HacraBno Hayunom Behy
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Yuusep3utera y beorpany

Ha penosnoj cennunu HacraBHo-HayuHor Beha Xemujckor ¢akynrera YHuBepsuteTa y
beorpany onpxanoj 12.11.2015. rogure oxpelhenu cmo 3a wianoBe Komucuje 3a mperinen,
oreHy u oabpaHy JOKTOpCKe aucepraimje mMactep Guoxemuuapa ['opmane Kosauesuh mon
HacJIOBOM:

» 1 [POTEMHCKH HHKEHePHHT H Pa3B0j BHCOKO0e(HKACHIX METO/A 32 NPETPAKUBAKE
OubmoTexe rena riaykosa-oxcuaase us Aspergillus niger y umiby nosehama ensumcke
AKTHBHOCTH U CTAOMIHOCTH

[Toanery nucepranujy cMo Hperienaiy u mogHocumo HactaBHo-HayaHoM Behy crnenehu
U3BEIITAJ

A. llpuka3 cagpaxkaja quceprauuje

Hoxtopcka mucepranuja I'opmane KopaueBuh wamucana je wa 114 crpama, A4
dopmata u caxpxu 27 ciuxa u 11 TaGena. Pax o6yxsara Yeox (2 crpane), Teopujcku meo (27
crpana), [{ubeBr ncrpaxuBama (1 crpana), Matepujan u metone (31 crpana), Pesynratu u
nuckycuja (32 crpane), 3axbydnu (2 crpaue), Jlureparypa (17 crpama, 203 murata) u
[Mpunosu (2 crpare). [lopen HaBeneHOT, AUCEpTaIHja CaAPKU U3BO HA CPIICKOM U €HITIECKOM
jesuky (mo 3 crpane), Canpxaj (3 crpane), JIucty ckpahenuna (2 crpane), 3axpamaumy (1
crpana) u buorpadujy kangunara (1 crpana).

Y VBoay je onmcaH ImpeMeT HCTPaXHBAMba OBE JOKTOPCKE AUCEPTALUje KA0 M HEHH
[UJBEBH. VICTAKHYTH Cy 3Ha4aj U OrpaHHYCHa TIPUMEHE €H3UMa y MHJIYCTPHUjH, ca ITOCEOHUM
OCBPTOM Ha TITyK03a-0KCHIa3y, Ka0 U METOJIE KOjHMa Ce €H3UMH MOTY yHarnpeauth. Takohe cy
HICHTU(QUKOBAaHE OCOOMHE ITyK03a-0KCU/Ia3e KOje j& HEOMXOAHO MOGOJBIIATH 32 HeHY IUpPY
MHJyCTPH]CKy IIPMMEHY, K0 H OIHC JO Caja Pa3BHjeHHX METOJa MpPeTPaXKHBama Koje Cy
JIOBEJIE 10 MPOHAJIAKEha aKTHBHUJUX BapUjaHTH TIyK03a-0KCHIA3e.

Teopujckm meo oOyxpaTa mer Behux nenmwHa. YV TPBOj HENMHM j€ JETAJLHO OMHCAH
MEXaHH3aM DPEaKIHUje IIIyK03a-OKCH[a3e, HheHe CTPYKTYPHE M KMHETHYKE KapaKTEePHCTHKE,
CTabWIHOCT M mpuMeHa. Jl[pyra LeiHHa [aje OMINTH IPUKA3 IIPOTEMHCKOr MHKEHEPHHTA U
METO/Ia KOj€ Ce KOPHCTE 3a KOHCTpYHCame Oubanoreka rera. Y Tpehoj HenuHu je mat npukas
PA3UIUTHX KBAITYEBUX EKCIPECHOHMX CHCTEMA U HUXOBE IIPEIHOCTH M HeJoCTau. YeTBpTa



TIeJIFHA OMHCYj€ METO/IE 3a IPETPAKUBAE OUOIHOTEKA [eHa, Kao | [0 Cajla Pa3BHjEHE METOJIE
33 IpeTpaKMBarbe OHONHOTEKa TeHa ITyKo3a-OKCHjaase, JOK IleTa LENUHA [Jaje MpHKa3
yroTpebe 3emeHor (IIyOpPECUEHTHOr MPOTeHHA Kao ofelexuBada JIOKAlMje U EKCIpEecH)e
IPOTEHHA.

Marepujanq B MeToje CaipXKe [eTa/baH OIMC EKCIEPHMEHTAIHAX METOAa U
IpoLEypa, peareHaca u y3opaka KopuirieHuX y 0BOj JUCEpPTaLHjH.

V geny PesyaraTH W JAuCKyCcHja KaHAWAATKHE-a je IIpHKasala W JIETa/bHO
IpOJMCKyTOBala OOHjeHe pesyntate y Tpu UemuHe. Hajmpe cy npuKasaHu pe3ysiTaT
eKcrpecwrje, mpeuninhaBaa ¥ KapakTepu3anyje AUB/ber Tuna M MI12 MyTraHTa riyKo3a-
okcujase y kacuy Pichia pastoris ynopeljeHHX ca eKCIPECHjOM HCTHX BApHjaHTH Y KBacIy
Saccharomyces cerevisiae. Y 1pyroj UeNHHE WCIUTHBAH j& YTHIA) NMO3ULM]E METHOHHHA HA
OKCHJATHBHY CTaOHIIHOCT IJIyK03a-OKCHIa3e, U H30J0BAHH Cy M OKapaKTepPHCaHH MyTaHTH ca
nosehanoMm axTHBHOIINY B OKCHEATHBHOM ctabunHoiuhy. Takohe je mpuka3aH pa3Boj METOZE
33 IpeTpakuBame OHUONHOTEKe TeHa INIYK032-0KCHAas3e Y IHJbY MPOHANAXEHa OKCHAATHBHO
CTaOHIHMjUX BapHjaHTH eH3uMa. Y Tpehoj HeMuHN NPUKa3aHU Cy Pe3yITaTH pa3Boja BHCOKO
edukacHe MeToJe TMpeTpaXuBama OHOMMOTEKE TIeHa TIIyKo3a-OKCUIa3e 3acHOBaHE Ha
IIPOTOYHO] HUTOMETPHjH W EKCIIPECHjH 3elIeHOT (IyopecleHTHOr MpOTeWHa Kao MapKepa
KOJIMYMHE EKCIIPUMHUpAHE TIyK03a-0KCHIa3e.

YV 3ak/bydKy KaHIWAATKHIbA je CyMHpaia pesyirare HOOHMjEHE y TOKY H3paje
TOKTOPCKE JUCepTauyje.

V mornapby JlurepaTypa Cy HaBeJE€HH PajOBH H3 OOJIACTH HCTPaKHBama KOjH
[IOKPHUBajy CBE JIETIOBE AUCEpTAlH]e.

VY IpuiaosmMa Cy Jare HYKIEOTHIHE CEKBCHIE IIpajMepa KOpPHIINEHHX Y
npolleiypamMa KIOHUPama.

b. Kpatak npuka3 pe3yarara

Y 0BOj JOKTOPCKOj MUCEPTAllMjd WMCIHTHBAHA je MOTYHHOCT eKCIIpecHje TIIyKo3a-
okcuaaze y kBacny Pichia pastoris y LHJbY UpPEBasHiIaXelka HHUCKOT IMPHUHOCA U HUCKE
cnenuduYHE aKTHBHOCTH E€H3MMa CGKCIPHMHpPAHUX y KBaclly Saccharomyces cerevisiae.
[Tokazano je fJa €H3WM eKCIPUMHpaH y KBaclly Pichia pastoris WMa HIKH CTCIEH
DIHKO3MIAIAj€ Y OJHOCY HA €H3UM EKCIpUMHpaH y Saccharomyces cerevisige, MTO je
JOIIPHHENO TpocTpykoM moBehary cnenubmdHe akTHBHOCTH. MyTant M12 excnipumupan y
oBOM KBacly mMma 4 myrta Behy koHcTaHTy crenubuaHocTH Ha ¢usnonomkom pH y omeocy
Ha JUBJBM THI €H3MMa, Ka0 M TpH Iiyra noBehiaHy akTHBHOCT ca PEIOKC MEIH]aTOpoM
HUTpPO30-aHUJIMHOM, YMME j€ TIOKa3aH HeroB HMOTEHIHjal 3a ymoTpeOy y OuoceHsopuma H
6uoropuBHEM henujama.

MeTHoHMH je HAeHTH()HKOBAH Ka0 aMHUHOKHCEIHMHA Koja je Hajuyemhe IOMIOXKHA
OKCHJIAIMjH PEaKTHBHAM OKCHIATHBHAM BpCTama, CTOra je HCIHTHBAH YTHIIA] H-ETOBE
MO3MIMjE Y OMHOCY Ha aKTHBHO MECTO [IIYKO3a-OKCHJAa3e HAa OKCHJIATUBHY CTaOUIHOCT
em3uMa. [loka3aHo je fa MyTaluje Ha METHOHHHCKMM OCTallMa Koje ce Hajasze y OIu3uHd




aKTHBHOT MeECTa HAajBHUINE AONpPHHOCE TMoBehamy OKCHIAaTHBHE CcTaOWIHOCTH, M Ja
KOMOHMHAIIHjOM IOjeIHHAYHIX MyTalldja He J0Jla3d 10 JoJaTHOT moBehama CTaOHIHOCTH.
[Iponahen je MyTaHT ITyKo3a-OKCHIA3e KOjU MMa ABa U MO IMyTa MOOOJBIIAHY OKCHIATHBHY
CTaOHMITHOCT, K20 W MYTAHT KOJH WIMa TPH IIyTa Belly KOHCTAHTY CIEHU(PUIHOCTH, Y OJHOCY
Ha JUBJ/BH THI eH3MMa. HajcTaOWIIHUjU M HajaKTUBHHjU MYTaHTH TIyKo3a-OKCHAa3e Ccy
npevrinhieHy ¥ okapakTepucanu. YropejupameM pe3uayaTHUX akKTHBHOCTH HaKOH TpeTMaHa
BOJIOHUK-TICPOKCHIOM NpPeUHITNeHHX BapHjaHTH TIIyKo3a OKCHAa3e HMOOMITH30BaHE Ha
MaKpOMOPO3HOM KOMOJIMMEPY M UCTHX BapHjaHTH €H3WMa EKCIPHMUPAHHX Ha IOBPHIMHU
henwja KBaciia, TOKa3zaHO je Jla je CHCTEM eKCIpecHje Ha TOBDIMWHW KBAcla YCTEenTHO
NpPUMEEEH 3a TMpPeTpaXHUBamke OWONHOTEKe MyTaHara 3a MOOO0JbINAHY OKCHIATHUBHY
ctabumHoCT.

Ha xpajy oBe mucepraigje, OlHCaH je pa3Boj mMefore BUCOKO epUKacHe METoje
npeTpaxkuBaa OHONHOTEKE TeHa TIYKOo3a-oKCHaasze Koja ce ©Oasmpa Ha MPOTOUHO]
ITUTOMETpHjH. MeTo/Ia ce 3acHUBA Ha JIETEKIIHjH TIyK03a-0KCH/Ia3He aKTUBHOCTH Kopuctehu
drnyopeciieHTHe JiepuBaTe THpPaMHIa, W KBAaHTHQHKAWJH EKCIPUMHPAHOI €H3MMa Ha
noBpINHHK henwja KBaciia moMolly 3ejeHOr (¢uiyopeciieHTHOr mpoTenHa. OmucaHa je
ONITUMH3AIHja PEaKIIMOHUX YCJIOBA, U TIOKA3aHO je Ja KopHIIheme 3eeH0T QIyopecieHTHOT
mpoTenHa omoryhaea Opxe W eQuKacHHje MpeTpaKuBame W coOpTHpamke OHOIHOTEeKe TeHa
riykosa-okcuaase. OBom MeTojioM IipoHaheHa cy JBa MyTaHTa, Koju uMmajy 1,3 u 2,3 myta
Behy aktuBHOCT Ha Qu3uoomKkoM pH y 0HOCY Ha IUBIBH THIT €H3HMA.

M. Yiopeana ananuza pe3y/iTaTa KaHAHIATa €a Pe3yJATATHMA U3 JHUTepaType

VY 1pou3BoAkH PeKOMOMHAHTHHX €YKApHOTCKUX MPOTEHHA KBacar Saccharomyces
cerevisiae je jeman oJi Hajuemhe KOpPHITNEHHWX EKCIPECHOHHX CHCTeMa, 300r Jake
MaHUIyJIalyje W rajema. [Ipon3Bogma TIyKo3a-OKCHIa3e y OBOM KBaclly je Iokazala
onpeljeHa orpaHWYeHa Yy BHUAY HHCKOT NPHHOCA U XUIEPIIMKO3WJallije, Koja JOBOIH O
3HAUQjHO CMarbeHe CreluduYHe aKTHBHOCTH €H3MMa Yy OJHOCY Ha €H3WM H30JI0BaH H3
Aspergillus niger, yiMe je orpaHuveHa berosa npumera. Ca pa3BojeM MeTosia MyTareHese
npeTpaxkuBama OHOIMOTEKa TeHa, JOOHjeHH Cy MYTaHTH TIIyK03a-0KCHIa3e KOju UMajy 60Jby
AKTHBHOCT U TEMIIepaTypHy CTaOHITHOCT Yy OJHOCY Ha AWBJbH TUI eH3UMAa. 300T HABEICHUX
HemocTaTaka Saccharomyces cerevisiae y pOW3BOIGYU TIIyK03a-0KCHIa3e youeHa je norpeda
32 EKCIIPECHOHHM CHCTEMOM -KOjuM hie ce no0WjaTH TpaMcKe KOJHYHHE XETepOJIOTHOT
MPOTEHHA 0 JUTPH (PEPMEHTALMOHE TEYHOCTH M y KoMe hie eKCIpUMUpaHd €H3UM HUMAaTH
Behy crenuduuHy akTHBHOCT. Y OBOj JHCEpTAlMjd je MCIHUTHBAHA €KCIIpecHja MyTaHaTa U
JIMBJBET TUIIA €H3UMA Y KBacuy Pichia pastoris, u y nopehemy ca muTepaTypHUM MoJanuMa
3a eKkcrnpecHjy y Saccharomyces cerevisiae noOHWjeHe cy TpocTpyko Behe BpemHocTH 3a
cnenu(UYHy aKTHBHOCT, YAME je IOKa3aHO Ja Cce OBaj KBacall MOXe KOPHCTHTH 3a
IPOU3BOMEGY TIyKO3a-OKCHIa3e Ha BEJIUKO] CKald, Koja Jajbe MOXKE HMAaTH PpasHduTe
IpUMeHe y npexpaMOeHoj u GpapmareyTcKkoj HHAYTPH]H.

Wunyctpujcka yrnorpeba riyko3a-OKcuaase je JUMHUTHPaHA HCHOM HHAKTHBAIIH]OM
BOJIOHHK-ITEPOKCHIOM KOjH HAacTaje Kao MPOM3BOJ OKCHJIAIHMje TIIyKo3e. ApOoMaTH4YHE
aMHHOKHCENHHE (XUCTHIWH, TpUITodaH, GeHHIaTaHuH, TUPO3HH) Kao U OHE KOje CaapiKe




CyMIIOp (UMCTEMH M METHOHHH) Cy IIOUIOKHE OKCHIAUUjH PEaKTHBHUM OKCHIATHBHHM
BpCTaMa, M paHHMja MCTpaXMBama Cy IOKa3ala [a OKCHIAIMja METHOHHMHA Y METHOHHH
cyadoxenn uma mocebHo aecrabumuuryhu edexar Ha CTpyKTypy IpoTenHa. Y THTEpaTypH je
HOCTYJIMPAHO [la HA OKCHIAlMjy METHOHHHA BENHKH YTHIA] MMA HEroBa H3JI0KEHOCT
pactBapady. IIpernenom nmTepaType je Takohe yodueHO jga y ciydajy IIyKo3a-OKCHIA3e
TIOCTOj ! MH/MIH]ja /Ia OKCHAIHja jeHOT METHOHHHCKOT OCTATKA, HajBepOBATHHjE y OIIH3HHH
aKTHBHOI' MECTa, JOBOIH [0 3HAa4ajHE HMHAKTUBALKje €H3WMa. IHAKTHBamuMja ITyKO3a-
OKcHJIa3e y IPHCYCTBY BHIIKA BOJOHUMK-IIEPOKCH/IA CE JieTlIaBa Kajla eH3UM aKTUBHO OKCHJIYje
[JIyKO3Y, ¥y OBOj AUCEPTALlUjH je aHATHW3UpPaH yTUIa] no3unuje 11 MeTHOHHHCKHX OCTaTaKa
Ha OKCHJATHBHY CTaOHIHOCT eH3uma. ITokasaHo je [a mo3uTHBaH yTHI[aj HA OKCHIATHBHY
CTaOHMIIHOCT IIlyK03a-OKCHJa3e MMajy MyTalHje Ha TP METHOHMHCKA OCTAaTKa y OIM3HHH
aKTHBHOT MECTa, a MyTallhja Ha je[HOj MO3HUMUjH je uMana Hajsehu nonpunoc nopehanajyhu
OKCH/IATHBHY CTabHIIHOCT 2,5 MyTa y OJHOCY Ha AUBJBM THI eH3uma. OBUM je ToTBpheHa
IOYeTHA MPETIOCTAaBKA U HMACHTH()HMKOBAH je METHOHMHCKH OCTATaK YMjOM OKCHJIAITH]OM
monasw N0 HHaKTHBammje eHsuMa. C 003MpPOM fHa Ce OBH METHOHHHH Hajiase y
YHYTPAIIbOCTH €H3MMa, HBHUXOBA JOCTYNIHOCT pacTBapady jeé OrpaHHYeHa W CAMHM THM je
I,ETOB yTUIIA] HA OKCHJIAIIK]Y OBMX METHOHUHA MAJIH.

[IpoHanaxerme MyTaHaTa IJlyKo3a-OKCH/a3e KOjH Cy aKTHBHHjH M CTaOHIHHJH MOYE
OuTH Beoma IyroTpajHO YKOIMKO HE IOCTOje BHCOKO e(UKacHe METOJe TpeTpakuBama. J[o
cajia je pasBHjeHO HEKONHKO METOJA 3a [PEeTPaXUBarhe OUOIMOTEKA TeHa TIIyK03a-OKCHAa3e
OasupaHux Ha MPOTOYHO] LUTOMETPHjH, a HajeUKAaCHHjOM Ce [0 caja MOoKa3aia METOJa
obenexasara (IIyOpPECIEHTHUM THpaMHIOM fenuja KBacua Koje eKCIpHMEpajy Ha CBOjO]
MOBPIIMHY TITyKo3a-0KcHIa3y. OBOM METONOM je MOryhie KBaHTHTATHBHO OJpenuTH henuje
ca HajBehOM €H3UMCKOM aKTHBHOIINy, anu HHTE3WTET (IYOpECUEHI]je 3aBHCH H O
KOIMYMHE MPOTEHHA eKCIPUMHUPAHE Ha MOBPIIMHM hemwja. Jla OM  yIpOCTHIH
KBaHTH(UKAIK]y KOJMYMHE EKCIPUMHPAHOI €H3UMA HA TMOBPUIMHY KBAaCIla M MpEIH3HHje
OIpENHIH CHeLU(pUYHY aKTHBHOCT €H3MMA IPOTOYHOM LUTOMETPHjOM, Y OBOj JHMCEPTALHjH
TECTHpaHa je yHoTpeba 3eMeHOr (IIyOpecHeHTHOr IPOTeWHa Kao (y3MOHOT MapTHepa ca
TJIyKO33a-OKCHIa30M T/¢ OW HMHTE3UTET 3eleHe (IyopecueHuuje GHO Mepa KONHYMHE
CKCIIPMMHUPAHOT MPOTEHHA, 8 HHTE3UTET LpBeHEe (IIyOpECIeHIIHje AepuBaTa TApaMUIa Mepa
CH3UMCKE aKTHBHOCTH. Y jEHO] DYHIH COPTHpama MPOLEHAT EH3UMCKHMX BapHjaHTH
aKTHBHHjUX OJl UBJbEr THIa je moBehan ca 23% Ha 44%, mTo je epuxacHHje ox 10 cama
yOJIMKOBaHUX JIUTEPATYPHHUX PE3YIITATA.
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https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1389172318303128




2. Kovacevic, G., Blazic, M., Draganic, B., Ostafe, R., Gavrovic-Jankulovic, M.,
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evolution of glucose-oxidase and heterologous expression in yeast”, 5 International
congress for cell biology, Timisoara 2013, Bulletin of Romanian Society for Cell
Biology No. 41 p.69 (2013) (M34)

E. 3ak/pyuak

Ha ocHOBy cBera H310)K€HOT, MOXXE C€ 3aKJbYyYHTH [la j€ y TOJHETOj JUCEPTAIHju MOJ
HaCJIOBOM ,,I [pOTEHHCKY HH)KEHEPHUHT U Pa3BOj BUCOKOE(HUKACHUX METO/Ia 3 TPETPAKUBAE
OuOIMOTeKEe TeHa. IIyKo3a-oKcumaze w3 Aspergillus niger y Wby TMOBehama eH3MMCKE
aKTUBHOCTH W crabmiHocTH’, KauaumaT [opmana KoBaueBuh ycmemHo oaroBopmia Ha
[IOCTaBJbEHE 3aJaTKe KOJU C€ OJHOCE HA HUCIHUTUBAKE YTHIAja CTPYKTYpe Ha aKTHBHOCT H
CTaOMIHOCT TJIyKO3a-OKCH/Aa3e, Kao W Ha pa3BOj] HOBHX BHCOKOe(UKAacHHX MeTona 3a
MpeTpakuBame OMONHOTEKEe reHa TIIyKo3a-OKCchase y by noBehama meHe aKTUBHOCTU H
CTaOMIHOCTH. Pe3ynratu McTpakuBama MPOHCTEKIHM M3 OBE QUCEpTalije Cy 00jaB/beHH Y
jemHoM pany IITaMITaHOM y BpPXyHCKOM MeljyHapomHom dacommcy (M21), jemHOM pamy
ITaMIIaHOM y UCTaKHYyTOM Mel)yHapomHoMm daconucy (M22) u Tpu pana mrammnasa y Gopmu
caommuTema Ha Tpu HayuHa ckyma (M34). Pesynratm oBe gucepranuje cy O
(byHnameHTanHOr OGHOXEMH]CKOT 3HAauaja jep IONPHHOCE pa3yMeBamby YTHIaja MPOTEHHCKE
CTpYKType Ha CTaOWJIHOCT M aKTUBHOCT €H3MMa TJIyKo3a-okcujgase. Ha ocHOBY cBera
manoxxenor Kowmmucnja mpemmaxxe HacraBHo-Hayunom Behy Xemwujckor —¢akynrera



Yuusepsutera y Beorpany, na mognery noxrtopeky aucepranujy I'oprane Kosauesuh mop
HacioBoM lIporennckn wmkewepMHr W pasBoj BHcokoe(HKACHHX MeToga 3a
nperpaxusame 6ubanoTexe rema riyKosa-okcupaze us Aspergillus niger y ummby
noBehamwa eH3UMCKe AKTHBHOCTH M CTA0MIHOCTH” IPUXBATH 1 on06pu mweny onbpany 3a ;
CTHIIaE aKaJ[EMCKOT 3Baba JIOKTOpa GHOXEMHjCKUX HayKa,

Beorpan, 13.08.2018.
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