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Na redovnoj sednici Nastavno-nau¢nog veca Hemijskog fakulteta, Univerziteta u Beogradu,
odrzanoj 17. januara 2013. godine odredeni smo u Komisiju za ocenu i odbranu doktorske
disertacije Kandidata Milana B. Dragicevica, diplomiranog biohemicara, istrazivata saradnika
Instituta za bioloSka istrazivanja ,,SiniSa Stankovi¢”, pod naslovom: ,,Analiza subjedintnog
sastava i regulacije izoformi glutamin-sintetaze kod biljaka Arabidopsis thaliana (L.)
Heynh. i Lotus corniculatus L.”

Komisija je pregledala doktorsku disertaciju i podnosi Nastavno-nau¢nom vecu sledeci

IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija Milana Dragicevica pod navedenim naslovom napisana je na 163
strane A4 formata kucanog teksta, sadrzi 47 slika i 18 tabela. Disertacija obuhvata sledeca
poglavlja: 1. Uvod (33 strane), 2. Cilj rada (1 strana), 3. Materijal i metode (26 strana), 4.
Rezultati (35 strana), 5. Diskusija (29 strana), 6. Zakljucci (1 strana), 7. Literatura (28 strana) sa
240 navoda i 8. Prilozi (9 strana). Pored navedenog, disertacija sadrzi Sadrzaj, Izvod na srpskom
I engleskom jeziku, Zahvalnice i Biografiju autora.

U Uvodu Kandidat navodi znacaj i uloge razli¢itih izoformi glutamin-sintetaze (GS) u
asimilaciji amonijum-jona poreklom iz razli¢itih metaboli¢kih procesa u biljnoj ¢éeliji. Opisana je
kvaternerna struktura ovog enzima, sa posebnim osvrtom na strukturu aktivnih centara. Potom su

opisani mehanizmi regulacije biljne glutamin-sintetaze, od regulacije ekspresije, preko regulacije



aktivnosti i stabilnosti posttranslacionim modifikacijama. Sledi detaljan osvrt na izoforme
glutamin-sintetaze kod model-biljke A. thaliana, gde je pored literaturnih podataka prikazano i
poravnanje aminokiselinskih sekvenci razli€itih subjedinica sa osvrtom na uticaj razlika u
primarnoj strukturi na opazene kineticke parametre. Potom su opisane razliite izoforme
glutamat-sintaze (GOGAT) kod A. thaliana, enzima koji sa glutamin-sintetazom KkataliSe
asimilaciju amonijum-jona kod biljaka. U ovom odeljku Kandidat je opisao i povezanost puteva
transdukcije signala razli¢itih klasa fitohormona u regulaciji preuzimanja i asimilacije azota.
Navedeni su i najpoznatiji inhibitori glutamin-sintetaze, sa naroCitom paznjom na analogu
glutamata, fosfinotricinu, njegovoj upotrebi kao neselektivnog herbicida i mehanizmu
ireverzibilne inhibicije glutamin-sintetaze. Sledi kratak opis fenomena hormeze i razli¢itih
herbicida koji dovode do ovog fenomena, ukljucujuéi i fosfinotricin. Na kraju ovog poglavlja
kandidat navodi osnovne karakteristike i znac¢aj model biljaka Arabidopsis thaliana i Lotus
corniculatus koje je koristio u istrazivanju.

U odeljku Cilj rada, sazeto su predoc¢eni osnovni ciljevi ove teze.

U odeljku Materijal i metode Kandidat je detaljno opisao sve materijale, tehnike,
metode, hemikalije i reagense koje je koristio u svom radu. Kandidat je primenio Siroki spektar
metoda i pristupa, po¢ev od tehnike kulture biljnih tkiva in vitro, preko molekularno-bioloskih i
biohemijskih metoda, uklju¢ujuci izolovanje organela, razli¢ite nacine ekstrakcije i odvajanja
nukleinskih kiselina i proteina, amplifikacije nukleinskih kiselina, kvantifikaciju genske
ekspresije RT-gPCR-om i imunodetekciju specificnih proteina. Treba naglasiti da je Kandidat
pojedine protokole samostalno razvio i da je na originalan nacin kombinovao razli¢ite metode.
Kandidat je, takode, koristio i razli¢ite bioinformati¢ke programe, alate i baze podataka.

Poglavlje Rezultati podeljeno je u 8 delova i sadrzi 33 slike i 2 tabele. Na pocetku je dat
kratak osvrt na protokol ekstrakcije proteina nakon detekcije aktivnosti u nativnim gelovima,
koji je Kandidat iskoristio kako bi u drugoj dimenziji SDS PAGE/western blot-om odredio
molekulsku masu subjedinica koje ulaze u sastav detektovanih izoformi glutamin-sintetaze kod
A. thaliana. Potom su predstavljeni rezultati ispitivanja ekspresije gena koji kodiraju glutamin-
sintetaze u korenu, listu i kalusu. Zatim je prikazan koncentraciono zavisni uticaj tretmana
razli¢itim regulatorima rastenja (kinetin, giberelinska kiselina, abscisinska kiselina 1 2,4-
dihlorfenoksiacetat) na ekspresiju gena koji kodiraju glutamin-sintetaze i glutamat-sintaze u

korenu i listu A. thaliana. Sledi prikaz selekcije T-DNK insercionih homozigota u genima koji



kodiraju glutamin-sintetaze koris¢enjem CDNA i DNK markera. Kandidat je potom prikazao da
izolovani T-DNK insercioni homozigoti ne sadrZe transkripte odgovaraju¢ih gena RT-PCR-om i
gPCR-om, i utvrdio da postoje razlike u elektroforetskim profilima izoformi glutamin-sintetaze u
izolovanim mutantima. U poslednjem delu ovog odeljka predstavljan je uticaj niskih
koncentracija fosfinotricina na stimulaciju rasta izdanaka L. corniculatus, kao i interakcija ovog i
strukturno sliénog inhibitora metionin-sulfoksimina sa izoformama glutamin-sintetaze iz
pomenute biljke, koja je pracena EMSA (electrophoretic mobility shift assay) metodom.

Poglavlje Diskusija sastoji se od sedam celina, u okviru kojih Kandidat tumaci dobijene
rezultate i povezuje ih sa relevantnim literaturnim podacima. U ovom odeljku dat je i predlog
stehiometrije subjedinica u detektovanim izoformama glutamin-sintetaze kod A. thaliana koji je
obrazlozen na osnovu razlika u zimogramima dobijenih kod razli¢itih knockout mutanata, a
izlozene su prednosti i mane ovakvog pristupa pri odredivanju subjedini¢nog sastava. Na osnovu
interakcije fosfinotricina sa izoformama glutamin-sintetaze kod L. corniculatus predlozZen je
model hormeti¢kog efekta fosfinotricina na biljke zvezdana na molekularnom nivou, koji je
potpuno u skladu sa rezultatima i literaturnim podacima.

U odeljku Zaklju¢ak Kandidat je ukratko sumirao zakljucke koji su proistekli iz rezultata
ove doktorske disertacije.

Navedena Literatura obuhvata 240 radova iz oblasti istraZivanja i iscrpno pokriva sve

delove disertacije.

B. KRATKI OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U okviru disertacije Milana Dragicevi¢a ispitivan je subjedini¢ni sastav, regulacija
ekspresije i interakcija sa inhibitorom fosfinotricinom biljne glutamin-sinteteze na primerima
izoformi ovog enzima kod dva model-organizma Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. u Lotus
corniculatus L. Kako bi se ispitao subjedini¢ni sastav izoformi glutamin-sintetaze selektovani su
knockout mutanti u genima Kkoji kodiraju subjedinice citosolnih izoformi ovog enzima iz
heterozigotnih i homozigotnih T-DNK insercionih linija koje poticu iz SAIL i SALK biblioteka

mutanata A. thaliana. Na osnovu izoformskih profila glutamin-sintetaza pri nativnoj



elektroforezi kod knockout mutanata, zakljuceno je da GLNI1;1 i GLNI1;3, kao i GLNI;2 i
GLNZ1,;3 subjedinice mogu da se kombinuju u svim stehiometrijskim odnosima odgovaraju¢im za
dekamerne enzime. Na osnovu veoma niske ekspresije GLN1;4 i GLN1;5 gena, koja je odredena
gPCR-om, i zbog nedostatka razlika u izoformskim profilima izmedu knockout mutanata u ovim
genima i wt biljaka zakljuceno je da subjedinice kodirane sa ova dva gena ne ulaze u sastav
detektovanih izoformi.

Pokazano je da sve ispitivane klase regulatora rastenja imaju uticaj na ekspresiju gena
koji kodiraju glutamin-sintetaze i glutamat-sintaze kod Arabidopsis-a. Sinteti¢ki citokinin kinetin
doveo je do znacajne represije svih testiranih gena u korenu, na nivo od 10-30% u odnosu na
netretiranu kontrolu u $irokom opsegu koncentracija (107 - 10° M, u sludaju nekih gena i pri
10® M), dok na nivou lista nije imao efekata, na osnovu Gega je zakljudeno da ova klasa
regulatora rastenja iskljucivo ucestvuje u represiji primarne asimilacije amonijum-jona. Tretman
giberelinskom kiselinom doveo je do indukcije vecine ispitivanih gena u listu (100-400% u
odnosu na netretiranu kontrolu) u $irokom opsegu koncentracija (10 - 10° M), dok su u korenu,
ali znatno manje u poredenju sa listom, indukovani geni GLN2, koji kodira hloroplastnu
izoformu glutamin-sintetaze i GLT1, koji kodira NADH zavisnu izoformu glutamat-sintaze. Na
osnovu ovoga zakljueno je da giberelini povecavaju kapacitet za sekundarnu asimilaciju
amonijum-jona u listovima. Tretman abscisinskom kiselinom indukovao je ekspresiju pojedinih
gena (GLN1;1, GLN1;3 i GLN2 glutamin-sintetaza i GLU2 glutamat-sintaze) na nivou lista i
korena. Tretman sintetickim auksinom 2,4-dihlorfenoksiacetatom doveo je do sli¢nih efekata kao
i tretman kinetinom, tako da je zaklju¢eno da auksini i citokinini imaju preklapajuc¢e uloge u
regulaciji primarne asimilacije amonijum-jona.

Ispitivanjem uticaja fosfinotricina na rast L. corniculatus izdanaka pokazano je da
subtoksi¢ne doze ovog herbicida dovode do znacajne stimulacije proizvodnje biomase (119% u
odnosu na kontrolu, pri 12,5:10° M). Pored toga pokazano je da tretman biljaka ovim
herbicidom dovodi do povecanja mobilnosti izofomi glutamin-sintetaze iz L. corniculatus.
Koris¢enjem EMSA tehnike utvrdeno je da ireverzibilno vezivanje fosfinotricina u prisustvu
ATP-a dovodi do povecanja mobilnosti GS izofomi. Pored toga pokazano je da se inhibitor ne
vezuje ireverzibilno za sve aktivne centre na enzimu i da u opsegu koncentracija koje dovode do
promena mobilnosti GS izofomi, dovodi do povecanja aktivnosti hloroplastne izoforme

glutamin-sintetaze, verovatno kroz povecanje kataliticke efikasnosti neinhibiranih aktivnih



centara na enzimu, a potencijalno i kroz reasocijaciju disosovanih subjedinica u aktivne
holoenzime. Posto je prakti¢no isti koncentracioni opseg fosfinotricina doveo do stimulacije rasta
L. corniculatus izdanaka i do aktivacije GS2, a imajé u vidu literaturne podatke koje dovode
GS2 u korelaciju sa produkcijom lisne biomase, zaklfeno je ch je op&eni hormeticki efekat

verovatno rezultat direktnog delovanja niskih koncentracija PPT-a na GS2 u prisustvu

unutarcelijskog ATP-a.

C. UPOREDNA ANALIZA REZULTATA KANDIDATA SA PODACIMA IZ
LITERATURE

Zhog znacaja reakcije koju kataliSe, za razvoj i produktivnost biljaka, glutamin-sintetaza
je u fokusu istrazivanja biljne biohemije i fiziologije. | pored toga postoje brojne nepoznanice
vezane za ovaj enzim, o ¢emu svedocCi 1 Cinjenica da je do pre nekoliko godina smatrano da je
ovaj enzim oktamer, §to je odbaCeno novijim kristalografskim studijama kojima je utvrdena
dekamerna struktura. O regulaciji ekspresije gena koji kodiraju izoforme ovog enzima, kao i
svojstvima samih enzima, najvise se zna upravo iz eksperimenata radenim sa izoformama
poreklom iz A. thaliana. Medutim, i pored toga potpuno je nepoznato da li glutamin-sintetaze
kod ove biljke postoje isklju¢ivo u obliku homomera ili mogu da formiraju i heteromere.
Heteromerne glutamin-sintetaze su detektovane kod malog broja biljnih vrsta pri ¢emu su ova
istrazivanja radena pre dve i viSe decenija. Rezultati ove doktorske disertacije aktuelizovali su
ovu problematiku pokazavsi prisustvo heteromernih izoformi glutamin-sintetaze na
najpoznatijem biljnom model-sistemu.

Pored iscrpnih saznanja o efektima nutritivnog sastava podloge, pre svega soli azota, na
ekspresiju gena koji kodiraju glutamin-sintetaze kod razli¢itih biljnih vrsta, malo se zna o
ulogama razlic¢itih klasa fitohormona u regulaciji ekspresije GS gena. Imajuci u vidu savremene
trendove koji pridaju sve veci znacaj fitohormona u regulaciji preuzimanja i metabolizma azota
kod biljaka, kao i ¢injenicu da regulacija ekspresije GS i GOGAT gena fitohormonima prakti¢no

nije ispitivana, rezultati o koncentraciono zavisnom uticaju biljnih regulatora rastenja na



ekspresiju ovih gena kod A. thaliana, dobijeni u ovoj tezi, imaju i fundamentalni i primenjeni
znacaj.

Pozitivni bioloski efekti prouzrokani niskim dozama tokénih supstnci ili drugih
faktora stresa, ili, preciznije, bifazni adaptivni odgovori poznati kao hormeza, pobuduju sve veée
interesovanje u medicini, toksikologiji, ekologiji i biologiji. Pokazano je da nekoliko herbicida,
medu kojima je i inhibitor glutamin-sintetaze fosfinotricin, pri niskim koncentracijama mogu da
dovedu do stimulacije razli¢itih parametara rasta kod biljaka. Medutim, potpuno je nepoznat
nacin kojim do ovoga dolazi, $to izaziva nepoverenje i sumnji¢avost prema hormezi i spreCava
potencijalnu upotrebu ovog fenomena za poboljSanje prinosa poljoprivrenih kultura. Ispitivanjem
koncentraciono zavisnih efekata fosfinotricina na prirast biomase L. corcniulatus Kandidat je
pokazao da ovaj herbicid dovodi do viSe nego dvostruke stimulacije proizvodnje biomase u
odredenim subtkosi¢nim koncentracijama. Ovaj rezultat dobija izrazit prakti¢an znacaj, ako se
ima u vidu da je L. corniculatus zbog visoke hranjive vrednosti i akumulacije proantocijanidina u
listovima koji poboljSavaju varenje prezivara, vrlo zna¢ajan u proizvodnji sto¢ne hrane, a zbog
svoje adaptabilnosti i endosimbiotskih odnosa sa azotofiksatorima i gljivama dobar kandidat za
fitoremedijaciju siromd$nih 1 kontaminiranih zemdjist . Dodatno, ispitivanjem vezivanja
fosfinotricina za GS izoforme iz L. corniculatus pokazano je da je opaZena stimulacija rasta
najverovatnije rezultat delovanja fosfinotricina na hloroplastnu GS2 izoformu, $to pri niskim
koncentracijama inhibitora dovodi do povecanja aktivnosti ovog enzima. Na osnovu ovih
rezultata predlozen je prvi put u literaturi, koliko je nama poznato, mehanizam hormetickog

delovanja herbicida na molekularnom nivou.

D. OBJAVLJENI I SAOPSTENI RADOVI KOJI CINE DEO DOKTORSKE
DISERTACIJE

Rad u istaknutom ¢asopisu medunarodnog znacaja (M22)

1. M. Dragiéevi¢, J. Platisa, R. Nikoli¢, S. Todorovi¢, M. Bogdanovi¢, A. Simonovic,

Herbicide Phosphinothricin Causes Direct Stimulation Hormesis. Dose-Response (2012),



DOI: 10.2203/dose-response.12-039.Simonovic (IF 1.915 za 2011, Kategorija M22,
51/116)

Rad u ¢asopisu medunarodnog znacaja (M23)

1.

M. Dragiéevi¢, V. Tanackovi¢, D. Misi¢, T. Cveti¢, S. Todorovi¢, M. Bogdanovi¢, A.

Simonovi¢, Coupling native PAGE/activity-staining with SDS-PAGE/immunodetection
for the analysis of glutamine synthetase isoforms in spinach. Arch. Biol. Sci (2011) 63
(4), 965-969 (IF 0.360 za 2011, Kategorija M23, 76/85)

Saopstenje sa medunarodnog skupa, Stampano u izvodu (M-34)

1.

M. Dragiéevié, J. PlatiSa-Popovié, A. Simonovi¢, N. Miti¢, R. Nikoli¢, B. Vinterhalter,
The effects of Phosphinothricin on glutamine synthetase activity and mobility in Lotus
corniculatus L., 5th Balkan Botanical Congress, Belgrade, Serbia, 7-11. September 2009.
Book of abstracts, p. 119

SaopStenja sa skupa nacionalnog znacaja, Stampano u izvodu (M-64)

1.

3.

M. Dragiéevi¢, M. Bogdanovi¢, S. Todorovi¢, N. Ghalawenji, A. Simonovi¢, D.

Grubisi¢, Screening for glutamine synthetase knockout mutants in Arabidopsis, 19th
symposium of the Serbian Society for Plant Physiology Banja Vrujci, Serbia, 13-15. June
2011. Book of abstracts, p. 49

M. Dragiéevi¢, A. Simonovi¢, T. Cveti¢, D. Grubisi¢, Heteromeric GS in Arabidopsis

thaliana: new insights on an old enzyme. 18th symposium of the Serbian Society for
Plant Physiology, Vrsac, Serbia, 25-27. May 2009. Book of abstracts, p. 67

V. Tanackovi¢, M. Dragicevié, T. Cveti¢, A. Simonovié, Detection of novel glutamine

synthetase isoforms in spinach (Spinacia oleracea L.), 18th symposium of the Serbian
Society for Plant Physiology, VrSac, Serbia, 25-27. May 2009. Book of abstracts, p. 17



E. ZAKLJUCAK

Komisija je na osnovu pregleda doktorske disertacije kandidata Milana Dragicevica, pod
naslovom ,,Analiza subjedinénog sastava i regulacije izoformi glutamin -sintetaze kod biljaka
Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. i Lotus corniculatus L.” zakljucila da je ova disertacija rezultat
samostalnog rada Kandidata i da je Kandidat uspesno realizovao postavljene ciljeve teze.
Koris¢enjem in vitro kulture biljaka, PCR i RT-PCR tehnika selektovao je knockout mutante u
GS1 genima A. thaliana. Poredenjem elektroforetskih profila izoformi glutamin-sintetaze
razlic¢itih knockout mutanata utvrdio je da GS1 subjedinice iz ove biljke mogu da se kombinuju u
svim stehiometrijskim odnosima koji odgovaraju dekamernom enzimu. Upotrebom
kvantitativnog PCR (gPCR) Kandidat je pokazao da razli¢ite klase biljnih regulatora rastenja
diferencijanino reguliSu ekspresiju GS i GOGAT gena u listu i korenu A. thaliana. Primenom in
vitro kulture biljaka L. corniculatus i nativne elektroforeze (EMSA) utvrdio je da je hormeticki

efekat herbicida fosfinotricina rezultat specifi¢nih interakcija sa hloroplastnom GS2 izoformom.

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da rezultati ove teze znaajno doprinose
razumevanju strukture, regulacije ekspresije, interakcija sa inhibitorima i fizioloSke uloge biljne
glutamin-sintetaze. Imajuc¢i u vidu da je najveéi udeo organskog azota u biosferi proizvod
asimilacije amonijum-jona tokom GS-GOGAT ciklusa, kao i da se manipulacijom ekspresije i
aktivnosti biljne GS znacajno moze uvecati prinos poljoprivrednih kultura, dobijeni rezultati
imaju fundamentalni, ali i primenjeni znacaj u oblasti biohemije biljaka. Rezultati istrazivanja
proistekli iz ove doktorske disertacije objavljeni su u okviru dva rada Stampana u medunarodnim
nau¢nim casopisima (jedan kategorije M22 i jedan kategorije M23), jednom saopStenju ha skupu

medunarodnog znacaja i tri saopstenja na skupovima nacionalnog znacaja, Stampanim u izvodu.



Na osnovu svega navedenog, Komisija sa zadovoljstvom predlaze Nastavno-nau¢nom
veéu Hemijskog fakulteta Univerziteta u Beogradu, da podnetu doktorsku disertaciju Milana
Dragicevi¢a, diplomiranog biohemicara, pod naslovom: ,,Analiza subjedinfnog sstava i
regulacije izoformi glutamin-sintetaze kod biljaka Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. i Lotus
corniculatus L.“ prihvati i odobri njenu odbranu za sticanje akademskog zvanja doktora

biohemijskih nauka

U Beogradu,
27. maja 2013.
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