaga tokom inkubacije u vodi indukovan hipoksijom. Daljom
analizom je otkriveno da su ¢elije ustilaga u vodi metabolicki aktivne i koriste kiseonik. Kako je za
S. cerevisiae ve¢ poznato da u odgovoru na prebacivanje u vodu dolazi do redukcije metabolic¢ke
aktivnosti i produzavanja zivotnog veka [48, 155], o¢igledno je ovo bio razlog drugacije sudbine
ustilaga i kvasca u vodi. Potrebno je naglasiti da dogadaji koji su doveli do smrti ne bi bili otkriveni
primenom konvencionalnih metodoloskih pristupa za direktno ispitivanje efekta hipoksije na ¢elije,
s obzirom da je pad populacije U. maydis, koji je bio predmet ove studije, posledica autogenerisane
hipoksije. Za dalju diskusiju 0 ovom otkricu i bioloskom znacenju uocenih razlika izmedu kvasca i
ustilaga, neophodno su dodatna istrazivanja fiziologije U. maydis u vodi.

Iz ovih eksperimenata se jasno uocava da metaboli¢ka aktivnost ustilaga, u uslovima ograni¢enog
snabdevanja kiseonikom, proizvodi hipoksiju i oksidativni stres, sto dovodi do masovnog umiranja
¢elija i pada brojnosti populacije. Kako su hipoksi¢ni uslovi generisani od strane samih celija,
ocigledno je da ustilago iz nekog razloga nije sposoban da zaustavi dalju respiraciju kako bi sprecio
uniStenje populacije [154]. Postavlja se pitanje zasto ustilago, poput kvasca, ne redukuje svoju
metaboli¢ku aktivnost i tako zaustavi umiranje ¢elija? Stavise, uodena smrt éelija u ovim
eksperimentalnim uslovima bi se mogla posmatrati kao forma suicida, pa se namece pitanje razloga
zbog kojih se ustilago opredeljuje za suicidalan odgovor? Medutim, populacija ustilaga uspeva da
prezivi i opstane. Stoga, moze se zakljuditi da ustilago primenjuje strategiju koja o¢igledno donosi
dobrobit na nivou populacije, tako da bi suicidalno ponasanje moglo predstavljati evolucionu
adaptaciju ustilaga na hipoksi¢ne uslove.

Pad brojnosti populacije u uslovima inkubacije u vodi u visokoj gustini ¢elija bi se mogao sagledati
i iz ugla fenomena tzv. kripti¢nog rasta. Kripti¢ni rast je opisan kod E.coli i S. aureus kao strategija
za prezivljavanje dugotrajnog gladovanja tokom inkubacije u vodi [42, 46], §to delimi¢no odgovara
nasim eksperimentalnim uslovima. Prema teoriji kriptiCnog rasta, prezivljavanje dugotrajnog
gladovanja se kod S. aureus deSava samo pri visokoj gustini ¢elija, pri ¢emu se umiranjem veéine
¢elija u populaciji obezbeduju nutrijenti za opstanak male subpopulacije prezivelih ¢elija tokom
narednih nekoliko meseci [29]. U nasim eksperimentalnim uslovima, ustilago ne samo da savladava
nutritivni stres (inkiubacija u vodi), nego je dodatno izlozen i hipoksi¢nim uslovima, a pri tom
uspeva vec tre¢eg dana da u istim uslovima uspostavi skoro inicijalnu brojnost populacije (10 x niza
nego u normoksicnim uslovima).

Zanimljivo je i zapazanje da u ispitivanim uslovima, uvek jedan manji broj ¢elija U. maydis
prezivljava i ostaje vijabilan. Po uspostavljanju aeracije, ove celije uspevaju da obnove populaciju
do inicijalne brojnosti, sto podse¢a na fenomen nenasledne antibiotske perzistencije. S druge strane,
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moguce je da prezivele Celije predstavljaju sporo-rastuce celije na koje hipoksija nije uticala.
Studije na Bacillus-u su pokazale da u odgovoru na gladovanje, jedan manji deo populacije ostaje
metaboli¢ki aktivan, ali prelazi na oligotrofan, spori rast, zadobija kokoidni oblik i postaje
tolerantan na antibiotike. Po uspostavljanju povoljnih nutritivnih uslova, ove sporo-rastuce celije
Bacillus-a se brzo vracaju na normalan rast [46, 49]. Sli¢no, u nasim eksperimentalnim uslovima
malobrojne prezivele ¢elije su sposobne da u potpunosti obnove populaciju po uspostavljanju
normalnih (normoksi¢nih) uslova. Medutim, ¢injenica da ove c¢elije uspostavljaju rast i obnovu
populacije i u hipoksi¢nim uslovima, ukazuje da bi ustilago mogao imati sposobnost prelaska na
fermentativan nacin rasta. Ukoliko je to tacno, ovakav nacin rasta bi mogao biti vazan za invaziju
tkiva kukuruza tokom parazitskog stadijuma. U prilog hipotezi je nedavno otkri¢e spregnutosti
kapaciteta patogenih gljiva da inficiraju i kolonizuju domacina sisara i sposobnosti ovih gljiva da se
adaptiraju na razlli¢it nivo hipoksije [156]. Interesantno je da je u ovim studijama otkriveno
prisustvo etanola u tkivu inficiranom obligatnim aerobima [156, 157].

Kako je ispitivanjem SH supstrata pokazano da ustilago moze da obnovi populaciju na rac¢un
nutrijenata poreklom od celija umrlih usled SH, moze se zakljuciti da bi RUS mogao biti
univerzalni mehanizam koji ustilago koristi u uslovima stresa i neadekvante snabdevenosti
nutrijentima. Medutim, ono $to je posebno zanimljivo uociti, jeste da ustilago ne dostize brojnost
4x10® ¢elija/mL u hipoksi¢nim uslovima [154]. Stoga bi se moglo pretpostaviti da ustilago na
osnovu detektovanja sredinskih promena (koli¢ine raspolozivog kiseonika) i produkcijom
odredenih signalnih molekula odgovara na sredinske promene regulacijom brojnosti populacije.
Ovakvo ponasanje podse¢a na meducelijsku komunikaciju u okviru dobro organizovane zajednice
biofilma.

Prikazana studija prezivljavanja ustilaga u hipoksi¢énim uslovima bi mogla da ima velik znacaj u
razumevanju ekoloskog uspeha ustilaga u prirodi. U prirodnim uslovima se U. maydis uglavnom
nalazi u zemljistu (saprofit), gde se periodi¢no suocava sa gladovanjem. U periodima poplava
zivotni uslovi postaju posebno ugrozavajuéi, s obzirom da je tada zemljiste dodatno osiromaseno
kiseonikom. Kako gasovi, narodito kiseonik, difunduju 10* puta sporije kroz vodu nego kroz
vazduh, glavni problem u uslovima plavljenja zemljista je neadekvatno snabdevanje aerobnih
mikroorganizama kiseonikom [154, 158]. Moguce je pretpostaviti da bi u ovakvom scenariju doslo
do umiranja velike ve¢ine populacije U. maydis, dok bi samo retke, sporo-rastuce ¢celije mogle da
prezive. Ove Celije bi po uspostavljanju dotoka kiseonika mogle da se prebace na regularan rast i
obnove citavu populaciju. U ovakvom kontekstu, moglo bi se zakljuiti da je "Zrtvovanje™ gotovo
cele populacije i njena obnova putem reprodukcije malobrojnih prezivelih c¢elija, verovatno
selektovano kao adaptacija na nepredvidive i promenljive sredinske uslove [154].

5.6 Eko-evolucioni zna¢aj RUS-a

Rezultati ove studije imaju znacajan doprinos za razumevanje ekoloskog uspeha U. maydis i
evolucione uloge procesa recikliranja mrtve organske materije. Kao slobodnoziveci
mikroorganizam i patogena gljiva kukuruza, ustilago je pred velikim izazovom da se izbori sa
genotoksi¢nim stresom kojem je izlozen tokom oba zivotna stadijuma. S obzirom da poseduje veliki
kapacitet za DNK reparaciju [63], unutarcelijska popravka DNK ostec¢enja sigurno u velikoj meri
doprinosi uspesnom prezivljavanju populacije ustilaga kada nastupe stresni uslovi. Medutim, ova
studija otkriva recikliranje mrtve biomase, odnosno RUS, kao veoma vazan ¢elijski mehanizam Kkoji
omogucava prezivljavanje i obnovu populacije posle delovanja letalnih doza stresa. Ovo je narocito
znacajno, s obzirom da RUS funkcionise kao mehanizam za obnovu populacije bilo nakon tretmana
peroksidom, bilo usled hipoksije [149, 154]. Dakle, za RUS se moze re¢i da nije specifi¢ni
mehanizam zastite od odredenog stresa, nego pre adaptacija koja omoguéava oporavak nakon
delovanja razlicitih tipova stresogenih faktora.
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Celijski procesi u osnovi RUS-a bi mogli imati narogit zna¢aj za uspesnu populacionu dinamiku U.
maydis u sredinskim uslovima sa limitiranim nutrijentima i kompeticijom za iste od strane drugih
mikoorganizama. Identifikovanje ¢elijskih faktora uklju¢enih u RUS otkriva mrezu Celijskih puteva,
koji zajedno doprinose obnovi i rastu devastirane populacije. U ovoj studiji je identifikovan veliki
broj ¢elijskih faktora koji osim $to su ukljuceni u recikliranje, imaju vaznu ulogu i u zastiti genoma.
Na osnovu ove Cinjenice, moze se pretpostaviti da bi RUS mogao da obezbedi U. maydis
snabdevanje nutrijentima i reprodukciju na racun mikroorganizama koji imaju daleko manju
rezistentnost u datom ekosistemu, sto bi moglo da objasni vaznost izuzetne otpornosti ustilaga na
agense koji oStecuju DNK molekul. Takode, u sredini siroma$noj nutrijentima ustilago bi,
zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da prevazide stres i da se snabde nutrijentima iz mrtve biomase,
mogao da ima selektivnu prednost. Sumirano, ovaj mehanizam bi mogao da predstavlja adaptaciju
koja povecava fitnes U. maydis, s obzirom da mu omogucava da odrzi rast populacije, posebno u
uslovima velikog sredinskog stresa koji bi inace doveo do nestanka populacije [104].

Pored RUS-a, u ovom radu je pokazana jo$ jedna vaZna strategija prezivljavanja U. maydis. Naime,
tokom inkubacije u vodi, u uslovima ograni¢ene aeracije, metabolicka aktivnost ¢elija populacije U.
maydis indukuje sopstveni nagli i drasti¢an pad brojnosti, a onda malobrojne prezivele celije
uspevaju da obnove populaciju u istim uslovima koji su doveli do njenog pada [154]. Mogucée je da
odrzavanje fizioloske heterogenosti populacije kroz produkciju sporo-rastucih, perzistentnih celija,
predstavlja zivotnu strategiju koja dugoro¢no povecéava fitnes ustilaga. Tako bi za vreme optimalnih
spoljnih uslova vecinu populacije ¢inile ¢elije koje obezbeduju njen brz rast i reprodukciju, a u
slucaju da nastupe nepovoljni uslovi prezivele bi samo perzistentne celije. Zahvaljujuci
posedovanju mehanizma za recikliranje nutrijenata umrlih, degradovanih ¢elija, ove sporo-rastuce
¢elije bi, bile u kompetitivnoj prednosti u odnosu na druge organizme i uspes$no bi obnovile
populaciju.
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6 ZAKLJUCCI

1. Nakon izlaganja populacije ¢elija Ustilago maydis oksidativnom stresu dolazi do izrazenog
porasta broja vijabilnih ¢elija i do efikasne obnove populacije, ukoliko se tretirane celije duze
vremena inkubiraju u vodi. Utvrdeno je da se ova obnova populacije zasniva na sposobnosti
prezivelih ¢elija da za svoju proliferaciju koriste nutritivni materijal poreklom od umrlih
celija.

2. Analiza efekta oslobodenog materijala na rast neoSteCenih celija je pokazala opre¢nu biolo§ku
aktivnost, ukazujuci da bi U. maydis morao posedovati Celijske mehanizme ukljucene u, ne samo
reapsorpciju oslobodenih jedinjenja iz spoljasnje sredine, nego i u savladavanje njihove toksi¢nosti
koja je indukovana tretmanom.

3. U. maydis je metabolic¢ki aktivan u vodi, §to u uslovima ogranic¢ene dostupnosti kiseonika,
generise hipoksiju i oksidativni stres, koji za posledicu ima masovno umiranje ¢éelija. Produzena
inkubacija u uslovima koji su uzrokovali autogenerisanu hipoksiju i posledi¢ni pad vijabilnosti
populacije, dovodi do obnove populacije na racun reprodukcije malobrojnih prezivelih ¢elija.
Prema tome, veoma je moguce da je U. maydis sposoban da se prebaci na fermentativni nacin rasta.

4. Pretrazivanjem mutanata koji su izgubili sposobnost obnove vijabilnosti, identifikovano je 10
¢elijskih faktora (proteini Adrl, Did4, Kell, Tbpl, Snf8, SIml1, Chkl, Gmt, Snf5, Hsfl) koji
doprinose procesu. Poznate su uloge identifikovanih Celijskih faktora u razli¢itim celijskim
procesima: regulacija ¢elijskog ciklusa, rast, vakuolarno sortiranje proteina, organizacija aktinskih
filamenata, regulacija genske ekspresije, remodelovanje hromatina, odgovor na toplotni stres,
odrzavanje integriteta ¢elijske i nuklearne membrane i stabilnost genoma. Ovi su rezultati ukazali
na slozenu kombinaciju celijskin faktora i procesa ¢ijom se operativno$¢u postize efikasna
rekonstitucija stresom ruiniranih populacija.

5. Mutanti u genima Adrl, Did4, Kell, Tbpl, Snf8, SIm1, Chkl1, Hsfl su pokazali senzitivnost na
razli¢ite genotoksi¢ne agense, $to ukazuje da su neki od celijskih procesa zaduzenih za recikliranje
ostecenih unutarcelijskih jedinjenja takode ukljuéeni i u zaStitu integriteta genoma U. maydis.

6. Analiza transkriptoma c¢elija inkubiranih u supstratima poreklom od oksidativno-ostec¢enih
biomolekula, je pokazala da se najveca promena ekspresije gena deSava u celijama izlozenim
visokotoksi¢nom supstratu, te da u ovim ¢elijama dolazi do ekskluzivne ekspresije 242 gena, Koji bi
mogli imati ulogu u savladavanju toksi¢nosti supstrata. 1z ove grupe su za dalju analizu odabrani
geni ¢ija bi uloga mogla biti vezana za odrzanje integriteta genoma.

7. Dobijeni rezultati imaju znac¢aj u rasvetljavanju mehanizama obnavljanja populacije U. maydis
nakon delovanja oksidativnog stresa.
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N3jaBa o ayropcTBy

IMornucanu-a Jenena Manemesuh  (pohena Ilerkosuh)

Opoj uHIEKCca M3007/2015

NsjaBibyjem
J1a je TOKTOpCKa JArcepTallyja 1moj HacJIOBOM

UnentudukoBame U kapakrepuszanuja heanjckux dhakropa VKIbYYEHHUX V IIPOLIEC OOHABIHAHA
nonyaanuije henuja Ustilago maydis HakoM OKCUIaTHBHOT cTpeca

® PE3YyJTAaT COIICTBCHOI' UCTPAXKUBAYKOI pajiad,

e Ja MpeUIoKeHa JUcepTalyja y UeINHHA HU Y JIeJIOBUMA HUje Onia MpeaioskeHa 3a J100ujame
OUII0 KOj€ JTUILIOME MpeMa CTYAHjCKUM IporpaMuMa JIPYTruX BUCOKOIIKOJICKUX YCTaHOBA,

® J1a Cy pe3yJTaTh KOPEKTHO HaBEJEHU U

® Jla HUCaM KpI_I_II/IO/J'Ia ayTOPCKa MpaBa U KOPUCTUO UHTCIICKTYAJIHY CBOjI/IHy APYTUux Jvia.

IMornue fokTOpanga

VY beorpany,
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I/I3jaBa O UCTOBETHOCTH LITAMIIAHE M CJICKTPOHCKE Bep3nje HOKTOPCKOTI pajaa

Wme u npesume aytopa  Jenena ManemeBuh (pohena Ierkosuh)

Bbpoj unnekca M3007/2015

Crynujcku mporpam MogekyapHa OHoJ0rHja

Hacnos paga _MneHtudukoBame U KapakTepusaiyja heanjckux GakTopa YKIbYYEHHX Y IPOLIEC
oOHaBJpama nomnyianuje henmja Ustilago maydis HakoM OKCHIATUBHOT CTpeca

MenTop 1p Mupa MunucaibeBuh u jip Cernana Pamosuh

IMornucanu/a

W3jaBspyjem /a je mraMiana Bep3rja MOT JOKTOPCKOT pajia UCTOBETHA EJIEKTPOHCKO] BEP3UjU KOjy
caM mpenao/na 3a 00jaBJbUBamE Ha MOpTaly JIMTHTATHOI Peno3uTOpPHjyMa YHHBep3HTeTa y
beorpany.

Jlo3BosbaBaM /1a ce 0OjaBe MOjU JIMUHU IMOJAAIM BE3aHU 3a JI00Mjame aKaJeMCKOT 3Bama JIOKTOpa
HayKa, Kao 1ITO Cy UMe U Npe3uMe, To1Ha U MeCTO pol)erma U AaTyM oJ0paHe paja.

OBU NUYHM TOJAIM MOTY ce O0jaBUTH Ha MPEXHHM CTpaHUIlaMa IUTUTaIHEe OUOIHOTEKe, y
€JIEKTPOHCKOM KaTaJjlory U y myOsrkanujama Y HuBep3uteTa y beorpany.

IMornuc nokTOpanga

VY beorpany,
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N3jaBa o kopumhemy

Osnamhyjem YHuBep3uTeTcky Oubmuoreky ,,CBeto3ap Mapkosuh™ ga y Jlurutannu
perno3uToprjyM YHHBep3uTeTa y beorpaay yHece Mojy JOKTOPCKY TMCEPTAIIH]Y IO/ HACTIOBOM:

UnentudukoBame 1 Kapakrepusaruja heanjckux ¢axkropa YKIbYYEHUX Y IIporec 0OHaBIbamka
nonynanuije henuja Ustilago maydis HakoM OKCHUIATHBHOT cTpeca

KOja je MOje ayTOPCKO JEO.

JlucepTarujy ca CBUM IpHIO3UMa TIpeao/jia caM y eJIeKTPOHCKOM (opMaTy MOTOJHOM 3a TPajHO
apXHBHpAbHE.

Mojy MAOKTOpPCKY JAucCepTalujy NoXpameHy y JWTruTamHu pemo3uTopujyM YHHUBEp3HUTETa Y
beorpagy mory ja KOpuCTe CBH KOjU IMOMITY]y OJpende caapkaHe y 0/1adpaHOM THUITy JIMIICHIIS
Kpeatusne 3ajegauie (Creative Commons) 3a K0jy caM ce 0Ty4no/Ja.

1. AyropcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEPIIHjAITHO
@YTOPCTBO — HEKOMepLHjaHo — 0e3 mpepaye
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPIIM]AJTHO — AECTUTH O] UCTUM YCIIOBUMA
5. AyTtopcTBO — 0e€3 mpepaje
6. AyTOpPCTBO — JI€IUTH IO/ UCTHM yCIIOBHMA

(MonuMo J1a 3a0KpY)KHTE CaMo jeHYy O IIeCT MOHYl)eHUX JIUICHIH, KpaTak OIMKC JUICHIH JaT je
Ha noJjehuHu nrcTa).

IMoTnuc 1okTOpanga

VY beorpany,
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1. AyrtopctBo - Jlo3BOJBaBaTE yMHOKABAKE, TUCTPUOYITH]Y M JaBHO CAOIIIITaBamkEe J1ej1a, U Ipepase,
aKo ce HaBelle UME ayTopa Ha HauuH ojpeheH o1 cTpaHe ayTopa WM JaBaolla JUICHIE, YaK U Y
koMeprujanHe cepxe. OBO je HajcII000HM]a O] CBUX JIMIICHIIH.

2. AyrtopctBo — HekoMmepuujanHo. Jlo3BoJbaBaTe yMHOXKaBame, AUCTPUOYIM]y U JaBHO
caomIlnTaBame Jielia, ¥ Mpepaje, ako ce HaBelle MMe ayTopa Ha HayuH ojapeheH ox crpaHe ayTopa
WM AaBaolia jguneHne. OBa JIUIEHIIa He 03B0JbaBa KOMEPIHMjaHy yroTpely aerna.

3. AyTopcTBO - HEKOMeplHujaTHO — 0e3 mpepaze. J(03BojbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUOYLHU]Y U
JaBHO CaomINTaBame Jieia, 0e3 MpoMeHa, MPeodIMKOBamba MK YIOTpede /1eia y CBOM Jely, ako ce
HaBe/Ie MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTopa win JaBaoua jureHne. OBa JUIeHIa He
JI03BOJbaBa KOMEpLHUjaIHy yIoTpeOy Aena. Y 0JHOCY Ha CBE OCTaJe JUIICHIIE, OBOM JIUIICHIIOM Ce
orpanuyaBa Hajsehu oOuM npaBa Kopuithema aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLHUJjAIHO — JICJUTH TIOJ UCTHM ycloBHMa. J[03BOJbaBaTE yMHOXKaBambe,
IUCTpUOYNH]y M jaBHO CAOMIITAaBam€ JeNa, U Ipepaje, ako ce HaBele MME ayTopa Ha HauMH
onpehen ox cTpaHe ayTopa WM JaBaolia JIMIEHIE U aKo ce Ipepajga AUCTPHOyHpa Mo UCTOM WU
cIMYHOM JuieHoM. OBa JHIIeHIa He J03BOJbaBa KOMEPLUjaIHy yIoTpeOy /ena u npepaja.

5. AyropctBo — 6e3 mpepane. [[o3BospaBaTe yMHOXKaBamke, TUCTPUOYIIM]Y W jaBHO CAOIIITABAE
nena, 6e3 mpoMeHa, IPeodIMKOBamka WK yIoTpeOde Jiena y CBOM JIey, ako Ce HaBeJe UMe ayTopa
Ha HauuH onpeheH oa cTpaHe ayTtopa WM JaBaona JjuieHie. OBa JWIEHIIA JO3BOJbaBa
KOMepIHjaHy ynorpeoy nena.

6. AyTOpCTBO - ACTUTH TIOJ UCTHM YCJIOBUMA. J[03BOJbaBaTE yMHOXKABakE, AUCTPUOYIIH]Y U JaBHO
CaolITaBame Jieja, U Mpepaje, ako ce HaBeJe MMe ayTopa Ha HauuH ojapeheH on cTpaHe ayTtopa
WM JlaBaolia JIMLEHIE U aKo ce mpepada IucTpuOyupa moja UCTOM WM CIMYHOM JuieHoM. OBa
JMIIEHIA JI03BOJbAaBAa KOMepIUjalHy ymnoTpeOy aena u mnpepaga. CnuyHa je co(TBEpCKUM
JUIEHIIaMa, OJTHOCHO JIMIIEHIIaMa OTBOPEHOT KOJa.
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