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Adaptivni odgovor gljive Phycomyces blakesleeanus na oksidativni stres indukovan
selenitom

Sazetak

Selen je halkogeni nemetal koji se u prirodi nalazi u vise oksidacionih stanja i oblika.
Elementarni selen je nerastvorljiv i slabo toksi¢an, dok su selen-oksianjoni, narocito
selenit i selenat, visoko rastvorljivi, pokretljivi i toksi¢ni. Njihova toksi¢nost proizlazi iz
sposobnosti selena da nespecificno zamenjuje sumpor u biomolekulama, vezujudi se za
sulfhidrilne grupe Sto remeti klju¢ne biohemijske procese. Zbog toga su biogeohemijski
putevi koji vode ka redukciji selenita u netoksicni Se® od posebnog ekoloskog i
biohemijskog znacaja.

Gljive ¢ine raznoliku i brojnu grupu organizama, ali je sposobnost redukcije selenita i
sinteze SeNP potvrdena kod malog broja vrsta. Razumevanje mehanizama
biotransformacije selena od sustinskog je znacaja za kontrolu njegove bioraspoloZivosti i
toksi¢nosti u prirodnim i biotehnoloskim sistemima.

U ovoj disertaciji, kao model organizam izabrana je filamentozna gljiva Phycomyces
blakesleeanus Burgeff, koja efikasno vrsi biotransformaciju selenita kroz kombinaciju
bioloske redukcije, volatilizacije i biosinteze nanocestica selena, pri cemu se znacajan deo
selena gubi u obliku isparljivih derivata, dok se ostatak usvaja u micelijum ili ostaje u
medijumu. Selenit koncentracije 100 uM indukuje aktivaciju antioksidativnih enzima,
narocito GPx, GST, GR i CAT, u razlic¢itim fazama izlaganja, $to sugeriSe adaptaciju
metabolickih procesa na stres. PCA analiza pokazuje da su razvojne promene glavni
izvor varijabilnosti, dok selenit specificno modulira aktivnosti antioksidativnih enzima i
sistema glutationa. Biotransformacija selenita u miceliji P. blakesleeanus rezultira
formiranjem viSestrukih alotropskih oblika selena, ukljucujuci SeNP prosecnog precnika
57 nm, Sto znatno povecava njihov bioaktivni potencijal. Ramanova spektroskopija, SEM-
EDS i XFM analize otkrivaju strukturnu raznolikost i lokalizaciju selena, dok XANES
spektri ukazuju na redukciju selenita.

Ova multidisciplinarna analiza potvrduje sposobnost gljive da transformise selenit u
stabilne SeNP kroz kompleksne biohemijske puteve, uz formiranje prelaznih struktura i
specijacija koje zavise od mikrookruZzenja i oksidacionog stanja.

Kljucne rei: Phycomyces blakesleeanus, selenit, oksidativni stres, biogene nanocestice
selena, biotransformacija selena, enzimi oksidativnog stresa

Naucna oblast: Bioloske nauke

UZa naucna oblast: Biofizika



Adaptive response of the fungus Phycomyces blakesleeanus to selenite-induced
oxidative stress

Abstract

Selenium is a chalcogenous nonmetal found in nature in several oxidation states and
forms. Elemental selenium is insoluble and slightly toxic, while selenium oxyanions,
especially selenite and selenate, are highly soluble, mobile and toxic. Their toxicity arises
from the ability of selenium to non-specifically replace sulfur in biomolecules, binding to
sulthydryl groups, which disrupts key biochemical processes. Therefore, the
biogeochemical pathways that lead to the reduction of selenite into non-toxic Se® are of
particular ecological and biochemical importance.

Fungi are a diverse and numerous group of organisms, but the ability to reduce selenite
and synthesize SeNP has been confirmed in a small number of species. Understanding
the mechanisms of selenium biotransformation is essential to control its bioavailability
and toxicity in natural and biotechnological systems.

In this dissertation, the filamentous fungus Phycomyces blakesleeanus Burgeff was chosen
as a model organism, which efficiently biotransforms selenite through a combination of
biological reduction, volatilization and biosynthesis of selenium nanoparticles, whereby
a significant part of selenium is lost in the form of volatile derivatives, while the rest is
absorbed into the mycelium or remains in the medium. Selenite at a concentration of 100
uM induces the activation of antioxidant enzymes, especially GPx, GST, GR and CAT, in
different stages of exposure, which suggests the adaptation of metabolic processes to
stress. PCA analysis shows that developmental changes are the main source of variability,
while selenite specifically modulates the activities of antioxidant enzymes and the
glutathione system. The biotransformation of selenite in the mycelia of P. blakesleeanus
results in the formation of multiple allotropic forms of selenium, including SeNPs with
an average diameter of 57 nm, which greatly increases their bioactive potential. Raman
spectroscopy, SEM-EDS and XFM analyzes reveal the structural diversity and
localization of selenium, while XANES spectra indicate selenite reduction.

This multidisciplinary analysis confirms the ability of the fungus to transform selenite
into stable SeNPs through complex biochemical pathways, with the formation of
transition structures and speciations that depend on the microenvironment and oxidation
state.

Keywords: Phycomyces blakesleeanus, selenite, oxidative stress, biogenic selenium
nanoparticles, selenium biotransformation, oxidative stress enzymes

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Biophysic



Lista skracenica

CAT (engl. catalase) — katalaza

D-EAA (engl. D-Erythroascorbic Acid) - D-eritroaskorbat

D-EAAG (engl. D-Erythroascorbate monoglucoside) — D-eritroaskorbat monoglukozid

DLS (engl. Dynamic Light Scattering) — dinamicka spektroskopija rasejanja svetlosti/
metoda direktnog rasprsivanja svetlosti

DMDSe (engl. dimethyl diselenide) — dimetil diselenid (CH3SeSeCHbs)

DMSe (engl. dimethyl selenide) — dimetil selenid (CH3SeCHzs)

DTNB (engl. 5,5'-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)) — 5,5"-ditio-bis-(2-nitrobenzoicna
kiselina)/Elmanov reagens

EDS (engl. Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy) - energetski disperzivna
spektroskopija X-zracenja

GPx (engl. glutathione peroxidase) — glutation peroksidaza

GR (engl. glutathione reductase) — glutation reduktaza

GSH (engl. reduced glutathione) — redukovani glutation

GSSG (engl. oxidized glutathione) — oksidovani glutation

GST (engl. glutathione S-transferase) — glutation S-transferaza

ICP-OES (engl. Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy) -
indukovano spregnuta plazma sa optickom emisionom spektroskopijom

K-Pi pufer - kalijum fosfatni pufer

NADPH (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate) — nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat

Na-Pi pufer — natrijum fosfatni pufer

PCA (engl. Principal Component Analysis) — Analiza glavnih komponenti

POD (engl. peroxidase) — peroksidaza

ROS (engl. Reactive Oxygen Species) — reaktivne vrste kiseonika

SeCys (engl. selenocysteine) — selenocistein

SEM (engl. Scanning Electron Microscopy) — skenirajuca elektronska mikroskopija

SeMet (engl. selenomethionine) — selenometionin

SeNP (engl. Selenium Nanoparticles) — nanocestice selena

SOD (engl. superoxide dismutase) — superoksid dismutaza

UV VIS spektroskopija (engl. Ultraviolet Visible Spectroscopy) — ultravioletna vidljiva
spektroskopija

XANES (engl. X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy) — rendgenska apsorpciona
spektroskopija bazirana na sinhrotronskim izvorima zraka

XRF (engl. X-ray Fluorescence) —niskofrekventna rendgenska fluorescentna mikroskopija
bazirana na sinhrotronskim izvorima zraka
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1. UVOD

Gljive su Siroko rasprostranjene u nadzemnimi podzemnim stanistima, a njihova
sposobnost prilagodavanja ekstremnim uslovima Zivotne sredine i razvoju razli¢itih
metabolickih i morfoloskih strategija rasta ¢ini ih vaznim u biogeohemijskim ciklusima
elemenata i ocuvanju strukture tla (Gadd, 2007). Zahvaljujudi filamentoznoj prirodi i
sintezi egzopolimera, gljive doprinose stabilnosti zemljista, razgradnji organske materije
i mobilizaciji hranljivih i toksi¢nih elemenata. One pokazuju visoku toleranciju prema
metalima i metaloidima, pri ¢emu kontaminacija sredine c¢esto dovodi do dominacije
gljiva u mikrobioloskim zajednicama (Gadd, 2007; Rosenfeld et al., 2017). Pored uloge u
bioremedijaciji, pojedine vrste gljiva ostvaruju mutualisticke odnose sa biljkama
(mikorize), dok neke vrste imaju znacaj u ishrani i tradicionalnoj medicini (Gadd, 2007).

1.1 Selen

Selen je esencijalan element za mnoge organizme, od bakterija do sisara, gde
ucestvuje u funkcionisanju najmanje 25 selenoproteina i enzima, sa ulogama u
reproduktivnom, endokrinom, kardiovaskularnom i nervnom sistemu, antioksidativnoj
zastiti, imunom odgovoru, sintezi DNKi kontroli rasta c¢elija (Bébien et al., 2002; Z. Y. Li
etal.,, 2003; L. C. Tan et al., 2016; Wadhwani et al., 2016; Adebayo et al., 2020; Vetchinkina
et al., 2013; Kimura et al., 2014; Nancharaiah & Lens, 2015; El-Deeb et al., 2018). Status
selena znacajno utice na imunolosku funkciju i razvoj razlicitih patoloskih stanja (Avery
& Hoffmann, 2018; Bianchi et al., 2017). Iako se ne smatra esencijalnim za viSe biljke i
gljive (Herrero & Wellinger, 2015), selen je neophodan za rast brojnih mikroorganizama,
ukljucujudi bakterije, arhee i mikroalge (Z. Y. Li et al., 2003; Araie et al., 2011; Husen &
Siddiqi, 2014; Adebayo et al., 2020; Y. Tan et al., 2016; L. C. Tan et al., 2016; Butler et al.,
2012; Kondaparthiet al., 2019; Oremland et al., 2004; Kimura et al., 2014). Neki eukarioti,
poput Saccharomyces cerevisiae, izgubili su sposobnost sinteze selenoproteina, ali
zadrzavaju mogucnost koriSéenja selenovih jedinjenja (McDermott et al., 2010). U ve¢im
koncentracijama, selen moZe generisati reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygen
Species - ROS) i izazvati oksidativni stres (Kondaparthi et al., 2019).

1.2 Biogeohemijski ciklus i znacaj selena

Biogeohemijski ciklus selena (Slika 1) obuhvata dinami¢nu razmenu izmedu
oksidativnihi reduktivnih sredina, posredovanu mikroorganizmima koji vrse oksidaciju
i redukciju, pri ¢emu nastaju razliciti oblici kao $to su elementarni selen (Se?), nanocestice
selena (engl. Selenium Nanoparticles — SeNP), selenidi i jedinjenja organoselena




(Oremland et al., 2004; Nancharaiah & Lens, 2015). U prirodi se Se® retko nalazi, dok se
selen najéesce javlja kao selenid u sulfidnim mineralima poput pirita, halkopirita i
sfalerita. Zbog razlic¢itih oksidacionih stanja, specijacija selena zavisi od redoks uslova
sredine, Sto direktno utice na njegovu rastvorljivost i bioloSku raspolozivost (Yee et al.,
2007; Nancharaiah & Lens, 2015).
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Slika 1: Globalni ciklus kruZenja selena u prirodi. Najveci rezervoar selena na Zemlji su
sulfidne rude, pirit i ugalj sa visokim sadrzajem sumpora. Geoloski i antropogeni
izvori oslobadaju selen u obliku SeO4? u zZivotnu sredinu. Usvajanje selena se vrsi u
obliku selenata ili selenita od strane mikroorganizama i biljaka u osnovi lanca ishrane, a zatim i
od strane Zivotinja. Selen se asimilira u organoselenide (tj. selenoproteine) kod Zivih
organizama. Dekompozicijom organskih materija se selen oslobada nazad u Zivotnu sredinu.
Procesi kao $to su iskopavanje ruda, sagorevanje fosilnih goriva, poljoprivredna proizvodnja i
vulkanske erupcije oslobadaju selen u atmosferu, zemljiSte i vodu u rastvorljivim oblicima
(SeO4? i SeOs*). Mikroorganizmi igraju kljucnu ulogu u kruZenju jedinjenja selena u prirodi
(modifikovano iz Nancharaiah & Lens, 2015).

Selen ulaziu ekosistem iz stena, sedimenta, zemljiStai vode i prenosi se kroz lanac
ishrane (L. C. Tan et al., 2016; Nancharaiah & Lens, 2015). Fotosinteticki organizmi ga
transformiSu u organske selenoforme, a heterotrofni organizmi efikasnije preuzimaju
organske nego neorganske oblike (Burau, 1985). U prirodi je njegova raspodela
neravnomerna (Hariharan & Dharmaraj, 2020), sa prosecnim sadrzajem u tlu od




0,4 mg kg! (Burau, 1985), dok u tropskim zemljiStima moze dostic¢i 4,5 mg kg? (Adebayo
et al.,, 2020). Ekstremne koncentracije, do 1200 mg kg, zabelezene su u odredenim
podrucdjima SAD, Kanade, Kine i Rusije (L. C. Tan et al., 2016). U vodi, prosecan nivo
selena iznosi 0,1 — 0,2ugL?, dok u slanim jezerima moze dostié¢i ¢ak 2000 ug L
(Nancharaiah & Lens, 2015). Svetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organisation - WHO) preporucuje maksimalnu koncentraciju od 10 ug L' u vodi za pice
(Burau, 1985; Adebayo et al., 2020).

Specijacija selena u zemljistu zavisi od pH i redoks potencijala: selenat je
dominantan u alkalnim uslovima, dok selenit prevladava u kiselim sredinama i lako se
adsorbuje na mineralne povrsine (L. C. Tan et al., 2016; Adebayo et al., 2020). Organski
oblici uglavnom poticu od biljnog materijala, dok mikrobioloska aktivnost, pH i redoks
uslovi dodatno utic¢u na bioraspolozivost (Adebayo et al., 2020; Hariharan & Dharmaraj,
2020). Emisije selena u atmosferu rezultat su vulkanskih aktivnosti, volatilizacije iz
biljaka i mikroorganizama, ali i antropogenihizvora — oko 40% ukupne emisije potice
od ljudskih aktivnosti poput rudarstva, sagorevanja fosilnih goriva i poljoprivrede
(Avendano et al., 2016; L. C. Tan et al., 2016). Industrijske otpadne vode cesto sadrze
toksicne oblike selena koji, narocito u prisustvu fenolnih zagadivaca, mogu izazvati
masovna trovanja vodenih i kopnenih organizama (Chakraborty et al., 2019; Yee et al.,
2007). Selen se akumulira u lancu ishrane, pa kontaminacija moZe uticati na citave
ekosisteme, ukljucujudi i coveka (L. C. Tan et al., 2016).

Razumevanje hemijskog ponasanjai specijacije selena, kao i njegove interakcije sa
mikroorganizmima, postaje sve znacajnije u kontekstu ekoloskih izazova i odrzivog
upravljanja resursima (Y. Wang et al., 2013). U anaerobnim uslovima dominira redukcija
selenitaiselenatado Se’ dok se prijos nizem redoks potencijalu moze formirati selenid,
koji se veZe za metale i organske molekule (Nancharaiah & Lens, 2015). S obzirom na
toksicnost nekih oblika selenainjegovu mobilnost, uloga gljiva u njegovoj transformaciji
predstavlja znacajan potencijal za unapredenje metoda zastite Zivotne sredine (Gadd,
2007).

1.3 Fizicko-hemijske osobine i oblici selena

Selen (Se), halkogeni metaloid iz Grupe 16 Periodnog sistema (VI A), identifikovan
je 1817. godine od strane Svedskog hemicara Berzelijusa (Jons Jacob Berzelius), a naziv je
dobio po boginji Meseca, Seleni, u kontrastu sa "zemaljskim" teluriumom (Nancharaiah
& Lens, 2015; L. C. Tan et al.,, 2016; Hariharan & Dharmaraj, 2020; El-Deeb et al., 2018;
Perrone et al., 2015; Herrero & Wellinger, 2015; Werkneh et al., 2017). Stabilan je na sobnoj
temperaturi i ne oksiduje lako (Adebayo et al., 2020).

U prirodi se javlja u obliku pet stabilnih izotopa (7Se, 7Se, 7’Se, 78Se i #Se), dok
izotop 7Se (produkt fisije U) i 24 radioaktivna izotopa imaju znacaj u oblasti




nuklearnog otpada i radiofarmacije (Perrone et al., 2015; L. C. Tan et al., 2016). Prirodni
izotop #Se ima poluzivot od oko 1020 godina. Stabilni izotopi koriste se i za ispitivanje
nutritivne uloge selena (Perrone et al., 2015).

Selen postoji u viSe alotropskih (strukturnih) formi. Trigonalni, sivi selen (¢-Se) se
sastoji od helikalnih lanaca atoma selena i ujedno je termodinamicki najstabilniji.
Monoklini¢ni, kristalni oblici (a-Se, f-Se i y-Se) tamno crvene boje se sastoje od Ses
prstenova, a amorfni, crni staklasti selen (g-Se) karakteriSu neuredena struktura
helikalnih lanaca i jedinstvene fotokonduktorske osobine (Marple et al., 2017; Perrone et
al., 2015; L. C. Tan et al., 2016; Adebayo et al., 2020). Razliéiti oblici selena mogu biti
identifikovani Ramanovom spektroskopijom (Carini et al., 1980; Marple et al., 2017). Na
temperaturama od 110 — 180 °C crveni selen prelazi u sivi, a na 220 °C u crni staklasti,
amorfni oblik (Kessi et al., 1999; Hariharan & Dharmaraj, 2020).

Tabela 1: Atomska i fizicka svojstva selena (Perrone et al., 2015).

Atomski broj 34
Atomska teZina 78,996 Da
Elektronska konfiguracija 3d10 4s2 4p4
Atomski radijus 103 pm
Kovalentni radijus 116 pm
van der Waals-ov radijus 190 pm
Oksidaciona stanja -2,0,+4, +6
MeM energija veze 44 kcal/mol
MeH energija veze 67 kcal/mol
1. 941,0 kJ/mol
Potencijal jonizacije 2. 2045,0 kJ/mol
3.2973,7 k]/mol
Afinitet prema elektronu -4,21¢eV
Elektronegativnost (Paulingova skala) 2.55
Tacka topljenja 221°C (494 K)
Tacka kljucanja 685°C (958 K)

Prema hemijskim karakteristikama, selen je analog sumporu i arsenu, Sto mu
omogucava ugradnju u selenoaminokiseline i sli¢ne biomolekule (Oremland et al., 2004;
Nancharaiah & Lens, 2015). Poseduje halkofilnai siderofilna svojstva, vezuje se za metale
(Cu, Fe, Ag, Ni, Pb), halogene elemente (Cl, F, Br) i kiseonik (L. C. Tan et al., 2016; El-
Deebetal., 2018; Hariharan & Dharmaraj, 2020). Identifikovane su Se-metal veze u format
dehidrogenazama bakterija Escherichia coli i Desulfovibrio gigas, ukljucujuci Se-Ni ligacije
u hidrogenazama (Jacob et al., 2003).




Od selenovih oksida poznati su SeO:i SeOs; sagorevanjem selena nastaje SeOz, koji
u vodi formira selensku kiselinu (H25e0O:s), potentan oksidans za vecinu metala osim
platine, paladijuma i zlata (Adebayo et al., 2020).

1.4 Bioaktivna jedinjenja selena

Selen se u zZivim organizmima javlja pretezno u organskom obliku, kao sastavni
deo selenoaminokiselina u selenoproteinima, dok se neorganski oblici (selenat i selenit)
apsorbuju iz zemljiSta, ulaze u biljne sisteme i dalje prelaze u lanac ishrane (Hariharan &
Dharmaraj, 2020). Kod biljaka, selen prati put asimilacije sumpora, a u organizmu se
redukuje do selenida, koji sa serinom formira selenocistein (engl. selenocysteine —SeCys)
(Rezanka & Sigler, 2008). Takode je neophodan za sintezu selenometionina (engl.
selenomethionine — SeMet), iz kojeg nastaju volatilni derivati kao $to su dimetil selenidi
(engl.dimethyl selenide —DMSe) i dimetil diselenidi (engl. dimethyl diselenide —-DMDSe)
(Awadallah, 2013; Rosenfeld et al., 2017). Isparljive, metilovane oblike selena proizvode
razli¢iti mikroorganizmi, gljive i nematode (Rosenfeld et al., 2017).

Klju¢nabioloska uloga selena ogleda se u formiranju aminokiseline SeCys, koja se
ugraduje u selenoproteine putem specificnog mehanizma koji redefiniSe genetski kod:
UGA kodon, inace stop-signal, kodira SeCys u prisustvu SECIS sekvence insercije
selenocisteina (Hatfield & Gladyshev, 2002; Perrone et al., 2015; Avery & Hoffmann,
2018).

Organska jedinjenja selena ¢esto su analozi sumporovih jedinjenja, a enzimi koji
asimiluju sumpor pokazali su slican afinitet i za selenoforme. Specifi¢ni enzimi, poput
selenat-reduktazekod Thauera selenatis i SeCys-metiltransferaze kod Astragalus bisuleatus,
imaju visi afinitet za SeCys i znacajni su za biljke-akumulatore selena (Rezanka & Sigler,
2008).

Selenoproteini su identifikovani kod brojnih eukariota, bakterija i arhea — kod
¢oveka ih ima 25 (Lenart et al., 2013). Iako se dugo smatralo da gljive ne sintetiSu SeCys,
novija istrazivanja potvrduju njegovu prisutnost kod devet vrsta filuma
Chytridiomycota, Zoopagomycota i Mucoromycota (Mariotti, 2019).

Medu najbolje proucenim enzimskim selenoproteinima je glutation peroksidaza
(engl. glutathione peroxidase — GPx), antioksidativni enzim prisutan u mitohondrijamai
citosolu, koji transformise H20: i lipidne perokside u vodu i odgovarajuce alkohole
(Perrone et al., 2015; Ighodaro & Akinloye, 2018; Hariharan & Dharmaraj, 2020). Kod
kvasca su identifikovane dve GPx izoforme, dok je kod filamentoznih gljiva opisana
samo jedna. GPx kod Schizosaccharomyces pombe nije selenoenzim, za razliku od GPx kod
S. cerevisiae, Hansenula mrakii i Candida boidinii, gde je GPx vezana za mitohondrijalnu i
peroksizomalnu membranu (Inoue et al., 1995; Pdcsi et al., 2004).




Drugi selenoenzimi ukljucuju TrxR, jodotironin dejodinaze, metionin-R-sulfoksid
reduktazu Bl i selenofosfat sintazu Il (Avery & Hoffmann, 2018; Perrone et al., 2015). Kod
ljudi su opisani i neenzimski selenoproteini P, S, N, W, K, H, R i M (Hariharan &
Dharmaraj, 2020). Filamentozna gljiva Phycomyces blakesleeanus sintetiSe i izlucuje
selenobiotin — selenoanalog biotina koji se ponasa kao faktor rasta za odredene
mikroorganizme i funkcionalno se ugraduje u karboksilaze (Lindblow-Kull et al., 1980).

Neke biljke iz roda Astragalus mogu akumulirati selen i do 1000 puta viSe nego
neakumulatori. Biljke naj¢eS¢e akumuliraju selen u formi selenita (krastavac, brokoli),
SeMet (pSenica) ili Se-metilselenometionin (luk). Gljive selen akumuliraju pretezno kao
SeMet. Kod 83 analizirane vrste gljiva, sadrzaj selena kretao se od 0,01 do 20 ppm, a
najvisi nivoi su utvrdeni kod Agaricus bisporus, Boletus edulis i Boletus macrolepiota.
Selenom obogacen kvasac se komercijalno koristi kao jedan od najbogatijih izvora
organskog selena (Rezanka & Sigler, 2008).

Tabela 2: Distribucija nekih jedinjenja selena kod gljiva i drugih organizama
(modifikovano iz Rezanka & Sigler, 2008).

Jedinjenje Vrsta
Selenocistationin

Aspergillus fumigatus
Aspergillus terreus
Astragalus pectinatus
Astragalus praleongus
Brassica oleracea capitata
Lecythis ollaria
Morinda reticulata
Neptunia amplexicaulis
Penicillium chrysogenum
Stanleya pinnata
Se-metilselenocistein (metilselenocistein)
Allium cepa
Allium sativum
Allium tricoccum
Astragalus bisulcatus
Astragalus crotalariae
A. praleongus
B. oleracea capitata
Melilotus indicus
Dunaliella primolecta
Oonopsis condensata




v-glutamil-Se-metilselenocistein

SeMet

Se-metilselenocistein Se-oksid
selenobiotin

SeCys

dimetil selenid
Y-glutamilselenocistationin
Y-glutamilselenometionin
Se-adenozilselenohomocistein

selenocisteinska kiselina

Se-metilselenometionin

selenolantionin

Phaseolus lunatus
B. oleracea botrytis

A. cepa

A. sativum

A. terreus

A. bisulcatus

P. chrysogenum
P. lunatus

A. tricoccum

A. fumigatus

A. terreus

Brassica juncea

B. oleracea capitata
M. indicus

B. oleracea capitata

P. blakesleeanus

Fusarium sp.
Vigna radiata

Penicillium sp.
A. pectinatus
A. sativum

S. cerevisiae

D. primolecta
Fusarium sp.

A. fumigatus
D. primolecta

S. cerevisiae




4-selenouridin

E. coli
3-butenil izoselenocijanat

S. pinnata
selenosinigrini

Armoracia lapathifolia

S. pinnata
selenoseceri

Astragalus racemosus

1.5 Neorganski oblici selena i njihov uticaj na Zive sisteme

Neorganski selen u prirodi postoji u viSe oksidacionih stanja (-2, 0, +4, +6)
(Oremland et al., 2004; Wadhwani et al., 2016; El-Deeb et al., 2018; Herrero & Wellinger,
2015; Avendano et al., 2016; Butler et al., 2012; Adebayo et al., 2020; L. C. Tan et al., 2016;
Rosenfeld et al.,, 2017). NajceS¢e se javlja u povrsSinskim i podzemnim vodama,
mocvaramai sedimentima kao selenat (5eOs%"), selenit (SeOs*), selenid (Se*) i nerastvorni
elementarni selen (Se?) (Butler et al., 2012; L. C. Tan et al., 2016; Husen & Siddiqi, 2014;
Vogel et al, 2017). Elementarni selen se javlja kao koloidna destica ili talog i
termodinamicki je stabilan u redukuju¢im sredinama (Rosenfeld et al., 2017), bioloski
inertan i netoksi¢an u malim koli¢inama (Avendano et al., 2016; Y. Wang et al., 2013).
Nekada se smatrao bioloski nedostupnim (Vetchinkinaet al., 2013), a njegova funkcijau
bioloSkim sistemima u tom obliku i dalje ostaje slabo poznata (Shilo et al., 2005).

Oksianjoni selenata i selenita prisutni su u aerobnim i oksidujuéim uslovima i
ispoljavaju visoku rastvorljivost i bioraspolozivost, Sto ih ¢ini najtoksi¢nijim formama
(Dwivedi et al., 2013; Avendario et al., 2016; Y. Wang et al., 2013). Selenit pri ulasku u
¢eliju izaziva formiranje ROS koje mogu dovesti do oksidativnog stresa (McDermott et
al., 2010; Bébien et al., 2002). Zbog hemopreventivnih i antikancerogenih svojstava,
natrijum selenit se koristi kao suplement u terapiji kancera (Avendano et al., 2016;
Hariharan & Dharmaraj, 2020).

Selenat se u prirodi ponasa slicno kao sulfat, dok se selenit uglavnom javlja u
kiselim oksiduju¢im uslovima i predstavlja dominantan mobilni oblik selena (L. C. Tan
et al., 2016). Mikroorganizmi redukuju ove oblike u elementarni selen ili isparljivi R2Se,
u ¢emu ucestvuje redukovani glutation (engl. reduced glutathione — GSH), a nastaju
oksidovani glutation (engl. oxidized glutathione — GSSG) i ROS (Slika 2; Bébien et al.,
2002; L. C. Tan et al., 2016). Selenidi su stabilni u jakim redukcionim uslovima (L. C. Tan
et al, 2016) i ucestvuju u biosintezi SeCys i SeMet kod organizama sa aktivnim
transsulfuracionim putem (Herrero & Wellinger, 2015).
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Slika 2: Metabolicka redukcija neorganskih oblika selena i njihova konverzija u
organske oblike. Reakcije redukcije su oznacene crvenim strelicama. Strelica 1 odgovara
reakcijama koje ukljuc¢uju ATP sulfurilazu i druge enzime koji ucestvuju u pocetnim koracima
puta asimilacije sulfata. Strelice 2, 3, 4 i 5 odgovaraju neenzimskim reakcijama koje rezultiraju
neto konverzijom redukovanog glutationa (GSH) u oksidovani glutation (GSSG). Reakcija 6 je
takode neenzimska i rezultira indukcijom sinteze razlicitih reaktivnih vrsta kiseonika
(modifikovano iz Herrero & Wellinger, 2015).

Razumevanje karakteristika razlicitih valentnih stanja i mehanizama toksi¢nosti
selena, posebno kao selenita, klju¢no je za njegovu potencijalnu primenu u medicini i
ekotoksikologiji. Niska toksicnost selenata u poredenju sa selenitima moze biti posledica
ogranicene apsorpcije i manje efikasne redukcije u reaktivne oblike (Bébien et al., 2002; L.
C. Tan et al., 2016).

Geomikologija ispituje ulogu gljiva u geohemijskim transformacijama, ukljucujudi
razgradnju materijala, biorazgradnju, kruzenje elemenatai interakcije gljiva sa metalima
(Gadd, 2007). Gljive, kao efikasni kolonizatori ekstremnih stanista, mogu transformisati i
imobilisati selen kroz biosorpciju, biomineralizacijui redukciju. Njihova aktivhost moze
uticati na distribuciju i oblik selenau tlu, $to ih ¢ini vaznim akterima u bioremedijaciji
kontaminiranih stanista (Rosenfeld et al., 2017).

1.6 Biosinteza SeNP

SeNP predstavljaju jedinstveni oblik selena ¢ija sinteza se moZe izvrSiti biogenim
putem, redukcijom selenata/selenita u prisustvu razli¢itih mikroorganizama, gljiva,
biljaka i bakterijskih proteina ili enzimskih ekstrakata (Prasad & Swamy, 2013; Husen &
Siddiqi, 2014; El-Deeb et al., 2018). Mnogi mikroorganizmi imaju sposobnost konverzije
jedinjenja selena razli¢itim mehanizmima, kao Sto su redukcija, metilacija i oksidacija.




Mikrobioloska konverzija selenita u elementarni selen predstavlja vid detoksifikacije pod
aerobnim ili anaerobnim uslovima rasta (Y. Wang et al., 2018).

SeNP se mogu formirati u rasponu pre¢nika od 50-500 nm. Veli¢ina SeNPje vazan
faktor koji odreduje njihovu potencijalnu biohemijsku aktivnost, i zavisi od vrste
mikroorganizma, uslova redukcije i vremena proizvodnje (Avendafio et al., 2016;
Oremland et al., 2004; Jain et al., 2014). Veli¢ina cestica proizvedenih mikrobioloSkom
respiracijom se povecavas vremenom (Nancharaiah & Lens, 2015). Prema definiciji, samo
Cestice dimenzija 1-100 nm je ispravno nazvati nanocesticama, iako se u literaturi cesto i
vece Cestice oznacavaju ovim terminom (Wadhwani et al., 2016). Zahvaljuju¢i malim
dimenzijama i velikom odnosu povrsine prema zapremini, SeNP ispoljavaju specificna
fizicka, hemijska i bioloska svojstva Sto ih ¢ini pogodnim za primenu u poljoprivredi,
elektronicii medicini (El-Deeb et al., 2018; Husain et al., 2025). Cestice veli¢ine 5-200 nm
mogu direktno ukloniti slobodne radikale in vitro. Cestice pre¢nika manjeg od 100 nm
pokazuju vedi stepen interakcije sa bioloskim sistemima nego cestice vec¢ih dimenzija
(Avendano et al., 2016). Razli¢ite vrste mikroorganizama proizvode SeNP razlicite
strukture i optickih svojstava, Sto se ne mozZe replicirati upotrebom konvencionalne
hemijske sinteze (Oremland et al., 2004; Butler et al., 2012). Pretpostavlja se da je ova
varijabilnost uzrokovana raznovrsnoséu enzimskih reakcija tokom procesa
mikrobioloSke redukcije (Oremland et al., 2004), Sto moZe objasniti razlic¢ite velic¢ine
nanocestica kod gljiva (Rosenfeld et al., 2017).

Smatra se da mikrobioloska redukcija oksianjona selena ukljucuje dva koraka:
redukciju selenata do selenita, a zatim redukciju selenita do elementarnog selena, $to
podrazumeva dejstvo enzima nitrit, odnosno nitrat reduktaza (Nancharaiah & Lens,
2015; Dwivedi et al, 2013; Avendano et al., 2016). Drugi mehanizam redukcije
podrazumeva dejstvo specificnih enzima, selenat/selenit reduktaza. Neki
mikroorganizmi redukuju selenite, ali ne i selenate. Odsustvo specifi¢ne selenat
reduktaze se moze pretpostaviti kod strogih aerobnih mikroorganizama, koji kao krajnji
akceptor elektrona prilikom respiracije koriste kiseonik. Sposobnost redukcije selenata
stoga je povezana uglavnom sa anaerobnim mikroorganizmima, medutim viSe vrsta
gljiva, uglavnom Askomikota, se pokazalo sposobnim za aerobnu redukciju selenata i
selenita (Avendano et al., 2016). Bioloska redukcija selenita se moze izvrSiti i putem
sistema glutationa, gde GSH ima ulogu donora elektrona (Slika 3).
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Slika 3: BioloSka redukcija selenita. Selenit anjon (ljubi¢asto) neenzimski reaguje sa
redukovanim glutationom (GSH) pri ¢emu se dobijaju selenodiglutation (narandzasto),
oksidovani glutation (GSSG) i superoksid anjon. Glutation reduktaza (GR) redukuje
selenodiglutation u selenopersulfid (zeleno) koji se, kao nestabilan produkt, transformiSe u
elementrani selen (plavo). GSSG se pomocu GR konvertuje u GSH (modifikovano iz Kessi &
Hanselmann, 2004).

1.7 Phycomyces blakesleeanus

P. blakesleeanus je saprotrofna striktno aerobna filamentozna gljiva prisutna u
vlaznim sredinama $irom sveta. Prvi put je okarakterisana u Svedskoj 1817. godine kao
zelenaalgainazvana Ulva nitens, zbog Cegaje 1823. uvedeno ime roda Phycomyces (“gljiva
algi”). Godine 1925. je na osnovu oskudnih dokaza originalna vrsta Phycomyces nitens
podeljenana dve, a najzastupljenijim laboratorijskim sojevimaje datoime P. blakesleeanus
(Cerda-Olmedo, 2001). Gljiva P. blakesleeanus taksonomski pripada redu Mucorales klase
Mucoromycetes, podfilumu Mucoromycotinai filumu Mucoromycota (Chaudhary et al.,
2013). Ova gljiva se odlikuje brzim rastom i visokom proizvodnjom biomase pod
povoljnim uslovima (ZiZi¢ et al., 2022), te je esto prisutna u zemljistu, organskim
ostacima i vazduhu zbog sposobnosti brze kolonizacije i sporulacije na razlicitim
zemljiSnim supstratima bogatim jednostavnim ugljenim hidratima (O'Donnell et al.,
2001).Ipak, najranije evolutivne grane u kraljevstvu gljiva dobile su relativno malo paznje
naucnika, uprkos potencijalnoj moguc¢nosti razumevanja evolucije gljiva kroz njihovo
ispitivanje (Chaudhary et al., 2013). Geneticka ispitivanja potvrduju razlikovanje i
prepoznavanje porodice Phycomycetaceae zasebno od Mucoraceae i drugih porodica
reda Mucorales. Kao pripadnik klase Mucoromycetes, rod Phycomyces je geneticki
relativno toliko udaljen od Ascomycetes, biljaka i Zivotinja koliko su ove grupe
medusobno udaljene jedna od druge (Cerda-Olmedo, 2001).

Kao model organizam, P. blakesleeanus se koristi u genetickim i molekularno-
bioloskim istraZivanjima zbog jednostavnog Zivotnog ciklusa, veli¢ine vegetativnih
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plodonosnih tela (sporangiofora), makrofora i lakog uzgoja i ¢uvanja u laboratorijskim
uslovima (Cerda-Olmedo, 2001; Idnurm et al., 2006).

Slika 4: a) P. blakesleeanus fotografisan u prirodnom okruzenju (preuzeto sa
https://www.inaturalist.org/observations/10028162). b) P. blakesleeanus u uslovima
laboratorijskog uzgoja, starosti dva dana.

Vegetativne spore P. blakesleeanus su pojedinacne, elipsoidne, nepokretne,
viSejedarne i oblozene debelim celijskim zidom. OsuSene spore se mogu cuvati u
epruvetama u frizideru najmanje 4 godine, dok se spore suspendovane u vodi mogu
¢uvati vise od godinu dana, a liofilizovane spore ostaju vijabilne i preko 20 godina. Cak
se i sporulisane kulture na agaroznoj podlozi mogu ¢uvati nekoliko godina u frizideruili
zamrzivacu. U minimalnom medijumu samo 1,5-3,6% spora klija i stoga je neophodna
njihova aktivacija. Metoda koja se najcesce koristi u tu svrhu je toplotni Sok (48-53°C
tokom nekoliko minuta) Sto izaziva klijanje ~ 95% spora. Micelijum P. blakesleeanus se
uzgaja u te¢cnom medijumu ili na ¢vrstioj podlozi. Nakon klijanja, hife brzo rastuigranaju
se. Micelijum raste radijalno od mesta klijanja spore, a rast se odvija iskljucivo na
vrhovima hifa, koje se granaju bez formiranja poprecnih zidova ili anastomoze. Svetlost
ne utie direktno na rast micelijuma, ve¢ stimuliSe sintezu karotenoida i razvoj
sporangiofora nakon 2-3 dana (Bergman et al., 1969).

Sporangiofore predstavljaju jednostavne iglicaste strukture koje mogu dostici
visinu od 15-20 cm (obi¢no oko 10 cm zbog mehanickih ogranicenja) i precnika oko 100
um, sa centralnom vakuolom koja se proteZe celom duzinom. Brzina rasta sporangiofora
povecava se eksponencijalno pri temperaturama od 7°C do 25°C, dok iznad 27°C brzina
rasta naglo opada. Stopa rasta takode direktno proporcionalno zavisi od vlaZnosti
(Bergman et al., 1969). Svaka sporangioforanosi po jednu sporangiju koja sadrzi spore za
rasejavanje (Idnurm et al.,, 2006). Kod P. blakesleeanus se spore oslobadaju rupturom
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spoljasnjeg zida sporangijuma pri kontaktu sa ¢vrstom povrSinom ili sa vodom.
Raspuknute sporangije su veoma lepljive, te se putem vetra, kiSe, insekata ili Zivotinja
mogu rasejati na velike udaljenosti (Bergman et al., 1969).

Razliditi sojeviililinije P. blakesleeanus se klasifikuju kao (+) ili (-) na osnovu njihove
sposobnosti da interaguju pri formiranju zigospora, proizvoda seksualne fuzije. Ova
podela, koja ne implicira rodne karakteristike, ukazuje da oba pola jednako doprisnose
izogami¢nom reproduktivnom procesu. Pri kontaktu hifa suprotnog poladolazi do
hemijskih i morfoloSkih promena koje rezultiraju formiranjem zigofora. Zigofore
suprotnog pola nakon kontakta formiraju prsten cija je svaka polovina sastavljena od
distalnog regiona jedne zigofore, progametangijuma. Poprecni zid unutar svakog
progametangijuma odvaja Celiju, gametangijum, od ostatka micelijuma. Zid izmedu dve
gametangije nestaje i formira se jedna celija, zigot, ¢iji su citoplazma i mnogobrojnajedra
izvedeniiz dve micelije. Zigot sazreva u zigosporu, nabubri i oformi debeo spoljasnji zid.
Susedni delovi zigofora sa obe strane zigospore, supenzori, proizvode fine dvokrake
bodlje ili trnove rasporedene svuda oko zigospore. Zigospora ostaje u stanju mirovanja
najmanje 3 meseca, a Cesto i duze. Germsporangijumi nose spore, slicne onima u
aseksualnom ciklusu, osim $to kod njih dolazi do geneticke rekombinacije (Bergman et
al., 1969).

P. blakesleeanus je poznat po izraZenom fototropizmu, odgovoru sporangioforana
svetlosni stimulans (Chaudhary et al., 2013). Rast sporangiofora pokazuje pozitivan
fototropizam prema talasnim duzinama bliske UV i plave svetlosti (vidljiva svetlost), a
negativan prema dalekim UV talasnim duzinama (krace talasne duzine visoke energije).
Ovo svojstvo je opSirno proucavano i pruza vazan uvid u molekularne mehanizme
percepcije svetlostiitransdukcije signala u eukariotskim ¢elijama. Osim na svetlost, gljiva
reaguje ina hemijskinadrazaj, dodir, gravitaciju, pa ¢ak i na objekte uneposrednoj blizini,
S$to utice na pravac i brzinu rasta sporangiofora (Idnurm et al., 2006).

1.8 Stres i indukcija stanja stresa

Stres je nespecifi¢an odgovor organizma na bilo koji uslov sredine, dok je stresor
agens koji proizvodi stres u bilo kom trenutku (Selye, 1976). Stresor se karakteriSe
nepredvidivoséu i nemogucénoséu kontrolisanja od strane organizma. FizioloSke
karakteristike stresa podrazumevaju smanjenje ili odsustvo ocekivane reakcije
organizma (Koolhaas et al, 2011). Celijski odgovor na stres je zasnovan na
makromolekularnom ostecenju koji stres izaziva, ne na samoj vrsti stresa (Emri et al.,
2015).

Koncept oksidativnog stresa se definiSe kao neravnoteZa izmedu oksidanata i
antioksidanatau korist oksidanata, Sto dovodi do stanja koje remetiredoks signalizaciju
i kontrolu (Jones, 2006; Sies, 2020). Prema ovoj definiciji, oksidativni stres odrazava
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poremecaje specifi¢ne za pojedinacni organ ili metabolicki put, a ne opstu neravnotezu
organizma (Jones, 2006). Koncept ravnoteze oksidanata i antioksidanata implicira da
promena balansa moze biti izazvana sa obe strane ovog sistema. Manje promene u ovom
odnosu vode ka homeostatskim adaptacijama na nove uslove sredine, dok vrlo nagle i
velike promene izazivaju celijska oStecenja i smrt (Burton & Jauniaux, 2011).

Formiranje aerobne atmosfere i nastanak 2-oksoaldehida tokom glikolize
kiseonika usled fotosintetske aktivnosti doveo je do dve velike oksigenacione epizode
(pre ~2,5-2,2 1 0,8-0,5 milijardi godina), koje su dramati¢no promenile hemijske i fizicke
osobine okeana i atmosfere i dovele do pojave ROS, Sto je zahtevalo razvoj efikasnih
sistema odbrane od oksidativnih oStecenja kod aerobnih organizama (Deponte, 2013).

ROS ucestvujuu redoks reakcijama, pri cemu oksidacija oznacava dobijanje atoma
kiseonika ili gubitak atoma vodonika/elektrona, dok redukcija podrazumeva gubitak
atoma kiseonikaili dobijanje atoma vodonika/elektrona. ROS (Tabela 3) se mogu podeliti
na vrste slobodnih radikala, koje obuhvataju molekule sa nesparenim elektronom (kao
$to je superoksid), i neradikalske vrste, koje predstavljaju molekuli bez nesparenih
elektrona ali visoke reaktivnosti (npr. peroksid) (Krumova & Cosa, 2016; Jakubczyk et al.,
2020). Svi kiseonic¢ni radikali su reaktivne kiseoni¢ne vrste, ali nisu sve reaktivne
kiseonic¢ne vrste ujedno i kiseonié¢ni radikali (Sies et al. 2017).

Tabela 3: Reaktivne vrste slobodnih radikala i neradikala koje su vaZne za bioloSke
sisteme (modifikovano iz Sies et al., 2017).

Slobodni radikali Neradikali

Reaktivne vrste kiseonika

superoksid radikal (*O2") vodonik peroksid (H202)

hidroksil radikal (*OH) organski hidroperoksidi (ROOH)

peroksil radikal (*ROO) singlet molekularni kiseonik (*O2)

alkoksil radikal (*RO) pobudena karbonilna jedinjenja (RCO)
ozon (Os)

Reaktivne vrste hlora i broma

atomski hlor (*Cl) hipohlorit (OCI")

atomski brom (*Br) hloramini (RNHCI)
hipobromit (OBr-)

Reaktivne vrste azota

azot oksid/azot monoksid (*NO) nitrit (NO2)

azot dioksid (*"NOz2) nitroksil anjon (NO")
peroksinitrit (ONOO")
peroksinitrat (O2NOO)

nitrozoperoksikarbonat (ONOOCO>)
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Reaktivne vrste sumpora
tiil radikali (*RS) tioli (RSH), tiolati (RS")
disulfidi (RSSR)
sulfenati (RSO"), sulfinati (RSOx2),
sulfonati (RSO3)
vodonik sulfid (H2S)
polisulfidi (H2Sx, x>2)
Reaktivne karbonilne vrste
acetaldehild
akrolein
metilglioksal
4-hidroksi-nonenal
pobudeni triplet karbonili
Reaktivne vrste selena
seleniti
selenati
selenocistein (SeCys)
selenometionin (SeMet)

Slobodni radikali se mogu generisatiiz viSe elemenata, ali u bioloSkim sistemima
su najvazniji oni koji sadrze kiseonik ili azot (Burton & Jauniaux, 2011). Kiseonik je
podloZan stvaranju slobodnih radikala zbog toga Sto u spoljasnjoj ljusci ima dva
nesparena elektrona u odvojenim elektronskim orbitalama (Ighodaro & Akinloye,
2018). Druge bioloski vazne reaktivne vrste su vrste hlora i broma (Sies et al., 2017).
Slobodni radikali su izuzetno nestabilni, npr. zivotni vek *Oz"i *OH je 10, odnosno 10~
sekundi (Belozerskaya & Gessler, 2006).

Gljive su u prirodnim uslovima konstantno izloZene raznim spoljasnjim faktorima
- izgladnjivanju, nepovoljnim svetlosnim i temperaturnim uslovima, jonizujudem
zraCenju, promenama u sastavu atmosfere i osmotskom pritisku medijuma, kao i
mehanickim oStecenjima gljive - Sto moze izazvati oksidativni stres u celijama
(Belozerskaya & Gessler, 2006).

Toplotni Sok povecava ucestalost mutacija, DNK rekombinacija i oStedenja
mitohondrijske DNK i membrane, Sto se pripisuje povecanoj unutrasnjoj oksidaciji
izazvanoj pojacanom respiracijom (Pocsi et al., 2004). SuSa izaziva oksidativni stres
povecavajuci generisanje ROS na ¢elijskom nivou (Csiszar et al., 2007). Tolerancija
lisajeva na susu, toplotu i hladnocu rezultat je kombinacije zastitnih i reparacionih
mehanizama, pri cemu su formiranje GSSG tokom isuSivanja i njegova redukcija nakon
hidratacije, kao i uloga GSH i GSH-zavisnih enzima, kljucni za antioksidativnu odbranu
kod mahovina, morskih algi i biljaka (Pdcsi et al., 2004). Svetlost moZe delovati kao jak
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stresor na neke gljive, na primer celije Neurospora crassa sadrze molekule (flavini, pterini,
porfirini) ¢ija stimulacija svetlom dovodi do generisanja ROS (Belozerskaya & Gessler,
2006). Povecanje gustine Celija u kulturi moze izazvati metabolicki stres usled brzog
iscrpljivanja hranljivih materija, Sto dodatno povecava oksidativni stres (Pocsi et al.,
2004). Kod bakterija je pokazano da su enzimi katalaze (engl. catalase —CAT) i superoksid
dismutaze (engl. superoxide dismutase — SOD) regulisani gustinom celija (Crockford et
al., 1995; Wood & Serensen, 2001), a sli¢ni efekti se mogu predvideti u kulturama gljiva
(Pdcsi et al., 2004). Kod S. cerevisine nedostatak azota dovodi do razgradnje oko 90%
¢elijskog GSH kako bi se obezbedile aminokiseline (L-Glu, L-Cys, Gly) za sintezu drugih
organskih molekula. Suprotno tome, kod filamentozne gljive P. chrysogenum nedostatak
ugljenika povecava de novo sintezu i unutrasnji nivo GSH, dok se smanjuju specifi¢ne
aktivnosti glutation reduktaze (engl. glutathione reductase — GR) i GPx, posebno u
stacionarnoj fazi kultura bez ugljenika (Pdcsi et al., 2004).

Prisustvo teSkih metala usled industrijskih aktivnosti predstavlja pretnju
populacijama gljiva, ukljucuju¢i kvasce i bazidiomicete koje formiraju ektomikorize.
Metalnijoni generiSu ROS direktno (putem redoks-aktivnih metala kao stosu Cu, Fe, Cr,
V) ili indirektno (zamenom redoks-aktivnih metalana veznim mestima, npr. Cd, Hg, Ni,
Pb), Sto rezultira oksidacijom lipida, proteina i DNK i smanjenjem stope rasta. Enzimi
metabolizma glutationa (GR, GPx, glutation S-transferaza (engl. glutathione S-transferase
- GST)) pomazu u odbrani od stresaindukovanog metalima kod gljiva poput S. cerevisiae,
S. pombe, Aspergillus nidulans i Paxillus involutus (Pocsi et al., 2004). Preopterecenje
gvozdem dodatno stimuliSe formiranje ROS, Sto dovodi do oStecenja intra- i
ekstracelularnih komponenti (Awadallah, 2013).

Visoke doze selena deluju kao pro-oksidanti, generisuci ROS, a takode mogu biti
toksicne zbog kompeticije sa sumporom u aminokiselinama, Sto rezultira
neodgovaraju¢om konformacijom proteina i stvaranjem nefunkcionalnih proteina i
enzima (J. Wang et al., 2016; Adebayo et al., 2020). Studije pokazuju da selenit izaziva
jednolancane prekide DNK, generisanje ROS, fosforilaciju serina i celijsku apoptozu u
¢elijskoj liniji kancera prostate (G. X. Li et al., 2007). Granica izmedu esencijalne (<40
mg/dan) i toksi¢ne (>400 mg/dan) doze selenaje uska, pa ¢ak i mala promenanivoa moze
dovesti do oStecenja kod zivih organizama i ekoloske Stete (Gharieb & Gadd, 2004; El-
Deeb et al., 2018; Nancharaiah & Lens, 2015; L. C. Tan et al., 2016; Vogel et al., 2017;
Adebayo et al., 2020).

Svi aerobni organizmi, pa i gljive, su kontinuirano izlozeni ROS jer koriste
molekularni kiseonik kao krajnji akceptor elektrona u procesu disanja odnosno oksidacije
hranljivih materijaradi dobijanja energije (Angelova et al., 2005; Zhao et al., 2015). Preci
savremenih organizama razvili su mehanizme za odrzavanje redukujuce sredine celija,
prevenciju generisanja ROS, njihovu detoksifikaciju ili popravku oStecenja izazvanih
ROS, sto je neophodno u oksiduju¢im uslovima (Deponte, 2013).
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Respiratorni lanac mitohondrija je osnovni izvor ROS u (¢elijama aerobnih
organizama gde se nepotpunom redukcijom kiseonika generisu ROS, poput superoksid
anjon radikala, vodonik peroksida i hidroksil radikala (Belozerskaya & Gessler, 2006; Q.
Li etal., 2008; Ighodaro & Akinloye, 2018; Angelova etal., 2005; Zhao etal., 2015). Prenos
elektrona kroz respiratornilanac nije potpuno efikasan pa dolazi do , curenja” elektrona,
narocito iz proteinskih kompleksa I i III unutrasnje membrane mitohondrija, Sto usled
kontakta sa molekularnim kiseonikom rezultira formiranjem °O2. U normalnim
uslovima, redukcijom kiseonika nastaje voda ali se oko 2% kiseonika na ovaj nacin
transformise u ‘Oz. Zbog svog naelektrisanja, ‘Oz~ ne prolazi kroz membrane i ostaje
unutar mitohondrijskog matriksa gde ulazi u lancane reakcije generisanja drugih ROS
(Burton & Jauniaux, 2011). Sliéno tome, *O2" se moze generisati ,,curenjem” elektrona sa
kraceg elektron transportnog lanca unutar endoplazmati¢nog retikuluma (ER).
Formiranje disulfidnih veza tokom procesa uspostavljanja konformacije proteina je
oksidujudi proces prilikom koga se generise ‘Oz unutar ER. Ovako generisani *Oz ¢ini
oko 25% celijskog *O27, medutim taj procenat moze bitii ve¢iu uslovima ER stresa (Burton
& Jauniaux, 2011). Jo$ jedan nacin proizvodnje ‘Oz u celijama je aktivnost NADPH
oksidaze (engl. NADPH oxidase -INOX) (Jomova et al., 2024; Tudzynski et al., 2012). NOX
je membranski enzim eukariota koji generiSe ‘Oz redukcijom kiseonika (Mattila et al.,
2022). Ima vaznu ulogu u neutralizaciji patogena kroz ,oksidativni prasak” (engl.
oxidative burst) koji podrazumeva generisanje velike kolicine ROS (Scott & Eaton, 2008).
Fagociti, a posebno neutrofili, indukuju produkciju ROS kroz aktivnost NOX prilikom
unistavanja patogena (Ighodaro & Akinloye, 2018). Aktivnost ksantin oksidaze (engl.
xanthine oxidase — XO) je takode izvor ROS kod gljiva jer formira peroksid kao
nusproizvod, §to doprinosi ukupnoj proizvodnji ROS (Mattila et al., 2022).

1.9 Efekti i uloga ROS u ¢elijama

Jedna od uobicajenih posledica izloZenosti stresnim uslovima je povecana
proizvodnja ROS (De Castro et al., 2013). U normalnim uslovima rasta, akumulacija ROS
je niskai ne uzrokuje znacajna ostecenja, osim u zrelim kulturama gde se ROS postepeno
akumuliraju. Medutim, stresni uslovi poput promena u okruzenju, UV zracenja ili
nedostatka hranljivih materija znatno povecavaju akumulaciju ROS, Sto rezultira
peroksidacijom lipidnih membrana, oksidacijom proteina, inaktivacijom enzima,
poremecajem celijske homeostaze i oSte¢enjem DNK/RNK - procesima koji dovode do
starenja, apoptoze ili celijske smrti (Belozerskaya & Gessler, 2006; Hayes & McLellan,
1999; Angelova et al., 2005; Zhao et al., 2015; Pdcsi et al., 2004; H. Shao et al., 2019).
Peroksidacija membranskih lipida menja propustljivost membrana, funkcionalnost
receptora i aktivnost membranskih enzima, te smanjuje fluidnost membrana (Ighodaro
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& Akinloye, 2018). Takode, kiseonicni radikali mogu inicirati formiranje drugih vrsta
ROS koji mogu imati jos razornije efekte (Ighodaro & Akinloye, 2018).
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Slika 5: Sematski prikaz uloge superoksida u produkciji drugih reaktivnih vrsta. *Oz —
superoksid anjon radikal, *NO - azot oksid radikal, *NO: — azot dioksid radikal, *ONOOCO: -
nitrozoperoksikarbonat, *ONOO - peroksinitrat, *OH — hidroksi radikal, *L — lipidni radikal,
*LOO - lipid peroksi radikal (modifikovano iz Ighodaro & Akinloye, 2018).

Visoke koncentracije ROS mogu da pokrenu geneticki programiranu c¢elijsku smrt
(apoptozu) (Hernandez et al., 2017), a iako se starenje kod gljiva cesto povezuje sa
unutrasnjom akumulacijom ROS, nije sasvim jasno da li su oni sami uzrok starenja ili
posledica oksidativnih oStec¢enja (Pocsi et al., 2004).

Dugo se smatralo da su ROS iskljucivo Stetni nusprodukti aerobnog metabolizma
(A.Ren et al., 2017), ali sada je poznato da, uz tiil radikale, disulfide i sulfenske kiseline,
ROS imaju i vitalne funkcije u ¢eliji. Oni utic¢u na posttranslacione modifikacije proteina,
metabolizam, fizioloSke funkcije, te reguliSurasti razvoj (De Castro etal., 2013; Ighodaro
& Akinloye, 2018). ROS igraju ulogu u odbrani od patogena, biosintezi sekundarnih
metabolita i sustinski su ucesnici u meducelijskoji unutrasnjoj signalizaciji, modulirajuci
aktivnost transkripcionih faktora (Belozerskaya & Gessler, 2006).

Postoji niz proteina i enzima koji detektuju i/ili generisu ROS, ukljucujudi
mijeloperoksidaze koje proizvode HOCl i NOX enzime, koji generisu superoksid (*Ox).
Tiil radikali iz cisteina, sulfenskih kiselina i disulfida su znacajni signalni meduproizvodi
(Deponte, 2013). Kod gljiva, postoje tri podfamilije NOX enzima — NoxA, NoxB i NoxC.
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NoxA i NoxB, rasprostranjeni medu gljivama, imaju evolutivno zajednicko poreklo i
predacku funkciju, dok je uloga NoxC manje poznata. Funkcionalna analiza kod A.
nidulans, Podospora anserina i N. crassa pokazuje da je NoxA kljucan za seksualnu
diferencijaciju — mutanti bez NoxA nemaju sposobnost generisanja ROS i nisu sposobni
za sazrevanje, 5to se kod divljeg tipa deSava nakon oksidativnog praska (Scott & Eaton,
2008). Takode, NoxB je vaZan za germinaciju askospora, a oba enzima su neophodna za
formiranje plodonosnih tela kod Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum i Claviceps
purpurea. Kod fitopatogenih gljiva, NOX enzimi su klju¢ni za virulenciju, tako $to ROS
vrse ulogu signalnih molekula koji iniciraju formiranje infektivnih strukturaili pospesuju
brzu kolonizaciju domacdinskih tkiva (Tudzynski et al., 2012; Scott & Eaton, 2008).
Povecanje ROS pre naredne faze diferencijacije zabelezeno je i kod Sclerotium rolfsii i
Flammulina velutipes (Belozerskaya & Gessler, 2006). Takode, superoksidni anjon i
vodonik peroksid funkcionisu kao mitogeni, povecavajuci brzinu DNK replikacije i
¢eljenske proliferacije, i stoga su ROS neophodni za diferencijaciju kod gljiva (Ighodaro
& Akinloye, 2018).

Kod A. nidulans i P. anserina, ROS reguliSu razvoj celija, dok kod fitopatogena
poput Magnaporthe orizae naruSena ravnoteza ROS smanjuje virulenciju. Povecani nivo
ROS je u pozitivnoj korelaciji sa nivoom aflatoksina kod A. parasiticus i A. flavus. Kod
Ganoderma lucidum, poviSeni intracelijski ROS poboljSavaju biosintezu ganoderinske
kiseline (GA), a dodatak H20:2 znacajno povecava akumulaciju GA (A. Ren et al., 2017).
Kod ispitivanih filamentoznih gljiva — ukljucuju¢i Mucor racemosus, Humicola lutea,
Fusarium oxysporum, Alternaria solani, Cladosporium elatum, P. chrysogenum, P.
brevicompactum, P. claviforme, P. roquefortii, Aspergillus niger, A. argilaceum i A. oryzae —
frakcija cijanid rezistentne (engl. cyanide-resistance respiration — CNRR) u ukupnoj
respiraciji znacajno raste tokom izlaganja ROS (Angelova et al., 2005).

Biljke takode koriste ROS kao sekundarne glasnike u signalnim kaskadama, gde
proizvodnja i uklanjanje ovih molekula uti¢u na razvoj, odbranu i regulaciju oksidativne

signalizacije putem antioksidanata niske molekulske mase, kao Sto su askorbat i glutation
(Hernandez et al., 2017).

1.10 Antioksidativni metabolizam gljiva

Da bi se zastitili od oksidativnih oStecenjai odrzali celijsku redoks ravnotezu,
aerobni organizmi razvili su kompleksne enzimatske i neenzimatske antioksidativne
sisteme (Hayes & McLellan, 1999; Angelova et al., 2005; Zhao et al., 2015; Deng et al.,
2016). Ovi sistemi umanjuju Stetne efekte ROS koji mogu poremetiti ¢elijsku homeostazu
i oStetiti celijske komponente. Studije pokazuju da visoke koncentracije oksidanata
inhibiraju proizvodnju biomase i konidija, dok transkriptomske analize otkrivaju
regulisanu ekspresiju redoks gena poput CAT, GPx i SOD (H. Shao et al., 2019).
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Gljive su razvile sofisticirane mehanizme za registrovanje spoljasnjih uslova,
signalizaciju i prilagodavanje na stresore iz Zivotne sredine, sto im omogudava
zauzimanje raznovrsnih ekoloskih nisa. Zastita od kombinovanog dejstva stresora kod
gljiva oslanja se delimicno na gene za odgovor na stres koji nastaje pod uticajem
spoljasnje sredine (engl. Environment Stress Response — ESR), identifikovane kod S.
cerevisiae, S. pombe, Candida albicans i C. glabrata. Broj i regulacija ESR gena variraju u
zavisnosti od intenziteta stresora i brzine rasta, a njihov metod identifikacije joS nije
standardizovan (Emri et al., 2015).

Eukariotske celije poseduju metabolicke sisteme za neutralizaciju ROS - koristedi
ih kao supstrat u reakcijama koje dovode do proizvodnje vode, kiseonika ili za prenos
elektrona na NADP (Pocsi et al., 2004). Klju¢nu ulogu u ovom procesu imaju
antioksidativni enzimi, kao stosu CAT, SOD, GPx i GR, koji kataliticki uklanjaju toksicne
metabolite kiseonika. Njihova efikasnost zavisi od medusobne koordinacije i interakcija
sa drugim molekulima (Awadallah, 2013; Deng et al., 2016).

Molekuli koji ¢ine mehanizam zastite od oksidativnih oStecenja u zivim sistemima
deluju na razlicitim nivoima prema ¢emu se mogu kategorisati kao antioksidanti prve,
druge, trece i Cetvrte linije odbrane. Sistemi antioksidanata koji deluju na suzbijanju ili
sprecavanju sinteze slobodnih radikala ili reaktivnih vrsta u celijama nazivaju se prvom
linjjom zaStite od oksidativnih oStecenja (Ighodaro & Akinloye, 2018). Razliciti
antioksidativni enzimi transformisu reaktivne kiseoni¢ne vrste u manje Stetnajedinjenja
(Hayes & McLellan, 1999). Oni vrlo brzo neutralizuju bilo koji molekul s potencijalom da
se razvije u slobodni radikal ili bilo koje slobodne radikale sa sposobnosc¢u indukcije
proizvodnje drugih radikala. Tri kljucna enzima ¢ine prvu liniju zastite od oksidativnih
oStecenja, atosu SOD, CAT i GPx (Slika 6). Ovi enzimi katalizuju dismutaciju superoksid
anjon radikala i razlazu nastali vodonik peroksid i hidroperokside u bezopasne ili manje
Stetne molekule (H20:/alkohole i O2). Superoksid dismutaza kataliticki transformise
toksic¢ni superoksid anjon radikal kiseonika u relativno manje Stetan vodonik peroksid i
molekularni kiseonik. Akumulacija H20: je toksic¢na za telesna tkiva ili ¢elije. Takode, u
prisustvu Fe?, se prevodi u Stetan hidroksilni radikal Fentonovom reakcijom. Da bi se
sprecio ovaj fenomen, enzim CAT, koje ima u izobilju u peroksisomima, razlaze H2O2na
vodu i molekularni kiseonik (Deng et al., 2016; Ighodaro & Akinloye, 2018). Medutim,
CAT se ne nalazi u mitohondrijama, pa se redukcija H202do vode i lipidnih peroksida u
odgovarajuce alkohole vr$i pomoc¢u GPx. Ulogai efikasnost odbrambenih antioksidanata
prve linije stoga je vazna i neophodna u celokupnoj odbrambenoj strategiji
antioksidanata, posebno u odnosu na superoksid anjon radikal (Ighodaro & Akinloye,
2018). Aktivnosti enzima prve linije zaStite od oksidativnih oStecenja igraju
fundamentalnu ulogu u odbrambenim mehanizmima bioloskih sistema (Hayes &
McLellan, 1999; Ighodaro & Akinloye, 2018).
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PoSto su odredeni hemijski intermedijeri nastali nakon interakcije ROS sa
makromolekulima visoko reaktivni, postoji jednaka potreba za detoksifikacijom ovih
sekundarnih oksidacionih proizvoda dejstvom preventivnih antioksidanasa. Bez
odgovarajuce detoksifikacije takvih proizvoda, dolazi do inicijacije lanc¢ane reakcije koja
rezultira razgradnjom Ccelijskih komponenti i smrcu celije. Drugu liniju zastite od
oksidativnih oStecenja obezbeduju enzimi poput GST, aldo-keto reduktaze i aldehid
dehidrogenaze (Niki, 1993; Hayes & McLellan, 1999). U ovu grupu se mogu ubrojati i
neenzimski antioksidansi koji neutralizuju slobodne radikale predajom elektrona i
pritom postajudéi reaktivna vrsta, ali sa manje Stetnim potencijalom. Tu spadaju
askorbinska kiselina, GSH, alfa tokoferol (vitamin E), vitamin C, tioli i ubikvinol (Niki,
1993; Ighodaro & Akinloye, 2018).

Kategorija antioksidanasa trece linije zastite od oksidativnih oStec¢enja dolazi do
izrazaja tek nakon S$to su ROS dovele do oStecenja makromolekula. Oni su de novo
sintetisani enzimi koji vrSe reparaciju oSte¢enja nabiomolekulima, rekonstruisu oSte¢enu
¢elijsku membranu, prepoznaju, razgraduju i uklanjaju oksidovane ili otecene proteine,
DNK i lipide. Primeri ukljucuju enzimske sisteme za reparaciju DNK (polimeraze,
glikozilaze i nukleaze) i proteoliticke enzime (proteinaze, proteaze i peptidaze) (Niki,
1993; Ighodaro & Akinloye, 2018).

Delovanje antioksidanasa cetvrte linije odbrane od oksidativnih oSte¢enjamoze se
nazvati adaptacijom, gde ROS signalizuje formiranje (SOD, CAT) i transport
odgovarajucéeg antioksidanta do ciljanog mesta (Niki, 1993).

mitohondrije H20 + 02

v 0.2— H202 Cu*/Fe?*

2H,0

¢ o Fentonova
reakcija

GSH

GSSG

NADP+

NADPH

Slika 6: Uskladeno dejstvo antioksidativnih enzima superoksid dismutaze (SOD),
katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPx). SOD transformiSe superoksid anjon radikal u
vodonik peroksid. Fizioloski nivo vodonik peroksida odrzava se pod dejstvom CAT. U
patoloskim uslovima, redoks aktivni metali (Cu, Fe) mogu katalizovati formiranje hidroksil
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radikala razgradnjom vodonik peroksida u Fentonovoj reakciji. GPx prevodi vodonik peroksid
u molekule vode koristeci redukovani glutation (GSH) kao supstrat, koji se transformiSe u svoj
oksidovani oblik, glutation disulfid (GSSG). GSSG se vraca u svoj redukovani oblik, GSH,
koristedi enzim glutation reduktazu (GR). Reakcija GR znacajno doprinosi ¢elijskom odrzavanju
GSH, koji je vazan za redoks odbranu (modifikovano iz Jomova et al., 2024).

Odgovor na oksidativni stres najopseZnije je proucavan kod prokariotai kvasaca
(Angelova et al., 2005), kao i kod filamentoznih gljiva poput A. niger (Q. Li et al., 2008),
N. crassa (Gyongyosi & Kaldi, 2014) i P. blakesleeanus (De Castro et al., 2013). Osim
enzimatskih antioksidanasa, gljive poseduju neenzimske antioksidanse — glutation,
askorbat, fenole, karotenoide i melanine — pri ¢emu su karotenoidi efikasni u
neutralizaciji singlet kiseonika (De Castro et al., 2013). Neke vrste (npr. Blakeslea trispora,
Phaffia rhodozyma, N. crassa) povecavaju sintezu karotenoida u odsustvu Cu/Zn-SOD, Sto
dodatno naglasava njihovu znacajnu ulogu (Gessler et al., 2007). Trehaloza, zajedno sa
glikogenom, predstavlja jos jedan mehanizam zastite, narocito kod kvasaca, dok P.
blakesleeanus akumulira antioksidante poput galne kiseline i 3-karotena (Baroja-Mazo et
al., 2005). Pod stresom nedostatka glukoze ili u prisustvu acetata, P. blakesleeanus mobiliSe
rezerve trehaloze i glikogena, a specifican sistem transporta acetata i indukcija NAD*
izocitrat dehidrogenaze omogucavaju njegov ulazak u ciklus trikarboksilnih kiselina
(engl. Tricarboxylic Acid Cycle — TCA ciklus) kako bi se obezbedila proizvodnja energije
u suboptimalnim uslovima (Rua et al., 2014).

P. blakesleeanus sintetiSe D-eritroaskorbat (engl. D-Erythroascorbic Acid - D-EAA)
i D-eritroaskorbat monoglukozid (engl. D-Erythroascorbate monoglucoside - D-EAAG)
¢ija je uloga u zastiti celijskog GSH i 3-karotena utvrdena pri tretmanu H202 (De Castro
et al,, 2013). D-EAA je analog L-askorbata (vitamin C) kome je sli¢an strukturno i
fizikohemijski, medutim gljive u prirodnim uslovima sintetiSu D-EAA, dok sinteza L-
askorbata nije potvrdena (Y. Y. Shao et al., 1993). Sinteza D-EAA je potvrdena kod nekih
Askomikota (N. crassa, S. cerevisiae, Lipomyces starkeyi, Candida sp.i S. sclerotiorum), dokje
kod Bazidiomikota prisutan i 6-deoksiaskorbat. P. blakesleeanus akumulira D-EAA i D-
EAAGitakode vrsiekskreciju D-EAA umedijum, najviSe pri prelasku u stacionarnu fazu
rasta, i tada koncentracija D-EAA u medijumu postaje znatno visa nego unutarcelijska
koncentracija (oko 6 puta). Ovo naglasava izuzetan potencijal P. blakesleeanus u biosintezi
D-EAA injegovih derivata. U poredenju sa S. cerevisiaeili S. sclerotiorum, P. blakesleeanus
sintetiSe daleko vecu koli¢inu D-EAA (85 ug/g suve mase gljive), Sto moZe znaciti da
verovatno preuzima veci deo uloge askorbata (Baroja-Mazo et al., 2005). P. blakesleeanus
u prisustvu glukoze sintetiSe analoge L-askorbata, D-EAA i njegov glukozid, iz
prekursora kao $to su L-galaktoza i L-galaktono-1,4-lakton, L-gulono-1,4-lakton, 6-
deoksiaskorbat i L-fukoza (Baroja-Mazo et al., 2005; Gutierrez-Larrainzar et al., 2010).
Suplementacija medijuma D-arabinozom dovodi isklju¢ivo do sinteze D-EAA i
akumulacije njegovih glikozida. Put sinteze L-askorbata iz ovih supstrata verovatno
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koristi mehanizme biosinteze D-EAA, Sto bi ukazalo na Siroku specificnost enzima kao
$tosu D-arabinoza dehidrogenazai D-arabinono-1,4-lakton oksidaza (Baroja-Mazoet al.,
2005). B-karoten, galna kiselina, D-EAA i D-EAAG su metaboliti vazni u borbi protiv
oksidativnih oStecenja prilikom gladovanja ili koriS¢enja alternativnih izvora ugljenika
(Rua et al., 2014).

Tokom eksponencijalne faze rasta, uz dovoljno glukoze, gljiva primarno vrsi
akumulaciju D-EAA. Ovu fazu karakteriSe visoka metabolicka aktivnost sto posledicno
vodi ka produkciji ROS. D-EAA se brzo proizvodi i neutraliSe ROS. Metabolizam P.
blakesleeanus se menja prelaskom u sledecu fazu rasta, Sto je okarakterisano promenama
u produkciji antioksidanasa. Gljiva pocinje akumulaciju (3-karotena (neutraliSe singlet
kiseonik), galne kiseline (znacajna tokom relokacije metabolickih resursa Celije) i D-
EAAG (glikozilovani derivat D-EAA koji je stabilniji i stoga moZe biti aktivan tokom
duzeg vremenskog perioda stresa). Bioakumulacija razli¢itih antioksidanasa tokom
razlicitih faza rastaje strateSka adaptacija P. blakesleeanus. Dinamicka i brza neutralizacija
ROS koju omogudéuje D-EAA tokom eksponencijalne faze menja se stabilnijim i
duzeZive¢im molekulima u stacionarnoj fazi kada produzeno stanje stresa menja redoks
balans celije (Rua et al., 2014).

P. blakesleeanus u stacionarnoj fazi dostiZe svoj najvisi antioksidativni kapacitet.
Kratkotrajnoizlaganje peroksidu tokom eksponencijalne faze stimulise visoku aktivnost
CAT, koja se smanjuje nakon dugog izlaganja, dok se u stacionarnoj fazine detektuje, Sto
moze oznaciti metabolicku promenu u sistemu odbrane. Nasuprot tome, aktivnost SOD
ostaje stabilna tokom eksponencijalne faze, ali u stacionarnoj fazi se povecava do 40 puta,
najverovatnije usled akumulacije ROS. Enzimi sistema glutationa su takode modulisani
peroksidom kod P. blakesleeanus: tokom eksponencijalne faze odrzavaju se visoki nivoi
GSH, GPx i odnos GSH:GSSG, dok produZzeni stres dovodi do smanjenja kolicine GSH,
$to ukazuje na preopterecenje sistema, sto vodi smanjenju redukcije GSSG u GSH.
Ovakva enzimatska aktivnost omogucava brzu detoksifikaciju i kontinuiran rast, ali u
stacionarnoj fazi celije pokazuju znake oksidativnog oStecenja, Sto se moze zakljuciti iz
povecane karbonilacije proteina u ¢elijama gljive. lako se gubi aktivnost CAT, povecana
aktivnost SOD wu stacionarnoj fazi, kao i znacajna akumulacija neenzimskih
antioksidanata, ¢ine robustan i dugotrajan sistem zastite od oksidativnog ostecenja (De
Castro et al., 2013).

1.11 Sistem glutationa

Tiolne grupe (-SH), prvenstveno iz cisteinskih ostataka, predstavljaju senzore
oksidativnog stresa jer direktno reaguju sa ‘Oz i H202, ¢ime ucestvuju u regulaciji
transkripcije i signalnim mehanizmima odgovorana stres. OdrZavanje nivoa tiola je usko
povezano sa odrzanjem redoks ravnoteze u celiji (Belozerskaya & Gessler, 2006; Aaseth
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et al.,, 2016). GSH je tripeptid sa centralno zasti¢enim molekulom cisteina, a zahvaljujudi
svojoj tiolnoj grupi deluje kao nukleofil u detoksifikaciji ROS i elektrofilnih molekula. U
procesu oksidacije, GSH se transformise u GSSG, koji se dejstvom GR regeneriSe nazad u
GSH, ¢ime se formira redoks pufer visokog kapaciteta unutar celije (Pdcsi et al., 2004;
Awadallah, 2013; Sato et al., 2009; Deponte, 2013; Hernandezet al., 2017). Enzimi zavisni
od GSH omogucavaju eliminaciju peroksida i redukciju disulfidnih veza, dok GSH kao
univerzalni redoks agens doprinosi Sirokom spektru biosintetickih, signalnih i procesa
detoksifikacije (Deponte, 2013).

Sinteza GSH de novo (Slika 7) se vrsi u dve ATP-zavisne faze. U prvoj reakciji se
pod uticajem GSHI1 sintetiSe dipeptid y-L-glutamil-L-cistein iz glutaminske kiseline i
cisteina, koji zatim GSH2 prevodi u y-L-glutamil-L-cisteinil-glicin, odnosno glutation, pri
¢emu je gama-glutamilcistein sintetaza (engl. gamma-glutamylcysteine synthetase —
vYGCS) enzim koji ogranicava brzinu ove reakcije. GSH inhibira GSH1 povratnom
spregom, dok ekspresiju YGCS dodatno regulisu transkripcioni faktori (npr. Met4p kod
S. cerevisiae) i dostupnost azota i ugljenika (Hayes & McLellan, 1999; Pdcsi et al., 2004;
Aaseth et al., 2016; Bakti et al., 2017; Wangsanut & Pongpom, 2022).

- ™ 7 ™)
sinteza de novo detoksifikacija
Glu + Cys
y-glutamilcistein sintetaza
lATP GHS konjugati
ksenobiotici
YGluCys
. . glutation S-transferaza
glutation sintetaza Gly | ATP
\ A ) o
- il .
oksidacija GSH reciklaza

glutation peroksidaza Glutation reduktaza

GSSG NADPH, H*

Slika 7: Put glutationa kod S. cerevisiae. Sinteza glutationa je proces u dva koraka koji
katalizuju enzim y-glutamilcistein sintetaza (GSH1) i glutation sintetaza (GSH2) u citoplazmi.
GSH igra kljuénu ulogu u zastiti makromolekula od oksidanata. Redukovani oblik (GSH)
direktno uklanja razlicite oksidante i ksenobiotike preko delovanja glutation peroksidaze (GPx)
i glutation S-transferaze (GST) i postaje oksidovan (GSSG). Regeneracija oksidovanog GSSG u
redukovani GSH je katalizovana glutation reduktazom (GR) uz potro$nju nikotinamid adenin
dinukleotid fosfata (NADPH) (modifikovano iz Wangsanut & Pongpom, 2022).

Sistem tioredoksin/tioredoksin reduktaza (engl. thioredoxin/thioredoxin reductase
— Trx/TrxR) funkcioniSe paralelno sa sistemom glutationa, koristeci nikotinamid adenin
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dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine dinucleotide phosphate - NADPH) preko
TrxR za obnavljanje oksidovanih proteinskih disulfida. Oba sistema deluju na
odrzavanju celijske redoks homeostaze i obnavljanju oksidovanih biomolekula, a njihova
sinhronizacija obezbeduje adaptivnu fleksibilnostu stresnim uslovima (Deponte, 2013;
Hayes & McLellan, 1999; Sato et al., 2009).

Kod mutanta S. cerevisiae, nedostatak GSH izaziva produzenu lag fazu, usporen
rast i povecanu osetljivost na metale, okso-aldehide i ROS. Iako Trx delimicno
nadoknaduje njegovu funkciju, istovremeni gubitak oba sistemaje letalan. Iako Trx mogu
obezbediti redukcione ekvivalente za celije koje ne proizvode GSH, nije poznato da li se
proizvode u visku u mutantnim ¢elijama radi kompenzacije nedostatka GSH. Cak i pod
uslovima bez stresa, GSH je neophodan za ocuvanje celijske arhitekture, integriteta
membrana i procesa diferencijacije kod gljiva (Pocsi et al., 2004).
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Slika 8: Pregled i aktuelni modeli metabolizma glutationa. a) NADPH zavisna regeneracija
GSH pomoc¢u GR i/ili od tioredoksin para, Trx/TrxR. Direktna reakcija GSSG (glutation disulfid)
sa Trx in vitro je vrlo spora pa bi redukcija zavisna od Trx in vivo mogla biti indirektna. b)
Redukcija ili oksidacija intra- ili intermolekularnih disulfida ili tiola sa 2 GSH/GSSG (levo).
Deglutationilacija/glutationilacija tiola pomoc¢u GSH/GSSG (desno). Reakcije se mogu odvijati
neenzimski ili enzimski uz pomo¢ glutaredoksina (Grx), protein disulfid izomeraza (PDI) i GST.
¢) GSH-zavisno uklanjanje H20: i drugih hidroperoksida katalizovano je raznim enzimima, kao
$to su glutation peroksidaza (GPx), peroksiredoksini (Prx), GST i nekoliko Grx-izoformi. d)
GSH zavisnu konverziju 2-oksoaldehida (2-OA) u 2-hidroksikarboksilnu kiselinu katalizuju
izomeraza glioksalaza 1 (Glol) i tioesteraza glioksalaza 2 (Glo2). e) Raznoliki elektrofili su
modifikovani pomoc¢u GSH uz pomo¢ GST i membranskih proteina sa divergentnom funkcijom
u metabolizmu eikosanoida i glutationa (engl. Membrane-Associated Proteins with divergent
functions in Eicosanoid and Glutathione metabolism — MAPEG). Dobijeni proizvodi se ili
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uklanjaju iz Celije ili su prekursori drugih metabolita. Glu — ostatak glutaminske kiseline
(modifikovano iz Deponte, 2013).

Vecina celijskog glutationa (85-90%) lokalizovana je u citoplazmi, gde se i sintetisSe
(Bachhawat et al., 2013; Awadallah, 2013). Medutim, GSH je funkcionalno prisutani u
jedru, mitohondrijama, endoplazmatskom retikulumu, peroksizomima i vakuolama.
Izlucuje se i u vancelijski prostor, a ¢elije ga mogu ponovo internalizovati u zavisnosti od
svog redoks statusa (Bachhawat et al., 2013). U citosolu dominira redukovani oblik GSH,
dok je GSSG prisutan u znatno manjim koli¢cinama. Ukupna koncentracija glutationa
kljucna je za odrzavanje celijske redoks homeostaze, a odnos GSH:GSSG predstavlja njen
pokazatelj, tako Sto snizen odnos ukazuje na oksidativni stres (Jacob et al., 2003; Pdcsi et
al., 2004; Sato et al., 2011; Awadallah, 2013). Kod svezih konidija N. crassa ovaj odnos
dostize 150:1, dok se sa starenjem smanjuje. U aktivno rastué¢im micelijumima, odnos
iznosi 3-10:1, pri ¢emu su promene uglavnom rezultat fluktuacijanivoa GSSG (Fahey et
al., 1975).

Kod vecine eukariota GSH je najzastupljeniji tiol male molekulske mase, dok je
kod prokariota prisutan prvenstveno kod aerobnih, gram-negativnih bakterija. Kod
anaerobnih, gram-pozitivnih vrsta cesto su prisutni alternativni tioli poput koenzima M
i y-L-glutamil-L-cisteina (GGC) (Pdcsi et al., 2004). Ova raznolikost sugeriSe da su tiolni
sistemi univerzalan element redoks regulacije. Tioli su evoluirali kao adaptivni molekuli
zbog svojih hemijskih karakteristika, veceg nukleofilnog potencijalai nize pKa vrednosti
u odnosu na alkohole, Sto ih ¢ini pogodnijim za interakciju sa elektrofilima. Sli¢no, SeCys
pokazuje jos izrazeniju reaktivnost i ucestvuje u redoks reakcijama sa ve¢om efikasnoscu,
¢inedi selenoproteine klju¢nim regulatorima u brojnim bioloskim procesima (Deponte,
2013). Geni ukljuceni u biosintezu i redoks regulaciju GSH visoko su konzervirani kod
razli¢itih vrsta gljiva (Pocsi et al., 2004). Medutim, GSH nije jedini cisteinski tiol koji
koriste organizmi. Alternativni oblici ukljucuju y-glutamil-cistein (halofilne arhee),
tripanotion (kinetoplastidni paraziti), glutationilspermidin (E. coli), mikotiol
(aktinobakterije, ukljucujuci Micobacterium tuberculosis), kao i bacilitiol (Bacillus subtilis),
ergotionein i ovotioli, koji svi pokazuju antioksidativna svojstva (Deponte, 2013).

Nije potpuno jasno zasto je GSH postao centralno redukciono sredstvo vecine
organizama. Pretpostavlja se da je to rezultat dostupnosti njegovih prekursora -
glutamata, cisteinai glicina - iz Zivotne sredine u ranim fazama evolucije. U poredenju sa
slobodnim cisteinom, GSH ispoljava viSestruke prednosti: ucestvuje u sintezi proteina i
detoksifikaciji ¢elija, poseduje funkcionalne grupe (y-glutamil i glicin) koje omogucavaju
visoku specificnost prepoznavanja supstrata i Stiti amino- i karboksilne grupe od
spontane autooksidacije i transfera acil grupa. Imajudi u vidu da tioli mogu delovati i kao
izvor ROS, GSH predstavlja hemijski stabilnu i funkcionalno optimalnu formu tiola u
odrzavanju redoks homeostaze (Deponte, 2013).
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GSH ucestvuje u brojnim fundamentalnim procesima, ukljucujuci regulaciju
¢elijskih signalnih puteva, sintezu i reparaciju DNK, transport aminokiselina, kao i
regulaciju ¢elijskog ciklusa i apoptoze (Pdcsiet al., 2004; Bachhawat et al., 2013; Aaseth et
al., 2016).

Kod gljiva, prolazna hiperoksidativna stanja sa akumulacijom ROS i aktivacijom
antioksidativnih enzima iniciraju procese Celijske diferencijacije kao Sto su klijanje,
konidijacija, dimorfna konverzija i autoliza. Na primer, kod N. crassa detektovana je
redoks neravnoteza neposredno pre svakog morfogenetskog koraka sazrevanja,
ukljucujudi produkciju singlet kiseonika tokom formiranja konidija. Poremecaj redoks
statusa tokom prelaza izmedu faza rasta i pod dejstvom selenita moZe biti signal za
transkripciju ili diferencijaciju ¢elija. Redoks neravnoteZza stoga moze biti funkcionalni
pokreta¢ morfogenetskih procesa, a ne samo indikator stresa. Suprotno tome, kod P.
chrysogenum i Acremonium chrysogenum morfoloske promene u stacionarnoji autolitickoj
tfazi ne prate promene u odnosu GSH:GSSG, sto ukazuje da redoks signalizacija nije
univerzalni okidaé¢ diferencijacije. Sli¢no, kod C. albicans uoceno je znacajno smanjenje
intracelularnog GSH tokom dimorfne konverzije, verovatno zbog povecane aktivnostiy-
glutamiltransferaze. Veza izmedu GSH, ROS i starenja gljiva varira medu vrstama. Kod
S. cerevisiae, starenje i apoptoza su povezani sa mitohondrijalnom akumulacijom ROS i
GSH. Nasuprot tome, kod A. nidulans, degradacija GSH prethodi autolizi, Sto ukazuje da
GSH/GSSG status verovatno ne ucestvuje direktno u signalizaciji tog procesa. Kod P.
chrysogenum, porast ROS tokom post-autoliticke faze upucuje na mogucu ulogu
oksidativnog stresa u starenju (Pocsi et al., 2004).

GSH ne samo da neutraliSe ROS kroz neenzimske reakcije, ve¢ obezbeduje
elektrone za GPx i druge enzime, ¢ime direktno doprinosi celijskoj redoks ravnotezi
(Awadallah, 2013; Sato et al.,, 2009). U interakciji sa radikalima kiseonika, azota i
ugljenika, GSH formira tiil radikale koji dalje mogu izazvati disulfidaciju proteinskih
tiola. Ovaj proces, poznat kao S-tiolacija, mozZe inaktivirati enzime, ali takode Stiti
proteine od trajne oksidacije (Pocsi et al., 2004). U sistemu glutationa klju¢nu ulogu imaju
enzimi poput GPx, GR, GST i glutaredoksina. Pored toga, GSH obnavlja antioksidanse
poput vitamina Ci E i, kao kofaktor GPx, podrzava antioksidativnu aktivnost (Aaseth et
al., 2016).
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Slika 9: Sematski prikaz plejotropne uloge glutationa u regulaciji osnovnih éelijskih procesa
(modifikovano iz Kalinina et al., 2014 i Cassier-Chauvat et al., 2023).

GSH ucestvuje u redoks reakcijama razmene tiol/disulfid veza, vaznim za
regulaciju enzimske aktivnosti i stabilnost proteina. Ove reakcije doprinose i
oksidativnoj signalizaciji i obnavljanju disulfida u ER ili periplazmi (Jacob et al.,
2003). Glutationilacija proteina i malih molekula moze biti reverzibilna ili se
razgraduje pomoc¢u GR ili TrxR sistema (Deponte, 2013). GSH redukuje
hidroperokside preko GPx i odredenih GST i Grx, a potencijalnoi preko GSH-
zavisnih peroksiredoksina, iako se konstanta brzine ovih enzima pokazala znatno
nizom od one za CAT ili kanonske tiol/selenol zavisne hidroperoksidaze Prxi GPx
(Deponte, 2013). U putu glioksalaze, GSH wucestvuje u detoksifikaciji 2-
oksoaldehida, narocito metilglioksala, putem konverzije u netoksi¢cnu 2-
hidroksikarboksilnu kiselinu. Ovaj put je esencijalan za prevenciju akumulacije
proizvoda glikacije (Deponte, 2013). Hansenula polymorpha, kao i Kloeckera sp. i
Pichia sp., su gljive koje proizvode viSe peroksizoma kada se uzgajaju na
podlogama sa metanolom kao izvorom ugljenika. Formaldehid nastao u
peroksizomimarazlaze se pomo¢u GSH-zavisnih enzima. Rast na metanolu prati
i povecana ekspresija YGCS, zavisna od redoks-regulisane aktivacije
transkripcionih faktora poput YAP1 (Pdcsi et al., 2004).

Redoks-nezavisne uloge GSH ukljucuju biosintezu mitohondrijalnih Fe-S
proteina i skladiStenje azotai sumpora tokom gladovanja (Bachhawatet al., 2013;
Bakti et al., 2017). Takode, GSH ucestvuje u homeostazi metala i detoksifikaciji
ksenobiotika. Mnogi ksenobiotici spontano reaguju sa tiolnom grupom GSH ili
formiraju glutation S-konjugate, ¢ime zapocinje eliminacija toksina iz celija
(Aaseth et al., 2016; Sato et al., 2011).
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2. CIL] ISTRAZIVANJA

Osnovni cilj ove disertacije je ispitivanje odgovora filamentozne gljive P.
blakesleeanus na uticaj egzogenog selenitai karakterizacija bioloski proizvedenih SeNP u
procesu redukcije selenita.

Specifi¢ni ciljevi disertacije podrazumevaju:

1. Utvrdivanje da li je i u kojim koncentracijama izlaganje neorganskom selenitu
toksicno za micelije gljive P. blakesleeanus.

1.1 Toksicni efekat selenita na micelijum gljive P. blakesleeanus bice utvrden
kvantifikacijom koncentraciono zavisnog efekta selenita na micelije gljive
merenjem biomase. Ovaj rezultat e omoguciti definisanje granica tolerancije i
uslova za dalja ispitivanja selenita u neletalnim koncentracijama po gljivu.

2. Utvrdivanje da li selenit uzrokuje pojavu oksidativnog stresa i koji mehanizmi
odbrane se prilikom stresa aktiviraju kod ove gljive.

2.1 Analizom aktivnosti enzima uklju¢enih u metabolizam glutationa i
enzima antioksidativnog sistema gljive bi¢e utvrdeno da li selenit deluje kao
prooksidant. Ova analiza doprinece razumevanju sposobnosti odrzanja celijske
redoks homeostaze gljive pod uticajem selenita.

3. Identifikacija, morfoloska, strukturna i hemijska karakterizacija i distribucija
bioloski proizvedenih SeNP, kao i mehanizam njihovog nastanka tokom procesa
redukcije selenita od strane micelija gljive.

3.1 Bice izvrSena kvantitativna procena raspodele selena nakon tretiranja
izmedu micelije gljive i medijuma za gajenje.
3.2 Bice ispitana lokalizacija selena u sveZem micelijumu gljive.
3.3 Utvrdivanje i karakterizacija sintetisanih SeNP ¢e obuhvatiti:
3.3.1 Odredivanje dimenzija SeNP.
3.3.2 Odredivanje sastava i oksidacionih stanja selena u sastavu
SeNP.
3.3.3 Utvrdivanje strukturnih svojstava SeNP.

Ovaj multidisciplinarni pristup omogucice povezivanje fizioloskih, biohemijskih i
nanostrukturnih efekata tretmana selenitom kod model-organizma, gljive P.
blakesleeanus, ¢ime se doprinosi fundamentalnom razumevanju interakcija
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mikroorganizama sa metaloidima, kao i potencijalnoj ekoloskoj i tehnoloskoj valorizaciji
biosintetisanih SeNP.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Eksperimentalni objekat

Kao eksperimentalni objekat u ovom radu je koris¢en divlji soj NRRL 1555(-) gljive
Phycomyces blakesleeanus (Burgeff).

3.1.1. Uzgoj P. blakesleeanus
3.1.1.1 Uzgoj micelije gljive radi proizvodnje spora

Vegetativne spore gljive P. blakesleeanus su ¢uvane u zamrzivacu u koncentraciji
od 107 spora/mL. Pre sadenja Stok spora je razblaZzen do koncentracije od 10% spora/mL i
inkubiran 15 minuta na temperaturi od 49°C, da bi se aktivirao proces klijanja. Spore su
sejane na ¢vrstom krompirovom medijumu. Krompirov medijum je pripreman tako sto
je 200 g krompira kuvano sat viemenau 1 L destilovane vode. Potom je krompir proceden
kroz dvoslojnu gazu i zapremina filtrata dopunjena destilovanom vodom do zapremine
1 L. Filtratje ponovo zagrevan do kljucanja. U kljucali filtrat je dodavano 15 g agara, 20 g
D-glukoze, 1 mg vitaminaB1 i 1,5 g ekstrakta kvasca. pH ovako pripremljenog medijuma
se uvek krece oko 7 i nije ga potrebno korigovati. Dobijeni medijum je autoklaviran 25
minuta na temperaturi od 114’C, odmah nakon toga je sterilno razlivan u Petri posude
precnika 9 cmi visine 1 cm do nivoa od ~ 0,5 cm (20 mL) i ostavljan da se ohladii stegne.
100 pL aktiviranih spora je pipetom dodavano u svaku Petri posudu. Gljive su gajene u
komori za uzgoj, smestene u delimicno poklopljenim plasti¢nim kutijama i izloZene
kontinuiranom osvetljenju pomocu belog flourescentnog svetla jacine 10 W/m? (Slika
10a). Plati¢ne kutije su prethodno oprane i sterilisane pod UV lampom. Na dno kutija je
stavljen papirni ubrus natopljen destilovanom vodom radi obezbedivanja potrebne
vlaZznosti vazduha za rast gljive (Slika 10b). Nakon dva dana inkubacije, kutije su
otklapane da bi se sprecilo lepljenje sporangiofora za poklopce. Temperatura u komori se
odrzZava na temperaturi od 20°C, a relativna vlaznost vazduha na 95%. Posle 4 dana rasta,
gljive dostizu poslednji stepen razvoja sporangiofora. Zrele sporangiofore se potapaju u
vodu Sto dovodi do pucanja opni sporangiofora i oslobadanja spora. Takav rastvor je
razblazen vodom u odnosu 1:1,5 i na taj nacin smo dobili Stok spora koncentracije 107
(izmereno pomocu hemocitometra) koji je cuvan u zamrzivacu na temperaturi -20°C i
koriS¢en za uzgoj micelije u narednim eksperimentima. Ovako dobijeni Stok je
rasporeden u visSe sterilnih bocica zapremine 2 mL ¢ime se sprecava kontinuirano
otapanje i zamrzavanje Citave kolic¢ine spora vec je koris¢en samo njihov manji deo.
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Slika 10: Postavka gajenja gljive P. blakesleeanus radi dobijanja spora za uzgoj. a) Spore
zasejane u Petri posude koje su u delimi¢no poklopljenim plasti¢nim kutijama u komori za
gajenje. b) Micelija nakon priblizno dva dana rasta u kutiji na ¢ijem dnu se nalazi papirni ubrus
natopljen vodom.

3.1.1.2. Uzgoj micelije

Pre sadenja su vegetativne spore gljive P. blakesleeanus inkubirane 15 minuta u
vodenom kupatilu na temperaturi od 49°C, da bi se aktivirao proces klijanja, a zatim
razblazene 10 puta dejonizovanom vodom, do koncentracije 10¢ spora/mL. Tokom
inkubacije je rastvor spora promuckan dva puta. Micelija je gajena u standardnom
minimalnom medijumu (Sutter, 1975) sledeceg sastava (po 1 L medijuma):

D-glukoza 20g
L-asparagin monohidrat 2g
KH2PO4 5g
MgS04 x 7H20 500 mg
Stok mikroelemenata 10 mL

Stok mikroelemenata se pravi 100 puta koncentrovanijii ¢uva u frizideru. Sastoji
se od (po 1 L kona¢nog medijuma):

CaCl> 28 mg
vitamin B1 (tiamin hidrohlorid) 1 mg
limunska kiselina 2mg
Fe(NOs)s x 9H20 1,5mg
ZnSO4 x 7H20 1mg
MnSO+ x H20 300 pg
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CuSO4 x 5H20 50 ug
Na:MoOs x 2H-0 50 ug

Neposredno pre zasejavanja, minimalni medijum je je autoklaviran 25 minutana
temperaturi od 114°C. Rastvor glukoze je sterilisan zasebno zbog rizika od karamelizacije
Secera pri izlaganju visokoj temperaturi. Ovako pripremljen medijum je pH ~ 4,5, Stoje
idealna pH vrednost za gajenje P. blakesleeanus (Martinez-Cadena et al., 1995). Micelijum
gljive je gajen u staklenim erlenmajerima sa sterilnim cepovima od vate. Veli¢ina
erlenmajera je zavisila od potreba konkretnog eksperimenta a zapremina kulture je
iznosila 40-50% nominalne zapremine erlenmajera da bi se obezbedio odgovarajudi
odnos povrsine i zapremine potreban za razmenu gasova. Erlenmajeri su inokulirani sa
aktivnim sporama u finalnoj koncentraciji 105mL. Da bi se omogucila konstantna
oksigenacija medijuma u toku gajenja, erlenmajerove boce su postavljane na orbitalnu
mesalicuna 120 obrtaja u minutiu komori za uzgoj koja je bila osvetljena kontinuiranom
belom fluorescentnom svetlos¢u jacine 10 W/m?, pri temperaturi od 20°C tokom 24 h.

3.1.1.3 Natrijum selenit/selenat

Za potrebe tretiranja micelija gljive su koriS¢eni sveZe pripremljeni rastvori
natrijum selenita (Na25e0Os) i selenata (Na25eOs) koncentracije 200 mM u 10 mM Na-Pi
(natrijum fosfatni puter).

3.1.1.4 Merenje biomase

Za merenja biomase micelija je uzgajana u erlenmajerima od 100 mL tokom 12 do
68 sati u tecnom medijumu. Nakon odredenog vremenskog perioda rasta (12 h, 16 h, 20
h,24 h,28h,32h,36 h,40h, 44 h, 48 h, 52 h, 56 h, 60 h, 64 h i 68 h) biomasa je filtrirana
pomocu vakuum pumpe na prethodno odmerenim filter papirima, a masa je odredivana
na vagi (Sartorius) tacnosti 10 g. Radi odredivanja suve biomase, micelija je osuSena u
susnici na 50°C tokom 24 h, a zatim je rehidrirana u uslovima sobne temperature i
vlaznosti vazduha tokom jos 24 h radi nadoknadivanja sadrzaja vode u samom filter
papiru. Vrednosti prikazane u ovoj tezi su dobijene na osnovu tri nezavisna gajenja gljive.

3.1.1.5 Odredivanje uticaja duzZine tretmana selenitom na rast micelija

Ispitan je uticaj Na:SeOs na rast micelija P. blakesleeanus zbog metabolickih i
eventualno toksi¢nih efekata. Micelija je uzgajana u erlenmajerima nakon cega je
filtriranaiisprana, a sveZabiomasa (engl. fresh weight - FW) podeljenanajednake delove
koji su prebacivani u erlenmajere od 100 mL sa 20 mL sveZeg medijumabeziu prisustvu
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natrijum selenita (u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 250 i 500 uM, ImM i 10 mM). Nakon
10 sati rasta u sveZem medijumu sa i bez selenita, micelija je filtrirana pomocu vakuum
pumpe i ispirana sa po 20 mL Na-Pi koncentracije 10 mM i pH vrednosti7,5 uz dodatak
1 M etilendiamintetrasiréetne kiseline (engl. ethylenediaminetetraacetic acid — EDTA).
Isprani medijum je sacuvan u friZideru u pojedinacnim vijalama zapremine 50 mL na
temperaturi -20°C. Isprani uzorci su suSeni na filter papiru u susnici 24 sata na
temperaturi od 50°C. Suva masa uzoraka je odredivana na vagi proizvodaca Sartorius
tac¢nosti 10*#g. Medijum i osuSeni uzorci su koriS¢eni za merenja sadrzaja selena
indukovano spregnutom plazmom sa optickom emisionom spektroskopijom (engl.
Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectroscopy —ICP-OES). Prirast biomase
je odredivan u tri nezavisna eksperimenta sa po dva ponavljanja (n = 6).

Vremenski zavisna toksicnost Na:SeOsje ispitana utvrdivanjem efekta 100 uM
rastvora Na25eOs na miceliju gljive P. blakesleeanus, koja je prethodno gajena 24 h,
izlaganjem tokom 30 minuta, 1 h, 3 h, 24 hi 48 h. U svim slucajevima, izlaganje micelije
Nax5eOs izvedeno je u istom odnosu vlazne biomase i rastvora Na:5eOs u sveZem
medijumu (~ 300 mg/20 mL medijuma) kako bi se izbegao moguci efekat koli¢ine biomase
na difuziju Na:SeOs. Da bi se kvantitativno uporedila odrZivost micelija pod stresnim i
kontrolnim uslovima, koriS¢ena je stopa rasta micelija koja je predstavljala pribliznu
vrednost nagiba krive rasta tokom eksponencijalne faze.

3.2 Biohemijska ispitivanja

Za eksperimente odredivanja sadrzaja proteina, enzima i glutationa je gljiva
uzgajana prema postupku opisanom u prethodnom odeljku. Nakon 24 ¢asarasta micelija
je filtrirana a jednake koli¢ine sveze biomase su odmerene u manje erlenmajere koji su
sadrzali 20 mL sveZeg minimalnog medijuma za uzgoj P. blakesleeanus. Uzorci su tretirani
sa 10 uL 200 mM pripremljenog Stoka Na25eOs (finalna koncentracija 100 uM) i to u
vremenskom trajanju od 30 minuta, 1 h, 3h, 24 hi48 h. U kontrolne uzorke je dodat samo
Na-Pi pufer odgovaraju¢e zapremine. Radi pripreme uzoraka za eksperimente
odredivanja sadrzaja proteina, enzima i glutationa je izvrSena homogenizacija micelija
nakon isteka vremena tretiranja Na25eOs.

Za odredivanje aktivnosti enzimai sadrZaja proteinaje nakon tretmana po 100 mg
filtrirane biomase odmereno u sterilne bocice u koje je zatim ubacena kuglica za
maceriranje tkiva (5 mm) i 0,5 mL 50 mM K-Pi (kalijum fosfatni pufer) pH = 7,2.
Homogenizacija je izvrSena pomocu uredaja TissueLyserll (Quiagen, Nemacka) na 30 Hz
tokom 1 minuta. Pre otvaranja, uzorci su vrlo kratko centrifugirani (4°C, 17000 G,
Eppendorf resort 5415R, Nemacka) da bi se potencijalni sadrZaj iz ¢epa spustio, a zatim je
svakom uzorku dodato pojos 0,5 mL 50 mM K-Pi pH =7,2. Uzorci su potom promuckani
i ostavljeni na ledu tokom 15 minuta, uz konstantno mesanje, a zatim su centrifugirani
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jo$ 15 minuta pri istim parametrima, da bi se razdvojile kuglice i ¢elijski zidovi od
supernatanta. Dobijeni supernatant je zatim odliven u nove bocice i koriS¢en za
odredivanje sadrzaja proteina, peroksidaza (engl. peroxidase — POD) i GST. Za
odredivanje preostalih enzima je upotrebljen isti pufer, ali sa dodatkom 1 mM
fenilmetilsulfonil fluorida (engl. phenylmethylsulfonyl fluoride — PMSF), kao inhibitora
proteaza i 1 mM D-izo-askorbata, kao antioksidanta. Odnos vlazne biomase i pufera je
iznosio 1:5. Supernatanti su do izvodenja eksperimenata cuvani u zamrzivacu na -80°C.

Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima, kao i spektara eksudata
micelije gljive P. blakesleeanus, je izvrseno na Cary 60 UV-Vis spektrofotometru (Agilent
Technologies, Santa Klara, Kalifornija, SAD) u kivetama zapremine 1 mL.

Za eksperimente odredivanja sadrzaja glutationaje odmereno po 100 mg filtrirane
biomase. Homogenizacijaje izvrSena pomocu uredaja TissueLyserll (Quiagen, Nemacka)
na 30 Hz tokom 1 minuta. Potom je dodato po 0,5 mL rastvora za ekstrakciju (0,1 M HCl
x 1 mM EDTA i 43 pL 9,2 M HClO4) ¢ime su uzorci deproteinizovani, a zatim
centrifugirani 15 minutana 17000 G i 4°C. Supernatanti su neutralisani tako Stoje u svaki
uzorak dodato 0,5 mL 2 M K:2HPOg, a zatim su centrifugiranijos$ 5 minutana 5000 G, 4°C.
Dobijeni supernatanti su odliveni u nove bocice i odmah koriS¢eni za determinaciju
sadrzaja ukupnog glutationa, razblazeni 10 puta sa 125 mM Na-Pi puferom pH = 7,5 sa
dodatkom 6,3 mM EDTA. Derivatizacija nerazblazenih uzoraka sluZzi za odredivanje
koncentracije oksidovanog glutationa i vrsi se inkubacijom uzoraka oko 40 minuta na
25°C, sa 295 mM akrilonitrilom i 125 mM Na-Pi puferom x 6,3 mM EDTA pH = 8.
Konjugacijom GSH sa akrilonitrilom se GSH uklanja iz uzorka. Rezultati su prera¢unati
u odnosu na standardne rastvore GSH (koncentracije 5-20 mM) i GSSG (koncentracije 2-
10 mM).

3.2.1 Odredivanje sadrzaja proteina

Koncentracija proteina je odredivana metodom Bredforda (Bradford, 1976). Kao
standardni protein upotrebljen je govedi serum albumin (engl. Bovine Serum Albumin —
BSA). Apsorbanca je merena spektrofotometrijski nakon 20 minuta razvoja reakcije na
talasnoj duzini 620 nm. Uzorci su po potrebi razblaZzeni puferom, dok je odnos zapremina
prilagoden (uzorak : boja =5 : 200) tako da odgovara cita¢u mikrotitar plocica.

3.2.2 Odredivanje aktivnosti CAT

Aktivnost CAT je merena pomocu kiseonic¢ne elektrode tipa Klark (Clark, 1953)
prema metodi Del Rio et al. (1977). Tokom merenja, temperatura od 25°C je odrzavana
pomocu proto¢nog vodenog kupatila. Reakcija se odvijala u 100 mM K-Pi puferu pH
vrednosti 7,5 i pocetne koncentracije kiseonika izmedu 200 i 300 nmol/mL. U reakcionu
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smesu je dodavano po 12 pL H202 (12mM) i 2-10 pL uzorka zbog velike aktivnosti.
Softveri Oxygraph 32 i Logger Pro su belezili promenu koncentracije kiseonika (nM) tokom
vremena. Aktivnost enzima CAT je izraZena po mg sadrZaja proteina.

Razdvajanje izoformi CAT i SOD je izvrSeno pomocu nativne elektroforeze na
poliakrilamidnom gelu (engl. Polyacrylamide Gel Electrophoresis — PAGE), metodom
Lemlija (Laemmli, 1970). Pripremljen je 8% gel za razdvajanje koji je pogodan za
razdvajanje proteina velic¢ine 50-200 kDa, u koji spadaju i subjedinice nativnih molekula
CAT i SOD (55-85 kDa, odnosno ~ 65 kDa). Ovaj gel su ¢inili 8% akrilamid, 0,1%
amonijum persulfat, 1,5 M Tris-HCl pufer pH vrednosti 8,8 i 0,06% N,N,N',N'-
Tetrametiletilendiamin (engl. N,N,N',N'-Tetramethylethylenediamine — TEMED) koji se
kao polimerizator poslednji dodaje u smesu. Gel za koncentrovanje uzorakaje bio 4% (4%
akrilamid, 0,1% amonijum persulfat, 0,126 M Tris-HCl pufer pH vrednosti 6,8 i 0,1%
TEMED). Uzorcima je dodat glicerol a koncentracija proteina je podesena tako da 18 pL
uzorka sadrzi 20 pg proteina. U svaki bunarci¢ na gelu je nanoSeno po 18 uL uzorka.
Aktivnost SOD je vizuelizovana metodom Beauchamp i Fridovich (1971). Kao boja za
pracenje elektroforetskog razdvajanja proteina na gelu je koris¢ena 0,1% brom fenol
plavo. Elektroforeza je vrSena tokom 1,5 h strujomjacine 40 mA, napona 200 V i snage 9
W. Pufer za elektroforezu je sadrzao 24,8 mM tris(hidroksimetil)aminometan (engl.
Tris(hydroxymethyl)aminomethane — TRIS) i 191,8 mM glicin u dH20, pH vrednosti 8,3.
Nakon isteka vremena su gelovi dobro isprani destilovanom vodom i obojeni rastvorom
za bojenje.

Boja za detekciju SOD se sastojala od 50 mM K-Pi pufera pH vrednosti 7,8
(konacna zapremina 25 mL), nitro plavi tetrazolijum hlorid (engl. Nitro Blue Tetrazolium
— NBT) koncentracije 0,48 mM (5,5 mg/25 mL), 8,4 uM riboflavina (0,0015 g/25 mL), 200
uL EDTA (konacne koncentracije 1 mM) i 5 uL TEMED (konacne koncentracije 0,2 mM).
Da bi se razlikovale forme SOD, pre bojenja su gelovi inkubirani u 100 mM K-Pi puferu
(pH =7,8) sa dodatkom 5 mM KCN ili 5 mM H:02. KCN inhibira Cu/Zn-SOD tako Sto
formira kompleks sa metalnim centrom molekula ¢ime se blokira transfer elektrona i
prekida antioksidativna aktivnost enzima. MnSOD je rezistentna na KCN ali osetljiva
prema visokim koncentracijama peroksida. Nakon inkubacije, gelovi su temeljno ispirani
sa velikom koli¢inom destilovane vode. Tako pripremljeni gelovi su tokom ~ 10 minuta
pazljivo osvetljeni veStackom UV svetlo$c¢u radi izazivanja fotohemijske reakcije. Izabran
je izvor vestacke svetlostiradije nego prirodna sunceva svetlost zbog slabijeg intenziteta
(s obzirom na to da je eksperiment vrSen tokom letnjeg perioda) i samim tim bolje
kontrole brzine razvoja fotohemijske reakcije koja izaziva tamnjenje gela.

Prisustvo CAT je detektovano bojenjem gela u smesi 1% fericijanida (Ks[Fe(CN)g])
i 1% FeCls nakon inkubacije u 5 mM H:02, prema Woodbury et al. (1971). Inkubacija
gelova u 5 mM H:0: je vrSena u tami tokom 30 minuta nakon ¢ega su ponovo obilno
isprani destilovanom vodom. Peroksid obezbeduje sredinu u kojoj CAT deluje a
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ispiranjem se uklanja visak H202. Soli gvozda reaguju sa rezidualnim H202u gelu tako Sto
formiraju plavo obojeni kompleks. Mesta na gelu gde je doslo do razlaganja H20zostaju
neobojena sto ukazuje na aktivnost CAT.

Svi koraci su izvedeni pri sobnoj temperaturi.

3.2.3 Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti SOD

Aktivnost enzima SOD je odredivana indirektno, putem evaluacije redukcije
citohroma ¢, u slede¢im reakcijama:

. ksantin oksidaza
ksantin + O2 ———— > urat + O2 + H202

SOD
O2 + H202 Oz citohrom ¢ —— citohrom ¢ (redukovan)

Superoksid redukuje citohrom c. Medutim, u prisustvu SOD je stopa redukcije
smanjena zbog toga sto dolazi do kompeticije izmedu SOD i citohroma c.

Jedna jedinica je definisana kao koli¢cina SOD potrebna za inhibiciju stope
redukcije citohroma c za 50% na 30°C. Po 5 uL uzorka je dodato reakcionoj smesi (50 uM
ksantin u 1 mM NaOH, 0,001 U ksantin oksidaze i 10 uM citohroma c u 50 mM K-Pi
puferu pH vrednosti 7,8 sa 1 mM EDTA) do ukupne zapremine 1 mL. Apsorbancija je
merenana 550 nm tokom 1,5 minuta. Aktivnost enzimaje izraZena po jedinici zapremine
uzorka (U/ml) kao i prema koliéini proteina (U/mg).

3.2.4 Odredivanje aktivnosti POD

Determinacija enzimske aktivnosti POD upotrebom pirogalola kao supstrata,
odnosno donora elektrona, odreduje se spektrofotometrijskina talasnoj duzini 420 nm
prema reakciji:

roksidaz
H20:2 + pirogalol (redukovani donor) 20+ purpurogalin (oksidovani

produkt)

Prema Maehly & Chance (1954), jedna jedinica POD (U) se definiSe kao kolicina
enzima koja je potrebna za formiranje 1 mg purpurogalina iz pirogalola, za 20 sekundi
pri pH vrednosti 6 i temperaturi od 20°C. Prema modernoj definicijil U POD odgovara
koli¢ini enzima koja katalizuje konverziju 1 uM pirogalola u purpurogalin tokom 1
minuta reakcije, u uslovima izvodenja eseja. Za ovaj esej su koriS¢eni rastvori pirogalola
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koncentracije 42 mM i 8 mM H:0:. Reakcija se odvijala tokom 10 minuta u K-Pi puferu
pH vrednosti 6 i koncentracije 50 mM, a zapremina uzorka je iznosila 50-100 pL.

3.2.5 Odredivanje aktivnosti GPx

Determinacija aktivnosti GPx se vrSila spektrofotometrijski, metodom koju je
opisao Drotar (Drotar et al., 1985). Metoda se bazira na reakciji oksidacije GSH do GSSG
koju katalizuje enzim GPx:

R-OOH +2 GSH — R-OH + GSS5G + H20

Ova reakcija se zatim kompletira recikliranjem GSSG u GSH pomoc¢u GR i
NADPH:

GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

Prac¢enje potrosnje NADPH se manifestuje smanjenjem apsorbancije NADPH
tokom oksidacije NADPH u NADP*, sto je indirektni pokazatelj aktivnosti GPx, posto je
GPx faktor koji ogranicava brzinu gore pomenutih spregnutih reakcija.

Reakcionu smesu ukupne zapremine 1 mL su ¢inili 2 mM GSH, 200 uM NADPH,
2,5 U GR i 2 mM kumen hidroperoksid u 50 mM K-Pi puferu sa 1 mM EDTA, pH
vrednosti 7. Upotreba kumen hidroperoksida kao supstrata omogucava merenje
aktivnosti GPx koje sadrze selen, kao i onih koje ga ne sadrze. Promena apsorbancije je
merena na 340 nm tokom 5-10 minuta na 25°C. Zapremina uzorka je iznosila 20-100 uL.
Pocetna apsorbancija se kretala od 0,8 do 1,1.

3.2.6 Odredivanje aktivnosti GR
Aktivnost enzima GR je odredivana metodom Smith et al. (1988). U ovom

enzimskom eseju GR redukuje GSSG u GSH, koji zatim reaguje sa 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoi¢nom kiselinom (engl. 5,5'-dithiobis-(2-nitrobenzoic acid)) - DTNB).

NADPH + H*+ GSSG — NADP +2 GSH
U reakciji tiola sa DTNB dolazi do raskidanja disulfidnih veza i nastanka TNB-
(engl. 2-nitro-5-thiobenzoate - 2-nitro-5-tiobenzoat), koji pri neutralnim i alkalnim pH

uslovima jonizuje u TNB?*.

GSH + DTNB — GS-TNB + TNB
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TNB?* jon daje zZutu boju rastvoru. Aktivnost GR se meri indirektno promenom
apsorbancije uzrokovane redukcijom DTNB na 412 nm, sa koeficijentom ekstinkcije
e(TNB) = 14,15 mM! cm™!. Reakcionu smesu su ¢inili 0,75 mM DTNB, 0,1 mM NADPH,
20 uM GSSG u 50 mM K-Pi pufer pH vrednosti7,5, kona¢ne zapremine 1 mL. Zapremina
uzorka je iznosila 100 pL. Pocetna apsorbancija je iznosila od 0,09 do 0,15.

3.2.7 Odredivanje aktivnosti GST

Enzimski esej za odredivanje aktivnosti GST je zasnovan na GST-katalizovanoj
reakciji izmedu GSH i supstrata 1-hloro-2,4-dinitrobenzena (engl. 1-chloro-2,4-
dinitrobenzene — CDNB) prema metodi Habig et al. (1974). CDNB je pogodan za najsiri
spektar detektabilnosti GST izoenzima (npr. alfa-, mu-, pi- i druge GST izoforme), te je
ovaj esej namenjen za merenje ukupne GST aktivnosti. Konjugacijom tiolne grupe
glutationa sa CDNB supstratom se dobija GS-DNB, dinitrofenil tioetar, Sto dovodi do
povecanja apsorbancije na 340 nm.

GSH + CDNB — GS-DNB + HCl

Jedna jedinica GST je definisana kao kolic¢ina enzima koji proizvodi 1 umol GS-
DNB konjugata/min u uslovima enzimskog eseja.

Reakcionu smesu su ¢inili 1 mM CDNB i 1 mM GSH u 50 mM K-Pi puferu pH
vrednosti 6,5. U reakcionu smesu je dodavano po 100-150 uL uzorka do konacne
zapremine reakcione smese 1 mL a promena apsorbancije je pracena tokom 3-5 minuta.
Pocetna apsorbancija je iznosila oko 0,4.

3.2.8 Odredivanje sadrzaja ukupnog i oksidovanog glutationa

Glutation je analiziran metodom recikliranja pomoc¢u DTNB i GR, pri ¢emu se
formira Zuto obojen TNB, ¢ija se koncentracija se meri spektrofotometrijski na 412 nm
(Tietze, 1969). Kolicina TNB je proporcionalna sadrzaju GSH, koji se procenjuje
poredenjem sa standardnom krivom. Ova metoda detektujekoli¢cinu GSH, GSSG i
glutationa vezanog u obliku disulfida sa drugim tiolima, uz visoku osetljivost (10—
144 mol) i specificnost zasnovanu na enzimu GR.

Za selektivno odredivanje kolicine GSSG se koristi supstanca koja blokira GSH.
Prvobitno je koris¢en NEM (Griffith, 1980), ali buduci da je inhibitor enzima zamenjen je
sa 2-VP, koji ne inhibira enzime ali ima neprijatan miris i lako polimerizuje. Zbog tih
ogranicenja, Matsumotoet al. (1996) su uveli akrilonitril kao alternativnireagens - Stoje
i primenjeno u ovoj tezi.
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U ovoj modifikovanoj metodi, GSSG se redukuje u GSH pomo¢u NADPH i GR,
dok se GSH vezuje sa akrilonitrilom, ¢ime se omogucava pojedinacna kvantifikacija GSH
i GSSG bez potrebe za uklanjanjem reagensa. Sistem recikliranja dodatno poboljsava
osetljivost i efikasnost detekcije ukupnog glutationa.

GSSG
. NADPH

GR

NADP"
. GSH
NADP DTNB
TNB GR
NADPH GSTNB INB

Slika 11: Enzimatsko recikliranje redukovanog glutationa (preuzeto sa
https://cdn.gbiosciences.com/pdfs/protocol/786-075_protocol.pdf).

Reakcionu smesu za odredivanje ukupnog glutationa su cinili rastvori (u 1 mL
reakcione smese) 0,2 mM NADPH, 0,6 mM DTNB, 0,6 U GR i 125 mM Na-Pi pufer sa 6,3
mM EDTA pH vrednosti7,5. Kao uzorak je koriS¢en supernatant dobijen nanacin opisan
u poglavlju 3.2. Promena opticke gustine reakcije je pracena na 412 nm u trajanjuod 2-3
minuta. Pocetna appsorbancija je iznosila ~ 0,3.

Za odredivanje oskidovanog glutationa je prethodno izvSena derivatizacija
uzoraka, na nacin opisan u poglavlju 3.2, a zatim je uraden esejkao za ukupni glutation,
bez razblazivanja uzoraka. Koli¢ina redukovanog glutationa je dobijena indirektno,
izracunavanjem razlike izmedu koli¢ine ukupnog i oksidovanog glutationa.

3.3 Priprema micelije za skeniraju¢u elektronsku mikroskopiju sa energetski
disperzionom spektroskopijom X-zracenja (engl. Scanning Electron Microscopy -
Energy-Dispersive X-Ray Spectroscopy - SEM-EDS)

Pomoc¢u skenirajuce elektronske mikroskopije sa energetski disperzionom
spektroskopijom X-zracenja su ustanovljeni morfologija i elementarni sastav SeNP.

Za potrebe SEM-EDS merenja, micelija starosti 24 sata je procedena vakuum
pumpom i isprana modifikovanim minimalnim medijumom bez fosfata i
mikroelemenata. U sterilne bocice je odmereno je po 200 mg uzoraka koji su zatim
inkubirani 24 sata u 1 mL sveZeg medijuma sa dodatkom natrijum selenita (Se*') i
natrijum selenata (Se®) u konacnoj koncentraciji 10 mM. Micelija tretirana 10 mM
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rastvorom Na:SeOsje nakon 24 h isprana dva puta centrifugiranjem (4500 G) tokom 10
min 50 mM K-Pi puferom pH vrednosti 6. Uzorci suuronjeni u 3% rastvor glutaraldehida
(GA) u istom medijumu tokom 30 min na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su isprani Na-
Pi puferom i potom fiksirani u 3% rastvoru GA tokom noci na temperaturi 4°C. Nakon
toga, uzorci su dehidrirani u rastvorima etanola rastuc¢ih koncentracija (30%, 50%, 70% i
90%) od po 1 h, zatim u hloroformu pau 100% etanolu tokom 1h, nakon ¢ega su ostavljeni
tokom noci u 100% etanolu na 4°C. Uzorci su susSeni u susacu Critical Point Dryer K850
CPD (Quorum Technologies, UK), prekriveni zlatnim filmom rasprsivanjem tokom 100 s
na 30 mA (Baltec SCD 005), i potom ispitani skenirajuc¢im elektronskim mikroskopom
(JSM-6390LV, JEOL USA, Inc).

EDS analiza je vrSena na povrsini od 500 um? po uzorku (EDS, Oxford Aztec X-
max).

Za SEM-EDS analizu rastvorljive frakcije, micelija tretirana selenitom je ispirana i
tiltrirana na vakuum pumpi, a zatim resuspendovana u dejonizovanoj vodi u odnosu
1:20 (w/v). Uzorci su nakon toga centrifugirani na 15000 G tokom 10 minuta da bi se
izdvojio eksudat za analizu. Eksudat je sakupljen i filtriran kroz membranu sa porama
prec¢nika 0,22 um. Alikvoti od 5 pL eksudata su postavljeni na SEM reSetku oblozenu
ugljenikom i osuSeni na vazduhu pre merenja. Uzorci su postavljeni na nosac i tokom
merenja hladeni mlazom te¢nog azota. Putem SEM (Vega TS 5130MM) su dobijene
elektronske mikrofotografije pri naponu od 30 V. EDS merenja su vrSena na 5 razlicitih
pozicija od 4 uzorka izabrana na osnovu distribucije SeNP na SEM mikrografijama.

emiter/izvor
elektronskog snopa I

snop elektrona D —
ot . :

ondeseai {"ﬁ-' H "
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Slika 12: Sematski prikaz SEM uredaja. Levo: izvor elektrona emituje elektrone koji formiraju
snop. SEM tehniku karakteriSe nanometarska prostorna rezolucija jer je De Broljeva (engl. Louis
de Broglie) talasna duzina snopa elektrona koji se koristi daleko manja od optickih talasnih
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duzina te se na taj nacin prevazilazi ogranicenje opticke difrakcije. Set soc¢iva aparature fokusira
elektronski snop na povrsinu uzorka. Napon od 0,1 do 50 keV izmedu katode i anode ubrzava
elektrone pre nego sto dopru do uzorka. Slika se formira kombinacijom signala koji ukljucuje
sekundarne elektrone, povratno rasejane elektrone, elektrone povratno rasejane difrakcijom,
fotone, vidljivu svetlost i toplotu. Sekundarni elektroni i povratno rasejani elektroni su glavni

inioci u stvaranju slike uzoraka. Sekundarni elektroni daju informacije o morfologiji i

topografiji uzorka, dok se povratno rasejani elektroni koriste za odredivanje kontrasta u sastavu

viSefaznih uzoraka. Desno: u kombinaciji SEM sa EDS tehnikom, analizom dobijenih X-zraka se

otkriva hemijski sastav uzorka. X-zracenje nastaje tako Sto snop elektrona izbacuje elektrone iz

unutradnje orbitale ¢ije mesto zatim zauzimaju elektroni iz visih orbitala. Kretanjem elektrona iz

viSe u nizu orbitalu se oslobada energija u obliku X-zracenja, koja je jedinstvena za svaki
element (modifikovano iz Sarkar et al., 2023; Munir et al., 2021 i Liao, 2006).

3.3.1 Metoda direktnog rasprsivanja svetlosti

Distribucija raspodele veli¢ina cestica u eksudatu je odredena pomocu
spektroskopske metode dinamickog rasejanja svetlosti (engl. Dynamic Light Scattering -
DLS), primenom laserskog analizatora veli¢ine Cestica rasprsivanja svetlosti (engl. particle
size analyser - PSA) (Mastersizer 2000; Malvern Instruments Ltd., Malvern,
Worcestershire, Velika Britanija, Slika 13), ¢iji je opseg merenja od 20 nm do 2000 um. Pre
merenja svi uzorci tretirani su u ultrazvuc¢nom kupatilu tokom 5 minuta.

sirokougaoni

prostorni detektori

filter protocna

izvor plave svetlosti éelija
: | W detektor
crveni laser & _— 1 fotalne
povrsine
detektori detektori velikog
povratnog ugla
rasprsivanja

Slika 13: Princip rada laserskog analizatora veli¢ine Cestica rasprsivanja svetlosti Mastersizer
2000 (modifikovano iz https://www.htds.fr/wp-content/uploads/2019/04/Instrumentation-

analytique Analyses-particules Granulometre MS2000-2.pdf)

Aparat na osnovu pravca i intenziteta difrakcije laserske svetlosti odreduje
veli¢inu Cestica. Opremljen je sa dva lasera, crvenim i plavim.

Parametri crvenog lasera su sledeci:
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e Laserski  proizvod  klase Illa, odnosno 3R  (IEC60825-
1(1993)+A1(1997)+A2(2001)), u skladu sa CDRH (Centar za aparate i
radiolosko zdravlje) i CE propisima Evropske Unije

e Tip lasera: HeNe gasni laser

e Maksimalna izlazna snaga: 4 mV

e Precnik snopa: 0,63 mm (1/e?)

e Divergencija zraka: 1,5 mrad

e Talasna duZina snopa: 633 nm

Plavi laser karakterisu:
e Talasna duzina snopa: 466 nm
e Tiplasera: LED

Ukupno 52 detektora su pozicionirana oko ravne protoc¢ne celije. Svrha plavog
lasera i detektora povratnog rasejanja je detekcija ¢estica raspona veli¢ina u Rajlijevom
rezimu. Instrument je prilagoden za obradu uzorka zapremine 10 mL do 1 L. Uzorak se
ubacuje u jedinicu za rasprsivanje i po potrebi se dodaje jos uzorka ili vode dok se ne
postigne zamracenje svetlosti uidealnom opsegu, odnosno 10-20 (broj oznacava procenat
izubljene svetlosti zbog rasejanja ili apsorpcije). Tip disperzije uzorka moze biti suvi,
vlazni ili meSoviti. Uredaj zatim vrsi po tri merenja na svakom uzorku. Rasprsivac je
potrebno dobro ocistiti vodom pre i nakon svakog merenja. Podaci se zatim analiziraju
pomocu povezanog softvera, nakon biranja modela rasejanja svetlosti. Moguce je podesiti
razli¢ite indekse prelamanja za plavu i crvenu talasnu duZinu (plavi i crveni laser), ¢ime
se uzimaju u obzir spektralne varijacije u indeksu prelamanja. Za svaki uzorak se moze
postaviti samo jedan indeks prelamanja Sto oteZava izbor indeksa prelamanja za
nehomogen uzorak. Distribucija izracunatih veli¢ina Cestica se prikazuje u softveru
putem histograma.

3.3.2 Apsorpciona rendgenska spektroskopija sinhrotronskog izvora zracenja
(engl. X-ray Absorption Near Edge Spectroscopy - XANES) i Ramanska spektroskopija
- utvrdivanje oksidacionih stanja i karakterizacija kristalnog uredenja SeNP

Micelija tretirana 0,5 i 10 mM rastvorom Na:SeQOsje filtriranana vakuum pumpi i
resuspendovana u dejonizovanoj vodi u odnosu od 1:20 (w/v). Alikvoti suspenzije
micelije zapremine 5 uL su postavljen na Mylar film pre¢nika 2,5 um, pri¢vrsceniza drzac
uzoraka iliofilizovani preko no¢i. XANES merenja suizvedena pomocu niskofrekventne
rendgenske fluorescentne mikroskopije bazirana na sinhrotronskim izvorima zraka (engl.
X-ray Fluorescence — XRF) u eksperimentalnoj stanici sinhrotrona Elettra (Trst, Italija).
Uzorci su skenirani rendgenskim zracima u prostornoj rezoluciji 200 um (horizontalno)
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x 100 um (vertikalno). XANES spektrisu dobijeni u fluorescentnom rezimu koris éenjem
silikonskog detektora pomeraja (Silicon Drift Detector, SDD) (XFlash 5030, Bruker Nano
GmbH, Nemacka). Spektri su prikupljeni u rasponu energija od 12500 do 12900 eV, u
energetskoj rezoluciji od 4 eV u regionu pre nagle promene apsorpcionog koeficijenta
(engl. absorption edge), 0,2 eV u opsegu najintenzivnijih promena apsorpcionog
koeficijenta (engl. edge), i Ak = 0,05 A' u oblasti nakon toga (engl. post-edge).
Eksperimentalni spektri su obradeni softverskim paketom DEMETER. Radi utvrdivanja
valence selena sadrZzanog u miceliji gljive, spektri su uporedivani sa snimljenim
standardama (Se’, Se*" iz Na:5eOs i Se* iz DMSe) i literaturnim podacima.
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Slika 14: a) Elettra Sincrotrone Trieste, multidisciplinarni istraZivacki centar (preuzeto sa
https://www.elettra.eu/index.html). b) Sematski prikaz tipi¢nog izvora zracenja za XANES.
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XANES se koristi za odredivanje strukturnih karakteristika elementa od interesa u Sirokom
opsegu energija (~ 500 eV do 500 keV) u specijalno konstruisanom postrojenju, sinhrotronu. ¢) U
ovom energetskom rezimu, materija apsorbuje zracenje kroz fotoelektri¢ni efekat. Energija veze
elektrona atoma (obicno 1s ili 2p) mora biti manja od energije upadnog rendgenskog zraka da bi

elektron bio emitovan. Rendgenski zraci energije jednake energiji veze jednog od najévrsée

vezanih elektrona bivaju apsorbovani od strane atoma oslobadajucdi elektrone koji bivaju

emitovani na neki od viSih energetskih nivoa u skladu sa dipol-dipol pravilom prelaza, ili u

kontinuum. d) Nakon apsorpcije rendgenskih zraka, elektroni sa viSih energetskih nivoa
popunjavaju upraznjena mesta u cilju postizanja stabilnosti atoma, dok se energija jednaka
razlici energetskih stanja nivoa sa kojeg elektron prelazi na niZi nivo i energije niZeg nivoa
oslobada u vidu fotonskog zracenja iste energije (radijacioni proces). Na slici je predstavljen
jedan vid raspada, rendgenska fluorescencija, pri kojoj elektron vise energije na nivou jezgra
popunjava prazninu na nizem nivou jezgra pritom izbacujuci rendgenski zrak definisane
energije (elektron sa nivoa L koji prelazi u nivo K odaje energiju K«). Energije fluorescencije su
karakteristicne za atom i stoga sluze za identifikaciju atoma (modifikovano iz Young et al., 2002
i Newville, 2014).

Ramanovi spektri su snimljeni na Thermo DXR Raman mikroskopu. Alikvotiod 5
uL suspenzije micelije su postavljeni na zlatne ploce i mereni pod uvecanjem mikroskopa
od 50x, koriste¢i 532 nm lasersku ekscitacionu liniju konstantne snage od 10 mW. Vreme
ekspozicije je bilo 30 s, sa ukupno 10 ekspozicija od po 900 linija/mm i prorezom
spektrografa od 50 um. Automatska korekcija fluorescencije je uklonjena koris¢enjem
OMNIC softvera (Thermo Fisher Scientifc).
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Slika 15: Ramanova mikroskopija. Ramanova spektroskopija se zasniva na Ramanovom
efektu, koji podrazumeva neelasti¢no rasejanje upadnog monohromatskog elektromagnetnog
zracenja kroz interakciju sa kristalnom reSetkom ili molekularnom strukturom (Chandra et al.,

2024; Deluca et al., 2023). Razliciti mehanizmi pobudivanja mogu dovesti do Ramanovog
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rasejanja, ali najveci doprinos ovom fenomenu potice od optickih fotona, tj. kvantizovanih
vibracija kristalne reSetke (Deluca et al., 2023). Za proizvodnju monohromatske svetlosti se
koriste laseri u vidljivom, bliskom infracrvenom ili bliskom ultraljubi¢astom rasponu spektra,
kao i rendgensko zradenje (Chandra et al., 2024). Energija i pravac upadnih fotona lasera se
menjaju u intreakciji sa sistemom, Sto rezultira neelasti¢nim rasejanim zracenjem razlicite
energije od energije incidentnog zraka. Promene u frekvenciji i talasnoj duzini mogu se koristiti
za identifikaciju promene energije rasejane svetlosti. Mehanizmi rasejanja (Stoksovo, anti
Stoksovo i Rajlijevo rasejanje) odgovaraju gubitku ili dobitku energije fotona. Stoksov proces
podrazumeva apsorpciju energije od strane atoma, dok je energija rasejanog fotona manja od
energije incidentnog fotona. Ovaj proces je statisticki verovatniji na sobnoj temperaturi, Sto ga
¢ini intenzivnijim i ¢eSc¢e analiziranim. Pri Rajlijevom rasejanju nema promene energije, a
promene frekvencije su simetri¢ne. Anti Stoksovo rasejanje karakteriSe veca energija rasejanog
fotona od energije incidentnog fotona, Sto znaci da atom gubi energiju. Ramanova
spektroskopija je veoma osetljiva na faktore koji uti¢u na energiju optickih fotona, sto ukljucuje
formiranje ili cepanje hemijskih veza, fazne prelaze, stresili defekte strukture reSetke, a sve se to
moze detektovati kroz promene u Ramanovom spektru koje su predstavljene kao razlika u
frekvenciji fotona lasera i rasejane svetlosti u cm™ (Chandra et al., 2024; Deluca et al., 2023).
Levo: Sematski dijagram Ramanovog mikroskopa. Desno: istaknuta su osnovna rasipanja i
fluorescentne ekscitacije uzorka nakon upotrebe izvora monohromatske svetlosti (lasera)
frekvencije vo. Ramanovi mehanizmi rasipanja sa karakteristicnim promenama frekvencije Av
koja odgovara razlici izmedu vibracionih energetskih nivoa (modifikovano iz Zapata et al., 2020
i Sarkar et al., 2023).

Za ekstrakciju rastvorljive frakcije, micelijaje filtriranaiispranana vakuum pumpi
a zatim homogenizovana pomocu kuglica od nerdajuceg celika pre¢nika 5 mm u
TissueLyserll (Quiagen, Nemacka) pri frekvenciji od 30/s tokom 1 min. Macerirana
biomasa je zatim resuspendovanau 50 mM K-Pi puferu pH vrednosti7,2 u odnosu 1:2,5
(w/v). Homogenat je muckan na ledu 30 min, a zatim centrifugiran 15 min na 15000 G.
Supernatant je odliven i dalje centrifugiran na 100000 G tokom 30 minuta, radi
odstranjivanja delova celijske membrane i organela. Dobijena rastvorljiva frakcija je
podeljena na alikvote zapremine 1 mL koji su sacuvani na -80°C do upotrebe.

3.3.3 Rendgenska fluorescentna mikroskopija niskih energija bazirana na
sinhrotronskim izvorima zraka (soft XRF)

Usvajanje Se i njegova prostorna distribucija u ¢elijama su istrazeni pomoc¢u XRF.
Za ove eksperimente micelija je sakupljena nakon 24 h, dostizuci eksponencijalnu fazu
rasta. Micelija je inkubirana u medijumu sa 0,5, 1 i 10 mM rastvorom Na2SeOs tokom
razlicitih periodainkubacije (1h, 10 h, 24 hi72 h), nakon ¢ega su ispraniiresuspendovani
u dejonizovanoj vodi u odnosu 1:20 (w/v). Alikvoti suspenzije micelije zapremine 5 pL
postavljeni su na membranu od silicijum nitrida debljine 100 nm, povrsine 1 x 1 mm? i
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liofilizovani preko noc¢i. XRF merenja su obavljena na TwinMic eksperimentalnoj stanici
postavljenoj u sinhrotronskom postrojenju Elettra (Trst, Italija). Silikonsko-nitridne
membrane su postavljenei fiksirane na drZacu uzoraka normalnona pravac fokusiranog
snopa za merenja koja su obavljena u uslovima ultra-visokog vakuuma. Energija pobude
od 1750 eV, potrebna za ekscitaciju L-elektrona Se, podeSena je izborom optimalne faze
faznog undulatora umetnutog u pravolinijski deo akumulacionog prstena u kome
elektroni cirkuliSu brzinama bliskim brzini svetlosti i refokusiranjem zraka na
monohromator koji se sastoji od difrakcione reSetke i ravnog ogledala u cilju podeSavanja
energije za eksperimente. Konac¢na prostorna rezolucija je postignuta izborom kruznog
otvora Zeljenih dimenzija koji predstavlja sekundarni izvor zraka. Fotoni se fokusiraju
pomocu difrakcionog optickog sistema koji se sastoji od kruzne difrakcione resetke
sastavljene od naizmenicno pravilno rasporedenih transparentnih i netransparentnih
prstenova (engl. Fresnel zone plate), netransparentnog prstena sa centrom na osi simetrije
reSetke koji blokira viSe harmonike, propustajuc¢i samo snop koji odgovara prvom
difrakcionom maksimumu. Uzorci su skenirani snopom fotona makroskopski
konstantnog prostornog polozaja, dobijenog difrakcijom na kruznoj difrakcionoj resetdi,
fokusiranim uravni uzorka koja se lateralno prostire duz dva uzajamno normalna pravca
koja ¢ine ravan normalnu na izvorni fotonski snop. Hemijske mape dobijene su
primenom sistema od 8 SDD detektora radijalno rasporedenih u neposrednoj blizini
uzorka pokrivajuci PUN ¢vrst ugao u cilju detekcije maksimalnog broja ozracenih fotona.
Istovremeno, apsorpcioneislike diferencijalne faze uzoraka su dobijene u transmisionom
rezimu koriS¢enjem STXM koji se sastoji od sistema za konverziju vidljive svetlosti koji
usmerava odlazece fotone ka brzo-ocitavaju¢oj CCD kameri postavljenoj na vrhu
vakuumske komore (Slika 16).

zonska . e
& fosforni ekran € =
ploca /- S
OSA SOCIVO %
izvor X-zraka l / | CCD kamera
\ K

SDD uzorak

detektori ogledalo
emisije
Slika 16: Sematski prikaz TwinMic u STXM reZimu rada. OSA predstavlja otvor blende
za odabir reda difrakcije. SDD su silicijumski drift detektori. Sistem za konverziju vidljive
svetlosti, koji usmerava fotone ka CCD kameri, ¢ine fosforni ekran, socivo i ogledalo pod uglom
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45° (modifikovano sa https://www.elettra.eu/lightsources/elettra/elettra-
beamlines/twinmic/twinmic-microscope.html i Kourousias et al., 2023).

Prikupljeni podaci o fluorescenciji obradeni su korisc¢enjem softverskog paketa
otvorenog koda PyMca.

3.3.4 Indukovano spregnuta plazma sa optickom emisionom spektrometrijom
(ICP-OES)

Pomocu ove metode je izmerena koncentracija selena u medijumu za gajenje i
miceliji gljive nakon tretiranjanatrijum selenitom. Uzorci medijuma su bili te¢ni, dobijeni
nakon ispiranja micelije na vakuum pumpi, dok su uzorci biomase bili osuseni, kao Stoje
opisano u poglavlju 3.1.1.5.

Priprema uzoraka je izvrSena mikrotalasnom digestijom. Totalna digestija
(mineralizacija) uzoraka je uradena u mikrotalasnom digestoru Advanced Microwave
Digestion System (ETHOS 1, Milestone, Italija) koriS¢enjem HPR-1000/10S
segmentiranog rotora koji radi pod visokim pritiskom. Uzorci su odmereni direktno u
kvarcne inserte (QS-50 quartzinserts P/N 34042), ¢ija je uloga obezbedivanje maksimalne
zaStite od kontaminacije tokom pripreme. Za uzorke biomase je uzeta celokupna
dostavljenamasa uzorka. Tacna masa je izmerenana analitickoj vagi sa ta¢nos¢uod + 0,1
mg (10-80 mg suve biomase). Te¢ni uzorci (medijum) su kompletno odledeni tokom no¢i
na sobnoj temperaturi, a potom su homogenizovani tokom 10 min u ultrazvucnom
kupatilu. Za digestiju je automatskom mikropipetom odmereno 9,5 mL uzorka medijuma
i direktno stavljenou kvarcne inserte. U oba tipa uzoraka (medijumi biomasa) su potom
dodati oksidacioni agensi. Kao oksidacioni agensi za totalnu mineralizaciju su koriSc¢eni
4,5 mL ultra-ciste HNOs (65 wt.%, Suprapur®, Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka) i 0,5
mL H202 (30 wt.%, Suprapur®, Merck KGaA, Darmstadt, Nemacka). Kivete su slozene u
nosac kiveta i zatvorene po protokolu koji propisuje proizvodac. Digestija je izvedena
tokom 20 minuta, pri konstantnoj temperaturi od 180°C i pritisku od 100 bara. Nakon
digestije i hladenja rastvora do sobne temperature, rastvor je razblaZen do fiksne
zapremine od 10 mL u samom kvarcnom sudu. Za razblaZenje je koriS¢ena ultra-cCista
dejonizovana voda elektricne provodljivosti od 0,05 uS/cm. Ultra-¢ista voda je
pripremljena u aparatu Barnstead™ GenPure™ Pro (Thermo Scientific, Nemacka).
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Slika 17: Sematski prikaz principa rada ICP-OES. Uzorak se pomo¢u peristalticke
pumpe unosi u sistem introdukcije uzorka, koji ¢ine nebulizator i sprej komora. Struja argona u
nebulizatoru razbija interfejs tecnost — gas ¢ime se formiraju aerosoli, odnosno nebula. U sprej
komori se aerosoli razdvajaju prema veli¢ini kapljice tako da samo mali deo tecnosti nastavlja
put do plazme. Plazma se formira kada se argon unese u snazno elektromagnetno polje. Cestice
aerosoli se u plazmi vaporizuju, atomizuju i na kraju jonizuju. Energija plazme (~ 6000 K) je
dovoljno visoka da ekscituje elektrone u atomima i jonima. Tokom raspada ekscitovanog stanja,
joni emituju fotone talasne duzine karakteristi¢ne za svaki element. Emitovana svetlost,
sastavljena od fotona razlic¢itih talasnih duzina, se fokusira na difrakcionu resetku i prolazi kroz
prizmu koja razdvaja spektar na pojedinacne talasne duZine. Prebrojavanjem emitovanih fotona
se precizno detektuje koli¢ina pojedinacnih elemenata u tecnom uzorku (modifikovano iz
Cherevko & Mayrhofer, 2018).

Koncentracija selena u dobijenim rastvorima je izmerena pomocu ICP-OES i
izrazena u pg/L. ICP-OES merenje je uradeno na instrumentu model Thermo Scientific
iCAP 6500 Duo ICP (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, UK) sa iTEVA operacionim
softverom. Uzorak je u plazmu uvoden direktnom aspiraciijom tec¢nog uzorka.
Standardni rastvori koriSc¢eni za kalibraciju instrumenta u adekvatnom koncentracionom
opsegu (1-50000 pg/L) je bio sertifikovani standardni rastvor selena, Specpure®, Se 1000
ug/mL (Alfa Aesar GmbH & Co KG, Nemacka). Koeficijentkorelacije je iznosio 0.999934.
Kvantifikacija je radena na talasnoj duZzini emisije Se I 196,09 nm. Za svaki uzorak ICP-
OES merenje je radeno u dva ponavljanja (n = 2). Relativna standardna devijacija
ponovljenih merenjeje bila RSD <5%. Limit detekcije za selen (LOD) je iznosio 1,919 ug/L,
a limit kvantifikacije (LOQ) je iznosio 6,398 ug/L. Na osnovu izmerenih koncentracija
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selena u rastvoru, izmerene mase/zapremine uzorka i razblaZzenja, uraden je preracun
konac¢ne koncentracije selena u uzorcima. Proces analiticke kontrole kvaliteta (analytical
process quality control, QC), je uraden pomocu sertifikovanog referentnog materijala
(certified reference material, CRM) ribljeg proteina za metale u tragovima (fish protein
for trace metals DORM 4, NRCC, National Research Council Canada, Ottawa, Ontario
Kanada). Postignuto poklapanje sa sertifikovanom vrednoscu (engl. recovery) za selenje
iznosilo 99,6%.

3.4. Statisticka analiza rezultata

Uradenoje ukupno 6 ciklusa uzgoja gljive, a svi eksperimenti su uspesnoizvedeni
najmanje 4 puta. Na slikama su predstavljeni rezultati dobijeni iz nezavisnih
eksperimenta (uzgoja) i izrazeni kao srednja vrednost + standardna greska.

Statisticka znacajnost razlika izmedu kontrolnih i tretiranih uzoraka je utvrdena
koriséenjem jednosmernog ANOVA testa sa 0,05 nivoa znacajnosti (P < 0,05). Poredenje
parova rezultata gde je utvrdena statisticka znacajnost je u odredenim slucajevima
analizirano putem Holm-Sidak testa, Sto je naznaceno obojenim slovima (a,b,c) na
graficima. Boja slova oznacava grupe uzoraka, gde su kontrolni uzorci oznaceni plavom,
a tretirani narandZastom bojom. Razlike izmedu tretmanai odgovarajucih kontrola su u
drugim slucajevima testirane koriS¢enjem studentovog t-testa i oznacene zvezdicom (*)
na graficima. Gde je utvrdena velika varijabilnost rezultata izmedu serija, izvrSena je
normalizacija rezultata unutar serija tako Sto je prosecna vrednost kontrolih grupa
oznacenakao 100% dok su vrednosti tretiranih uzorakaizrazene u relativnom odnosuna
tu vrednost. Ovakvi podaci su obradeni pomoc¢u Mann-Whitney U-testa. KoriS¢eni su
softveri Origin 6.1 (OriginLab Corporation, Northampton, SAD) i Sigma Plot 15.0
(Inpixon HQ, Palo Alto, CA, SAD).

Za analizu medusobnog odnosa stadijuma razvica gljive i tretmana selenitom i
njihovog uticaja na antioksidativne enzime i sadrZaj glutationa koriScena je analiza
glavnih komponenti zasnovananamatrici korelacija (engl. Principal Component Analysis
- PCA). PCA je izvrSena upotrebom XLSTAT softvera (verzija 7.5.2, Addinsoft).

3.5. Reagensi

Sve hemikalije su analitickog kvalitetai pribavljene od proizvodaca Sigma-Aldrich
Chemie GmbH (Taufkirchen, Nemacka).
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4. REZULTATI

4.1 Kriva rasta P. blakesleeanus

Kao mera rasta micelijuma gljive je uradena kriva rasta micelijuma po jedinici
zapremine medijuma (Slika 18). Zavisnost biomase od uzrasta gljive je jasno sigmoidalna
(r?=0,9924, F = 4339,6651, P < 0,0001).
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Slika 18: Kriva rasta micelijuma P. blakesleeanus u tenom minimalnom medijumu,
izrazena u mg suve biomase po mL medijuma. Prikazane su srednje vrednosti iz tri nezavisne
serije gajenja, sa standardnim greSkama (n = 6). Eksponencionalna faza rasta traje do ~36 h
starosti, nakon cega gljiva ulazi u stacionarnu fazu.

Eksponencijalna faza rasta kod gljive P. blakesleeanus gajene u erlenmajeru pocinje
na ~ 16 sati starosti, a zavrSava se ~ 36 sati nakon zasejavanja, kada micelijum ulazi u
stacionarnu fazu rasta.
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4.2 Uticaj selenita na rast micelijuma P. blakesleeanus

Toksi¢nost Na2SeOs je ispitivana na 24 h starom micelijumu P. blakesleeanus
(eksponencijalna fazarasta). U prvom eksperimentu (Slika 19) ispitana je koncentraciona
zavisnost toksi¢nosti Na:5eOs tokom 10 h inkubacije. Prisustvo oksianjona selena u
medijumu kulture je izazvalo razlicite efekte na rast P. blakesleeanus u toku inkubacije.
Utvrdenaje statisticka znacajnost urazlici prinosabiomase izmedu kontrole i micelijuma
tretiranog sa Na:5eOs (P = 0,041). Toksic¢ni efekat Na:25eOs se ogleda u znacajnom
smanjenju prinosa biomase gljive pri inkubaciji u medijumu sa viSim koncentracijama
NazSeOs, pocevsi sa 0,5 mM Naz25eOs. Sa povecanjem koncentracije Na:SeOs dolazi do
smanjenja brzine rasta. Dodatak Na:SeOsu koncentraciji od 10 mM potpuno inhibira rast
gljive gde je zabelezen ~ 40% manji prirast biomase u poredenju sa kontrolom (Slika 19).
Medutim, prilikom tretmana nizim koncentracijama Na25eOs (10-100 uM) nije primecen
negativan uticaj na vijabilnost gljive. Stavise, P. blakesleeanus pokazuje visoku otpornost
na niske koncentracije Na:SeOs, a evidentirano je i stimulativno dejstvo Na:SeOs na
prirast biomase pri koncentraciji od 25 uM.
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Slika 19: Uticaj razli¢itih koncentracija Na25eOs (10 pM do 10 mM) na produkciju
biomase P. blakesleeanus nakon 10 h kultivacije. Vrednosti su normalizovane u odnosu na
kontrolu (100%). Srednje vrednosti su predstavljene na osnovu tri nezavisna gajenja, svako sa
po dva uzorka (n = 6), uz standardne greske. Statisticka znacajnost razlika je utvrdena
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jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pracen Holm-Sidakovim testom, i naznacena je
slovima (a, b, c) iznad kolona.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da tokom faze eksponencijalnog rasta P.
blakesleeanus pokazuje izuzetnu otpornost na oksidativni stres izazvan rastvorom
Na:xSeOskoncentracije od 10 uM do 250 uM.
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Slika 20: Uticaj 100 uM rastvora Na:25eOs na produkciju biomase P. blakesleeanus tokom
razli¢itog vremena izlaganja. Prikazane su srednje vrednosti (n = 5) normalizovane na kontrolu
(100%), uz standardne greske. Jednosmernim ANOVA testom (P <0,05) nije utvrdena
statisticka znacajnost izmedu grupa (P = 0,36).

Za ispitivanje vremenske zavisnosti toksi¢nostije odabrana koncentracija 100 uM
Nax5eOs kao fizioloski znacajna a bez toksicnog efekta u prethodnom eksperimentu.
Izlaganje gljive stare 24 h 100 uM rastvoru Na:5eOs tokom perioda od 30 minuta, 1 h, 3
h, 24 h i 48 h nije dovelo do znacajnih razlika u odnosu biomase izmedu kontrole i
tretiranih uzoraka.

4.3 Sadrzaj proteina
Sadrzaj proteina kod P. blakesleeanus u okviru pojedinacnih serija gajenja gljive je

ostaonepromenjen, bez obzira na to da li su uzorci tretirani Na2SeOsili ne, dok su razlike
uocene izmedu sadrZaja proteina razlicitih serija koje nisu kultivisane istovremeno.

54



Razlike u sadrzaju proteina izmedu razli¢itih serija gajenja se najverovatnije mogu
pripisati faktorima vezanim za uzgoj, koje nije moguce precizno kontrolisati.

Sadrzaj proteina je iznosio od 0,78-2,57 mg/mL medijuma, odnosno 7,66-12,61
mg/gFW micelijuma. Odnos izmedu vlaZne i suve biomase iznosi priblizno 6,5 : 1.

4.4 Aktivnost CAT

Aktivnost CAT pokazuje opsti trend pada sa staroscu kulture (Slika 21), ali ove
promene nisu statistic¢ki znacajne. Kada se micelijum star 24 h premestiu svez medijum,
aktivnost CAT ostaje stabilna prva 3 sata, kada pocinje da opada, $to se vremenski
podudara sa ulaskom u stacionarnu fazu rasta gljive. Pri dodavanju Na25eOs dolazi do
blagog, ali statisticki znacajnog, povecanja aktivnosti CAT nakon 24 sata u poredenju sa
kontrolnim uslovima. Medutim, ovo je samo prolazno povecanje aktivnosti CAT koje se
vraca na kontrolne nivoe do 48 satiizlaganja, Sto ukazuje na kratkoro¢nu aktivaciju ovog
enzima kao odgovor na stres izazvan Na:5eOs.

I ontrola
354 0/ NazSeO3

CAT (U/mg proteina)

0.5h lh 3h 24h 48h

Slika 21: Efekat 100 uM rastvora Naz25eOs na specificnu aktivnost CAT u miceliji P.
blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri nezavisna gajenja,
svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greske. Statisticka znacajnost razlika je utvrdena
jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pracen Holm-Sidakovim testom, i naznacena je
slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka (kontrola — zeleno,
tretman Na25eOs - narandzasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne razlike utvrdene
studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajucih kontrola.
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PoviSena aktivnost CAT nakon 24 sata tretmana je jasno vidljiva i na gelu (Slika
22).

0,5h 1h 3h 24 h 48 h

C:

Slika 22: Gel elektroforegram aktivnosti CAT proteinskih ekstrakata micelije P. blakesleeanus
nakon kultivacije u medijumu sa 100 pM Na25eOs (c. — kontrolni uzorci, Se — tretman Na25eOs,
strelica ukazuje na aktivnost enzima vidljivu na gelu).

4.5 Aktivnost SOD

Aktivnost enzima SOD u uzorcima je bila previSe niska da bi bila merljiva
spektrofotometrijskom metodom, pa je prikazano samo razdvajanje izoformi SOD na
gelu.

Nakon elektroforetskog razdvajanja proteina i bojenja gela, prisustvo SOD se
zapaza kao neobojena traka na tamnoj pozadini gela. Moze se uociti da uzorci micelije P.
blakesleeanus sadrze dve forme SOD (MnSOD kao gornja slaba linija u gornjem delu gela
i Cu/ZnSOD kao jasnije vidljiva donja linija, Slika 23).

05h 1h 3.k 24h 48 h

Slika 23: Gel elektroforegram aktivnosti SOD proteinskih ekstrakata micelije P. blakesleeanus
nakon kultivacije u medijumu sa 100 pM Na25eOs (c. — kontrolni uzorci, Se — tretman Na25eOs,
strelica ukazuje na aktivnosti potencijalnih izoformi enzima vidljivih na gelu).

Aktivnost SOD izoformi je bila neznatno poviSena nakon 24 sata, $to je praceno
padom aktivnosti nakon 48 sati.
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4.6 Aktivnost POD

Spektrofotometrijskim odredivanjem enzimske aktivnosti POD je pokazana
veoma niska aktivnost u svim uzorcima (Tabela 4). Najvisa, i jedina merljiva aktivnostje
izmerena 30 minuta nakon tretmana Na:SeOs, kada je ispoljena dvostruko visa aktivnost
u odnosu na odgovarajuci kontrolni uzorak. Aktivnost POD nakon 1 h, 24 h i 96 h
tretmana nije bila merljiva, mada je zapremina uzorka povecana sa pocetnih 70 pL na 200
uL u reakcionoj smesi.

Tabela 4: Efekat 100 uM rastvora Na:SeOs na specificnu aktivnost POD u miceliji P. blakesleeanus.

aktivnost POD (U/mg proteina) zapremina
trajanje u kontroli u uzorku kontrole uzorka
tretmana tretiranom sa tretiranog sa
Na25e03 Naz2SeOs
30 minuta 0.0035 0.0078 50 pL 70 uL
1 sat - - 100 pL 100 pL
24 sata - - 100 pL 100 uL
96 sati - - 200 uL 200 uL.
4.7 Aktivnost GPx

Aktivnost enzima GPx je vrSena spektrofotometrijski (Drotar et al., 1985). Uocena
je statisticki znacajna razlika izmedu sadrzaja GPx kontrolnih uzoraka i uzoraka
tretiranih Na:SeOsnakon 1 sata i 48 sati (P = 0,02). ZapaZa se relativho ujednacena
aktivnost ovog enzima tokom vremena u kontrolnim uzorcima i povisena aktivnost u
tretiranim uzorcima (Slika 24).
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Slika 24: Efekat 100 uM rastvora Na:SeOs na specifiénu aktivnost GPx u miceliji P.
blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri nezavisna gajenja,
svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greSke. Statisticka znacajnost razlika je utvrdena
jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pracen Holm-Sidakovim testom, i naznacena je
slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka (kontrola — zeleno,
tretman Na25eOs — narandzasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne razlike utvrdene
studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajuéih kontrola.

Efekat Na:SeOsna aktivnost GPx je narocitoizraZzen nakon 1 h, 3 hi 48 h izlaganja
micelijuma, gde postoji statisticka znacajnost. Aktivnost GPx nakon 30 minuta tretmana
je najbliza aktivnosti kod kontrolnih uzoraka, dok je nakon 48 h kod tretiranih uzoraka
zabeleZena najvisa aktivnost ovog enzima.

4.8 Aktivnost GR

Metodom Smith et al. (1988) je izvrSeno spektrofotometrijsko odredivanje
aktivnosti enzima GR. Uocen je statisticki znacajan uticaj Na25eOs na aktivnost GR u
uzorcima micelijuma P. blakesleeanus nakon 3 i 24 sata kultivacije. Aktivnost GR u
tretiranim uzorcima opada u odnosu na kontrolu u pocetku izlaganja (do 3 h), da bi
dostigla zapazeno povecanje aktivnosti (~ 46,45%) u odnosu na odgovarajuce kontrolne
uzorke (Slika 25). Kod uzoraka izlaganih tokom 30 minuta, 1 h i 3 h je uocen blagi
inhibitoran uticaj Na:SeOs na aktivnost GR, Sto objasnjava povecan udeo oksidovanog
glutationa u uzorcima (Slika 28). Povecanje aktivnosti GR prati smanjenje sadrzaja GSH.
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Slika 25: Efekat 100 uM rastvora Na:2SeOs na specificnu aktivnost GR u miceliji P.
blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri nezavisna gajenja,
svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greSke. Statisticka znacajnost razlika je utvrdena
jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pracen Holm-Sidakovim testom, i naznacena je
slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka (kontrola — zeleno,
tretman Na25eOs — narandzasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne razlike utvrdene
studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajuéih kontrola.

4.9 Aktivnost GST

Spektrofotometrijskim odredivanjem aktivnosti GST (Habig et al., 1974) je
zabeleZen statisticki znacajan uticaj Na:SeOsna aktivnost GST u uzorcima micelijuma P.
blakesleeanus nakon 24 i 48 sati. Izmerena aktivnost enzima kontrola i uzoraka tretiranih
30 minuta, 1 h i 3 h je bila relativnho ujednacena, bez pokazane zavisnosti od duzine
tretmana. Povecana aktivnost u kasnijim vremenskim tackama se, kao u slucaju GR, moze

objasniti promenama u sadrzaju GSH.
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Slika 26: Efekat 100 uM rastvora Na:SeOs na specificnu aktivnost GST u miceliji P.
blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri nezavisna gajenja,
svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greSke. Statisticka znacajnost razlika je utvrdena
jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pracen Holm-Sidakovim testom, i naznacena je
slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka (kontrola — zeleno,
tretman Na25eOs — narandzasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne razlike utvrdene
studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajuéih kontrola.

4.10 Sadrzaj ukupnog (GSSG+GSH) i oksidovanog glutationa (GSSG)

Utvrdeno je postojanje linearnog odnosa izmedu promene u apsorpciji na 420 nm
i koncentracije GSH u reakcionoj smesi.

Koncentracija ukupnog glutationa je prikazana u pg/g sveze biomase uzorka
(Slika 27). Uocen je znacajan pad koli¢ine ukupnog glutationa tokom vremena, kako u
kontrolnim, takoiu tretiranim uzorcima. I u prisustvuiodsustvu Na2SeOsdolazi do pada
koli¢ine ukupnog glutationa nakon 24 h ali uz znacajan porast udela oksidovanog
glutationa (Slika 28).
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Slika 27: Uticaj 100 uM rastvora Na:SeOs na promenu ukupne koli¢ine glutationa (Gtot) u
micelijumu P. blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri
nezavisna gajenja, svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greske. Statisticka znacajnost
razlika je utvrdena jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pra¢en Holm-Sidakovim
testom, i naznacena je slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka
(kontrola — zeleno, tretman Na2SeOs — narandZzasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne
razlike utvrdene studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajucih kontrola.

Tretman Na:SeOsje doveo do promene odnosa GSH/GSSG tokom tretmana (Slika
30) Sto sugeriSe da Na:SeOsinhibira aktivnost GR, u skladu sa rezultatima prikazanim u
poglavlju 4.8. Statisticki znacajne razlike u koli¢ini ukupnog glutationa izmedu
kontrolnih i tretiranih uzoraka su uoc¢ene nakon 1, 3 i 24 sata.
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Slika 28: Uticaj 100 uM rastvora Na2SeOs na promenu sadrZaja oksidovanog glutationa
(GSSG) u miceliji P. blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri
nezavisna gajenja, svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greske. Statisticka znacajnost
razlika je utvrdena jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pra¢en Holm-Sidakovim
testom, i naznacena je slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka
(kontrola — zeleno, tretman Na25eOs — narandZasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne
razlike utvrdene studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajucih kontrola.

Koncentracija oksidovanog glutationa se povecava tokom vremena izlaganja P.
blakesleeanus Na25eOs, s tim da statisticki znacajna razlika postoji nakon 3 h i 48 h.
Koncentracija GSSG u kontrolnim uzorcima generalno prati ovu tendenciju porasta
kolicine GSSG s tim da je koncentracija GSSG u uzorcima nakon 48 h izlaganja Na:5eOs

znacajno veca nego u kontrolnim uzorcima.
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Dodavanjem Na:SeOs doslo je do znacajnog smanjenja sadrzaja GSH nakon 11 3
sata i porasta sadrZaja kod tretiranih uzoraka nakon 24 sata (Slika 29).
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Slika 29: Uticaj 100 uM rastvora Na:SeOs na promenu sadrzaja redukovanog glutationa
(GSH) u miceliji P. blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su predstavljene na osnovu tri
nezavisna gajenja, svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne greske. Statisticka znacajnost
razlika je utvrdena jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pra¢en Holm-Sidakovim
testom, i naznacena je slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka
(kontrola — zeleno, tretman Na25eOs — narandZasto). Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne
razlike utvrdene studentovim t-testom izmedu tretiranih uzoraka i odgovarajucih kontrola.
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Slika 30: Uticaj 100 uM rastvora Na:SeOs na promenu odnosa redukovanog (GSH) i
oksidovanog glutationa (GSSG) u miceliji P. blakesleeanus. Srednje vrednosti parametara su
predstavljene na osnovu tri nezavisna gajenja, svako sa po dva uzorka (n = 6), uz standardne
greske. Statisticka znacajnost razlika je utvrdena jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05).
Zvezdicom su oznacene statisticki znacajne razlike utvrdene studentovim t-testom izmedu
tretiranih uzoraka i odgovarajuc¢ih kontrola.

4.11 SeNP

Sposobnost usvajanja Na:5eOs i redukcije do elementarnog selena u obliku SeNP
je ispitivana na 24 h starim micelijama gljive P. blakesleeanus. Proces redukcije je
vizuelizovan promenama boje micelijuma tretiranog Na25eOs3 i Na:SeOs tokom 241 48 sati
(Slika 31). Tokom ovog perioda uzorak koji sadrzi Na:SeOs ostao je vizuelno
nepromenjen i ova slicnost sa netretiranim micelijumom je zadrZzana cak i tokom
produzenog perioda do 7. dana tretmana. S druge strane, prva znacajna indikacija
promene boje desila se oko 1 h nakon dodavanja 10 mM Na:SeOskada je micelija pocela
da ispoljava crvenkasto-zutu boju, postajuci crvena nakon 24 h tretmana, Sto ukazuje na
redukciju Na25eOs. Dodavanje 10 mM Naz2SeOsdovelo je do promene boje u crveno-Zutu
u roku od 1-2 sata. Ostar miris tretiranih uzoraka ukazao je na formiranje isparljivih
jedinjenja selena. Nakon 24 sata inkubacije sa 2 mM i 10 mM Na25eOs, micelijum je
razdvojen od medijuma centrifugiranjem u sterilnim bocicama, a zatim ispran 3 puta u
sterilnoj dejonizovanoj vodi.
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Slika 31: Promena boje micelije P. blakesleeanus nakon 24 h (gore) i 48 h (dole) tretmana natrijum
selenitom (Se**) i natrijum selenatom (Se®") koncentracija 2 i 10 mM. Istice se crvena obojenost
micelije i medijuma uzoraka tretiranih Na:SeOs koncentracije 2 i 10 mM nakon 24 i 48 h, Sto
ukazuje na formiranje SeNP. Boja micelije tretirane Na25SeOsje istovetna boji kontrolnih uzoraka
(k.) gde nema vizuelizacije akumulacije SeNP.

Dabi se odredilo mesto akumulacije SeNP, celijski eksudati su dalje okarakterisani
ultravioletnom vidljivom spektroskopijom (engl. Ultraviolet Visible Spectroscopy — UV
VIS spektroskopija) (Slika 32a). Eksudat sakupljen posle 30 minuta tretmana Na25eOs nije
sadrzao SeNP. S druge strane, karakteristike apsorpcije uzoraka tretiranih Na25eOs 24 h
su pokazale zavisnost od koncentracije dodatog Na:5eOs (Slika 32b). Sa povecanjem
koncentracije Na2SeOsse ispostavilo da signal SeNP dostiZe svoj maksimum kod uzoraka
tretiranih 2 mM Na:SeOs, a zatim se smanjuje kod uzoraka tretiranih 10 mM Na2SeOs, Sto
sugeriSe da pri viSim koncentracijama Na2SeOs toksicni efekat nadmasuje redukcioni
kapacitet gljive P. blakesleeanus.

65



a) a5+ b) ss
3.04 ".Fr"“l 30
1 ‘|‘ —~~
— 2.5 H\ 5 25
r 2.0 \‘ | H. \\_\‘ :g‘ 2.04 // N 20 mM NazSeOs
[T Ll | Y \
= 1564 LA/ ! 15 \ — 10 mM Na»5eO
g IRV — eksudat Na»SeQ; 24 h g W2 e ; o e
i b 4 . = N NN —Z2m Aroe
g Lo \ — eksudat NaySeO3; 30 min. € "% 77 P ZS 03
£ . \ - — 1m aSe
= 0.5 — NasSeOs 05 Ssmme—s \{\ 2083
1 \ AN T
0.0+ N \7 R T':\f\f e 0.0
200 2T20 2:10 ZéO 2;30 SE)O 3I20 3210 3{30 3;30 4\!)0 4I20 3I00 460
talasna duZina (nm) talasna duZzina (nm)

Slika 32: UV VIS spektri eksudata micelije P. blakesleeanus tretirane Na25eQOs. a) Micelije
tretirane 24 h (crno) i 30 minuta (crveno), referentni standard Na25eQOs (plavo). Istice se traka
uzorka tretiranog 24 h. b) Uzorci tretirani razli¢itim koncentracijama Na25eOs; 20 mM (crveno),
10 mM (crno), 2 mM (plavo) i 1 mM (ljubicasto). Energija apsorpcije dostize svoj maksimum pri
tretmanu 2 mM Na25eQOs.

Analizom poloZaja, oblika i intenziteta karakteristi¢cnih apsorpcionih traka spektra
utvrdeno je prisustvo SeNP prosecnog prec¢nika ispod 100 nm (Lin & Wang, 2005; Zare
etal., 2013). Tipi¢na Siroka apsorpciona traka karakteristicna za SeNP se nalazi u rasponu
250-300 nm (Gonzalez-Salitre et al., 2025), Sto je veoma uocljivo na spektru gljive tretirane
24 h. Manje, uniformne Cestice karakterisu apsorpcija na nizim talasnim duzinama i uze
trake, dok se kod cestica vecih dimenzija energija apsorpcije pomera ka veéim talasnim
duZinama a trake su $ire (Lin & Wang, 2005). Sire trake mogu oznacavati pojavu
agregacija ili distribuciju cestica razlicitih velic¢ina. Kalibracijom oblika i poloZaja spektra
se moze pretpostaviti veli¢ina cestica (Gonzalez-Salitre et al., 2025).
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Raspodela veli¢ine SeNP je odredena pomocu DLS.
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Slika 33: Distribucija veli¢cina SeNP proizvedenih od 28 h stare micelije P. blakesleeanus
izmerena putem DLS metode. Distribucija, data kao funkcija veli¢ine i broja SeNP u eksudatu
micelije, otkriva SeNP u rasponu veli¢ina 32 do 95 nm.

Utvrdeno je da su precnici svih SeNP bili u opsegu od 32-95 nm, sa prosecnom
vredno$c¢u od 57 nm. Posto je veli¢ina SeNP klju¢na za njihovu funkcionalnost, dobra
karakteristika redukcije Na:SeOs na SeNP od strane P. blakesleeanus je to Sto se njihova
veli¢ina nije promenila ¢ak ni kada je tretman produzen na 48 h.

Posto vidljive promene boje izazvane selenom mogu do¢i iz ekstracelularnog ili
povrsinskog dela uzorka, prisustvo SeNP je ispitano pomoc¢u SEM-EDS (Slika 34). EDS
mikroanaliza suspenzije micelijuma ili eksudata pokazala je karakteristicne signale
selenana 1,4 (SeLa), 11,2 (SeKa)i 12,5 (SeK3) keV $to otkriva razli¢ito okruzenje selena.
Naime, sferne SeNP mogu biti pri¢vrS¢ene za spoljasnjost celija, ali i smeStene u
unutrasnjosti celije. Prinos SeLa (1,4 keV) linija je znatno manji pa je samim tim i njihov
intenzitet manji te se ne moze precizno kvantifikovati. SeKaiSeK3(11,2i12,5keV) poticu
iz dubljih slojeva uzorka i podrazumevaju upotrebu veceg napona, koji podrazumeva
elektrone sa ve¢om energijom. Napon od 30 kV, koji se koristi za pretvaranje elektricne u
kineticku energiju elektrona, ubrzava elektrone i obezbeduje ve¢u mo¢ penetracije u
uzorak i daje mikro radiografski prikaz Se ne samo na povrsini, ve¢ i kroz ¢itavu
zapreminu uzorka. Sto se ti¢e intaktnog micelijuma, pored vodonika i kiseonika su
detektovanei merljive koli¢ine selena i sumpora (karakteristi¢ni signal SKana 2,3 keV).
Signal selena u eksudatu je bio liSen bilo kakvih drugih signala koji pripadaju celijskim
komponentama.

67



Spectru: 4
B spectrum 1 i

¢ I
i=]

e
Weight %

Slika 34: SEM (gore) i EDS (dole) micelije starosti 28h (a) i eksudata micelije tretirane 10
mM Naz5eOs tokom 24 h (b). SeNP je oznacen strelicama.

Strukturne karakteristike akumuliranog Se su dobijene XANES spektroskopijom.
Spektri (Slika 35) se mogu tumaciti poredenjem sa standardima i podacima iz literature.

Poredenjem spektra micelije tretirane 0,5 mM Na:SeOs tokom 24 h i referentnih
spektara Na:5eQOsi Se’ (Slika 35a), primecuje se priblizno podudaranje energija apsorpcije
Se’i Se iz micelije inkubirane sa Nax5eOs, ali i znatno niZza energija apsorpcije (kao i
oksidaciono stanje elementa) u odnosu na Se* sto ukazuje na proces redukcije koji se
odigrao tokom 24 h tretmana. Tokom kraéih vremena inkubacije (1 h i 3 h, Slika 35c)
dominira Se*, ali tokom duze inkubacije dolazi do znacajnije redukcije i povecanja udela
Se® (ili selenida i/ili organskih jedinjenja selena). Do 24 h, Se’ postaje znacajna ili
dominantna komponenta.

Poredenjem signala Se*" i Se®(Slika 35b) se moze potvrditi nastanak Se’u pocetnoj
fazi redukcije Se u miceliji inkubiranoj u 0,5 mM Na:5eOs, uz moguce prisustvo
meduprodukata. Ova pretpostavka se zasnivana vrednosti apsorpcione energije i obliku

68



spektra, gde je maksimum prvogizvoda spektraza 1 h pomeren prema niZim energijama
u odnosu na Se*" ali se ne preklapa u potpunosti sa Se®.

Spektre micelijainkubiranih 1 h, 3 hi24 h u 0,5 mM rastvoru Na:5eOs (Slika 35c¢)
karakteriSe pomeranje energije apsorpcije K-elektrona tokom vremena (3 h, 24 h) prema
nizim vrednostima, Sto uz promenu oblika spektra upucuje na proces redukcije, slicno
spektru prikazanom na Slici 34a.

U priloZenim spektrima micelije tretirane niskom koncentracijom Na2SeOsse vidi
pomeranje apsorpcione energije K-elektronau odnosu na standard selena, sto navodi na
zakljucak da dominira proces redukcije, odnosno prelaz Se* u Se’ili druge oblike selena
koje karakteriSe oscilacioni maksimum blizak Se’ (npr. Se*, Se'*).

Spektar micelije tretirane 10 mM Na2SeOs tokom 1 h, 3 h i 24 h (Slika 35d)
karakteriSe veci doprinos signala ¢iji je maksimum oko 12,663 eV. Kao nova komponenta
spektra se uocava oscilacioni maksimum na 12,658.5 eV Sto indikuje prisustvo
redukovane forme selena, najverovatnije monoklinic¢nih ili ortorombic¢nih alotropa zbog
vidljive crvene obojenosti uzoraka, ili Se-S kompleksa (signal Se*), DMSe ili meSavina Se*
i Se’ zbog nizeg intenziteta signala. Nastanak Se® je sporiji ili nepotpun u poredenju sa
tretmanom micelije 0,5 mM Na2SeOs. Pri visokoj koncentraciji Na2SeOs veci deo selena
ostaje u obliku Se*" i nakon 24 h, sa manjom frakcijom u redukovanom/elementarnom
obliku.

Prvi izvod spektra micelije tretirane 10 mM Na25eOs 24 h (Slika 35e) sadrzi dva
maksimuma koji po energijama odgovaraju referentnim maksimumima Se*" i DMSe/Se"
$to se mozZe objasniti prisustvom mesSavine Se* i volatilnih/organskih oblika selena, ali u
manjoj meri nego u uzorcima tretiranim 0,5 mM Na2SeOs tokom istog vremenskog
perioda. Prisustvo volatilnih derivata u ovoj fazi je okarakterisano i prisustvom
karakteristicnog mirisa.

Promene poloZajairelativnih doprinosa oblika Se u prvom izvodu spektra micelije
tretirane 10 mM Na25eOsz 1 h, 3 h i 24 h (Slika 35f) su manje izrazene nego pri 0,5 mM
Na:5e0Os, Sto sugeriSe sporiju kinetiku redukcije i/ili formiranje volatilnih/organskih
jedinjenja selena, $to je praceno potpunom eliminacijom Na:5eOs .

Pri viSoj koncentraciji Na2SeOs vecina selena je u obliku Se* u toku merenja, dok
je nastanak Se? i/ili DMSe sporiji i/ili manji u udelu, uz istovremeno stvaranje
volatilnih/organskih komponenti, u meri koja zavisi od vremena inkubacije.

Formiranje Se-S ili organskih jedinjenja Se se moze prikriti zbog preklapanja sa
opsegom energije apsorpcije Se’, §to je mogucde rasvetliti Ramanovom spektroskopijom.
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Slika 35: XANES spektri micelije gljive P. blakesleeanus tretirane Na25eOs. a) Referentni
standardi Se® (crno) i Na:25eOs (plavo) i micelija inkubirana 24 h sa 0,5 mM Na25eOs (zeleno); b)
Prvi izvodi spektara referentnog standarda Se® i micelije tretirane Na2SeOs tokom 1 h; c) Micelija

inkubirana 1 h sa 0,5 mM Na25eOs (narandZzasto), 3 h (ljubicasto), i 24 h (zeleno); d) Micelija
inkubirana sa 10 mM Na25eOs tokom 24 h (crveno) i referentni standard za Se® (crno) i Na2SeOs
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(plavo); e) Prvi izvodi spektara za Se?, Na2SeOs i referentni standard za dimetilselenid (DMSe) i
micelija tretirana 24 h sa 10 mM Na25eOs; f) Prvi izvodi spektara micelije tretirane 1h, 3hi24 h
sa 10 mM Na2SeO:s.

Koordinaciona geometrija proizvedenih SeNP je odreden Ramanovom
spektroskopijom (Slika 36). Ramanova spektroskopija zasniva se na promeni polarnosti
funkcionalnih grupa unutar molekula tokom njihove vibracije (Paul et al., 2024). U
slucaju Se, dva atoma su povezana dvostrukom vezom, koja se sastoji od jace o-veze i
slabije t-veze. Zbog relativne slabosti t-veze, elektronski oblak koji formira vezu lako se
deformiSe pod uticajem laserskog zracenja, odnosno elektri¢nog polja, Sto rezultira
intenzivnim Ramanovim signalom (Paul et al., 2024). Selen je tezak atom u poredenju sa
ugljenikomili vodonikom, cije vibracije se nalaze na viSim energijama. Osim toga, slabija
ni-veza dodatno smanjuje energiju vibracije. Posto se molekulske vibracije mogu
priblizno opisati modelom harmonijskog oscilatora, energija vibracije je proporcionalna
jacini veze, a obrnuto proporcionalnamasi atoma (Jang, 2023). Kod teskih atoma i slabih
veza, vibracije molekula se javljaju na niZim energijama, Sto znadi na niZim
frekvencijama, odnosno nizim talasnim brojevima u Ramanovom spektru (Pakhomov et
al.,, 2011). Zbog toga se karakteristicne Ramanove trake jedinjenja Se nalaze u oblasti
malih talasnih brojeva, Sto je u skladu sa njihovom strukturomi vibracionim svojstvima.
Talasni broj je obrnuto proporcionalan talasnoj duzini i predstavljabroj talasa po jedinici
rastojanja, dok je talasna duzina rastojanje izmedu dve najbliZe tacke koje osciluju u istoj
tazi. Spektralne karakteristike SeNP su stoga procenjene u oblasti malih talasnih brojeva,
karakteristi¢nih za vibracione trake SeNP.

Najintenzivnija Ramanova traka je detektovana na 255 cm™ (Slika 36a, zeleno) i
odgovara simetricnoj vibraciji istezanja Se-Se veze, karakteristi¢noj za elementarni selen,
narocito trigonalnu alotropsku modifikaciju (Ses prstenovi kristalnog selena). Intenzitet
signala sugeriSe znacajnu akumulaciju Se® u biomasi. Ova traka je tipi¢na za polimerniili
alifaticni oblik elementarnog selena, koji se ¢esto formira kao produkt bioloske redukcije
selenita. Takode, primecuje se i traka na manjoj vrednosti talasnog broja ove intenzivne
trake Ciji je centar na oko 236 cm!, Sto je karakteristika vibracija istezanja Se-Se veze
amorfnih oblika selena, narocitolanc¢anih Sen struktura. Ovaj signal upucuje na delimiénu
redukciju Se*, sa nekompletnom kristalizacijom, Sto moZze biti dinamic¢na prelazna faza
izmedu redukcije Na:SeOs i formiranja SeNP ili DMSe. Sirokopojasna traka niskog
intenziteta na 354 cm (Slika 36a, crveno) sugeriSe prisustvo DMSe ili jedinjenja
organoselena.

Radi provere da li se maksimum na strani vece talasne duZine glavnog signala
moze pripisati vibracionom pojasu Ses prstenastih struktura, izvrSena je dekonvolucija
grupe signala na oko 255 cm (Slika 36b). Koristec¢i dekonvolucije Lorencovim oblikom
signala, identifikovane su cetiri intenzivne trake, karakteristicne za razlicite strukturne
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oblike selena. Pored dve glavne trake (na 255 cm™i 236 cm™), otkriveni su signali niZeg
intenziteta sa centrom na 268 i 274 cm. Iako je zbog male koncentracije Se u uzorku
odnos signal-Sum u spektrima bio nesto veci sto je otezalo interpretaciju signala nizih
intenziteta, uzet je u obzir i deo spektra od 60 - 180 cm™. U spektru su detektovana tri
Siroka signala. Prvi na frekvenciji od oko 73 cm™ potice od vibracionog savijanja Ses
prstenai, zajedno sa rastegljivom vezom prstena Ses postavljenom na 268 cm!, potvrduje
postojanje ovog strukturnog oblika SeNP. S druge strane, vibracije na 109, 1351 274 cm™!
pripadaju vibracionom modu deformacije i istezanja prstenaste veze Ses. Sve ovo upucuje
na zakljucak da je glavni proizvod redukcije Na25eOs meSavina visoko simetricnih
monoklini¢nih Ses monomernih jedinica D4 grupe simetrije (tackaste simetrije) i Ses
prstenaste strukture (Salaneck et al., 1977).

Kako su glavne strukturne karakteristike SeNP dobijene Ramanovom
spektroskopijom, isti metod je primenjen za testiranje hipoteze o nemogu ¢nosti redukcije
ekstracelularno dodatog Na:SeOs. Ovaj metod je potvrdio hipotezu da micelijum P.
blakesleeanus nema sposobnost redukcije ovog oblika selena.
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Slika 36: Ramanov spektar micelije gljive P. blakesleeanus tretirane 10 mM Na2SeOs
tokom 28 h. a) Spektar micelijuma (zeleno) sa najintenzivnijom trakom na 255 cm-,
karakteristicnom vibracionom trakom za SeNP, i rastvorljiva frakcija (crveno) sa Sirokom
trakom na 354 cm! koja je najverovatnije rezultat reakcije intracelularnog selena i proteina koji
sadrze sumpor. b) Dekonvolucija glavne trake micelijuma na 255 cm™! otkriva predominantne
monoklini¢ne Ses lance zajedno sa trigonalnim lancima Se polimera, prstenastim strukturama

Ses i Ses.

distribucija unutarcelijskog selena je utvrdena koriSc¢enjem
specijalizovane tehnike XRF, rendgenske fluorescentne mikroskopije niskih energija
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sinhrotronskog zracenja (LEXFM) u kombinaciji sa skeniraju¢om transmisionom
rendgenskom mikroskopijom (STXM). Optimalni signalje dobijen za uzorke tretirane ve¢
sa 0,5 mM Se. Na osnovu podataka krive rasta, za XFM merenja odabran je uzorak
inkubiran u 0,5 mM (skoro bez uticaja na rast gljive), 1 mM (manji, ali ne statisticki
znacajan inhibitorni efekat Se) i 10 mM (znacajni, ali ne i letalni efekat Se). Zbog
nedostatka bolje izolovanih primeraka, gusta distribucija hifa izazvala je Ccesto
preklapanje i spajanje nekoliko celija. Sve XFM mape su dobijene sa prostornom
rezolucijom od 1 um. Pored prostorne distribucije selena, prikazane su mape preklapanja
Mg i Se da bi se stekao bolji uvid u celijsku lokaciju Se. Mg u micelijumu P. blakesleeanus
je uglavnom rasporeden u celijskoj membrani, Sto u 2D prikazu istice oblik celije, a na
dijagramu preklapanja pruza jasnije informacije o raspodeli Se. S druge strane,
odgovarajuce STXM apsorpcione slike pokazuju morfologiju celije, koja povrh toga moze
uticati na broj detektovanih XRF fotona. To znaci da ponekad vedi broj detektovanih
fotona moze jednostavno biti posledica vecée apsorpcije dela ¢elije koji je deblji ili gusdi, i
stoga se prilikom tumacenja hemijskih mapa to mora uzeti u obzir.

Se je u prvom satu inkubacije (Slika 37) rasporeden u ekstracelularnom prostoru
ili celijskom zidu. Zatim, posle 10 h, dolazi do evidentne intracelularne distribucije
selena. Nakon 24 h selen je potpuno ugraden u celije gljive.
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Slika 37: XFM mapa selena micelije tretirane Na2SeOs koncentracije 0,5 mM tokom 1 h,
10 h i 24 h (prikazano u gornjem redu). Odgovarajuce STXM slike apsorpcije su prikazane u
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srednjem redu. Preklapanje XFM signala Mg (crveno) i Se (zeleno) u istovetnim uzorcima (donji
red).

Mnogo manja koncentracija Se u uzorku od 24 h je rezultat isparavanja velike
koli¢ine metabolisanog Se usled detoksifikacije.

Situacija je drugacija u uzorcima inkubiranim u 1 mM Se gde, iako nacin
internalizacije prati slicantrend, formiranje SeNP na povrsini celije postaje vidljivo nakon
10 h inkubacije. Glavni deo selena ostaje rasprostranjen u meducelijskom prostoru. Kao
$to sugeriSu rezultati biohemijskih merenja, ovo je tacka kada dolazi do znacajnih
metabolickih promena kod gljive. Konacni rezultat celijskog delovanjaje vidljiv u uzorku
inkubiranom 24 h u rastvoru Na:5eOs gde je otkriveno prisustvo SeNP praceno
ravnomernom intracelularnom distribucijom. Za duze vreme izlaganja (72 h) doprinos
SeNP ukupnom sadrZaju selenaje jos ocigledniji. Otuda vidljiva ravnomerna distribucija
selena je evidentna samo iz regiona gusto rasporedenih hifa koji zbog vise celijskog
materijala daju jaci apsorpcioni signal.
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Slika 38: XFM mapa micelija tretiranih 1 mM Na25eOs tokom 1 h, 10 h, 24 hi72 hje
prikazana u gornjem redu. Broj merenja za uzorke sa razli¢itim fluksom (prostorne rezolucije od
0,5 um) se mnozi sa faktorom 3,6 da bi se mogao uporediti sa uzorcima merenim sa vedim
prec¢nikom sekundarnog izvora. Odgovaraju¢e STXM slike apsorpcije su prikazane u srednjem
redu. Donji red pokazuje preklapanje XFM signala Mg (crveno) i Se (zeleno) u istim delovima
uzoraka.
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XFM mape dva najduza vremena inkubacije snimane su sa prostornom
rezolucijom od 500 nm zbog preciznije detekcije agregata mogucih nancestica. Veca
rezolucija se postiZze smanjivanjem otvora koji sluzi kao primarni sekundarni izvor
primarnih fotona. Zbog toga je broj primarnih fotonaizvornog zraka manji i prema tome
ukupan broj detektovanih, sekundarnih, fotona je pomnoZensa faktorom 3,6. Sekundarni
fotoni nastaju oslobadanjem viSka energije prilikom prelaska elektrona sa viSe energetske
orbitale u upraznjeno mesto na nizoj orbitali. Preklapajudi dijagrami raspodele Mg
(crveno) i Se (zeleno) svedoce istovremeno o vremenskom toku transformacije selena
vodene micelijumom. Pored toga, intenzitet crvenog signala Mg potvrduje njegovu
najvecu kolic¢inu u celijskoj membrani, dok je Se distribuiran i u nuklearnoj frakciji i u
citosolu.

Sledecdi korak u odgovoru gljive na prisustvo Na25eOsbio je usmeren ka, prema
podacima krive rasta, opasnijoj koncentraciji Na25eOs (10 mM).
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Slika 39: XFM mape Se kod micelijja tretiranih sa 10 mM Na25eOs tokom 1 h, 10 hi24 h
prikazane su u gornjem redu. Za uzorke od 10 sati, brojanja su takode prikazana u
logaritamskoj skali. Broj brojanja za merenja sa razlicitim fluksom (prostorna rezolucija od 0,3
um) se mnozi sa faktorom 12 da bi se mogao porediti sa onima merenim sa vecim pre¢nikom
sekundarnog izvora. Donji red pokazuje preklapanje XFM signala Mg (crveno) i Se (zeleno) za
iste delove uzoraka.

Broj detektovanih fotona je bio mnogo veci zbog vece pocetne koncentracije Se. U
¢elijamainkubiranim 1 h je vidljivo prisustvo Se na povrsini celija, ili oko celije. U uzorku
od 10 h, ¢ini se da se Se zadrzao u ekstracelijskom prostoru ili vezan za povrsinu, ali
nakon promene linearne u logaritamsku skalu (zbog ogromnog broja brojanja u
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poredenju sa prethodnim tretmanima), moze se identifikovati i intracelularna
distribucija. Ipak, ujednacena 2D distribucija sugeriSe celijsku membranu kao
kompartment sa dominantnom koncentracijom Se. Istovremeno, jedan deo selena uopste
nije apsorbovan. Nakon 24 h od tretmana, SeNP su predstavljale znacajan deo Se sa jo$
uvek visokim procentom drugih vrsta.

4,12 ICP analiza

Rast micelija u medijumima koji sadrZe razlicite koncentracije rastvora Na:25eOs
(10 uM - 10 mM) rezultirao je smanjenjem koncentracije selena u medijumu (Slika 40a) i
delimi¢nim obogacivanjem micelijuma selenom (Slika 40b). Nakon 10 sati kultivacije, zbir
ukupnog Se u medijumu i u micelijumu bio je niZi od koncentracije u odgovaraju¢em
pocetnom medijumu, Sto ukazuje da je oko 60% prvobitno prisutnog selena izgubljeno
(osim najniZe koncentracije Na:5eOs, gde je gubitak bio oko 80%) (Slika 40c) u obliku
isparljivih derivata selena, $to je potvrdeno primetnim karakteristi¢énim mirisom kultura.

Udeo selena u suvoj biomasi povecavao se sa povecanjem koncentracije selena
(Slika 40b, narandzasto), dostizu¢i maksimum sa tretmanom od 10 mM, ali je sadrzaj Se
u biomasi po uzorku dostigao maksimum sa tretmanom od 1 mM (Slika 40b, plavo). Ovo
se moze pripisati znacajnoj stagnaciji rasta sa tretmanom 10 mM rastvora Na:5eO:s.
Relativne koli¢ine selena u medijumu, biomasi i atmosferi nakon 10 sati tretmana sa
rastué¢im koncentracijama selena prikazane su na Slici 43c. Isparavanje derivata selena
preovladava sa nizim koncentracijama tretmana i ima najmanji udeo u tretmanu od 100
uM. Iako je koncentracija selena u medijumu i dalje znacajna nakon 10 sati inkubacije,
treba uzeti u obzir da P. blakesleenus proizvodi SeNP koje se nalaze na povrsini hifa i u
samom medijumu.
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Slika 40: Sadrzaj selena nakon 10 sati kultivacije micelija u medijumu sa razlicitim
koncentracijama Na25eOs (10 uM — 10 mM). a) Koncentracija selena u medijumu pre (pocetak,
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pocetni rastvor medijuma, n = 1) i posle kultivacije micelijuma (kraj, n =3) tokom 10 sati. b)
Koncentracija selena u micelijumu po 1 L uzorka (leva osa, plave tacke, n = 3); procentualni
udeo selena u biomasi (desna osa, narandzasti kvadrati, n = 3). ¢) Relativni udeo selena u
medijumu, micelijumu i isparljivoj frakciji nakon 10 sati tretmana. Statisticka znacajnost razlika
je utvrdena jednosmernim ANOVA testom (P < 0,05), koji je pra¢en Holm-Sidakovim testom, i
naznacena je slovima iznad kolona. Boja slova oznacava parove poredenih uzoraka. ICP analiza
svezeg medijuma je vrSena na po jednom medijumu po koncentraciji, dok je koncentracija
selena u miceliji i medijumu nakon kultivacije vrsena na 3 uzorka po koncentraciji (n = 3).

413 PCA analiza

Da bi se sumirali medusobni odnosi faze rasta i efekata 100 uM Naz2SeOsna sadrZaj
glutationa i aktivnost antioksidativnih enzima, izvrSena je PCA analiza. Rezultati su
predstavljeni kao dvodimenzionalni grafikon (biplot) koji povezuje efekte duZine rasta i
suplementacije selenom (Slika 41). Zadrzane su dve faktorijalne ose - glavne
komponente. F1 osa oznacava primarni izvor razlika medu uzorcima i nosi 66,61%
varijanse. F2 osa nosi manju varijabilnost od F1 ose (21,10% ukupne varijanse), medutim
i dalje doprinosi znacajnom sekundarnom razdvajanju uzoraka. Analiza PCA ravni
pokazuje ostro razdvajanje duz F1 ose izmedu kratko tretiranih uzoraka (0,5h, 1hi3h)
koji su grupisani na njenom pozitivnom kraju i duze tretiranih uzoraka (24 h i 48 h)
grupisanih na njenom negativnom kraju. Kako su i uzorci tretirani Na:SeOsi i njima
odgovarajuce kontrole u slucaju CAT, GR i vecine parametara vezanih za glutation
smesteni na istom kraju F1 ose, uoceno razdvajanje ne moze biti posledica tretmana
Na2SeOs vec starosti micelije. Kako F1 osa objasnjava veci deo varijabilnosti to znaci da
promene tokom razvica micelije imaju znacajniji uticaj na elemente antioksidativnog
sistemau odnosu na tretman Na:5eOs. Uocenarazvojna promena koja se desava izmedu
trecegi 27. sata tretmana, Sto odgovara micelijumima starim 27 h i 45 h i predstavljenaje
padom sktivnosti CAT i koncentracije GSSG, a porastom aktivnosti GR, je najverovatnije
izazvana prelaskom micelije iz eksponencijalne u stacionarnu fazu rasta.

Aktivnost GPx izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka tretiranih Na25eO:s je oStro
razdvojena duz F2 ose. Stoga se F2 osa moze direktno povezati sa efektima izazvanim
tretmanom Na25eOs. U slucaju GPx, tretman Na:5eOs dovodi do porasta aktivnosti i
smesta tretirane uzorke na pozitivnan kraju F2 ose, dok su kontrolni uzorci na
negativnom kraju F2 ose.

U slucaju koncentracije GSSG i aktivnosti GST, kontrolnii uzorci tretirani Na25eOs
su razdvojeni i duz F1 i duz F2 ose. U oba slucaja su kontrolni uzorci smesteni blize F2
osi §to ukazuje na gotovo potpuno odsustvo razvojnih promena. Medutim, usled porasta
koncentracije GSSG u uzorcima koji su bili tretirani24 h i 48 h u odnosu na kratkotrajno
tretirane uzorke, koncentracija GSSG tretiranih uzorakaje smestena na negativnom kraju
F1 ose sto ukazuje da je tretman Na25SeOs uzrokovao razvojnu promenu koja je izostala u
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kontroli. Slican porast aktivnosti kod uzoraka tretiranih Na:5eOs24 h je uocen u slucaju
GST, ali je razvojna promena ostala nedovoljno uocljiva usled mnogo vece varijabilnosti
u aktivnosti ovog enzima kod krace tretiranih uzoraka (0,5 h, 1 h i 3 h) smestajuci ove
uzorke u donji levi ugao PCA ravni.
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Slika 41: Analiza glavnih komponenti korelacione matrice (PCA), biplot biohemijskih
parametara micelije P. blakesleenus u kontrolnoj grupi (c) i uzorcima tretiranim sa 100 uM
Na25eO:s (Se), 0,5, 1, 3, 24 i 48 sati nakon tretmana. Diferencijacija duz F1 ose oznacava 66,6%
varijacije i uglavnom se odnosi na stadijume razvica gljive (eksponencijalna ili stacionarna faza).
Diferencijacija duz F2 ose objasnjava 21% varijabilnosti gde se razlike mogu pripisati tretmanu
Na25eO:s.

Buduca identifikacija pravca orijentacije i duzine vektora biohemijskih parametara
bi bila korisna u daljem rasvetljavanju varijanse podataka, kao i u potencijalnoj
identifikaciji markera za prelazak iz rane u kasnu fazu rasta ili za razlikovanje promena
izazvanih selenitom od normalnih razvojnih promena.
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5. DISKUSIJA

P. blakesleeanus je iskljucivo aerobna koncasta gljiva koja se koristi u mnogim
tizioloSkim, genetickim, metabolickim i ekoloSkim istraZivanjima. Studija o fizioloSkim
odgovorima ove gljive na oksidativni stres moze pruziti vazne informacije o
prezivljavanju ove i drugih filamentoznih gljiva, kao i njihovom uticaju na proizvodnju
bioaktivnih jedinjenja (De Castro et al., 2013). U ovoj tezi je izvrSena analiza komponenti
sistema antioksidativne odbrane kod filamentozne gljive P. blakesleeanus i ispitivan
odgovor ove gljive na prisustvo toksi¢nog oblika selena kroz identifikaciju vrsta
usvojenih i akumuliranih u gljivi sa posebnim akcentom na proizvodnju potencijalno
korisnih SeNP, kao i prostornu distribuciju selena u celiji.

5.1 Toksiénost selenita

Toksi¢nost selena je kompleksan fenomen koji uti¢e na organizme u svim
domenima Zivota. Selen je neophodan mikroelement koji u viSim koncentracijama,
posebno u obliku selenita i/ili selenata, moze poremetiti ¢elijsku homeostazu (Lv et al.,
2021).

Osnovni mehanizam toksicnosti selena je indukcija oksidativnog stresa usled
prooksidativnog delovanja. Neorganske vrste selena, posebno selenit, mogu reagovati sa
intracelularnim tiolima poput GSH, formirajudi reaktivne intermedijere kao Sto su
selenotrisulfidi. Ovi intermedijeri generisu ROS, sto dovodi do oksidativnog ostecenja
lipida, proteina i nukleinskih kiselina (Mézes & Balogh, 2009).

Se-analozi aminokiselina koje sadrze sumpor, SeCys i SeMet, se mogu pogresno
ugraditi u proteine umesto Cys i Met. Ova pogresna ugradnja menja konformaciju i
funkcionalnost proteina, doprinoseci citotoksicnosti selena (Mézes & Balogh, 2009).

Detoksifikacija ¢esto ukljucuje metilaciju selenida do isparljivih jedinjenja poput
DMSe ili DMDSe. Medutim, ovi derivati takode mogu generisati ROS i doprineti
toksi¢nosti ako se ne izluce efikasno iz celije (Mézes & Balogh, 2009).

Gljive ispoljavaju nekoliko specificnih reakcija na selen. Izlaganje selenitu moze
izazvati oksidativni stres u celijama gljiva, pokrecudi povecanje aktivnosti enzima zastite
od oksidativnih ostecenja. Medutim, prekomerne koli¢ine ROS mogu nadvladati ove
odbrambene mehanizme, sto dovodi do ostecenja celija (Sabuda et al., 2020). Selenit
reaguje sa GSH, iscrpljujudi intracelularni sadrZaj tiola i ostecujudi kapacitet odrzanja
oksidativne ravnoteZe, Sto smanjuje redoks potencijal Celije i remeti signalne puteve
zavisne od ROS (Mézes & Balogh, 2009). Selen se moze akumulirati u celijskom zidu,
vakuolamaili citoplazmi gljiva. Neke gljive, ukljucujudi P. blakesleeanus, redukuju selenit
do elementarnog selena, formirajuéi SeNP (Zizi¢ et al., 2022). Visoke koncentracije
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selenita mogu dovesti i do formiranja Se-S organskih jedinjenja. Ove biotransformacije
su strategija detoksifikacije, ali pri visim koncentracijama selena moze do¢i do
akumulacije toksicnih derivata poput metilovanih selenida. Prema in vitro studijama,
¢elijska proizvodnja superoksida je rezultat reakcija izmedu selenita i Celijskih
sulthidrilnih jedinjenja, poput redukovanog glutationa ili redukovanih cisteinskih
ostataka proteina (Bébien et al., 2002).

Celije kvasca tretirane selenitom su sklone dvostrukom prekidu DNK lanca i
pokazuju povecanu stopu mutacija (Herrero & Wellinger, 2015). Nekoliko vrsta
Ascomycota redukuje selenit i selenat do elementarnog selena, medutim pri visim
koncentracijama selena dolazi do inhibicije rasta, sto potvrduje toksicnost zavisnu od
doze (Rosenfeld et al., 2017). Micelija P. blakesleeanus je pokazala izuzetnu otpornost
prilikom gajenja u medijumu oboga¢enom selenom. Na osnovu prikazanih rezultata
(Slika 19), toksi¢nost selenita kod P. blakesleeanus ispoljava jasnu zavisnost od doze. Pri
niskim, mikromolarnim koncentracijama, selenit nije samo netoksic¢an, ve¢ zapravo
stimulise rast, pokazujuci hormeticki efekat na proizvodnju biomase gljive, kao i kod
nekih drugih gljiva (Kim et al., 2014; Vetchinkina et al., 2013; J. Wang et al., 2016).
Podsticanje rasta micelijuma niskom koncentracijom selenitaje prethodno pokazano kod
razlicitih vrsta gljiva (Kim et al., 2014; J. Wang et al., 2016; Xu et al., 2021), iako je opseg
koncentracija selena u tretmanubio razlicit. Selenit u opsegu koncentracijaod 50 uM — 1
mM nije imao statisti¢ki znacajan efekat na proizvodnju biomase P. blakesleeanus. Sa
porastom koncentracije selenitana 250 uM dolazi do blage inhibicije rasta (oko 10%), ali
ovaj nivo inhibicije nije statisticki znacajan da bi se smatrao toksi¢nim efektom. Tek kada
koncentracija selenita prede 1 mM, gljiva ispoljava umanjenje rasta, dok 10 mM rastvor
selenita dovodi do jasnog, statisticki znacajnog smanjenja biomase (~ 40%), mada je 10
mM znacajno veca doza u poredenju sa drugim eksperimentalnim uslovima (Lianget al.,
2019; J. Wang et al., 2016; Espinosa-Ortiz et al., 2015; H. Shao et al., 2019; Angelovaetal,,
2005; Rosenfeld et al., 2017) i ukazuje na veoma visoku toleranciju P. blakesleeanus prema
selenitu.

Ova zapazanja sugerisu da P. blakesleeanus pokazuje otpornost, pa ¢ak i ima koristi
od niskih koncentracija selenita — verovatno zbog adaptivnih ili mehanizama
detoksifikacije — dok samo mnogo vece koncentracije dovode do znacajne toksi¢nosti.
Ovaj hormeticki odgovor naglasava vaznost doze prilikom procene efekata potencijalno
toksi¢nih jedinjenja. Pored ovih nalaza, zanimljivo je razmotriti Sire implikacije:
koncentraciono zavisni efekti su uobicajeni u toksikologiji i isti¢u kako supstance koje
ispoljavaju Stetan efekat u visokim dozama mogu imati korisnu ulogu u niskim dozama.

primenama gde je upravljanje izloZenostima od velike vaznosti.
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5.2 Sadrzaj proteina

Ukupan sadrzaj proteina u miceliji ostaje nepromenjen bez obzira na fazu rasta i
tretman selenitom. Konkretno, nivo proteina je u svim uzorcima iznosio 57,8 + 1,3 ug po
gramu suve mase (Poglavlje 4.3).

Ova konstantnost moze ukazivati na veoma robusnu metabolicku homeostazu
gljive, gde uprkos izlaganju selenitu, gljiva odrzava mehanizam sinteze proteina pod
dejstvom selenita. Iako apsorpcija selenita i naknadne biohemijske transformacije (kao
Sto su proizvodnja SeNP ili modulacija specifi¢cnih antioksidativnih enzima) mogu
zahtevati aktivaciju ili povecanu ekspresiju odredenih proteina, ove promene se ne
odrazavaju promenom ukupnog sadrzaja proteina. Ovako stabilan ukupni sadrzaj
proteinaimplicira da su metabolicki putevi vazni za odrZavanje celijske homeostaze i rast
ocuvani i tokom izlaganja selenitu, biohemijskom stresu ili transformacijama izazvanim
selenitom. Ovo zapaZanje se moZe protumaciti postojanjem specificnih odgovora gljive
na prisustvo selena koje se deSava umesto odvijanja znacajnih metabolickih promena.
Prethodnaistrazivanjana gljivi A. niger pokazali su da se koncentracija proteina smanjuje
u uslovima oksidativnog stresa (Bai et al., 2004). Kod S. cerevisiae, izlozenost H20:
rezultira usporavanjem procesa biosinteze proteina i stimulacijom puteva razgradnje
proteina (Godon et al., 1998).

Cinjenica da tretman razli¢itim koncentracijama selenita ne dovodi do promena u
sadrzaju proteina sugeriSe da gljiva moze da kontroliSe metabolizam selena bez
ugrozavanja osnovnih Ccelijskih funkcija. Ova odlika je odlican preduslov sa
biotehnoloske perspektive, posebno u primenama poput bioremedijacije ili kontrolisane
biosinteze SeNP, gde je konzistentna metabolic¢ka aktivnost klju¢na.

5.3 Biohemijski parametri

Biohemijski parametri pruzaju detaljan prikaz uticaja 100 uM rastvor selenita na
antioksidativni mehanizam gljive P. blakesleeanus, posebno u poredenju sa trendovima
kod kontrolnih uzoraka. Koncentracija selenita od 100 uM je odabrana zato sto ne utice
statisticki znacajno na rast micelijuma. Metabolizam gljiva tokom redukcije selenita bio
je u fokusu razlicitih studija, medutim, vecina se bavila karakterizacijom biosintetisanih
SeNP ili biomolekula, njihovom bioloskom aktivnoscu i potencijalnom upotrebom dok
su mnogi procesi biotransformacije selena jos uvek nejasni (Espinosa-Ortiz et al., 2015;
Liang et al., 2019; Malinowska et al., 2009; Vetchinkina et al., 2013; Hashem et al., 2021;
Faramarzi et al.,, 2020; Hussein et al., 2022). Mehanizmi sinteze SeNP su uglavnom
proucavani kod bakterija (Y. Tan et al., 2016; D. B. Li et al., 2014; Liu et al., 2018) i razliciti
enzimi su predlozeni kao katalizatori tokom sinteze SeNP. Neke studije su se bavile
efektima selenita na metabolizam gljiva (Y. Y. Ren et al, 2020; Kim et al., 2014;
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Milovanovic et al., 2014), ali mehanizam sinteze SeNP i efekti selenita na antioksidativni
metabolizam gljiva jo$ uvek nisu potpuno rasvetljeni.

Biohemijske analize pokazuju da izlaganje selenitu pri koncentraciji 100 uM
pokrece rani antioksidativni odgovor. Elektroforetske analize otkrivaju dve razlicite
izoforme SOD, Mn-zavisnu SOD i Cu/ZnSOD (Slika 23), kao i jednuizoformu CAT (Slika
22). Ovi nalazi su u skladu sa prethodnim istraZivanjima gde su kod P. blakesleeanus, kao
i kod drugih filamentoznih gljiva, utvrdene dve forme SOD, Cu/ZnSOD i MnSOD
(Gessler et al., 2007). Kvasac poseduje dva CAT izoenzima, u citosolu i u peroksizomima
i mitohondrijama (H. Shao et al., 2019), dok je kod P. blakesleeanus u ovom radu utvrdeno
prisustvo samo jedne izoforme CAT. Broj izoformi CAT kod gljiva varira u zavisnosti od
vrste, i dok tacan broj kod P. blakesleeanus do sada nije utvrden, studije sugerisu da je
aktivnost CAT kod ove vrste razvojno regulisana i da reaguje na signale iz okoline kao
Sto su svetlost i prisustvo cinka (Hilgenberg et al., 1981). Pokazano je da aktivnost
razlic¢itih izoformi CAT kod gljiva zavisi od prirode stresora (Zamocky et al., 2008). Sa
druge strane, utvrdene su barem tri izoforme CAT kod A. nidulans (Johnson et al., 2003),
pet kod Penicillium griseofulvum (Stoyanchevaet al., 2022) i viSe izoformikod N. crassa, A.
fumigatus i Talaromyces marneffei, ukljucujuci dvofunkcionalne CAT-POD (Stoyancheva et
al., 2022). Aktivnosti CAT i SOD utvrdene u ovoj tezi su blago povecane nakon 24 sata
izlaganja, Sto ne impliciraburan odgovor radi eliminacije bilo kakvog oksidativnog stresa
izazvanog selenom. Medutim, nakon 48 sati, aktivnost ovih enzima opada, Sto bi moglo
da sugeriSe da je pocetno povecanje ekspresije ili prolazni adaptivni odgovor ili da
produzeno izlaganje dovodi do regulatornog prilagodavanja, smanjenja ekspresije ili
iscrpljivanja enzima odbrane. Diferencijalna ekspresija aktivnosti CAT i SOD u zavisnosti
od faze rasta je ve¢ opisana kod P. blakesleeanus, gde se ekspresija CAT istice u
eksponencijalnoj fazi, a SOD u stacionarnoj fazi rasta gljive (De Castro et al., 2013).
Cu/ZnSOD i MnSOD izoforme su neophodne za normalan Zzivotni ciklus kod
filamentoznih gljiva i kvasaca (Gessler et al., 2007). Nivo SOD opada starenjem, dok se
generisanje slobodnih radikala povecava (Ighodaro & Akinloye, 2018). Pad ekspresije
SOD genaizaziva povecanu osetljivost na agense koji dovode do oksidativnog stresa, kao
i do smanjenja nivoa glutationa. Gubitak SOD dramati¢éno smanjuje Zivotni vek S.
cerevisiae (H. Shao et al., 2019), gde su Cu/ZnSOD i MnSOD potrebni u kasnoj stacionarnoj
fazi rasta za zastitu mitohondrijalnih proteina od oksidativnog stresa (Gessler et al.,
2007). Niska aktivnost SOD medu uzorcima gljive P. blakesleeanus se moze objasniti
razli¢itim faktorima. Laboratorijski uslovi gajenja kao i vrsta koris¢enog stresora su
nesumnjivo uticali na ekspresiju gena SOD (Bébien et al., 2002). Ranije je tvrdeno
postojanje razlika u nivou ekspresije enzima u odnosu na tip stresora koji se koristi. Tako
je pod dejstvom peroksida aktivnost CAT znatno visa od aktivnosti SOD (De Castro et
al., 2013), dok je suprotno pokazano pod dejstvom parakvata (Angelova et al., 2005).
Nasuprot ovom zapaZzanju, kod gljiva N. crassai Xanthomonas oryzae je znatno povecana

84



aktivnosti CAT pod dejstvom parakvata (Chary & Natvig, 1989). Aktivnosti CAT kod
gljive G. lucidum tretirane sir¢etnom kiselinom su dvostruko nize od aktivnosti u kontroli
(A.Renetal., 2017). Ukupna aktivnostizoformi SOD (SodA i SodB) kod E. coli je znacajno
povecana kao odgovor na tretmane selenitom i selenatom. Oksidativni stres izazvan
parakvatom ili vodonik peroksidom indukuje ekspresiju izoforme sodA, ali ne i sodB.
Nasuprot tome, sodB je hiper eksprimiran pri povecanoj koncentraciji gvozda, sto je
istovremeno stanje koje umanjuje ekspresiju sodA. Sojevi E. coli kojima nedostaju geni
koji kodiraju SOD su preosetljivi kako na selenit tako i na selenat. Aktivnost SOD je u
ovom slucaju od sustinskog znacaja za toleranciju prema oksianjonima selena, Sto
sugeriSe da je proizvodnja superoksida glavni mehanizam toksi¢nosti selena u zivim
sistemima (Bébien et al., 2002). Ukupna aktivnost SOD raste tokom klijanja konidija N.
crassaiprelaskom u stacionarnu fazu, Sto ukazuje da osim zastitne uloge ovajenzimaima
i ulogu u razvic¢u N. crassa (Belozerskaya & Gessler, 2006). Cyrne et al. (2003) utvrdili su
da oksidativni stres modifikuje ekspresiju SOD izoformi na sloZen nacin, na
transkripcionom, posttranskripcionom, translacionom i posttranslacionom nivou (De
Castro et al.,, 2013). Razliciti uslovi koje razlicite laboratorije koriste za indukciju
oksidativnog stresa kod gljiva, kao Sto su dostupnost nutrijenata (Qiang Wang et al.,
2021), vrsta stresora (Broxton & Culotta, 2016), pH, temperatura, faza rasta (Yin et al.,
2015), verovatno su uzrok ovih razli¢itih ponasanja jer mogu znatno uticati na ekspresiju
i lokalizaciju enzima kod gljiva. Ove razlike su specificne za vrstu, a mogu postojati i
medu razlicitim sojevima iste vrste. Poznato je da se SOD inaktivSe izlaganjem H20>, dok
su CAT i GPx inaktivirani superoksidom (Pigeolet et al., 1990). Tretman natrijum
selenitom snizava, u zavisnosti od doze, nivo ekspresije MnSOD kod makrofaga linije
J744.2 tako Sto inhibira transkripcione faktore koji regulisu sintezu ovog enzima (Shilo et
al., 2005).

Aktivnost CAT pokazuje statisticki znacajno povecanje nakon 24 h izlaganja
selenitu, sto je usaglaseno sa nekim podacima iz literature. Kod S. cerevisiae aktivnost
CAT je najvisa tokom eksponencijalnog rasta, ali se visoke vrednosti (preko 50%)
zadrzavaju i u stacionarnoj fazi. U odmaklim stacionarnim fazama kultura kvasca ove
vrednosti dalje rastu. Medutim, kod stacionarnih kultura P. blakesleeanus (60 h) pri
normalnim uslovima nije detektovana aktivnost CAT (De Castro et al., 2013). Nasuprot
tome, kod Shiraia bambusicola je aktivnhost CAT blago inhibirana nakon 24 h izlaganja
H202, a do porasta aktivnosti dolazi nakon 48 h, dostizu¢i maksimalni nivo nakon 72 h
(Deng et al., 2016).

Prema rezultatima dobijenim in vitro (Kramer & Ames, 1988), vodonik peroksid se
preteZzno formira pri niskoj koncentraciji tiola, a superoksid se uglavnom proizvodi pri
visokoj koncentraciji tiola. Ovi podaci podupiru teoriju da je proizvodnja superoksida
glavni okida¢ toksi¢nosti soli selena. U anaerobnim uslovima u kojima se ne moze
proizvesti superoksid, selenit je takode toksican, iako u veéim koncentracijama nego u
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aerobnim uslovima, Sto ukazuje i na postojanje drugih pravaca toksi¢nih efekata soli
selena (Bébien et al., 2002). Otpornost P. blakesleeanus na stresore zavisi od faze rasta gljive
i moZe se objasniti razlic¢itim odgovorom na oksidativni stres u obe faze. U fazi
eksponencijalnog rasta, izuzetna vitalnost gljive je u osnovi posledica prisustva CAT,
GPx, visokog nivoa GSH i, verovatno, GST. S druge strane, u stacionarnoj fazi (kada pri
fizioloskim uslovima ve¢ dolazi do oksidativnih ostecenja usled starenja), prezivljavanje
gljiive pod uslovima oksidativnog stresa je pripisana prisustvu SOD, GPx i GST i
sekundarnih metabolita (De Castro et al., 2013). Kod P. blakesleeanus u eksperimentima
ove disertacije ve¢ pocetkom izlaganja selenitu (30 minuta) visoka aktivnost GPx je
pracena i jedinim zabeleZenim skokom aktivnosti POD. Moguci razlog za nemerljivu
aktivnost POD u kasnijim vremenskim tackama je znacajno niza konstanta brzine reakcija
POD u odnosu na konstante brzina GPx i CAT (Deponte, 2013), ¢ija aktivnost se povecava
(GPxnali3h, CAT na 31i24 h, zatim ponovo GPx na 48 h).

Aktivnosti GPx i GST su ukljuene u odgovor na stres uklanjanjem razlicitih
peroksida i ksenobiotika (Wangsaunt & Pongpom, 2022), i pojacane su kod vrsta roda
Candida tretiranih selenitom (Kieliszek et al., 2020). Gotovo momentalno povecanje
aktivnosti GPx (1 sat nakon tretmana selenitom, Slika 24) ukazuje na brzu mobilizaciju
antioksidativne odbrane Sto minimalizuje rani oksidativni uticajna celiju, dok povecanje
aktivnosti GST u kasnijim fazama izlaganja selenitu (24 i 48 sati, Slika 26) ukazuje na
odrzivi ili sekundarni odgovor. Ovaj odloZeni odgovor gljive pokazuje da uloga GST
moze biti viSe povezana sa odgovorom na sekundarna ili akumulirana oksidativna
ostecenja, kao Sto su oksidovani molekuli i nusproizvodi nastali tokom duZzeg izlaganja
selenitu. Prekomerna aktivnost GST moze dovesti do povecane toksi¢nosti selena kod
mutanata kvasca zbog smanjenja citoplazmatskog sadrzaja GSH (Pinson et al., 2000). Iako
sadrzaj H20z2 nije meren u okviru ove disertacije, moze se pretpostaviti da se on generise
u celiji kao rezultat viSka selenita (Wuet al., 2016). GST su otkrivene kod viSe od 20 sojeva
medu kojima i nekoliko rodova kvasca, npr. Candida, Hansenula, Pichia,
Schizosaccharomyces, Issatchenkia, Rhodotorula i filamentoznih gljiva, npr. Aspergillus,
Neurospora, Penicillium, Mucor, Phanerochaete i Yarrowia. Razli¢ite oblike GST indukuju
razliciti ksenobiotici. Citosolne GST su precis¢ene kod filamentnih gljiva, ukljucujudi F.
oxysporum, Mucor javanicus, Issatchenkia orientalis, P. chrysosporium i Yarrowia lipolytica
(Pdcsi et al., 2004). Rani radovi na gljivama pokazuju da su GST gljiva vrlo raznolike,
kako strukturno tako i funkcionalno, i da se aktivnosti njihovih GST znacajno razlikuju
medu vrstama, sa niskim specificnim aktivnostima. Verovatno je da se ova niska
aktivnost javlja jer ve¢ina GST gljiva pripada Theta klasi enzima, koji obicno pokazuju
nisku aktivnost sa CDNB (Fraser et al., 2002; McGoldrick et al., 2005). Kod A. nidulans nije
otkrivena aktivnost GST (Fraser et al.,, 2002), dok je kod S. pombe aktivnost GST
indukovana hloridima (McGoldrick et al., 2005). Kod P. chrysogenum, specificna GST
aktivnost je povisena samo u prisustvu agensa koji generisu superoksid (Pdcsi et al.,
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2004). Aktivnost GST kod P. blakesleeanus tretiranim H202bila je poveéana u vec¢oj meri u
stacionarnoj fazi nego u fazi eksponencijalnog rasta (De Castro et al., 2013), Sto je sli¢no
ovde prikazanim rezultatima.

Dodatna istrazivanja su neophodna radi povezivanja ovih rezultata sa obrascima
dinamike ekspresije gena, radi utvrdivanja uceséa potencijalno razlic¢itih izoformi GPx sa
razli¢itom kinetikom i afinitetom prema supstratu uklju¢enim u oksidativni stres
micelijuma P. blakesleeanus. Brojna kineticka merenja jasno su pokazala da razli¢ite GPx-
izoforme deluju putem ping-pong mehanizma, Sto znaci da ne postoji ternarni kompleks
koji ukljucuje peroksid, GSH i GPx, ve¢ se reakcija sastoji od dva koraka, oksidativne
polureakcije i reduktivne polureakcije (Toppo et al., 2009; Giinzler et al., 1972; Flohe et
al., 1973). Ovakav mehanizam ¢ini reakciju veoma efikasnom jer nema intermedijarnog
proizvoda koji bi uticao inhibitorno na njen tok. Pretpostavka je da ireverzibilno
uklanjanje hidroperoksida zavisi samo od koncentracija GPx i hidroperoksida,
neposrednog kontakta oba molekula i konstante brzine oksidativne polureakcije
(Deponte, 2013).

Iz rezultata ovde izvedenih eksperimenata, moZe se uociti da GPx i CAT
ispoljavaju alternativnu dinamiku kao enzimi koji prvenstveno uklanjaju H20:, gde GPx
deluje kao primarni enzim koji se aktivira odmah nakon primene selenita radi eliminacije
H>0z, dok CAT preuzima ovu ulogu privremeno tokom metabolicke promene, kada
dolazi do naglog smanjenja raspolozivog GSH. Nakon adaptacije na novo metabolicko
stanje, GPx nastavlja svoju ulogu u uklanjanju H202. U prethodnim studijama je ve¢
opisana regulacija aktivnosti CAT i GPx redoks stanjem celije gde ovi enzimi deluju
paralelnoilinaizmenic¢no u zavisnosti od nivoa ROS (Deponte, 2013). Nizi nivo aktivnosti
GPx od aktivnosti CAT je zabeleZen kod razlicitih gljiva, kao Sto su P. chrysogenum (Emri
etal., 1997), C. albicans (Jamieson et al., 1996), S. cerevisiae (Inoue et al., 1999), i A. niger (Q.
Li et al., 2008). GPx ispoljava pojacanu aktivnost kod vrsta roda Candida tretiranih
selenitom (Kieliszek et al., 2020). U eksperimentima u okviru ove disertacije nije vrSeno
odredivanje koncentracije peroksida u micelijumu P. blakesleeanus, medutim pretpostavlja
se da tretman selenitom izaziva pojacanu produkciju peroksida, na Sta ukazuje i sama
dinamika aktivnosti enzima CAT i GPx u dobijenim rezultatima. Radi dobijanja jasnije
slike svakako bi trebalo u naredna istrazivanja ukljuciti i kvantifikaciju peroksida i
superoksida upotrebom fluorescentnih sondi pod uslovima stresa, kao sto je uradeno u
nekim prethodnim radovima (Drotar et al., 1985; Deng et al., 2016; Papapostolou &
Georgiou, 2010; Yaakoub et al., 2022). Kod S. cerevisiae je zabelezena akumulacija
unutarcelijskog H202 nakon tretmana selenitom (Herrero & Wellinger, 2015). Slicno ovde
prikazanim rezultatima, nakon izlaganja kulture S. bambusicola peroksidu, aktivnost GPx
se povecala nakon 48 h a najvisi nivo aktivnosti je dostigla nakon 72 sata (Deng et al.,
2016).
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Aktivnost GR se smanjuje u prva 3 sata izlaganja selenitu (pad koji je statisticki
znacajan), ali se zatim znacajno povecava do 24 sata (Slika 25). Ovaj obrazac moze se
protumaciti kao brzo, ali prolazno, prilagodavanje pradeno snaznim povecanjem
antioksidativnog odbrambenog sistema, posebno u GR-zavisnom putu. Dok aktivnost
GR generalno prirodno raste sa starenjem i u kontrolnimi u tretiranim uzorcima, sadrZaj
GSH opada, sto odrazava promenu celijske redoks homeostaze sa starenjem. Smanjenje
sadrzaja GSH nakon tretmana selenitom vec je pokazano kod gljiva (Wu et al., 2016; He
etal., 2024). U uzorcima P. blakesleeanus tretiranim selenitom je ovaj put modifikovan tako
da selenit indukuje joS vece povecanje aktivnosti GR. Ovo povecanje prevazilazi pad
sadrzaja GSH povezan sa starenjem, Sto na kraju rezultira viSim nivoima GSH uuzorcima
tretiranim selenitom 24 h u poredenju sa kontrolnim uzorcima, medutim, kod S.
bambusicola (Deng et al., 2016) i P. blakesleeanus (De Castro et al.,, 2013) tretiranim
peroksidom zabeleZena je veca aktivnost GPx od aktivnosti GR, sto ukazuje na moguc
razlicit uticaj razlicitih stresora na ekspresiju gena.

Neophodnost merenja sadrzaja glutationa proizilazi iz njegovog znacaja kao
glavnog intracelularnog neenzimskog antioksidansa i kao osetljivog indikatora
oksidativnog stresa (Awadallah, 2013). Gljive regulisu sintezu GSH pod uticajem ROS
tako Sto dolazi do povecanja sinteze, ali produZeni stres mozZe iscrpeti celijski sadrzZaj
GSH (Traynor et al., 2019).

Ukupan sadrzaj glutationa u kontrolnom i u micelijumu tretiranom selenitom
znacajno opada nakon 24 sata kultivacije (za oko jednu tre¢inu), sto ukazuje na smanjenje
sadrzaja redukovanog oblika glutationa. Povecana stopa konverzije GSH u GSSG je
direktan pokazatelj oksidativnog stresa. Nivoi glutationa se stabilizuju nakon 48 sati
kultivacije. U kontrolnim uzorcima promena sadrzaja GSSG nije statisticki znacajna.
Nasuprot tome, uzorci tretirani selenitom pokazuju znacajno povecanje sadrzaja GSSG
ve¢ nakon 3 sata od pocetka izlaganja selenitu Sto oznacava smanjenje redukcionog
potencijala celije, jer celija aktivno vrsi detoksifikaciju troSe¢i GSH kao deo svog
odbrambenog mehanizma. Ravnoteza odnosa GSH/GSSG je strogo regulisana
redukcijom GSSG pomocu GR i izbacivanjem S-konjugata, ¢ime se odrzava celijska
homeostaza, stoga poremecaji ovog odnosa dovode do promene redoks statusa i, u
krajnjem slucaju, do apoptoze celije (Zhu et al., 2011).

Promena sadrzaja glutationa nakon 24 sata kultivacije ujedno predstavljai prelaz
izmedu eksponencijalne i stacionarne faze rasta gljive, jer je neravnoteza GSH/GSSG
jedan od signala koji mogu pokrenuti reprogramiranje ekspresije gena koji upravljaju
morfoloskim tranzicijama kod gljiva (Pocsi et al., 2004). GSH i enzimi glutationa igraju
vrlo vaznu ulogu u klijanju konidiospora gljiva (Bakti et al., 2017). Pored ovog razvojnog
efekta na ukupan sadrzaj glutationa i redoks status, tretman selenitom dovodi do
dodatne neravnoteze u GSH/GSSG sistemu. Kao glavni regulator c¢elijskog redoks statusa
i redoks signalizacije (Vaskova et al., 2023), odnos GSH/GSSG utice na mnoge celijske
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procese. Tretman selenitom kod S. cerevisiae izaziva promene u intracelularnom
redukcionom potencijalu tako sto dovodi do smanjenja odnosa GSH/GSSG u celiji, pored
smanjenja koli¢ine ukupnog glutationa. Pad unutarcelijske koncentracije GSH ogranicava
aktivnost enzima za detoksifikaciju zavisnih od GSH, i na taj nadin dovodi do
akumulacije ROS i ostecenja makromolekula. U ovom slucaju, pad unutarcelijskog
sadrzaja glutationa se ne moZze jednostavno objasniti smanjenjem citosolnog sadrzaja
GSH zbog redukcije selenita, ve¢ se mora uzeti u obzir slozena funkcija pumpe Ycf1 koja
transportuje GSSG i GS5eSG u vakuole. U vakuolama se GSSeSG transformise u GSSG i
selenid. U slucaju S. cerevisiae, selenid ponovo difunduje u citosol, dok se GSSG zadrzava
u vakuoli uzrokujudi iscrpljivanje citosolnog glutationa (Herrero & Wellinger, 2015).
Sadrzaj GSH kod S. bambusicola pokazuje slican obrazac promena prilikom izlaganja
gljive peroksidu (Deng et al., 2016). Gljiva A. niger se prilagodava delovanju peroksida
redukcijom rasta i indukcijom aktivnosti brojnih antioksidativnih enzima, ukljucujud
sistem glutationa. Pod uticajem peroksida se unutarcelijski sadrzaj glutationa A. niger
povecava, dok redoks stanje glutationa postaje viSe oksidovano (Q. Li et al., 2008).
Metabolizam glutationa je usko povezan sa odgovorom na oksidativni i druge vrste
stresa iz okoline. Njegovo razumevanje je od interesa za prehrambenu i farmaceutsku
industriju, koje cesto koriste kvasce i druge gljive pod stresnim uslovima u razli¢itim
bioprocesima (Pdcsi et al., 2004).

Na osnovu prikazanih rezultata se moze reci da selenit u koncentraciji od 100 uM
izaziva ranu, ali kontrolisanu aktivaciju zastite od oksidativnog stresa u micelijumu P.
blakesleeanus. Neposredno nakon tretmana selenitom se aktiviraju enzimi SOD, CAT i
najvise GPx koji neutralisu superoksid anjon radikal i peroksid, dok se GST ukljucuje u
kasnijoj fazi tretmana gde ucestvuje u eliminaciji oksidovanih molekula i sekundarnoj
detoksifikaciji. GPx i GST ispoljavaju vremenski razdvojene i funkcionalno
komplementarne uloge. Statisticki znacajan porast aktivnosti GR nakon 24 h od izlaganja
selenitu doprinosi odrZanju redukujuce sredine celija uprkos fizioloski prirodnom padu
koli¢ine GSH koji se tada deSava usled starenja. Ova adaptacija omogucava oporavak
redukcionog kapaciteta celije. Narusavanje odnosa GSH/GSSG u ranoj fazi tretmana
implicira stres izazvan selenitom, dok rebalans nakon 48 h moze biti posledica pojacane
aktivnosti GR i biosinteze GSH, sto bi ukazivalo na funkcionalnu otpornost gljive. Selenit
pokrece enzimski odgovor koji zavisi od faze rasta, tako Sto u eksponencijalnoj fazi
dominiraju GPx i CAT, dok u kasnijim fazama rastu aktivnosti SOD i GST. Ovakva fazna
prilagodljivost ¢ini P. blakesleeanus otpornijom na oksidativni stres.

Analiza PCA matriksa (Slika 41) pruZa integrisani pogled na to kako i razvojni
stadijum micelijuma i prisustvo 100 puM selenita uticu na ukupni sadrzaj celijskog
glutationai odgovore antioksidativnih enzima. Identifikovane su dve glavne faktorijalne
ose: F1, koja oznacava 66,61% varijanse, dominirana je razvojnim promenama gljive, dok
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F2 oznacava 21,10% varijanse i prvenstveno odrazava specificne efekte samog tretmana
selenitom.

Jasna razdvojenost duz F1 ose razlikuje kratkoroc¢no tretirane uzorke (0,5, 1i 3
sata) od dugorocno tretiranih uzoraka (24 i 48 sati). I uzorci tretirani selenitom i kontrolni
uzorci se grupiSu duz F1 u odnosu na vecdinu parametara celijskog glutationa, kao i
aktivnosti CAT i GR. Ovo ukazuje da je glavni izvor varijabilnosti ovih parametara
posledica starosti ili faze rasta micelijuma, a ne prisustva selenita. Kako micelijum prelazi
iz eksponencijalne faze (oko 27 sati) u stacionarnu fazu (45 sati), dolazi do smanjenja
sadrzaja glutationa i CAT aktivnosti, i prate¢eg povecanja GR aktivnosti.

Aktivnost GPx je ostro podeljenaduz F2 ose, pri ¢emu je njena aktivnost znacajno
povecana u uzorcima tretiranim selenitom u poredenju sa kontrolama. Ovo jasno
razdvajanje ukazuje na to da selenit utice na brzo povecanje aktivnost GPx. Stavise, dok
se aktivnost GST takode povecava kao odgovor na prisustvo selenita, varijabilnost
aktivnosti GST u ranim fazama tretmana selenitom maskira razvojni trend aktivnosti
ovog enzima. I koncentracija GSSG i GST aktivnost pokazuju razdvajanje duz obe ose,
naglaSavajuci da selenit ne samo da indukuje promene sli¢ne razvojnoj promeni (5to se
vidi po povecanju GS5G nakon 24 sata) ve¢ dodaje i sopstvenu meru varijabilnosti.

PCA analizanavodi na zakljucak da su razvojne promene gljive dominantni faktor
koji uti¢e na njen antioksidativni sistem. Suplementacija selenitom ima specifi¢ne efekte,
anajznacajniji su brzo i kontinuirano povecanje GPx aktivnosti, a kasnije i povec¢anje GST
aktivnosti i nivoa GSSG. Ovi efekti u sustini oponasaju i pojacavaju neke od razvojnih
promena koje se vide u aktivnosti GR i sadrzaju GSSG, $to sugeriSe da selenit moze
pokrenuti ili ubrzati aspekte prirodnog odgovora na starenje u antioksidativnom
sistemu.

Tretman selenitom u micelijumu P. blakesleeanus indukuje snaznu, vremenski
zavisnu modulaciju klju¢nih antioksidativnih enzima. Gljiva ne samo da se nosi sa
izazovom promene aktivnosti enzima (sa ranom aktivacijom GPx prac¢enom kasnijim
angazovanjem GST), vec i prilagodavanjem redoks balansa putem poviSenja aktivnosti
GR inivoa GSSG. Ovako odmeren odgovor ukazuje da cak i pri koncentracijama koje ne
inhibiraju rast (100 uM), selenit deluje kao signal za aktivaciju i modifikaciju
antioksidativnog odbrambenog sistema, pripremajuci celiju da opstane tokom
oksidativnog stresa, dok istovremeno vrsi procese transformacije i detoksifikacije selena.
Ne moZe se zanemariti znacaj drugih neenzimskih antioksidanata u tom procesu, poput
D-EAA i D-EAAG, koji nisu bili obuhvaceni u eksperimentima ove teze ali su prirodno
prisutni kod P. blakesleeanus i imaju vaznu ulogu u odrZavanju sadrZaja GSH, buduci da
su moguci supstrati enzima za reciklazu GSH kao Sto je opisano kod biljaka (Smirnoff,
2000).

Ova zapaZanja otvaraju dalja pitanja o tome kako takve biohemijske adaptacije
mogu doprineti drugim transformacijama povezanim sa selenom (npr. formiranju SeNP),
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ili kako se slicne strategije primenjuju kod drugih organizama koji se suocavaju sa
oksidativnim izazovima. U okviru buducih istrazivanja bi bilo znacajno utvrditi koje
(izo)forme enzima GPx, CAT i GST ucestvuju u detoksifikaciji selenita kod P. blakesleeanus
koriS¢enjem tehnika kvantitativne polimerazne lancane reakcije sa reverznom
transkripcijom (engl. Reverse Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction - RT-
qPCR), Western blot i eventualno sekvencioniranjem gena i analizom promotora. U
fokusu bi mogla biti i identifikacija faktora transkripcije kao i analiza transportnih
sistema GSH.

5.4 Usvajanje i biotransformacija selena

Sposobnost gljive P. blakesleeanus da redukuje selenit (Se*") i selenat (Se®*) ispitivana
je na 28 sati staroj miceliji (eksponencijalna faza rasta), pri ¢emu je redukcija najpre
vizuelno pra¢ena promenama boje tokom 24 sata tretmana. Micelija prirodno ima Zuto-
narandZastu boju usled prisustva p-karotena (Mehta et al., 1997), svetlocrvena nijansa je
u uzorcima tretiranim sa 2 mM Na25eOsbila jedva primetna, dok je u uzorcima sa 10 mM
Na:SeOsbila veoma intenzivna (Slika 31). Ova promena ukazuje na sposobnost gljive da
redukuje Na25eOs do elementarnog selena i formira SeNP. Vizuelne promene su bile
uocljive ve¢ nakon 1 — 2 sata tretmana.

Intenzivno crvenaboja isprane micelije nakon 24 h moze poticati od intracelularno
formiranih SeNP ili SeNP adsorbovanih na celijski zid. Bledocrvena boja supernatanta
potencijalno ukazuje na prisustvo SeNP oslobodenih usled degradacije ¢elijaili njihovog
odvajanja sa povrsine celijskog zida. Da bi se iskljucili efekti potencijalne abiotske
redukcije, 10 mM selenit je dodat u svezu podlogu, medijum filtriran nakon 28 h rasta
gljive, i toplotno inaktivirani micelijum. Ni u jednom slucaju nije doslo do promenaboje
ni nakon 7 dana inkubacije, sto potvrduje da je Ziva micelija neophodna za redukciju
Na:x5eOs1i biosintezu SeNP. U skladu sa ranijim studijama na Fusarium sp. i Trichoderma
reesei (Gharieb et al.,, 1995), i ovde je potvrdena zavisnost procesa redukcije od
metabolicki aktivnih celija.

Poznato je da se biosinteza SeNP kod razlicitih organizama odvija intracelularno
ili ekstracelularno (Ruiz-Fresneda et al., 2023; Pinel-Cabello et al., 2021). Kod Fusarium sp.
i T. reesei, SeNP se akumuliraju u vakuolama i na celijskom zidu (Gharieb et al., 1995).
Nadalje, utvrdenoje da gljive efikasnije uklanjaju Na2SeOsnego Na:5eOs, pri cemu se Se®
formira kao biomineral, dok Na25eOs ostaje stabilan i ne redukuje se u prisustvu micelija
(Sabuda et al., 2020). Rezultati ovog rada potvrduju da P. blakesleeanus efikasno redukuje
Na:5eOsdo Se’i vrsi sintezu isparljivih jedinjenja selena, s tim da formirane SeNP mogu
biti locirane intracelularno ili adsorbovane na celijski zid.

Poseban ekonomski znacaj ima ekstracelularna sinteza SeNP, jer omogucava
izolaciju Cesticabez potrebe za degradacijom celija (Liang et al., 2019), dok intracelularna
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sinteza doprinosi biostabilizaciji selena i sprecava njegovu migraciju u Zivotnu sredinu
(Vogel et al., 2018). Bledocrvena boja supernatanta ukazuje na ekstracelularne SeNP, sto
je potvrdeno SEM-EDS analizom (Slika 34). Spektri SEM-EDS analize pokazali su
karakteristicne signale prelaza elektrona selenaiz L ljuske u K ljusku na 11,2 (SeKa) keV,
iz M ljuske u L ljusku na 1,4 (SeLa) keV i iz M ljuske u K ljuskuna 12,5 (SeKf) keV (Kessi
& Hanselmann, 2004; Kheradmand et al., 2014; Zheng et al., 2014; Cremonini et al., 2016),
koji ukazuju na prisustvo selena, kako na povrsini tako i u dubljim slojevima uzorka.
Ovakvi rezultati su ve¢ dobijeni kod nekih bakterija (Tabibi et al., 2023). Iako EDS ne daje
direktne informacije o oksidacionom stanju, prisustvo ovih signala moze ukazivati na
razlicite forme selena (npr. Se’, Se-S kompleksi, oksidi) koje se nalaze u razlicitim
hemijskim mikrookruzenjima (npr. u delijama ili u eksudatu). U miceliji su, pored
ugljenika i kiseonika, koji mogu poticati iz interakcije sa proteinima ili membranama
(Tabibi et al., 2023) detektovani i kalijum i fosfor iz pufera kori¢enog za ispiranje. Cisti
signali selena, bez signala celijskih komponenti, poticali su iz eksudata, Sto je znacajno za
potencijalnu primenu u izolaciji ¢istih SeNP.

DLS analiza je pokazala da SeNP u eksudatu, nakon 24 h tretmana, imaju prosecan
prec¢nik od 57 nm. Iako se termin “nanocestice” odnosi na cestice precnika do 1000 nm,
biogeni SeNP prec¢nika < 200 nm, koji imaju vecu biolosku aktivnost, retko se registruju u
bioloskim sistemima (Dwivedi et al., 2013; Prasad et al., 2013). Velicina utice na biolosku
aktivnost SeNP jer vedi odnos povrsine i zapremine omogucava efikasniju interakciju sa
ciljanim strukturama (Peng et al., 2007; Piacenza et al., 2020). SeNP proizvedene od strane
P. blakesleeanus, veli¢ine 32-95nm, imaju znacajan potencijal primene. Na primer,
povrsinsko-zapremiski odnos cestice pre¢nika 32 nm je oko tri puta veci nego kod one
prec¢nika 95 nm.

Redukcija Na:5SeOsi/ili Na:SeOsi sinteza SeNP razlicitih veli¢ina dokumentovana
je kod brojnih mikroorganizama (Husen & Siddiqi, 2014; Wadhwaniet al., 2016; Y. Tan et
al,, 2016; Z. Y. Li et al., 2003). Neke halofilne bakterije sintetiSu SeNP prec¢nika 30-100 nm
(Tabibi et al., 2023). Bakterija Bacillus selenitireducens formira SeNP velicine do 200 nm
(Liangetal., 2019), dok Zoogloea ramigera proizvodi ¢estice pre¢nika 30-150 nm (Srivastava
& Mukhopadhyay, 2012). Gljiva A. terreus sintetiSe SeNP prosecne veli¢ine 47 nm (Zare
et al., 2013), a Phanerochaete chrysosporium proizvodi cestice od 30-400 nm (Espinosa-Ortiz
et al., 2015). Saccharomyces boulardii sintetiSe SeNP prec¢nika oko 80 nm (Gonzalez-Salitre
et al., 2025). Arhea Halogeometricum sp. formira SeNP velicine 30-350 nm (Abdollahnia et
al., 2020). Kvantifikacijom redukcije Se* i Se® kod Sest vrsta gljiva utvrdeno je da je
Na:x5eOs redukovan u vecoj meri, uz formiranje SeNP prec¢nika 50-300 nm (Rosenfeld et
al., 2017). Hemijski sintetisane SeNP su precnika 20-240 nm (Lin & Wang, 2005).

S obzirom na to da se barem deo procesa sinteze SeNP odvija intracelularno,
dobijeni rezultati ukazuju da je smanjeno zadrzavanje selena u micelijumu pri visSim
koncentracijama selenita u medijumu delimi¢no posledica ostecenja celijske membrane i
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zida, Sto dovodi do oslobadanja intracelularno sintetisanih SeNP. Ranije je pokazano da
selenit narusava integritet celijske membrane i strukturu celijskog zida kod gljiva, bilo
indirektno putem unutarcelijske akumulacije, ili direktno izazivaju¢i oksidativna
ostecenja, Sto doprinosi njegovoj toksicnosti (Gharieb et al., 1995; Izquierdo et al., 2010;
Wu et al., 2016; Xu et al., 2023).

Ovi nalazi su u skladu sa prethodnim istrazivanjima metabolizma selena, narocito
u pogledu mehanizama njegove apsorpcije, transformacije i detoksifikacije. Na primer,
studije na biljkama akumulatorima selena pokazuju razliku izmedu metabolickih puteva
neorganskih i organskih oblika ovog elementa (Ogra et al., 2016). Takode, selen se kod
biljaka ponaSa kao zastitni faktor u prisustvu toksi¢nih metala, pri cemu regulise
aktivnosti antioksidativnih enzima i ublazava oksidativni stres (Jiang et al., 2021).

Tokom procesa biotransformacije selenita kod gljiva, vec¢ je utvrdeno da dolazi do
formiranja isparljivih jedinjenja selena, posebno metilovanih derivata (Xu et al., 2023).
Sinteza ovih jedinjenja predstavlja deo strategije detoksifikacije i podrazumeva
proizvodnju DMSe i DMDSe, Sto je vec ranije pokazano kod filamentoznih gljiva (Urik et
al., 2016). Vrste roda Penicillium volatilizuju do 8,8% ukupnog selena u vidu DMSe pod
aerobnim uslovima, kako u fazi rasta, tako i u stacionarnoj fazi (Brady et al., 1996). Sest
vrsta roda Ascomycota je transformisalo 15-20% selenita/selenata u isparljive derivate, u
zavisnosti od vrste gljive i koncentracije selena, pri ¢emu je volatilizacija bila efikasnija
pri nizim koncentracijama selena (Rosenfeld et al., 2017), Sto je u skladu sa ovde
prikazanim rezultatima. Alternaria alternata pokazuje slican obrazac: sporije uklanjanje
NaxSeOs pri visim koncentracijama. Medutim, ovaj trend je suprotan kod
Paraphaeosphaeria sporulosa, Sto potvrduje da su metabolicki odgovori specifi¢ni za vrstu i
soj gljive (Santelli et al., 2023). Kod G. lucidum, tretman selenitom pokrece aktivaciju
metabolickih puteva koji ukljucuju sintezu do 10 razlicitih vrsta metilovanih derivata
selena i regulaciju ekspresije membranskih proteina (Xu et al., 2023). Formiranje selenida
je takode zabeleZeno kod bakterija kao Sto su Salmonella enterica, Micrococcus lactilyticus,
Clostridium pasteurianum i Desulfovibrio desulfuricans, kada su izloZene selenitu
(Nancharaiah & Lens, 2015). Metabolicki putevi apsorpcije, transformacije i
detoksifikacije selena znacajno variraju medu mikroorganizmima (Wells & Stolz, 2020),
pa c¢ak i medu viSim organizmima, poput nematoda (Rohn et al., 2018), Sto potvrduje
specifiénost metabolizma selena u odnosu na vrstu organizma i soj.

P. blakesleeanus proizvodi isparljiva metilovana jedinjenja selena, ukljucujud
DMSe, tokom izlaganja selenitu, dok se gotovo polovina pocetne koncentracije selena iz
medijuma gubi tokom kultivacije, Sto bi moglo objasniti visoku toleranciju ove gljive
prema selenitu. Na osnovu dobijenih rezultata ICP analize (Slika 40), moZe se zakljuciti
da pri nizim koncentracijama selenita (< 0,5 mM) dominira volatilizacija kao mehanizam
detoksifikacije, Sto prerasta u kombinovani odgovor volatilizacije i redukcije pri
povecanju koncentraacije Na25eOs (0,5-2 mM) i pocetak sinteze SeNP, a pri najvisim
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koncentracijama (>2 mM) dominantan je proces redukcije i akumulacije SeNP koji
karakteriSu crvena boja micelije, veca zasicenost metabolizma i moguce oStecenje
membrane. Redukcija i metilacija predstavljaju klju¢ne adaptivne strategije koje gljiva
koristi za neutralizaciju selenita. Moze se rec¢i da se ova dva procesa ne iskljucuju, veé
dopunjuju. Preusmeravanje metabolickih procesa sa volatilizacije na sintezu SeNP se
moze nazvati strategijom detoksifikacije zavisnom od koncentracije selenita. Redukcija
Na:xSeOs se generalno smatra fundamentalnim mehanizmom detoksifikacije kod gljiva (J.
Wang et al,, 2016), dok metilacija predstavlja nacin eliminacije i smanjenja njegove
bioaktivnosti.

Pri koncentraciji selenita od 100 uM, P. blakesleeanus ispoljava efikasno usvajanje i
zadrZavanje selena, gde se oko polovine pocetne koncentracije Na:SeOsu medijumu i
miceliji zadrZava. Pri ovoj koncentracijije i najefikasnija ugradnja selena u biomasu, oko
7%. Slicna efikasnost usvajanja Se** je utvrdena kod nekih vrsta roda Ascomycota koje su
oko 20% Se* ugradile u biomasu (Rosenfeld et al., 2017). Ovo efikasno usvajanje pri
izlaganju P. blakesleeanus selenitu je znacajno, posebno kada se uporedi sa
koncentracijama Se* u Zivotnoj sredini zabeleZenim u visoko kontaminiranim
zemljiStima, Sto sugerise da je 100 uM koncentracija Se*"i ekoloski i eksperimentalno
relevantna. Posto je vecina selena na kraju tretmana detektovana u medijumu, a ne u
micelijumu, potrebnoje izvrsiti analizu specijacije selena u medijumu kako bi se utvrdilo
da li je ekstracelularni selen bio prethodnonemetabolizovan ili je transformisan intra- ili
ekstracelularno. Distribucijarazlicitih oblika i oksidacionih stanja selena u me dijumunije
bila predmet ove disertacije, ali uglavnom zavisi od redukcionog potencijala sredine
(Guo et al., 2023), pH vrednosti (Farkas et al., 2021; Guo et al., 2023) i koncentracije selena
(Rosenfeld et al., 2017). Dalja istrazivanja na ovu temu mogu baciti vise svetla na
biotransformacije selena koje se javljaju pri interakciji sa micelijumom P. blakesleeanus.

Rezultati dobijeni XRF analizama rasvetljavaju prostornu i vremensku dinamiku
transformacije i lokalizacije selena u miceliji P. blakesleeanus. XFM mape visoke prostorne
rezolucije (Slika 37) potvrduju da se selen u pocetnim fazama inkubacije 0,5 mM Na25eOs
(1h) primarno lokalizuje na povrsini celije i/ili u ¢elijskom zidu, Sto ukazuje na aktivno
usvajanje i kompartmentilizaciju selena, nasuprot pasivnoj difuziji, dok se nakon 10 h
beleZijasno izrazena intracelularna distribucija. Nakon 24 h, selen je gotovo u potpunosti
ugraden u celiju, $to ukazuje na progresivnu internalizaciju. Preklapanje slika signala
selena sa signalom magnezijuma sugerise da se akumulacija oba elementa odvija u istim
regionima micelije, kao Sto su mitohondrije, vezikule ili vakuole.

Kod uzoraka inkubiranih 1 mM Nax5eOs (Slika 38) primecuje se i povrsinska
akumulacija SeNP nakon 10 h, ¢ime se sugeriSe da proces redukcije zapocinje u prostoru
neposrednog kontakta celije i spoljasnje sredine. Iako unutrasnja distribucija selenaidalje
prati slican obrazac, vedina ostaje van celija. Ova vremenska tacka se poklapa sa
biohemijski zabeleZenim promenama, ukazujuci na fazni prelaz u metabolizmu selena.
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Uz povecanje koncentracije Na:SeOsna 10 mM (Slika 39), broj detektovanih fotona
eksponencijalno raste, sto zahteva logaritamsko skaliranje intenziteta detektovanog Se
radi adekvatnog oCitavanja rezultata. Sirok raspon detekcije (102-10%) omogucuje
vizuelizaciju selena razli¢itih koncentracija u razlicitim regionima micelije. Nakon 10 h,
selen je uglavnom vezan za celijsku membranu, dok je intracelularna distribucija
primetna tek kroz skaliranu analizu. Nakon 24 h inkubacije, dominira prisustvo SeNP uz
joS uvek znacajan udeo netransformiranog selena, a verovatno i prisustvo
transformiranih Se-S kompleksa ili organskih jedinjenja selena. Ova zasi¢enost ukazuje
na dostizanje maksimalnih kapaciteta detoksifikacije gljive.

Progresija od pocetnog ekstracelularnog prisustva do intracelularne asimilacije u
roku od 24 h sugeriSe dobro organizovan mehanizam apsorpcije selena. Znatno manji
sadrZaj selena u uzorcima od 24 h u odnosu na pocetnu koncentraciju ukazuje na
isparavanje velike koli¢ine metabilisanog selena, sto potvrduje da su redukcijai metilacija
selena osnovni zastitni mehanizam koji gljiva koristi prilikom detoksifikacije selena.

Preklapajuci Mg-Se dijagrami potvrduju dominantnu lokalizaciju magnezijuma
unutar ¢éelijske membrane (Slike 36, 37, 38) kao $to je veé pokazano kod ove gljive (Zizié
et al., 2015) i podudara se sa njegovom prostornom distribucijom kod kvasca (Zhang et
al., 1997), gde je magnezijum upotrebljen kao strukturni marker za definisanje celijskih
odeljaka. Distribucija selenai u citosolu P. blakesleeanus potvrduje da selen dospeva u vise
funkcionalnih odeljaka celije, ukazujuci na aktivnu regulaciju intracelularne distribucije
i potencijalnu selektivnu inkorporaciju. Lokalizacija selena je ovom tehnikom utvrdena i
kod mikoriznih gljiva Rhizophagus clarus i Dentiscutata heterogama unutar vezikulai spora,
nakon prihrane biljke-simbionta selenom (Ananias et al., 2025), kao i u miceliji Alternaria
tenuissima gajenojna podlozi sa selenitom (Lindblom et al., 2018), u obliku Se?i organskih
jedinjenja selena.

Ovo istraZzivanje je medu prvima koje pruza uvid u prostorno-vremensku
distribuciju selena kod filamentoznih gljiva. Dobijeni rezultati pokazuju da u ranim
fazama izlaganja selenitu dominira povrSinska akumulacija selena, koja se zatim
usmerava ka intracelularnoj lokalizaciji sa povecanjem trajanja izlaganja. U uslovima
povecane koncentracije Na:SeOs dolazi do izrazenije redukcije i formiranja SeNP. Ove
promene sugeriSu  postojanje mehanizama detoksifikacije  koji  ukljucuju
kompartmentalizaciju unutar membrane, intracelularnu redistribuciju i progresivnu
specijaciju ka manje toksicnim oblicima selena.

XANES spektroskopija (Slika 35) se koristi za odredivanje oksidacionog stanja
atomana osnovu poloZajai oblika glavnog maksimuma apsorpcije K-elektrona, pri cemu
se Cesto uzima maksimum prvog izvoda spektra kao mera polozaja energije jonizacije
(Ryser et al., 2005). XANES spektroskopiju karakterise osetljivost prema oksidacionom
stanju i koordinacionoj hemiji apsorbujuceg atoma, zbog toga Sto apsorpcija rendgenskih
zraka pri energijamablizu i iznad vezivnih energija elektronaiz unutrasnjih ljuski atoma
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zavisi od hemijskog i fizickog okruZenja atoma (Newville, 2014). Rendgensko zracenje
predstavlja elektromagnetno zracenje u opsegu od priblizno 500 eV do 500 keV, gde
materija apsorbuje zracenje putem fotoelektricnog efekta. Fotone rendgenskog zracenja
apsorbuju elektroni unutrasnjih ljuski atoma, kao Sto su 1s ili 2p. Za ove vrste
eksperimenata je neophodan sinhrotronski izvor zracenja visoke energetske rezolucije i
koherentnosti, koji uz intenzivne i energetski podesive zrake omogucavaju mnogobrojne
eksperimentalne konfiguracije. Apsorpcija se desava samo ako je energija fotona veca od
energije vezivanja elektrona. Vidak energije prenosi se fotoelektronu koji napusta atom,
dok se u jezgru formira upraznjeno mesto (Newville, 2014). Ovaj proces ¢ini osnovu
XANES spektroskopije (Newville, 2014) koja na taj nacin omogucuje pracenje specijacije
i oksidacionih promena selena u micelijumu P. blakesleeanus, bez potrebe za hemijskom
ekstrakcijom (Bluemlein et al., 2008).

Medutim, poloZzaj oscilacionog maksimuma ne mora uvek biti u korelaciji sa
oksidacionim brojem jer ga menja elektronska gustina, na koju utice stepen kovalentnosti
veze. Zbog visoke kovalentnosti kod Se* i nejasnih oksidacionih stanja nekih jedinjenja
selena (npr. FeSe2), odredivanje oksidacionog stanja samo na osnovu maksimuma
energije apsorpcije nije precizno. Energija apsorpcije K-elektrona selena je ipak vrlo
osetljiva na lokalno okruZenje, kao Sto su kristalno stanje i alotropska modifikacija, dok
su energije jonizacije Se*" i Se® relativno stabilne (Ryser et al., 2005).

Kao referentne energije apsorpcije K-elektrona selena i njegovih jedinjenja su
koris¢eni prethodno utvrdeni rasponi energija (Ryser et al., 2005). Tako je vrednost
energije apsorpcije Se? (npr. CuSe, SeSz, FeSe2) oko 12,656 —12,659.5 eV, Se’ (monoklinicni
i ortorombicni) ~ 12,658 eV, Se* ~ 12,662 eV i Se®* ~ 12,664 eV, pri cemu se moze uociti da
je porast vrednosti energije pracen povecanjem oksidacionog stanja. Energije apsorpcije
selenida i organskih jedinjenja Se spadaju u slicne, ali delimi¢no preklapajuce opsege
(12,656 — 12,658 eV i 12,657.5 — 12,659.5 eV ). Energija apsorpcije je koristan pokazatelj
oksidacionog stanja, ali pouzdanu specijaciju daju tek kombinovana analiza poloZaja
oscilacionog naksimuma, oblika signala i poredenje sa prethodno poznatim referencama
(Ryser et al., 2005).

Koeficijent apsorpcije odrazava verovatnocu apsorpcije i zavisi od gustine uzorka,
atomskog broja, atomske mase i energije fotona. Razliciti elementi imaju znacajno
razlic¢ite koeficijente, sto omogucava njihovu identifikaciju. Kada energija fotona
odgovara energiji vezivanja elektrona, dolazi do naglog porasta apsorpcionog
koeficijenta. Nakon apsorpcije, atom prelazi u pobudeno stanje koje se brzo raspada
putem rendgenske fluorescencije, gde elektron iz viSe ljuske popunjava upraznjeno
mesto, emitujuci karakteristi¢an rendgenski zrak, ili putem OZeovog efekta (engl.
Meitner-Auger effect), pri cemu se drugi elektron izbacuje iz atoma ali bez emisije fotona
(Newville, 2014). Iako je OZeova emisija dominantan proces pri energijama zracenja
nizim od 2 keV (Newville, 2014), verovatnoca fluorescencije je i dalje visoka. Ovde
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prikazani rezultati omogucavaju dinamican uvid u promenu oblika selena kroz vise
vremenskih tacaka, Sto je u ovakvom obimu kod gljiva slabo zastupljeno u literaturi. Ova
metoda ranije je uspeSno primenjena za ispitivanje oksidacionih stanja i simetrije
vanadijuma kod iste gljive (Zizi¢ et al., 2015), a u ovom istraZivanju koris¢ena je za
pracenje transformacije selenita pri razli¢itim koncentracijama i vremenima inkubacije.

Pri niskoj koncentraciji Na:SeOs (0,5 mM), ve¢ nakon 1 h energija veze 1s elektrona
selena postaje niZza u odnosu na standard selenita, sto ukazuje na redukciju. Nakon 3 h ta
je vrednost nepromenjena, sto ukazuje na brzu redukciju selenita i detoksifikaciju bez
vidljive sinteze SeNP. Zbog sli¢nosti vrednosti apsorpcione energije K-elektrona razlicitih
oksidacionih stanja selena, nije moguce odrediti tacan oksidacioni oblik. Prisustvo
dodatnog signalana 12,667 eV i prvi izvod spektra potvrduju formiranje Se-Sveza (Ruiz-
Fresneda et al., 2020), verovatno putem konjugacije sa glutationom, dok se ne moze
iskljuciti doprinos organskih Se—C metabolita (npr. SeMet, SeCys) (Weekley et al., 2011;
Yu et al., 2018).

Kod visoke koncentracije selenita (10 mM), promena u spektru je jo$ izrazenija.
Vec¢nakon 1 h selenit je potpuno eliminisan, adominira signal Se*, najverovatnije u obliku
metilselenola. Ovo ukazuje na izraZenu volatilizaciju kao ranu adaptivnu strategiju
detoksifikacije. Kako vreme inkubacije odmice, udeo Se’ raste, Sto potvrduje
koncentraciono-zavisnu smenu mehanizama: od metilacije ka redukciji selenita.
Nasuprot ovim nalazima, kod G. lucidum je formiranje metilovanih oblika detektovana
tek nakon 24-48 h (Xu et al., 2023).

Oscilacioni maksimum na 12,658.5 eV, koji je uocen kao nova komponenta, i
karakteristican signal na 12,663 eV (24 h, 10 mM) ukazuju na istovremeno prisustvo dve
vrste Se (Se® i Se*) (Chasteen, 1993; Chasteen & Bentley, 2003; Van Fleet-Stalder et al.,
2000; Ruiz-Fresneda et al., 2020; Gharieb et al., 1995; Brady et al., 1996; Rosenfeld et al.,
2017; Vriens et al.,, 2016; Fan et al., 1997), Sto pokazuje sloZenost i prilagodljivost
mehanizama detoksifikacije gde su redukcija i metilacija paralelni procesi. Vrednost
apsorpcione energije K-elektrona Se® na dobijenim spektrima, kao i uocljiva crvena boja,
ukazuju da ovaj oscilacioni maksimum potice od elementarnog crvenog selena (Lenz et
al., 2008), koji se moze pojaviti u nekoliko kristalnih alotropa, kao sto su monoklini¢ni,
trigonalni, staklasti, amorfni i kubni (Vogel et al.,, 2018; Cherin & Unger, 1967).
Karakteristike spektra u oblasti energije neposredno nakon energije jonizacije mogu
odraraZavati prisustvo metilovanih jedinjenja selena, ¢ija je osnovna energija apsorpcije
K-elektrona pozicionirana izmedu vrednosti tipicnih za Se® i Se* (Chasteen, 1993; Van
Fleet-Stalder et al., 2000), sa rastojanjima koja u potpunosti odgovaraju ranije dobijenim
vrednostima za DMSe, Se i Se* (Van Fleet-Stalder et al.,, 2000), na Sta upucuje i
karakteristican miris.

Pri niZim koncentracijama se transformacija selena pokazala sporijom, Sto sugerise
da visoke koncentracije selenita pokrecu alternativne ili dodatne mehanizme eliminacije.
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Redukcija selena pri 0,5 i 1 mM ranije je detektovana pojavom SeNP, dok se inkubacijom
10 mM selenitom taj odgovor odlaze, sto implicira zasicenje celijskog redoks kapaciteta i
sporiju adaptaciju. Kasniji vec¢i udeo SeNP i Se* oblika pokazuje da gljiva sukcesivno
ukljucuje redukciju i metilaciju radi zastite od oksidativnih ostecenja.

Kod micelije tretirane 10 mM Na2SeOs spektroskopski nisu uocene promene, sto
potvrduje da P. blakesleeanus nema sposobnost biotransformacije selenata pri ovde
primenjenim eksperimentalnim uslovima, nasuprot ranije utvrdenoj sintezi selenobiotina
pri suplementaciji ove gljive selenatom (Lindblow-Kull et al., 1980). Selenat je manje
reaktivan i stabilniji oblik selena u oksidujucoj sredini, stoga mnoge gljive, kao Fusarium
sp. i T. reesei, pokazuju vec¢u redukcionu aktivnost prema selenitu (Gharieb et al., 1995).
Nepostojanje aktivhog mehanizma transformacije Na:5eOs kod P. blakesleeanus se
objasnjava nedostatkom specificnih reduktaza (Qidong Wang et al., 2025) ili vrlo niskom
stopom usvajanja ovog oksianjona, u suprotnosti sa G. lucidum kod koje su utvrdeni
specifiéni membranski transporteri i selenat reduktaze (Xu et al., 2023).

Struktura SeNP formiranih tokom inkubacije micelije P. blakesleeanus 10 mM
rastvorom selenita tokom 24 sata analizirana je Ramanovom spektroskopijom (Slika 36).

Najintenzivnija traka na 255 cm™ je produkt simetricnih vibracija Se-Se veze, sto
ukazuje na prisustvo elementarnog selena u obliku monokliniénih Ses prstenova
kristalnog a-Seili amorfnog g-Se (Carini et al., 1980; Marple et al., 2014; Oremland et al.,
2004; Poborchii et al.,, 1997; Kohara et al., 1998). Medutim, odstupanja od idealnog
Lorencovog profila, kao i Sirenje trake, ukazuju na prisustvo amorfnog Se?, sto je u skladu
sa nalazima kod bakterija (Goldan et al., 2016), mada mozZze biti posledica prisustva
krupnijih SeNP (T. Wang et al., 2010) ili nepravilnost u slaganju lanaca selena (Marple et
al.,, 2014).

Traka na oko 236 cm™, karakteristicna za amorfni trigonalni oblik (¢-Se) ili
polimerne lance selena (Sen), nastaje kombinovanim simetri¢nim i antisimetri¢nim
vibracijama istezanja helikalnog lanca, dodatno ukazuje na formiranje amorfnih SeNP
(Carini et al., 1980; Marple et al., 2014; Goldan et al., 2016; Lucovsky et al., 1967; Brodsky
et al., 1972). Dekonvolucijom glavne trake (255 cm™) identifikovane su dodatne vibracije
na 268 i 274 cm™koje odgovaraju savijanju Ses i istezanju prstenaste veze Ses (Poborchii
etal., 1997, 1998), vrlo sli¢no spektru Rhizopus arrhizus (Gharieb et al., 2023). Ovi cikli¢ni
alotropi selena, ukljucujuci Ses i Ses prstenaste strukture, mogu se javiti kao prelazne faze
izmedu amorfnog i kristalnog selena (Minaev et al., 2005; Marple et al., 2017).

Dva najcesc¢a alotropa kristalnih SeNP indukuju pojavu vibracionih traka na 233 i
251 ecm™ (Mooradian & Wright, 1969), stoga bi se njihovo pomeranje kod P. blakesleeanus
ka viSim talasnim brojevima (236 i 255 cm™) moglo objasniti prisustvom vise amorfnih
oblika selena (Brodsky et al., 1972). Sli¢cna manje uredena amorfna struktura indukovana
procesom polimerizacije je primecena kod susednog elementa, sumpora (Goldan et al.,
2016).
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Dominantna traka na 255 cm™i sporedne trake na 236 cm™, 268 cm™1i 274 cm™su
u skladu sa prethodnim studijama na bakterijama (Oremland et al., 2004; Poborchii et al.,
1997; Tugarova et al., 2018), s tim da ovde pokazuju znatno vecu spektralnu rezoluciju i
potvrduju viSestruke alotropske oblike selena. U poredenju sa A. tenuissima, koja
prvenstveno generiSe Se-S komplekse i selenodiglutation (Lindblom et al., 2018), P.
blakesleeanus ispoljava izraZeniju tendenciju ka formiranju stabilnog Se®. Slicno, Nigrospora
guilinensis ispoljava trake na 255 cm™i 270 cm™, ali Se-S interakcije nisu uocene (Singh et
al., 2024).

U citosolnoj frakciji je otkrivena Siroka traka na 354 cm™, koja verovatno potice od
Se-S kompleksa nastalih intracelularno kroz interakciju selena sa proteinskim
komponentama koje sadrze sumpor (Poborchii, 1996). Sli¢an signal opisan je kod
bakterije Azospirillum brasilense i povezan sa formiranjem SesS: klastera (Vogel et al.,
2018). Posto EDS analize ukazuju na ciste SeNP, pretpostavlja se da je Se-S interakcija
prelazna faza u procesu redukcije (Eswayah et al., 2016), Sto se podudara sa predlozenim
putem preko selenodiglutationa kod bakterija i gljiva (Wadhwani et al., 2016; Kessi &
Hanselmann, 2004; Lindblom et al., 2018).

Ramanova spektroskopija uzoraka tretiranih selenatom nije pokazala razlike u
odnosu na kontrolne uzorke, sto potvrduje da P. blakesleeanus ne redukuje Na:5eOs u
SeNP pod uslovima ovog eksperimenta. Ovo je u skladu sa poznatim mehanizmima
disimilatorne redukcije selenata kod anaerobnih bakterija (Schroder et al., 1997;
Oremland et al., 2004; Yee et al., 2007), dok kod aerobnih gljiva i bakterija ovakav proces
nije dokumentovan (Avendano et al., 2016).

Rezultati XANES spektroskopije, pomeranje apsorpcione energije K-elektrona na
12,658.5 eV, i postojanje izrazenih traka na 236 cm™i na 255 cm™ u Ramanovom spektru,
ukazuju da je selen u uzorku micelije P. blakesleeanus tretirane 10 mM Na,SeO; pretezno
u redukovanom stanju. Kombinovanjem ovih podataka moZe se zakljuciti da micelijane
samo da efikasno redukuje selenit u Se?, ve¢ da se deo selena zadrzava u amorfnom
obliku, verovatno kao prelazna faza u procesu biotransformacije. Ova specijacija sugerise
postojanje dinami¢nog mehanizma detoksifikacije, u kojem se selen najpre talozi kao
amorfni Sen, a zatim reorganizuje u stabilniji elementarnioblik. Ramanovom analizom
potvrdenoje da P. blakesleeanus redukuje Na2SeOs u meSovitu formu amorfnih i kristalnih
SeNP, ukljucujudi Ses lancane i Ses prstenaste strukture, uz moguce formiranje Se-S
intermedijera. Spektralna analiza sugeriSe da detoksifikacija selena zapocinje
intracelularno, pri ¢emu gljiva koristi tiolne grupe za inicijalno vezivanje, a zatim prelazi
na formiranje stabilnih i ekstracelularno akumuliranih SeNP. Prisustvo DMSe i odsustvo
redukcije Na:SeOs podrzavaju hipotezu da je metabolizam selena kod ove gljive
adaptivna strategija usmerena na eliminaciju toksi¢nosti, a ne nutritivna potreba.

SeNP koje proizvodi P. blakesleeanus karakterise visok prirodni polimorfizam, sto
je potvrdeno Ramanovom spektroskopijom. Nasuprot tome, hemijski sintetisane SeNP
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ispoljavaju tipicnu kristalnu strukturu Se®, sa optickim svojstvima zavisnim od velicinei
veli¢inom koja je modulisana koncentracijom redukujudéeg sredstva (Lin & Wang, 2005).
Ovi podaci naglasavaju jedinstveni potencijal P. blakesleeanus za sintezu
biokompatibilnih, bio i redoks aktivnih SeNP Sirokog spektra primene.
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6. ZAKLJUCAK

U ovoj tezi je ispitan biohemijski odgovor filamentozne gljive P.

blakesleeanus na uticaj egzogenog selenita i okarakterisane su bioloski sintetisane
SeNP u procesu redukcije natrijum selenita.

1.

Merenjem prirastabiomase gljive pod dejstvom selenita je utvrden toksicni efekat
selenita na micelijum gljive kojaispoljava zavisnost od doze. Pri tretmanu visokim
koncentracijama selenita (1-10 mM) gljiva ispoljava usporen rast i smanjenje
prirasta biomase. Pri niskim koncentracijama (do 50 uM) efekat selenitana rast
gljive je hormeticki.

Ispitivanjem aktivnosti enzima metabolizma glutationa i enzima sistema zastite
od oksidativnih oStecenja gljive utvrden je uticaj selenita, kao i razvojnog
stadijuma gljive, na ukupni sadrZaj glutationai aktivnost antioksidativnih enzima.
Specifi¢ni zakljucci su slededi:

Sadrzaj GSH i ukupnog glutationa je visok tokom eksponencijalne faze rasta,
zatim dolazi do pada sadrZaja u stacionarnoj fazi. Sadrzaj GSSG se povecava
tokom vremena i narocito raste u stacionarnoj fazi rasta ¢ime se menja odnos
GSH/GSSG.

Aktivnost GST i sadrzaj GSSG ispoljavaju pozitivnu modulisanost tokom
vremena, kako pod uticajem selenita, tako i usled razvojnih promena gljive.
Aktivnost GPx je snazno indukovana pod uticajem selenita.

Aktivnost CAT je najviSa tokom kasne eksponencijalne faze rasta.

Prelaz u stacionarnu fazu rasta je pracen smanjenjem sadrzaja vec¢ine parametara
metabolizma glutationa i aktivnosti CAT, uz povecanje aktivnosti GR i SOD.
Dominantni faktor koji utice na antioksidativni sistem gljive surazvojne promene,
dok selenit specificno pokrece i/ili ubrzava prirodni metabolicki odgovor gljive na
proces starenja.

Sadrzajselenau biomasi gljive raste sa koncentracijom, ali dostiZe svoj maksimum
pri tretmanu 1 mM selenitom. Koli¢ina selena u medijumu za gajenje gljive nakon
tretiranja selenitom se smanjuje. Ukupna kolic¢ina selena u medijumu i micelijumu
nakon 10 h kultivacije ukazuje na veliki gubitak pocetne kolicine selena (60-80%)
koji je transformisan uisparljive derivate. Veci udeo isparljive frakcije je prisutan
pri manjim koncentracijama selena (10 pM).
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4. Na osnovu rezultata SEM-EDS i XRF-XFM, internalizacija selena pocinje vec
nakon 1 h od izlaganja selenitu. Formiranje SeNP postaje vidljivo na povrsini celija
nakon 10 h tretmana, dok je intracelularna distribucija uocljiva nakon 24 h. Sa
povecanjem koncentracije selenitai duzine tretmana, evidentno je favorizovanje
sinteze SeNP intra- i ekstracelularno. Uz niZe koncentracije selenita gljiva se
oslobada viska selena sintezom isparljivih derivata.

5. Iz eksperimenata karakterizacije SeNP izvedeni su sledeci zakljucci:

e EDS spektri suspenzije micelijumaili eksudata su pokazali karakteristicne signale
selena na 1,4 (SeLa), 11,2 (SeKa) 1 12,5 (SeKf) keV.

e DLS metodom je utvrdena distribucija veli¢ine precnika SeNP od 32 do 95 nm, sa
proseénom vrednos$éu od 57 nm, ¢ime se SeNP koji sintetiSe gljiva P. blakesleeanus
svrstava u prave nanocestice.

e XANES spektri micelijuma gljive ukazju na redukciju selenita crvenim pomerajem
apsorpcione ivice u odnosu na standardni spektar selena. Ustanovljena je i nova
komponenta spektra kao rame na 12,658.5 eV. Nakon 1h inkubacije sa 10 mM
selenitom, selenit je potpuno uklonjen i transformisan u manje toksi¢ne oblike
medu kojima preovladuje isparljivi selenid.

e Strukturniraspored sintetisanih SeNP je odreden Ramanovom spektroskopijom u
spektralnoj oblasti niske talasne duzine karakteristi¢noj za vibracione trake SeNP
(255 cm™). Dekonvolucijom trake niske talasne duzine sa centrom na 236 cm™!
utvrdenoje da je dobijeni SeNP mesavina monoklini¢nih Ses monomernih jedinica
Dan grupe simetrije i Ses prstenaste strukture.

Ovi rezultati pruzaju uvid o metabolizmu selena kod gljive P. blakesleeanus,
pokazujudi i biohemijsku adaptaciju i prostornu dinamiku procesa detoksifikacije.
Potencijalna biotehnoloska primena ove gljive se zasniva na sposobnosti redukcije
selenita i sintezi pravih SeNP. U kontekstu istrazivanja sprovedenog tokom izrade ove
teze, SeNP se moze predstaviti kao most izmedu biohemije i nano-inzenjeringa.
Biotransformacija selena pomocu P. blakesleeanus pruza ekoloski put sinteze ¢istih SeNP
koji karakteriSe jedinstveni skup osobina, kao Sto su bioaktivnost, biokompatibilnost i
niska toksicnost u poredenju sa drugim oblicima selena. Antioksidativne i
antimikrobioloske osobine SeNP su od znadaja u medicini, dok bi kreiranje bio-
nanokompozita kontrolisanom sintezom SeNP potencijano vodilo do stvaranja materijala
sa jedinstvenim osobinama korisnim u terapeutici, biosenzorima i industriji.
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3jaBa 0 ayTopcTBY

Mwme n npesnme aytopa VBanka Poauh
bpoj nHaekca 122/2015
UsjaBroyjem

0a je AOKTOpCKa aucepTaumja nog HacroBoMm

,AJanITUBHY 0ATOBOP IbuBe Phycomyces blakesleeanus Ha OKCUAQTUBHU CTpeC

MHAYKOBaH CeAeHUTOM "

e pes3ynTaT COMNCTBEHOI UCTPaXXMBAYKOr paaa;

e [a avcepTauMmja y LENUHM HU Y OenoBuMa Huje Guna npeanoxeHa 3a cTulame
apyre aunnoMe npema CTyOAWCKMM Mporpamuma  ApPYrMx BMCOKOLLKOMNCKUX
yCTaHOBa;

e [1a CYy pe3yntaTtn KOpekKTHO HaBedeHU U

e [a HMCaM KpluMo/fna ayTopcka mnpaBa W KOPUCTUO/NA WHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrix nuua.

MoTnuc aytopa

Y beorpagy,




3jaBa 0 NICTOBETHOCTU LUTaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOpCKOr paga

Mwme n npesnme aytopa ViBanka Poauh

bpoj nHaekca 122/2015

Cryamjckn nporpam brodpmnsuka

Hacnos paga A AanITVBHY 0ArOBOD IbuBe Phycomyces blakesleeanus Ha OKCUAQTUBHU

CTpecC MHAYKOBaH CEA€HUTOM

MeHTtopn _Ap Twujana llsetnh Antuh

Ap_ Mwuaan Kroxmh

MsjaBrbyjeMm ga je wtamnaHa Bep3nja MOr OOKTOPCKOr paja WMCTOBETHA ereKTPOHCKO)
BEp3Mju KOjy cam npegao/na pagu noxpaweHa y [OUrutanHom peno3utopujymy
YHuBep3uteTa y beorpaay.

[o3sorbaBam Aa ce objaBe Moju NMYHK NoAaLUm Be3aHu 3a gobujatbe akagemcKkor Has3vBea
AOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy UMe 1 nNpe3nme, roanHa n Mecto pofhewa 1 gatym ogbpaHe

paga.

OB NYHKM Nnogaum mory ce 06jaBuT Ha MPEXHUM CTpaHuuama agurntanHe bubnuorteke,
y ENeKTPOHCKOM KaTanory uny nybnukaumjama YHueepauteta y beorpagy.

MoTnuc aytopa

Y Beorpagy,




3jaBa o kopuihewy

Osnawhyjem YHuBep3utetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh® ga y Adurutanuu
penosutopujym YHuBepsuteta y beorpagy yHece Mojy OOKTOpPCKY AucepTtauujy noa
HaCrnoBOM:

ApanituBHM 0ATOBOP IAUBe Phycomyces blakesleeanus Ha OKCMAQTUBHM CTpeC MHAYKOBaH

Ce1eHIITOM

Koja je Moje ayTOpCKO Jero.

[vcepTaumjy ca cBum nNpunosmma npegao/na cam y enekTpoHCKOM ¢hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy AOKTOPCKY aucepTauujy noxpamweHy y [iurutanHom penos3vtopujymy YHuBepauTeTa
y Beorpagy v OoCTyrnHy y OTBOPEHOM MPUCTYNYy MOry Aa KOPUCTE CBWU KOjU MOLUTYjy
oapenbe cagpxaHe y opgabpaHom Tuny nuueHue KpeatmBHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ogny4duo/na.

1. AytopcTteo (CC BY)
2. AytopcTtBo — HekomepuujanHo (CC BY-NC)
@AyTOpCTBO — HekomepumjanHo — 6e3 npepaga (CC BY-NC-ND)
4. AyTOpCTBO — HEKOMEpUMjanHo — genutu nog uctmm ycnosuma (CC BY-NC-SA)
5. AytopctBo — 6e3 npepaga (CC BY-ND)
6. AytopctBo — genutu nog uctum ycnosuma (CC BY-SA)

(Monnmo aa 3aoKpyXute camo jeaHy o LWecT NoHyhHeHnX nuueHuw.
KpaTak onuc nuueHum je cactaBHu Aeo OBe usjase).

MoTtnuc aytopa

Y Beorpagy,




1. AyTopcTBO. [l03BOrbaBaTe YMHOXaBawe, ANCTpMOyLUMjy 1 jaBHO caoniwuTaBawe Aena,
N npepage, ako ce HaBede VMMe ayTopa Ha HauvH oapeheH of cTpaHe ayTtopa unu
AaBaoua nuueHue, 4Yak n y komepumjanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja of CBUX
nuueHupm.

2. AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBakwe, ANCTpUbyumjy 1 jaBHO
caonwTaeawe Aena, W npepage, ako ce HaBede UMme aytopa Ha HauymH ogpeheH o
CTpaHe ayTopa unum gasaoua nuvueHue. OBa nuueHUa He O03BOrbaBa KomepuwmjanHy
ynotpeby gena.

3. AyTtopcTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBah-e,
avcTpmbyumjy u jaBHO caonwTaBawe pfena, 6e3 npomeHa, npeobrnivkoBaka Wn
ynotpebe fena y CBOM Aerny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH of cTpaHe
aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [0O3BOSfbaBa KomepuujarHy ynotpeby
aena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne nuvueHLe, OBOM JULEHLOM ce orpaHuyaBa Hajgehn obum
npasa Kopuwhewa gena.

4. AyTopCcTBO — HEKOMepuujanHo — AenuTu noa UCTUM ycnoBuma. [lo3BorbasaTte
YMHOXaBake, AUCTpubyuujy 1 jaBHO caonwitaBakwe Aena, 1 npepage, ako ce Hasefe
Mve aytopa Ha HaduH oapefleH of CTpaHe ayTopa WNu dasaoua NULUEHUEe U ako ce
npepaga auctpmubyupa nog cTomMm Unu cnndHom nuueHuom. OBa nvueHua He J03BOSbaBa
KoMepumjanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBO — 6e3 npepapa. [Jo3BosbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUOYLM)y U jaBHO
caonwtaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unmn ynotpebe gena y cesom geny,
aKo ce HaBele UMe ayTopa Ha HauvH ogpefneH o CTpaHe ayTopa unv AaBaoua nuueHue.
OBa nuueHua go3BorbaBa koMmepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTopCcTBO — Aenutu noa MUCTUM ycrnoBuma. [lo3BosbaBaTe YMHOXaBahoe,
AncTpubyuujy n jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBede uMme aytopa Ha
HaunH ofpefheH of CcTpaHe ayTopa WnM JaBaoua nuueHue W ako ce npepaja
anctpubympa nog MCTOM WMNM CriMMHOM  nvueHuom. OBa nuueHua [03BOSbaBa
KomepuumjanHy ynotpeby pena u npepaga. CnnyHa je codTBEepCKMM nuueHuama,
OLHOCHO NuueHLama OTBOpPEeHor Koaa.



