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PODACI O KOMISIJI

Na osnovu ¢lana 149. tacka (1) odluke Zakona o viskom obrzovanju Nastavno —nautno
vijec¢e Prirodno-matematickog fakulteta na 161. Sjednici donijelo je odluku br. 19/3.219/15
kojom je imenovana je komisija za ocjenu podobnosti teme za izradu doktorske disertacije
pod nazivom .Biohemijska karakterizacija peroksidaza i tirozinaza iz kukuruza i
pasulja i mchanizmi umreZavanja proteina katalizovani  peroksidazama i
tirozinazama*” i uslova kandidata mr Jovane Glusac za njenu izradu, u sljede¢em sastavu:
1. dr Biljana Kukavica, vanredni profesor, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet
u Banjoj Luci, (uza naucna oblast: Biohemija i molekularna biologija) —
predsjednik,
2. dr Danijela Koji¢, docent, Prirodno-matemati¢ki fakultet, Univerzitet u Novom
Sadu, (uza nauéna oblast: Biohemija) — &lan,
dr Sinia Skondri¢, docent, Prirodno-matematicki fakultet, Univerzitet u Banjoj
Luei, (uza nauéna oblast: Biljne nauke, botanika) — ¢lan.
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1. BIOGRAFSKI PODACI, NAUCNA I STRUCNA DJELATNOST KANDIDATA

> Biografski podaci

Jovana GluSac je rodena 21.09.1981. godine u Sanskom Mostu. Osnovnu skolu i
Gimnaziju je zavrsila u Prijedoru. Na Prirodno-matematickom fakultetu u Banjoj Luci
diplomirala je 2007. godine, na Odsjeku Biologija, sa op3tim uspjehom tokom $kolovanja
8,04 1 stekla zvanje diplomirani biolog.

Skolske 2008/09 godine je upisala magistarske studije na Prirodno-matemati¢kom
fakultetu Univerziteta u Banjoj Luci, Studijski program Biologija, smijer Ekologija.
Postdiplomske studije zavrdila je 2011. godine, na Prirodno-matematickom fakultetu u
Banjoj Luci, odsjek Biologija, smjer Ekologija iz oblasti biohemije biljaka i stekla
akademski naziv magistra bioloskih nauka. U periodu od 13.6. do 25.7.2011. obavljala je
struénu studijsku praksu (IAESTE) u laboratoriji profesora Mr Dariusz Nowak-a (Odsjek
za eksperimentalnu fiziologiju, Medicinski Univerzitet u Lodu, Poljska).

Od marta 2008. godine zaposlena je na Visokoj medicinskoj $koli u Prijedoru kao asistent
na predmetu Medicinska ekologija i struéni saradnik u Laboratoriji za Sanitarnu hemiju.
Tokom rada u Visokoj medicinskoj $koli ucestvovala je u istraZivanjima iz oblasti
Prehrambene tehnologije (fermentisani mlijecni proizvodi, probiotici, funkcionalna hrana) i
koautor je vise naucnih radova.
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Ucesée u medunarodnim projektima:
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laboratories 530554-TEMPUS-1-2012-1-SK-JPHES), 2012-20135.

2. ZNACAJ 1 NAUCNI DOPRINOS ISTRAZIVANJA

» Znacaj istrazivanja

Ispitivanje umreZavanja kazeina, proteina surutke, pieni¢nog glutena i glijadina, te BSA,
do nedavno je praceno prilagodenim metodama SDS-PAGE elektoforeze, SEM
mikroskopije 1 HPLC. Tek razvojem savremenih instrumenata za kvantitativnu i
kvalitativnu  karakterizaciju disperznih sistema (LUMiSizer) i primjenom FT-IR
spekroskopije u odredivanju sekundarne strukture proteina, te reoloskih metoda, dolazi do
porasta interesovanja za proudavanje umreZzavanja proteina.

U bioloskom kontekstu, kada je u pitanju istraZivanje umrezavanje (cross-linking), tezite
je na ispitivanju interakcija izmedu polimernih lanaca, sa ciljem dobijanja podataka o
strukturi i funkeiji.

Posljednjih godina intenzivna su istraZivanja, kao i primjena tirozinaza i peroksidaza u
mnogobrojnim biotehnologkim procesima kao npr. u detoksikaciji fenolima zagadenih
voda i zemljista, u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, medicini i dr. Ispitivanje
mehanizma umreZavanja proteina tirozinazama i peroksidazama, porijeklom iz i biljaka
jeste problematika novijeg datuma. Proucavanje ove problematike ima kako fundamentalni
tako 1 aplikativni znacaj.




# Pregled istrazivanja

Klasa III biljnih peroksidaza (POX, EC 1.11.1.7) su glikolizovane nespecifitne
peroksidaze ukljucene u sekretorne puteve u éeliji. Brojna istraZivanja su pokazala da
peroksidaze imaju razlicite uloge u biljnim ¢elijama: u lignifikaciji (Whetten i sar. 1998),
suberizaciji (Espelie i sar. 1986), umreZavanju proteina u celijskom zidu (Iry 1986),
katabolizmu auksina (Lagrimini i sar. 1997), odbrani od patogena (Chittoor i sar. 1999) i
insekata (Bi i I'elton 1995), oksidacija slobodnih fenola i flavona (Takahama, Egashirira i
Wakamatsu 1989; Ros Barceld i sar., 2003), tolerantnost na stress indukovan solju (Amaya
i sar. 1999) i starenju (Abeles i sar. 1988).

Peoksidaze koriste vodonik peroksid kao elektron akceptor za oksidaciju Sirokog spektra
rali¢itih  supstrata. Postoji veliki broj jedinjenja koje peroksidaze koriste kao
supstrate:gvajakol, tetrametilbenzidin, pirogalol, hidroksicinami¢ne kiseline (kafeitna,
feruli¢na, hlorogena kiselina). Pored vaZne uloge u metabolizmu biljnih éelija pokazano je
da peroksidaze mogu da utitu na gluten na nacin da umreZavaju protein glutena i stvaraju
kovalentne konjugate izmedu glutena ili -kazeina i arabinoksilana, odnosno da dodaju
arabinoksilane glutenu preko feruliéne kiseline i ostataka lizina, tirozina ili cisteina
(Hilhorst ef al.,1999, Boeriu et al., 2004).). Takode je je pokazano da peroksidaze mogu da
umrZavaju proteine kazeina (Matheis and Whitaker, 1984), apo- a-laktoalbumina (Saricay i
sar., 2013) i utiCu na parcijalno umreZavanje surutkinih proteina (Thalmann and Létzbeyer,
2002; Feergemand ef al., 1998).

Tirozinaze ili polifenol oksidaze (EC 1.14.18.1) su enzimi, sa bakrom u centru, koji su
Siroko rasprostranjeni u animalnim, biljnim i tkivima mikroorganizama (Lerch, 1983).
Tirozinaze katalizuju kiseonik zavisnu oksidaciju monofenola ili o-difenola u o-hinone. O-
hinoni su jako reaktivne supstance koje mogu da reaguju sa aminokiselinama, peptidima i
proteinima i na taj na¢in da utidu na stukturne i funkcionalne osobine ¢elije. Tirozinaze
mogu da oksiduju peptidne tirozinske rezidue u hinone, koji kasnije mogu da reaguju
(neenzimatski) sa slobodnim sulfidrilnim i amino grupama i daju tirozin-cistein i tirozin-
lizin mreze (Ito et al., 1984). Mnogobrojne su fizioloske uloge tirozinaze (Mayer 2006):
lignifikacija (Lépez-Serrano et al., 2004, Gabaldén et al., 2005), odbrana od insekata i
patogena (Mohammadi & Kazemi, 2002, Pinto et al., 2008), uloga u tamnjenju tkiva
(Coetzer et al., 2001; Gandia-Herrero et al., 2003). Najvide istraZivanja je radeno na
tirozinazama sisara, ali i bakterija Strepromyces (Ito and Oda, 2000; Katz and Betancourt,
1988; Lerch and Ettlinger, 1972; Matoba et al., 2006) i Bacillus (Glodfeder i sar., 2014;
Isaschar-Ovdat i sar., 2014, Kanteev i sar., 2013) i gljiva: dgaricus bisporus (Wichers et
al., 1996; Seo et al., 2003), N. crassa (Lerch, 1983), Trichoderma reesei (Selinheimo ef
al., 2006b), Aspergillus (Bull and Carter, 1973), Ascovaginospora (Abdel-Raheem and
Shearer, 2002), Trametes (Tomsovsky and Homolka, 2004), Pycnoporus species (Halaouli
et al., 2005) and Marinomonas (Lopez-Serrano ef al., 2000). Tirozinaze iz razli¢itih vrsta
su bile testirane za sposobnost umreZavanja proteina mlijeka i surutke (Heijnis i sar., 2010;
Selinheimo 1 sar., 2007; Thalmann Lootzbeyer, 2002), a nedavno i glicinin iz soje
(Isaschar-Ovdat i sar., 2014).

UmreZavanje (Cross-linking) je stvaranje jonske ili kovalentne veze izmedu 2 polimerna
lanca. U bioloskom kontekstu, umreZavanje predstavlja molekularnu reakciju u kojoj se
dvije molekularne jedinice spajaju, a njihova interakcija predstavlja teZidte istazivanja. U
procesima izuéavanja protein-protein interakcija, u cilju dobijanja $to kvalitetnijih
podataka o strukturi i funkeiji proteina, tehnike umrezavanja su jako korisne. Umrezavanje,
takode, pomaZe u cilju dobijanja vitalnih informacija o interakcijama sa receptorima, u
| signalnim _kaskadam i _multiproteinskim _kompleksima. _Informacije dobijene iz
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eksperimenta sa umreZavanjima su jako znacajne jer daju uvid o strukturalnim podacima,
mapiranju protein-protein interakcija sa specifignim domenom ili aminokiselinom.
Najznacajnija prednost umreZavanja jeste u uklju¢ivanju nekovalentnih protein-protein
interakcija, posebno onih koje su tranzicione ili zavisne od specifiénih fizioloskih uslova,
da budu dio kovalentno vezanog kompleksa koji obezbjeduje dalje informacije kroz korake
precis¢avanja i daljeg analiziranja.

UmreZavanje proteina se moZe postiéi koristenjem razliditih enzima. Obicno se ostvaruje
preko aromatiénih grupa proteina ili ugljenih hidrata ili kroz odredene amino kisline
prisutne u proteinima. Rezultat je direktne enzimske katalize i formacije mreZe, a moZe da
se javi indirektno preko enzimatske produkeije umrezavajuéeg agensa, kao 3to su vodonik
peroksid ili lipidni radikali koji mogu da oksiduju reaktivne strukture i na taj nadin stvaraju
mreZne formacije. Proteini imaju nekoliko reaktivnih grupa za umreZavajuée enzime, kao
Sto su ostaci glutamina, lizina, tirozina i cisteina. UmreZavanje kod samih biljaka moZe da
se desava izmedu polisaharida, proteina i izmedu proteina i polisaharida.

Savremena nauka svakodnevno nudi brojna nova rjedenja za poveéanje proizvodnje hrane,
uz istovremene pokuSaje eliminasanja alergena i povedanje nutritivnih i funkcionalnih
osobina hrane. Podaci o biohemijskim karakteristikama enzima iz odabranih biljnih vrsta
pruzili bi neophodne informacije i pomogli bi u unaprijedenju kreiranja novih Zivotno
vaznih proizvoda u oblastima biohemije i biotehnologije.

# Radna hipoteza sa ciljem istraZivanja

Peroksidaze i tirozinaze ili polifenol oksidaze su sveprisutni enzimi u svim Zivim bi¢ima.
Brojna istraZivanja su pokazala razlicite fizioloske uloge peroksidaza u biljkama, kao sto
su u lignifikaciji, suberizaciji, umrezavanju proteina u éelijskom zidu i dr., dok je poznato
da tirozinaze ucestvuju u tamnjenju tkiva, lignifikaciji, odbrani od insekata i patogena i dr.
Novija istrazivanja pokazuju ulogu peroksidaza i tirozinaza u umreZavanju proteina.
UmreZavanje (cross-linking) jeste stvaranje jonske ili kovalentne veze izmedu 2 polimerna
lanca i u bioloskom kontekstu teZiste istrazivanja je upravo interakcija izmedu polimernih
lanaca, sa ciljem dobijanja podataka o strukturi i funkeiji.

Ciljevi doktorske teze su usmjeren ka istraZivanjima iz oblasti biljne proteomike. Prvi cilj
je preciséavanje i biohemijska karakterizacija enzima peroksidaza i tirozinaza u korijenu i
listu kukuruza (Zea mays L.) i pasulja (Phaseoulus vulgaris 1..). Drugi cilj istraZivanja je
usmjeren ka odredivanju sposobnosti enzima peroksidaza (POX, EC 1.11.1.7) i tirozinaza
(EC 1.14.18.1) iz kukuruza i pasulja za cross-linking (umrezavanje) odabranih modelinih
proteina. Nova bazitna saznanja iz proteomike bi¢e potencijalno primjenjivi u oblastima
biohemije i biotehnologije.

> Materijal i metod rada

U izradi doktorske disertacije predvideno je da se koriste kao materijal biljke pasulja i
kukuruza uzgojene u hidroponi¢nim kulturama. Nakon ekstrakeije solubilnih proteina i
proteina vezanih za ¢elijski zid koristi¢e se spektrofotometrijske metode, hromatografske
metode i metode elektroforeze za prediséavanje i biohemijsku karakterizaciju peroksidaza i
tirozinza,

Spekirofotometrijske metode
- odredivanje koncentracije proteina
- odredivanje aktivnosti enzima




Hromatografske metode:
- gel filtracija
- jonoizmjenjivacka hromatografija
- afinitetna hromatografija
Elektroforetske metode
- nativna elektroforeza - razdvajanje peroksidaznih i tirozinaznih izoformi
- SDS clektroforeza — dobijanje proteinskih profia i pracenje koraka precis¢avanja
- IEF elektroforeza - karakerizacija pl vrijednosti peroksidaznih i tiroksidaznih
izoformi
Mikroskopija atomskih sila (AFM)
Texture analyser TA.XPplus (Micro Stable System, UK)
High Performance HAAKE RheoStress 600 (Karlsruhe, Germany)
Rezultati ée se statisticki obraditi u programu SigmaPlot 11.0 (Systat Software, Inc. USA)
i prikazati kao srednje vrijednosti (£SD), te sprovesti odgovarajudi statisticki testovi nakon
ANOVE.

¥ Nauéni doprinos istraZivanja

Optimizacija procesa izolacije i pre¢iséavanja enzima, te bichemijska karakterizacija i
razumijevanje procesa umrezavanja proteina neki su od najznacajnijih aktuelnih problema
u biohemiji koja se bavi ispitivanjem struktura i funkcija makromolekula. Tako je mnogo
podataka u literaturi o razli¢itim preoksidaznim izoformama jo§ uvijek se¢ ne moZe
specifiéna funkcija in vive povezati sa odredenim peroksidaznim izoformama.
Razumijevanje mehanizama umreZavanja proteina, posredovanih tiroksinazama i
peroksidazama moZe pomoéi u pronalazenju optimalnih uslova i nacina za njihovu Siru
primjenu u industriji i biotehnologiji.

Poznavanje stabilnosti enzima je narogito vazno u slu€aju enzima koji se koriste u
industriji, medicini, kao 3to je slucaj sa proteinima koji su predmet istraZivanja
predvidenog u okviru ove doktorske teze, Podaci o biohemijskim karakteristikama enzima
odabranih biljnih vrsta pruZili bi nova nauéna saznanja o ovim enzimima, kao i neophodne
informacije koje bi pomogle u unaprijedenju kreiranja novih proizvoda u oblastima
biohemije i biotehnologije.
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3. OCJENA I PRIJEDLOG

Na osnovu svega prethodno izlozenog Komisija smatra da kandidat mr Jovana Glusae
ispunjava sve Zakonom predvidene uslove za izradu prijavljene doktorske teze.

S obzirom na veéi broj objavljenih nauénih radova, uspjesno odbranjen magistarski rad iz
oblasti bivhemije biljaka, midljenja smo da kandidat posjeduje odgovarajuée naucne
kvalifikacije da pristupi izradi navedene doktorske teze.

PredloZena istraZzivanja su aktuelna i nauéno opravdana. a rezultati koji se ocekuju ée imati
kako svoj fundamentalni, tako i primjenljiv znac¢aj — doprinijeée boljem poznavanju
biohemijskih karakteristika peroksidaza i tirozinaza. kao i mehanizma umrezavanja
proteina katalizovanog peroksidazama 1 tirozinazama. Realizacija delinisanih ciljeva
navedenih u Prijavi teme za izradu ove doktorske teze. na osnovu predstavljenih hipotez,
primjene nau¢no zasnovanih metoda, nesumnjivo ¢e dovesti do novih saznanja i pruzit
vigestruki nauéni doprinos.

Komisija je saglasna u ocjeni da je tema "Biohemijska karakterizacijn peroksidaza i
tirozinaza iz kukuruza i pasulja i mehanizmi umrezavanja proteina katalizovani
peroksidazama i tirozinazama" podobna za izradu doktorske teze. kao i da kandidat mr
lovana Glusac ispunjava sve uslove za izradu iste.

Komisija jednoglasno sa zadovoljstvom predlaze Nastavno-nau¢nom vije¢u Prirodno-
matematickog fakulteta i Senatu Univerziteta u Banjoj Luci da usvoji lzvjestaj i odobri
izradu navedene doktorske teze,

U Banjoj Luci, Novom Sadu. april 2013, POTPIS CLANOVA KOMISLIE
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IZDVOJENO MISLIENJE: Clan komisije koji ne zeli da potpise izviestaj jer se ne slaze sa
mislienjem vecine Elanova Komisije. duzan je da unese u izvjestaj obrazloZenje. odnosno razloge
zbog kojih ne zeli da potpise izvjestaj.




