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1. UVOD

1.1. Susa kao abioticki stres

Dostupnost vode u okoliSu bitna je za rast i razvoj svih organizama. S obzirom na klimatsko
podrudje, godisnje doba i akutne vremenske uvjete, koli¢ina i dostupnost vode u okoliSu variraju
stvarajuci kratkotrajne ili dugotrajne susne uvjete, $to je posebno stresno za sesilne organizme
poput biljaka koji jednostavno moraju izdrzati razlicite okoliSne faktore i promjene. Biljke su stoga
razvile sloZene mehanizme kojima odgovaraju na susu i deficit vode, a oni ukljucuju izbjegavanje
suse (engl. drought escape) gdje biljke zavrSavaju zZivotni ciklus prije nastupanja suhog razdoblja,
izbjegavanje dehidracije (engl. dehydration avoidance) ili odrzavanje vodnog potencijala stanica
tijekom suhog razdoblja smanjenjem gubitka vode i/ili pove¢anjem njenog unosa, i toleranciju
dehidracije (engl. dehydration tolerance) §to se svodi na odrzavanje normalnih stani¢nih funkcija

bez obzira na deficit vode (Harb i sur., 2010).

Stres izazvan suSom nastupa kada stopa transpiracije listovima nadmasi stopu unosa vode
korijenom (Lawlor i Cornic, 2002) zbog Cega je prvi fizicki odgovor biljke na gubitak vode
zatvaranje puci izazvan padom vodnog potencijala i biljnim hormonom abscizinskom kiselinom
(ABA) (Reddy i sur., 2004). Izravna posljedica zatvaranja puci je smanjen unos CO; odnosno pad
stani¢ne koncentracije CO> §to utjece na cijeli metabolizam ugljika i proizvodnju energije; reakcije
asimilacije ugljika su limitirane zbog ograni¢ene dostupnosti CO> enzimu ribuloza-1,5-bisfosfat
karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO), raste razina fotorespiracije te se stoga mjenja omjer Skroba i
saharoze (Kunert i sur., 2015, Reddy i sur., 2004). Ovakva promjena utjece na kretanje slobodnih
fosfata (P;) i njihov slabiji unos u kloroplast zbog ¢ega pada potencijal sinteze ATP-a reakcijama
fotosinteze. Pigmenti listova sada hvataju viSe svjetlosne energije nego $to mogu predati dalje Sto
rezultira predajom elektrona vodi 1 nastankom reaktivnih kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen
species, ROS) poput superoksidnog radikala O2" i vodikovog peroksida H>O» (Broin i sur., 2000,
Reddy i sur., 2004). ROS nastaju u stanicama i prilikom stanja koja nisu stresna te imaju uloge
signalnih molekula, ali njihova povecana koncentracija je zabrinjavaju¢a jer mogu uzrokovati
oste¢enja DNA, oksidaciju proteina i peroksidaciju lipida ¢ime onemogucuju normalan rad

stanice, 1 zajednicki je simptom mnogih stresova (Kunert i sur., 2015, Reddy i sur., 2004).

Ipak, biljna stanica ima nacine kojima se bori protiv nekontroliranog nastanka i akumulacije
ROS. Fotosintetski aparat se §titi razgradnjom dijela klorofila, sintezom protektivnih pigmenata
poput karotenoida i ksantofila, inhibicijom fotosustava II i disipacijom viska primljene energije u

obliku topline ciklickom fotosintezom (Broin i sur., 2000, Reddy i sur., 2004, Takahashi i sur.,
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2009). Povecaju se i1 ekspresija i aktivnost antioksidativnih enzima koji neutraliziraju ROS uz
pomo¢ svojih antioksidativnih supstrata. Indukcija sustava za antioksidaciju proporcionalna je

jacini osjec¢anog stresa (Harb i sur., 2010).

Biljke pocinju osjecati deficit vode vrlo rano otkad suSa nastupi, a njihovi stanicni i fizioloski
odgovori uvelike ovise 0o samom genotipu organizma. lako se o njima puno zna na fizioloskoj

razini, nedovoljno je poznato na molekularnoj i biokemijskoj razini (Harb i sur., 2010).

1.2. Proteini neuredene tercijarne strukture (IDP)

Poznato je da funkcija proteina polazi od njegove definirane trodimenzionalne strukture. Za dio
je struktura proteina ova pretpostavka vazeca, ali postoje proteinske regije, ponekad i cijeli
proteini, kojima nedostaje stabilna tercijarna struktura u nativnim uvjetima, a ipak obavljaju bitne
bioloske funkcije (Slika 1.). Stoga je bitno razumjeti nacin djelovanja, funkcije i moguénosti ovih
nativno neuredenih proteina (engl. intrinsically disordered proteins, IDP) i dugih neuredenih

regija (engl. long disordered regions, LDR).

Slika 1. Primjer proteina neuredene tercijarne strukture. Struktura proteina tumor supresora p53 i
njegove nativno neuredene N-terminalne transaktivacijske domene prikazane kao skup od 20 konformacija (preuzeto
iz Wells i sur., 2008).



IDP postoje u svim zivotnim carstvima, a najraSireniji su u eukariotima gdje je
bioinformati¢kim analizama predvideno da je 23 do 28% ukupnih proteina vecinski neuredeno, a
preko 50% ih sadrzi LDR (Sun i sur., 2013). U slu¢aju biljke Arabidopsis thaliana, 30% proteoma
¢ine IDP (Covarrubias i sur., 2017).

Neuredene proteinske regije razlikuju se od uredenih odnosno smotanih prema
aminokiselinskom sastavu gdje su hidrofobne aminokiseline relativno neprisutne zbog svoje
tendencije da formiraju nakupine 'bjezeci' od vode te umjesto njih ve¢inu aminokiselinskog slijeda
¢ine one polarne i nabijene zajedno s prolinom (Radivojac i sur., 2007). Ta posebnost u sekvenci
omogucila je razvoj raznih algoritama i bioinformatickih alata za procjenu neuredenosti (He i sur.,

2009).

Funkcionalna prednost IDP su mogu¢nost da ulaze u interakcije s viSe partnera i to §to se
smataju tek prilikom vezanja $to im omogucuje da akomodiraju razli¢ita vezna mjesta razliitih
interakcijskih partnera. Gubitak konformacijske entropije zbog smatanja prethodno neuredenih
regija proteina moze odvojiti specificnost vezanja od afiniteta vezanja rezultiraju¢i visokom
specifi¢noscu, ali niskim afinitetom. To je izrazito bitno za prijelazne interakcije proteina tijekom
transdukcije signala. Za signalne kaskade terminacija signala nosi istu vaznost kao i njegova
aktivacija, stoga je tijekom prijenosa signala esencijano specifi¢no i lako razlucivo vezanje (Sun i
sur., 2013). Njihova dinamicna struktura takoder omogucuje IDP i LDR da razli¢ito izlaZzu vezna
mjesta za post-translacijske modifikacije zbog ¢ega, osim signalne, imaju i bitnu regulatornu ulogu

(Covarrubias i sur., 2017).

Opc¢enito se funkcije neuredenih biljnih proteina mogu klasificirati u pet kategorija: regulacija
razvoja, regulacija stani¢nog ciklusa, regulacija transkripcije, uloga molekularnih Saperona i
tolerancija na stres (Liu i sur., 2017). Ova posljednja funkcionalna kategorija posebno je vezana
uz biljne IDP, a ukljucuje proteine koji sudjeluju u prepoznavanju i prijenosu signala eksternih
podrazaja i sekundarnom metabolizmu, $to su sve funkcije potrebne za fenotipsku plasticnost

esencijalnu za prilagodbu i prezivljavanje biljaka (Covarrubias i sur., 2017).

1.3. Obitelj proteina Saperona Hsp70

Proteini termickog Soka (engl. heat shock proteins, Hsp) molekularni su Saperoni koji reguliraju
smatanje, lokalizaciju, akumulaciju i degradaciju proteina kod biljaka i Zivotinja. Smatra se da su
zbog svoje uloge odrzavanja homeostaze proteina ukljuceni u mnoge stanicne procese, Sto ukazuje

i na ulogu tolerancije okolisnih stresova koji ne podrazumijevaju termicki Sok (Swindell i sur.,



2007). Razumijevanje uloge Hsp-ova tijekom stresnih uvjeta nepovezanih s termickim Sokom

moze nam pruziti bolji uvid u mehanizme tolerancije mnogih stresova.

Put koji dovodi do ekspresije Hsp nije potpuno objasnjen, ali ukljucuje percepciju temperature
povezanu s nekoliko signalnih puteva koji rezultiraju aktivacijom transkripcijskih faktora za Hsp.
Postoji nekoliko razina na kojima se taj molekularni put moze preklopiti s odgovorima na stresove
nepovezane s temperaturom, a indukcija gena za Hsp potvrdena je na razini genske ekspresije u
vrsti Arabidopsis thaliana za mnoge ne-termicke stresove poput osmotskog, oksidativnog,

hladnoce, ranjavanja, jakog svjetla i prisutnosti teskih metala (Swindell i sur., 2007).

Sama uloga Hsp u mehanizmima tolerancije ovisi o uvjetima stresa. Tijekom termickog Soka,
konformacija proteina se naruSava i oni denaturiraju, a Hsp svojim Saperonskim ulogama sudjeluju
u restrukturiranju njihovih nativnih i funkcionalnih oblika, sprjecavaju njihovu agregaciju i
razgradnju. Stoga njihova protektivna funkcija tijekom drugacijih stresova mozda nije potpuno
istovjetna. Jedna od mogucénosti je da Hsp sluze u obrani od Stete nastale akumulacijom ROS

(Swindell i sur., 2007).

Obitelj Hsp se moZe podijeliti u pet skupina s obzirom na veli¢inu, odnosno masu, i funkciju
Hsp, a to su: mali sHsp, Hsp60, Hsp70, Hsp90 i Hsp100. Skupinu Hsp70 ¢ini 18 proteina teskih
70kDa. Istrazivanja su pokazala da su Hsp70 proteini esencijalni za obranu od okoli$nih stresova.
Osim temperaturnog Soka tijekom kojeg biljke A. thaliana s izrezanim genima za kloroplastne
Hsp70 pokazuju defektan fenotip, smanjenu toleranciju na toplinu i ve¢u stopu umiranja, pokazalo
se da povecana ekspresija Hsp70 utjece na razvoj biljke i pridonosi toleranciji na abioticke stresove
(A. thaliana), razvoju Zenskog gametofita (4. thaliana), inicijaciji i elongaciji vlakana (pamuk) te

obrani od stresa uzrokovanog vodom (duhan) (Yer i sur., 2016).

1.4. Obitelj enzima peroksidaza

Citotoksi¢na svojstva ROS koji nastaju kao nusprodukt metabolizma, u stresnim uvjetima i kao
signalne molekule, objasnjavaju evoluciju kompleksnih mehanizama za detoksifikaciju. Jedan od
tih mehanizama ukljuCuje peroksidaze, enzime prisutne u gljivama, zZivotinjama i biljkama s
ulogom neutralizacije ROS. Askorbat peroksidaza (APX) najvaznija je peroksidaza za
detoksifikaciju H»O», a katalizira reakciju redukcije H>O> u vodu na racun askorbata (Uarrota i

sur., 2016).

Gvajakol peroksidaze (GPX) locirane su u citosolu, stani¢noj stjenki, vakuoli i apoplastu te

takoder sudjeluju u procesima vezanim za oksidativni stres. Sadrze kofaktor hem i najradije

4



oksidiraju aromatske donore elektrona poput gvajakola ili pirogalola da bi reducirale H>O», iako
mogu koristiti i askorbat (Sharma i sur., 2012, Uarrota i sur, 2016). Primjeé¢eno je poveéanje
aktivnosti GPX tijekom raznih abiotickih stresova poput suse, hipoksije, povec¢ane koncentracije

NaCl i hladno¢e (Uarrota i sur., 2016).

1.5. Ekotipovi biljke Arabidopsis thaliana L.

Biljka Arabidopsis thaliana L. (uro¢njak) modelni je organizam u biljnoj i molekularnoj
biologiji zbog brzog rasta i kratkog Zivotnog ciklusa te relativno malog genoma. lako nema
direktnu primjenu u poljoprivredi, dobar je predstavnik svih vis§ih biljaka. Velik broj gena
Arabidopsisa ukljucenih u toleranciju stresa uspje$no su prenjeli svoje obrambene funkcije u

mnoge usjeve pomocu tehnologija genetickog inZenjerstva (Bouchabke i sur., 2008).

Osim istrazivanja baziranim na genomu i mutantima, i ona koja pristupaju prirodnoj genetic¢koj
varijabilnosti uro¢njaka dovela su do otkrica novih gena i alela bitnih u adaptaciji biljke na
okoli$ne uvjete. Naime, vrsta A. thaliana prirodno raste u razli¢itim klimatskim podrué¢jima, te je
razli¢ito izloZena su$nim uvjetima i stresu kojim rezultiraju. Primjerice, ekotip Col je porijeklom
iz Sveucilista u Missouriju, SAD, gdje prevladava vlazna subtropska klima, ekotip Van porijeklom
je iz Vancouvera, Kanada, gdje su ljeta umjereno suha, ekotip Ita je porijeklom iz Ibel Tazekka,
Maroko, gdje je vecinu godine vlazno i hladno, i ekotip Oy je iz Oystese, Norveska, gdje je suho
i hladno. S obzirom na prirodno podrucje rasta, populacije biljaka A. thaliana morale bi biti
razlicito prilagodene na nedostatak vode u okolisu. Osim u strategijama kojima se susa izbjegava
npr. razli¢itim vremenima cvjetanja, te bi razlike morale biti prisutne i u mehanizmima tolerancije
samog stresa tj. u ekspresiji odredenih gena i povecanju koncentracije ili aktivnosti nekih proteina

(Bouchabke i sur., 2008, Harb i sur., 2010).

1.6. Ciljevi

Uzgojiti Cetiri razliCita ekotipa biljke Arabidopsis thaliana i izazvati kontrolirani abiotski stres
suSom. Analizom proteoma utvrditi razlike u ekpresiji ili aktivnosti proteina koji sudjeluju u
odgovorima na druge ¢imbenike stresa. Izolirati te identificirati IDP koji bi takoder mogli imati

uloge u stresu i istraziti im strukturu.



2. MATERIJALI I METODE

2.1. Biljni materijal

U istrazivanju su koristene biljke Arabidopsis thaliana slijedec¢ih ekotipova: Col, Oy, Ita (dvije
replike ozacene kao Ita i Ita0) i Van (dvije replike oznacene kao Van i VanO0). Ti su ekotipovi

prirodno prisutni u razli¢itim klimatskim podruc¢jima (Tablica 1.)

Tablica 1. Ekotipovi vrste Arabidopsis thaliana koristeni u istraZivanju.

Ekotip Mjesto porjekla Prosjecna godiSnja koli¢ina padalina
Col Columbia, SAD 1176 mm
Oy Oystese, Norveska 1000 mm
Ita Ibel Tazekka, Maroko 1800 mm
Van Vancouver, Kanada 1153 mm

2.2. Priprema biljnog materijala

Sjemenke su najprije sterilizirane inkubacijom u 70% etanolu 1 min na tresilici. Etanol je potom
odpipetiran, 1 dodan je 1 mL sterilizacijske otopine (1% Izosan G (w/w), 0,1% mukazol (v/v) u
deH>0) u kojoj sjemenke stoje 10 min. Slijedi centrifugiranje na 10000 % g 1 min te ispiranje 5

puta sterilnom vodom u laminaru s horizontalnim protokom zraka.

Sjemenke su potom nasadene u Petrijeve zdjelice na PGO hranjive podloge (Tablica 2., Negrutiu
isur., 1975) s medusobnim razmacima otprilike 1 cm. Nakon inicijanog perioda inkubacije (24 h,
4 °C), Petrijeve su zdjelice prebacene u fitotron u uvjete kratkog dana (8 h svjetlo, 16 h mrak),
60% vlage 1 24 °C gdje biljke rastu 14 dana dok ne dosegnu veli¢inu zadovoljavaju¢u za njihovo

presadivanje u zemlju.



Tablica 2. Sastav hranjivog medija PGO.

Makroelementi c¢/mM Organske c/pM
komponente

NaH>PO4 x H>O 1,81 Inozitol 5,5

KCl 8,05 Vitamin B1 0,03

(NH4)2S04 3,03 Vitamin B6 0,06

MgSO4 x TH20 2,03 Nikotinska kiselina 0,08

KNO3 19,8

CaClz x 2H20 2,04

Mikroelementi c/pM Regulatori rasta c/pM

H3BOs 10 2,4-D 0,45

MnSO4 x 2H,0 10 BAP 0,44

ZnSO4 x TH20 3,7 Ostale komponente:

KI 9,05 Agar-agar 7,5 g/L

Na,MoO4 x 2H,0 0,1 Saharoza 30g/L

CuSO4 x SH20 0,01

CoClz x 6H20 0,01

Na;EDTA 100

FeSO4 x TH20 100

Dvadeset i Sest dana nakon presadivanja u zemlju, prije nego su biljke procvjetale, odvojeno je
12 biljaka svakog ekotipa koje nisu zaljevane do uzorkovanja dok je preostalih 8 normalno
zalijevano (1 L vode na 24 biljke svaka 3 dana). Fotoperiod, jacina svjetlosti i temperatura ostali
su isti svim biljkama. Uzorkovanje se vrsilo idué¢i dan popodne, tako da je susni period trajao 36
h neposredno prije. Biljkama (Slika 2.) su odrezane rozete, te su osusene, izvagane i zamrznute u

tekuc¢em dusiku. Uzorci su se do izolacije proteina cuvali na -80 °C.



Slika 2. Biljke Arabidopsis thaliana prije uzorkovanja. Slika lijevo prikazuje kontolne biljke, a slika
desno prikazuje biljke izloZene susi.

2.3. Izolacija proteina

Tkivo uzoraka je ohladeno teku¢im dusikom i smrvljeno u fini prah pomocu tarionika i tucka.
Za izolaciju ukupnih proteina koristeno je 0,3 g, a za izolaciju IDP 0,6 g tkiva. Na dobiveni biljni
prah dodano je 1 mL ekstrakcijskog pufera i polivinilpirolidon (PVP) koliko stane na vrh spatule
kako bi se sprijecilo djelovanje fenolnih komponenti koje se oslobadaju prilikom homogenizacije.
Koristena su dva ekstrakcijska pufera razlicitih sastava: saharozni pufer (100 mM Tris/HCI, 0,5 M
saharoza, 0,1% (w/v) askorbinska kiselina, 0,1% (w/v) cistein-HCI, pH = 8) za uzorke koji ¢e
kasnije biti podvrgnuti imunodetekciji na membrani i ditiotreitol (DTT) pufer (50 mM Tris/HCI,
0,75 M NaCl, 2 mM DTT, pH = 7,5) za sve ostale uzorke.

Otopljeni uzorci su iz tarionika dekantirani u tubice te je tarionik ispran s jos pripadajuceg
pufera do ukupnog volumena homogenata 2 mL. Slijedilo je centrifugiranje 1 h na 20000 x gi4
°C kako bi se uklonili stani¢ni ostaci. Supernatant je prebacen u nove tubice i sadrzi sve proteine

tkiva. Uzorci se ¢uvaju na -20 °C do daljnje analize.

Da bi se izolirali IDP, supernatant dobiven na prethodni nacin inkubira se 10 min na 100 °C i
potom centrifugira 2 h na 25000 x g i 4 °C prema Csizmok i sur. (2006). Uzima se supernatant

koji sadrzi samo IDP, prebacuje u Ciste tubice i pohranjuje na -20 °C.



2.4. Ukoncentriravanje proteina membranskom ultrafiltracijom

Nakon izolacije IDP provedeno je ukoncentriravanje ultrafiltracijom na centrikonima (Amicon
30 kDa, Millipore, Njemacka). Uzorci su prebaceni u posudice za filtrat, centrikone, te
centrifugirani 90 minuta na 5000 x g i 4 °C uz mijeSanje uzoraka svakih 30 min. Prema potrebi,
odredeni uzorci su ponovno centrifugirani dodatnih 30 min. Ukoncentrirani proteini skupljeni su

u tubicu centrifugiranjem 2 min na 500 X g i 4 °C.

2.5. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina svih uzoraka odredena je metodom po Bradfordu (1976). Metoda se
temelji na vezanju boje Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 na proteine te promjeni boje
otopine iz smede u plavu. Referentna slijepa proba je sadrzavala 20 pL pripadnog ekstrakcijskog
pufera i 1 mL Bradford radne otopine (2,85% (v/v) etanol, 5,28% (v/v) H3POa, 6% (v/v) Bradford
mati¢ne otopine. Sastav Bradford mati¢ne otopine bio je 1,17 mg/mL CBB G-250, 32% (v/v)
etanol, 57% (v/v) H3PO4). Uzorci su sadrzavali 20 pL uzorka i 1 mL Bradford radne otopine te su
kratko izmjeSani prije mjerenja absorbancije. Apsorbancija je mjerena pri valnoj duljini od 595
nm koriStenjem spektrofotometra (UV/VIS Unicam Spectrometer UV 4, UK). Koncentracija je
odredena iz apsorbancije prema bazdarnom pravcu prethodno napravljenom prema otopini

albumina govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA).

2.6. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima gvajakol
peroksidaze
Aktivnost enzima gvajakol peroksidaze (GPX) izravno je proporcionalna jacini oksidativnog
stresa (Harb i sur., 2010), a jedna od njenih uloga je redukcija H>2O2 u vodu uz gvajakol kao donor
vodika. U svrhu odredivanja aktivnosti gvajakol peroksidaze koristilo se 20 puL uzorka svih
proteina u DTT puferu, ili samo pufera u slucaju slijepe probe, i 980 pL reakcijske smjese koja
sadrzi 50 mM kalij fosfatni pufer pH = 7, 18 mM gvajakol 1 0,01% H>O (dodan neposredno prije
upotrebe). Mjerila se apsorbancija (A) na valnoj duljini od 470 nm tijjekom 1 min svakih 10 s
spektrofotometrom (UV/VIS Unicam Spectrometer UV 4, UK). Aktivnost se ra¢unala kao omjer
promjene apsorbancije i koncentracije proteina. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvije

replike + standardna pogreska.



2.7. Analiza ekspresije proteina razdvajanjem natrijev dodecil-sulfat
poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE)

Prije imunodetekcije proteina, uzorke proteina izolirane u saharoznom puferu trebalo je
razdvojiti SDS-PAG elektroforezom. Proteini se denaturiraju i na njih se jednoliko vezu molekule
detergenta SDS-a daju¢i im ukupan negativan naboj zbog ¢ega nativni oblik i naboj molekula vise
ne utjecu na razdvajanje, ve¢ samo njihova veli¢ina (masa). Uzorci su pripremljeni mjeSanjem 100
pL uzorka s 25 pL denaturirajuceg pufera (Laemmli pufer: 125 mM Tris pH = 6,8, 4% (w/v) SDS,
10% (v/v) B-merkaptoetanol, 32% (v/v) glicerol, kap 0,5% otopine bromfenol plave boje) i
kuhanjem 5 min na 99 °C. Na poliakrilamidni gel (sastav prema Tablici 3.) naneseno je 20 pg
uzorka. Koristen je vertikalni sustav Mini-PROTEAN Tetra cell (Bio-Rad), a debljina gela bila je
0,75 mm. Pufer za elektroforezu (0,25 M Tris/HCI, 1,92 M glicin, 10% (w/v) SDS, pH = 8§,3)
razrjeden je 10 puta prije upotrebe. Elektroforeza je iSla najprije 60 min na 100 V da rezultat bude
$to uredniji, a zadnjih 30 min na 150 V kako ne bi trajala dovoljno dugo da proteini difundiraju u

okolni gel.

Tablica 3. Sastav gela za SDS-PAGE.

Gel za razdvajanje (12%)  Gel za sabijanje (4%)

reH>O 3,35 mL 3,050 mL

Tris/HCI 1,5 M; pH 8,8; 2,50 mL 0,5 M; pH 6,8; 1,25 mL
AA/Bis (30%) 4,0 mL 0,665 mL

SDS (10%) 100 pL 50 uL

APS (10%) 50 uL 35ulL

TEMED 5uL 8 uL

2.8. Imunodetekcija proteina na membrani
Imunodetekcija proteina na membrani (Western blot) temelji se na prijenosu svih proteina iz
gela na membranu i oznacavanju ciljanih specificnim protutijelima. U ovom slucaju, protein od

interesa bio je Hsp70.

Nakon SDS-PAGE slijedio je mokri prijenos na nitroceluloznu membranu u vertikalnom
sustavu za elektroprijenos (Bio-Rad) u puferu za prijenos (28 mM Tris/HCl, 129 mM glicin, 10%

(v/v) metanol, pH = §,3) u trajanju 1 h pri 60 V. Membrana je zatim obojana bojom Rouge Ponceau
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S da bi se provjerila uspjesnost prijenosa i ucrtali bendovi markera te odbojana deH»O i Tris
puferom (engl. Tris-buffered saline, TBS, sastav: 0,2 M Tris/HCI, 0,73 M NaCl, pH = 7,5).
Membrana je blokirana preko no¢i u otopini A (10 mM Na;HPOas, 1,7 mM KH2PO4, 0,13 M NaCl,
2,7 mM KCl, 1% (v/v) Tween 20®, 2% (w/v) mlijeko u prahu) na 4 °C. Potom je inkubirana 3 h
na sobnoj temperaturi u 10 mL otopine A i primarnog protutijela anti-Hsp70 iz zeca (AS08 371,
Agrisera) u omjeru 1:2500. Slijedilo je ispiranje 3 puta u otopini A i inkubacija 1 hu 20 mL otopine
A 1 2 pL sekundarnog protutijela IgG-HRP (Agrisera). Membrana je potom isprana 2 puta
otopinom B (10 mM Na,HPOs, 1,7 mM KH>PO4, 0,13 M NaCl, 2,7 mM KCIl, 1% (v/v) Tween
20®) i proteini su detektirani pomoc¢u ECL supstrata (Promega). Vizualizacija se vr$ila na uredaju
za kemiluminiscenciju C-DiGit® (LI-COR Biosciences) softverom Image Studio™ Lite (LI-COR

Biosciences), kojim je napravljena i relativna kvantifikacija.

2.9. Elektroforeza proteina u dvije dimenzije (2D-PAGE)

IDP se odvajaju metodom 2D-PAGE koja je u prvoj dimenziji nativha, a u drugoj
denaturirajuc¢a. Zbog manjka strukture, IDP bi trebali u obje te dimenzije putovati jednako i po
zavrSetku se nalaziti na dijagonali gela dok globularni proteini gube strukturu i gibaju se sporije u
drugoj nego u prvoj dimenziji (Slika 3.). Za elektroforezu u obje dimenzije koristi se pufer za

nativnu elektroforezu (25 mM Tris/HCI, 125 mM glicin).

Slika 3. Primjer razlike u migraciji IDP i globularnih proteina nakon 2D elektroforeze.
Proteini su obojani srebrovim nitratom i oznaceni tako da crna linija predstavlja dijagonalu na kojoj su smjesteni IDP,
a crvena podrudje smjestaja zaostalih globularnih proteina. Prikazani su IDP ekotipa Van vrste 4. thaliana nakon
izlaganja stresu susom.
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Prvu dimenziju ¢ini nedenaturiraju¢a (nativna) elektroforeza prema Laemmliju (1970), a
provedena je u Mini-PROTEAN Tetra cell vertikalnom sustavu (Bio-Rad). Gel je bio debljine 1
mm 1 sastava prema Tablici 4. Naneseno je 20 pg uzoraka. U to¢an volumen uzorka koji sadrzi
zeljenu masu proteina dodano je 2 uL. 0,5% otopine bromfenol plave boje i saharoze. Elektroforeza
je trajala 30 min na 100 V, pa 50 min na 180 V dok fronta boje nije stigla do kraja gela. Po
zavrsetku, rubovi gela gdje nema proteina su odrezani, a gel je potom umocen 15 min u otopini 6

M ureje u nativnom puferu da bi se proteini u gelu denaturirali.

Tablica 4. Sastav gela za nativhu PAGE.
Gel za razdvajanje (12%)  Gel za sabijanje (4%)

reH>0 3,35 3,05

Tris/HCI 1,5 M; pH 8,8; 2,50 mL 0,5 M; pH 6,8; 1,5 mL
AA/Bis (30%) 4,0 mL 0,665 mL

APS (10%) 50 pL 35uL

TEMED 5uL 8 uL

Drugi dio elektroforeze je proveden u gelu s 8 M urejom debljine 1 mm (sastav prema Tablici
5.). Nakon inkubacije u 6 M ureji, gel je izrezan na trakice Sirine jazica te je svaka od njih stavljena
horizontalno na vertikalni denaturirajuci gel. Njen je polozaj i povezanost s donjim gelom ucvrséen
nadsvodivanjem 0,5% (w/v) agarozom s par kapi 0,5% (v/v) otopine bromfenol plave boje.
Elektroforeza je trajala 20 min na 100 V pa 80 min na 190 V dok fronta boje nije dosla do kraja
gela. Nakon zavrSetka elektroforeze, gel se preko no¢i inkubira u fiksativu (50% (v/v) etanol, 12%
(v/v) octena kiselina, 0,05% (v/v) formaldehid) na 4 °C kao priprema za bojanje srebrovim

nitratom.

Tablica 5. Sastav gela s 8 M urejom.

Gel za razdvajanje (12%)

ureja 9,61 g
Tris/HCI 1,5 M pH=8.8 5,00 mL
AA/Bis (30%) 8,00 mL
APS (10%) 100 pL
TEMED 7 uL
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2.10. Bojanje srebrovim nitratom

Bojanje srebrovim nitratom izvrSeno je po Blum i sur. (1987). Proteini vezu ione srebra koji se
potom u odredenim uvjetima reduciraju tako da nastane vidljiva slika. Metoda je osjetljiva i
kompatibilna s daljnjim metodama analize poput spektrometrije masa. Neposredno prije upotrebe,
napravljene su otopina 3 (0,04% (w/v) Nax0,S3 x SH>O u reH»0), otopina 5 (0,2% (w/v) AgNOs3,
0,075% formaldehid u reH»0) i otopina 7 (6% (w/v) NaxCOs3, 0,05% (v/v) formaldehid, 0,008%
(W/v) Na202S3 x 5H20 u reH20).

Nakon inkubacije u fiksativu, gelovi su isprani tri puta po 20 min u 30% etanolu. Jednu minutu
inkubiraju se u otopini 3, a zatim su isprani tri puta po 20 s deH20O. Slijedila je impregnacija
srebrovim nitratom 20 min u otopini 5. Gelovi su opet isprani 20 s dva puta u deH»O i kona¢no
razvijeni u otopini 7. Razvijanje je trajalo 6 min, do zadovoljavajuce obojanosti proteina, a reakcija
je zaustavljena STOP otopinom (50% (v/v) etanol, 12% (v/v) octena kiselina). Gelovi su potom

skenirani na 400 DPI na 48-bitnom skeneru Epson V700.

2.11. Denzitometrijska analiza proteinskih mrlja alatom ImageMaster™
2D Platinum
Radi kvantifikacije razlike u jacini ekspresije pojedinih proteina napravljena je
denzitometrijska analiza koriStenjem softvera ImageMaster™ 2D Platinum (GE Healthcare).
Spareni su gelovi koji sadrze uzorke izlozene susi i kontrole za isti ekotip. Zatim su podjeljeni na
podrucja od interesa koja su takoder medusobno sparena s pripadnima. Mjeren je i usporeden

intenzitet svakog podrucja od interesa.

2.12. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (engl. mass spectrometry, MS) tehnika je u kojoj se molekule analita
ioniziraju, i tako nastali ioni se u plinskoj fazi razdvajaju te detektiraju prema omjeru mase i
naboja. Na temelju spektara masa peptida moguca je, izmedu ostalog, identifikacija proteina.
Nacin analize bio je odozdol nagore (engl. bottom-up) koji ukljucuje enzimsko cijepanje proteina
u gelu nakon cega se dobiveni peptidni fragmenti analiziraju nekom od MS tehnika, a
usporedivanjem eksperimentalno dobivenih spektara s onima pohranjenim u bazama podataka,

moguce je identificirati proteine.

Za analizu spektrometrijom masa izabrani su 2D gelovi Col (kontrola) i Oy (susa) obojani
srebrovim nitratom. Proteinske mrlje od interesa najprije su izrezane iz gelova i odvojene u Ciste

tubice. Da bi digestija u gelu proteinazom bila uspjesna, potrebno je od proteina u gelu odvojiti
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vezano srebro §to je uCinjeno prema protokolu komercijalnim kitom ProteoSilver™ Plus Silver
Stain Kit (Sigma-Aldrich) koji sadrzi otopine za odbojavanje. Komadi¢i gela su zatim dva puta po

5 min isprani ultracistom vodom.

U svaku tubicu s gelom je potom dodano 500 pL pufera (50 mM NH4HCOs, pH = 7,8) u kojem
se inkubira na tresilici (700 rpm) pri sobnoj temperaturi dva puta po 5 min pa 30 min. Pufer je
promjenjen izmedu svake inkubacije. Nakon §to se zadnja porcija pufera bacila, na gel je dodano
500 pL otopine 50:50 (v/v) 50 mM NH4HCOs/acetonitril (MeCN) u ¢emu se opet inkubira 30 min
na tresilici (700 rpm, sobna temperatura). Ta se otopina takoder baca nakon inkubacije i zamjenjuje
sa 100 pL MeCN u kojem se gel trese (700 rpm, sobna temperatura) 5 min prije nego se ostatak
acetonitrila baci i gel osusi u centrifugalnom isparivacu SpeedVac-u. Na tako pripremljene gelove

tada je dodano 10 pL tripsina (20 pg/mL, Merck). Inkubacija je trajala 18 h na 37 °C.

Idu¢i dan, tripsinski pufer je odvojen, uzorci su osuseni u SpeedVac-u nakon ¢ega su inkubirani
30 min u 10 pL otopine 50:50 (v/v) 5% trifluoroctena kiselina (TFA)/MeCN u sonikacijskoj
(UZV) kupelji radi ekstrakcije peptida iz gela. Zatim su premjesteni u termomikser (500 rpm,

sobna temperatura) gdje se inkubiraju dodatnih 15 min pa pohranjeni na -80 °C.

Proc¢iscavanje proteinskih fragmenata vrsilo se metodom Zip-Tip. Uzorci su otopljeni u 0,1%
TFA. Svaka kolona je najprije kondicionirana ispriranjem tri puta s po 10 uL otopine 80% MeCN,
20% H20 s 0,1% TFA pa tri puta s po 10 uL. 50% MeCN, 50% H>0 s 0,1% TFA i na kraju tri puta
s po 10 uL 0,1% TFA. Uzorak je nanesen na kolonu provla¢enjem 10 pL uzorka 10 puta kroz Zip-
Tip. Kolona se zatim ispire 5 puta s 10 ul. 0,1% TFA, a proteini se s nje potom eluiraju uvlacenjem
10 uL otopine 80% MeCN, 20% H>0O s 0,1% TFA i provlac¢enjem tog istog volumena kroz kolonu

10 puta u novoj tubici. ProciS¢eni uzorci se zatim suSe u SpeedVac-u.

Uzorci su potom pomjeSani s matricom (a-cijano-4-hidroksicimetna kiselina, 5 mg/mL) i
naneseni na MALDI ploc¢icu. Analiza spektrometrijom masa radena je na spektrometru masa
MALDI TOF/TOF 4800 Plus analyzer (Applied Biosystems, USA) (Pavokovi¢ i sur., 2011), a radi
identifikacije proteina pretrazivala se baza podataka Arabidopsis thaliana NCBlInr

(http://www.matrixscience.com/help/seq_db_setup nr.html) (23.8.2017.).
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2.13. Bioinformatic¢ka karakterizacija proteina

Proteini identificirani spektrometrijom masa dalje su analizirani bioinformatickim alatima. U
tu  svrhu  koriSteni su  podaci dostupni na  mreznim = stranicama  NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, 30.10.2017., The National Center for Biotechnology Information)
poput aminokiselinske sekvence u FASTA formatu i jedinstvenog identifikacijskog broja (engl. gi

number) odgovarajuceg zapisa u NCBInr bazi podataka.

2.14. Bioinformati¢ka analiza neuredenosti proteina

2.14.1. SLIDER

SLIDER je bioinformaticki alat koji sluzi za predvidanje postojanja dugih neuredenih regija
proteina. Predvidanje se temelji na modelu koji uzima u obzir aminokiselinski sastav unesene
proteinske sekvence, njenu kompleksnost i odredena fiziokemijska svojstva aminokiselina.
Procjene neuredenosti su vrSene unosenjem sekvence svakog proteina u FASTA formatu u
sucelje na poveznici http://biomine.cs.vcu.edu/servers/SLIDER/ (23.8.2017.) (Peng i sur.,
2014).

2.14.2. PSIPRED v3.3 i DISOPRED3

DISOPRED?3 alat je za predvidanje neuredenosti proteina. Algoritam DISOPRED3 treniran je
na skupovima podataka sacinjenih od proteinskih struktura rijeSenih kristalografijom X-
zrakama. U izlaznim podacima sadrzane su i dodatne procjene sekundarne strukture na bazi
alata PSIPRED. Procjene su vrSene analogno postupku za SLIDER za svaki protein. Alati su
dostupni u sklopu servera “PSIPRED Protein Analysis Workbench” na poveznici
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ (23.8.2017.) (Buchan i sur., 2013).

2.14.3. DisEMBL 1.5

DisEMBL je jos jedan alat za predvidanje nestrukturiranosti regija proteina s obzirom na
njegovu primarnu sekvencu. Parametri prema kojima DisEMBL vrsi predvidanje odredeni su
s obzirom na nekoliko razli¢itih definicija nereda te predstavljaju nov nacin gledanja na
neuredenost baziran na 'vruéim petljama' (engl. hot loops), npr. zavojnice s visokim
temperaturnim faktorom. Procjene neuredenosti su vrSene unoSenjem sekvence svakog

proteina u FASTA formatu u sucelje na poveznici http://dis.embl.de/ (24.8.2017.) pri

standardnim postavkama i invertiranom pozadinom (Linding i sur., 2003).
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3. REZULTATI

3.1. Aktivnost enzima gvajakol peroksidaze

Radi usporedbe razine oksidativnog stresa, mjerena je i usporedivana aktivnost enzima gvajakol
peroksidaze (GPX). Znacajno povecanje aktivnosti GPX u uvjetima stresa izazvanog susom s
obzirom na kontrolu vidljivo je kod ekotipova Van0, Ita0 i Oy (Slika 4.). Van0 pokazuje otprilike
trostruko povecanje aktivnosti GPX, Ita0 dvostruko, a u slu¢aju ekotipa Oy aktivnost GPX poveca
se preko 20 puta u uvjetima stresa. Ekotipovi Ita i Col takoder biljeze povecanje aktivnosti GPX
u stresnim uvjetima, iako se primjenom najnepovoljnijeg slucaja standardne devijacije rezultati ne

mogu tako ocitati (Slika 4.).
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Slika 4. Usporedba aktivnosti GPX razli¢itih ekotipova vrste Arabidopsis thaliana nakon

izlaganja suSi u trajanju od 36 h. Aktivnost GPX izredena je kao omjer promjene apsorbancije u 1 min i
koncentracije proteina. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost dvije replike + standardna devijacija.

3.2. Relativna kvantifikacija Hsp70

Nakon uspjesno provedene SDS-PAG elektroforeze, proteini su preneseni na nitroceluloznu
membranu i analizirani imunodetekcijom na gelu pomocu protutijela anti-Hsp70. Vezano
protutijelo i, posredno, sam protein Hsp70, vizualizirano je pomoc¢u sekundarnog protutijela [gG-
HRP i potom kvantificirano softverom. Nisu pronadene izoforme ili modifikacije Hsp70 niti kod
jednog ekotipa, niti u uvjetima suSe (Slika 5.). Relativna kvantifikacija je pokazala povecanje
ekspresije Hsp70 u uvjetima suse s obzirom na kontrolu u gotovo svim ekotipovima, s izuzetkom

ekotipa Van0, gdje je ekspresija Hsp70 malo smanjena, i ekotipa Col, gdje nije bilo razlike (Slika
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6.). Iz tehnickih razloga, ova analiza nije ponovljena te nije bila moguca statisticka obrada

podataka.

a) b)

\,.__-'..d R — R

Van(s) Van(c) Ita(s) Ita(c) Col(s) Col(c) OY(s) OY() Itad(s) Ita0(c) VanC(s) Vanoic]

Slika 5. Imunodetekcija Hsp70 u razli¢itim ekotipovima vrste Arabidopsis thaliana nakon

izlaganja suSi u trajanju od 36 h. Uzorci prethodno izloZeni susi nose oznaku (s) uz ime ekotipa, a kontrole
su oznacene s (c). Slike pod a) i b) predstavljaju razli¢ite membrane na koje su se prenosili proteini.
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Slika 6. Relativna kvantifikacija proteina Hsp70 u razli¢itim ekotipovima vrste Arabidopsis

thaliana nakon izlaganja suSi u trajanju od 36 h. Rezultati prikazuju intenzitet obojenja o¢itan s jedne
membrane.

3.3. Identifikacija IDP u proteomu vrste Arabidopsis thaliana

3.3.1. Diferencijalna ekspresija IDP

IDP su odvojeni od vecine globularnih proteina toplinskom denaturacijom, a za svaki ispitivani
ekotip provedena je i 2D elektroforeza u nativnim i denaturiraju¢im uvjetima uzoraka iz biljaka
izlozenih susi 1 uzoraka iz biljaka kontrola da bi se Sto bolje razdvojili IDP. Razdvajanje je bilo
uspjesno te su vidljive razlike u ekspresiji pojedinih proteina (Slika 7.). Najizrazenija je pritom
skupina malih globularnih proteina koji su detektirani samo kod ekotipova Oy (6 proteinskih
mrlja) i Col (4 proteinske mrlje) te pokazuju jace obojenje u uvjetima stresa. Unutar te skupine,
ekotip Oy sadrzi dvije jedinstvene proteinske mrlje. Svaki ekotip takoder eksprimira barem tri

proteina koji se brze krecu u denaturiraju¢im nego u nativnim uvjetima, tj. nalaze se ispod
17



dijagonale gela, a ekotip Ita ima 4 takva proteina, jedan jedinstven. Jedna proteinska mrlja kod
svih ekotipova nalazi se izmedu linije na kojoj su smjesteni globularni proteini i dijagonale na

kojoj su smjesteni IDP, ukazujuéi na protein mjesSovitog karaktera.

Slika 7. Ekspresija IDP u biljkama Arabidopsis thaliana. Termi¢kom denaturacijom izolirani IDP iz
tkiva razdvojeni su 2D elektroforezom u nativnim i denaturirajuéim uvjetima te vizualizirani na gelu bojanjem
srebrovim nitratom. Gelovi s uzorcima izlozenim susi nose oznaku (s) uz ime ekotipa, a kontrole su oznacene s (c).
Narancasto su oznaceni globularni proteini jedinstveni za ekotipove Col i Oy, a plavo IDP koji se brze kre¢u u
denaturiraju¢im uvjetima.

3.3.2. Identifikacija proteina spektrometrijom masa
Dva su poliakrilamidna gela izabrana za daljnju analizu spektrometrijom masa, Oy izloZen susi
i netretirani Col. Izabrani su razliiti ekotipovi i razli¢iti uvjeti da bi se identificirao $to veci broj
jedinstvenih proteina. Na gelovima je odabrano ukupno 40 proteinskih mrlja, 22 ekotipa Oy i 18
ekotipa Col (Slika 8.), iz kojih su izolirani proteini za identifikaciju. Ukupno je pronadeno 40

razli¢itih proteina (Tablice 6. 1 7.). Od toga za njih 25 vrijedi da je sigurnost identifikacije vec¢a od

90%, Sto uvjetuje protein score veéi od 50 (Tablica 8.).

Slika 8. Proteinske mrlje analizirane spektrometrijom masa. Slika A prikazuje 22 proteinske mrlje
odabrane na gelu gdje su razdvojeni IDP iz ekotipa Oy nakon izlaganja susi. Slika B prikazuje 18 proteinskih mrlja
odabranih na gelu gdje su razdvojeni IDP ekotipa Col uzgajanog u kontrolnim uvjetima.
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Tablica 6. Proteini identificirani u gelu metodom MALDI TOF/TOF, uzorci uroc¢njaka

ekotipa Qy. Navedeni su nazivi proteina i njihovi pristupni brojevi prema dvjema bazama podataka
(NCBI/UniProt) te oznaka proteinske mrlje iz koje je protein izoliran. Protein score upucuje na podudarnost
eksperimentalnih podataka s onima u bazi podataka prema kojoj je protein identificiran te se za svaki score veci od
50 uzima da je ona dovoljno dobra.

Broj proteinske mrlje

Identifikacijski broj proteina

Ime proteina

Protein score

NCBI UniProt
1 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 31
2 2i[42568895 NP_178414.2 embrio defektivni protein 1579 42
3 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 128
2162321387 BAD94723.1 hipotetski protein 32
4 gi15234875 NP_194235.1 protein nosa¢ acila 4 42
5 gi[166655 AAA32765.1 kalmodulin-3, djelomi¢an 156
2i[18423978 NP_568857.1 Afadin/alfa-aktinin-vezujuci protein 39
6 gi[15220428 NP_176906.1 predviden: F-box protein 30
7 gi[21555170 AAM63795.1 protein sli¢an prekursoru proteina CP12 34
8 2i[334187136 NP_001190906.1 protein 3A sli¢an dinaminu 29
9 gi|145323728 NP_001077453.1 protein iz obitelji beta-1,6-N-acetilglukozaminiltransferaza 37
10 2i|15220428 NP 176906.1 predviden: F-box protein 38
11 2il42568895 NP 178414.2 embrio defektivni protein 1579 38
12 £i[7629996 CABS88338.1 predvideni protein 41
13 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 140
£i[30692293 NP_850901.1 neokarakterizirani protein 43
14 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 177
2i[5689611 CAB51840.1 bakar/cink superoksid dismutaza 60
15 2i[5689611 CAB51840.1 bakar/cink superoksid dismutaza 219
gi[15223217 NP_174525.1 vjerojatan: protein H2 sustava za cijepanje glicina 75
gi[15226973 NP_181080.1 protein H kompleksa glicin dekarboksilaze 67
£i[30689052 NP_850371.1 hladno¢om reguliran protein 15a 30
16 £i[18401659 NP_565666.1 bakar/cink superoksid dismutaza 2 93
£i/30689052 NP 850371.1 hladnocom reguliran protein 15a 38
17 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 147
gi[9759153 BAB09709.1 neimenovani proteinski produkt 34
18 2il15222166 NP 172153.1 podjedinica P-1 fotosustava IT 66
2i[42568895 NP_178414.2 embrio defektivni protein 1579 40
19 2i[238480210 NP_001154203.1 tioredoksin M2 84
2i|186478207 NP_001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava IT 72
20 gi|15450771 AAK96657.1 niskom temperaturom induciran protein 78 93
gi[21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II 42
21 gi[21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava IT 147
2i[15242045 NP_197572.1 Saperonin 20 80
2i|186478207 NP_001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava IT 55
22 2i[18418410 NP_568356.1 embrio defektivni 1241 203
2i|1747310 BAA09598.1 DNA-vezujuéi protein sli¢an Myb-u 55
. e e o . . o . Ve
Tablica 7. Proteini identificirani u gelu metodom MALDI TOF/TOF, uzorci uro¢njaka

ekotipa Col. Navedeni su nazivi proteina i njihovi pristupni brojevi prema dvjema bazama podataka
(NCBI/UniProt) te oznaka proteinske mrlje iz koje je protein izoliran. Protein score upucuje na podudarnost
eksperimentalnih podataka s onima u bazi podataka prema kojoj je protein identificiran te se za svaki score veci od
50 uzima da je ona dovoljno dobra.

Broj proteinske mrlje

Identifikacijski broj proteina
1

Ime proteina

Protein score

UniProt
1 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 114
2i|8778462 AAF79470.1 L3.28 39
2 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 73
£i/30692293 NP 850901.1 neokarakterizirani protein 41
3 2i[166655 AAA32765.1 kalmodulin-3, djelomican 308
2i[22329394 NP_683283.1 neokarakterizirani protein 38
4 gi[9279741 BABO01367.1 neimenovani protein 44
5 £i[9279741 BAB01367.1 neimenovani protein 40
6 gi[21555170 AAM63795.1 protein sli¢an prekursoru proteina CP12 46
7 gi[15724168 AAL06476.1 AT5g12140/MXC9_10 50
8 2i[30678634 NP_849585.1 tioredoksin M1 128
2i|110742393 BAE99119.1 tioredoksin m4 66
gi|15221284 NP 172695.1 predviden: kalcij-vezujuéi protein CML13 59
9 gi[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 119
£i/6523846 AAF14882.1 citozin-5 metiltransferaza 30
10 2i21555836 AAM63945.1 nepoznat 79
gi[8778462 AAF79470.1 FI1L3.28 54
11 gi[15223217 NP_174525.1 vjerojatan: protein H2 sustava za cijepanje glicina 48
12 2i|186478207 NP_001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava IT 60
13 gi[27752799 AAO19414.1 RuBisCO velika podjedinica, djelomi¢an (kloroplast) 297
£i[6056403 AAF02867.1 hipotetski protein 50
14 gi[4583542 CAB40384.1 16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika 96
gi|15222166 NP_172153.1 podjedinica P-1 fotosustava II 47
15 gij4583542 CAB40384.1 16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika 100
2i|186478207 NP 001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava II 68
gi[21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II 68
2i]15242045 NP 197572.1 Saperonin 20 64
16 2i[186478207 NP_001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava IT 114
2i[21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II 91
gi[21617920 AAM66970.1 predviden: RNA-vezuju¢i protein 60
17 2i[21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II 106
2i[186478207 NP_001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava IT 45
18 gi[21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II 711
2i|15222166 NP 172153.1 podjedinica P-1 fotosustava II 118
2i[2880056 AAC02750.1 23K protein kompleksa za razvoj kisika fotosustava II, predviden 63
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Tablica 8. Proteini identificirani metodom MALDI TOF/TOF s najmanje 90% sigurno$cu

(Protein score > 50). Navedeni su nazivi proteina i njihovi pristupni brojevi prema dvjema bazama podataka
(NCBI/UniProt) te oznake proteinskih mrlja analiziranih 2D gelova koje sadrze dane proteine.

Protein Identifikacijski kod proteina Mrlje gdje je identificiran protein
NCBI UniProt 0OY (s) Col (c)
kalmodulin-3, djelomi¢an gi[166655 AAA32765.1 5 3
Saperonin 20 gi[15242045 NP_197572.1 21 15
predviden: kalcij-vezujuéi protein CML13 gi|15221284 NP_172695.1 - 8
bakar/cink superoksid dismutaza 2i/5689611 CAB51840.1 14,15 -
bakar/cink superoksid dismutaza 2 21/18401659 NP_565666.1 16 -
embrio defektivni protein 1241 gi[18418410  NP_568356.1 22 -
F1L3.28 gi[8778462 AAF79470.1 - 10
vjerojatan: protein H2 sustava za cijepanje glicina gi|15223217 NP_174525.1 15 -
protein H kompleksa glicin dekarboksilaze gi/15226973 NP_181080.1 15 -
hipotetski protein £1/6056403 AAF02867.1 - 13
niskom temperaturom induciran protein 78 gi|15450771 AAK96657.1 20 -
DNA-vezujuéi protein slican Myb-u gi[1747310 BAA09598.1 22 -
16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika gi[4583542 CAB40384.1 - 14,15
23K protein kompleksa za razvoj kisika fotosustava II, predviden £i[2880056 AAC02750.1 - 18
33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II £i[21593220 AAM65169.1 21 15,16,17,18
plastocijanin, predviden £i[21592405 AAM64356.1 3,13,14,17 1,2,9
podjedinica P-1 fotosustava II gi[15222166 NP_172153.1 18,16 -
podjedinica P-1 fotosustava II gi[186478207  NP_001117239.1 19,21 12,15, 16
predviden: RNA-vezujuéi protein £i[21617920 AAM66970.1 - 16
RuBisCO velika podjedinica, djelomi¢an (kloroplast) gi[27752799 AAO19414.1 - 13
tioredoksin M2 gi[238480210 NP_001154203.1 19 -
tioredoksin M1 £i[30678634 NP_849585.1 - 8
tioredoksin m4 gi[110742393  BAE99119.1 - 8
nepoznat gi[21555836 AAM63945.1 - 10
AT5g12140/MXC9_10 gi|15724168 AAL06476.1 - 7

Od 25 proteina identificiranih sa zadovoljavaju¢om sigurnoscu, 12 ih sudjeluje u procesima
fotosinteze i fotorespiracije (proteini H kompleksa glicin dekarboksilaze/sustava za cijepanje
glicina, velika podjedinica ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaze/oksigenaze (RuBisCO),
plastocijanin, tioredoksini m1, m2 i m4, podjedinice P-1 fotosustava II i polipeptidi kompleksa za
razvoj kisika fotosustava Il od 16, 23 i1 33 kDa, Tablica 8.), od ¢ega 5 Cine dijelovi fotosustava II.
Cetiri identificirana proteina spadaju u kategoriju stresnih proteina, a to su Saperonin 20, niskom

temperaturom induciran protein 78 i dvije bakar/cink superoksid dismutaze.

3.3.3. Denzitometrijska analiza alatom ImageMaster™ 2D Platinum

Nakon razdvajanja IDP kombiniranom nativnom i denaturiraju¢om 2D elektroforezom, gelovi
su skenirani i nadalje analizirani softverom ImageMaster™ 2D Platinum. Proteini iz biljaka
prethodno izlozenih su$i i pripadne kontrole su spareni unutar programa te su podjeljeni na
podrucja od interesa koja grubo odgovaraju proteinskim mrljama. Mjereni su i usporedivani
intenziteti svakog podrucja od interesa (Slike 9.-14.). Ekotipovi Col, Ita i Ita0 pokazuju cetiri
znacajnija povecanja u intenzitetu obojenja tj. ekspresiji proteina prilikom izlaganja susi s obzirom
na kontrolu, i Cetiri znac¢ajna smanjenja. Ekotipovi Van i Van0 biljeze Sest povecanja u suSnim

uvjetima i Cetiri smanjenja, a ekotip Oy Cetiri povecanja i cak sedam smanjenja.
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Spareni gelovi tj. uzorci istog ekotipa podjeljeni su na sli¢na podru¢ja od interesa (sli¢ne
veli¢ine i oblika, iste pozicije) i jednako oznaceni. Medutim, gelovi na kojima su razdvajani
proteini drugih ekotipova nose iste oznake (brojeve) za podrucja od interesa na drugim mjestima i
razli¢itog oblika te se ne daju medusobno usporedivati. Npr. podrucje 1 ekotipa Oy (Slika 9.) nije
ekvivalentno podrucju 1 ekotipa Ita (Slika 10.). Ta podrucja ponekad sadrze i viSe proteina te nije
uvijek moguce zasebno kvantificirati proteine identificirane spektrometrijom masa. U Tablici 9.
navedeni su identificirani proteini i oznake za podruc¢ja od interesa Cijem signalu pridonose za
svaki ekotip. MoZemo uociti da su odredeni proteini u svim sluc¢ajevima kvantificirani zajedno
(proteini H kompleksa glicin dekarboksilaze/sustava za cijepanje glicina i bakar/cink superoksid
dismutaza 2; Saperonin 20, podjedinica P-1 fotosustava II i 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj
kisika fotosustava II; embrio defektivni 1241 i DNA-vezujuci protein slican Myb-u; tioredoksini

M1, m4 i CML13; nepoznati i F11.3.28; hipotetski protein i RuBisCO).

30 m Col (s)
25 = Col (c)
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Broj podrucja od interesa

Slika 9. Relativna kvantifikacija IDP ekotipa Col vrste Arabidopsis thaliana. Slike pod A i B
prikazuju podruéja od interesa Ciji je intenzitet mjeren oznacena brojevima 0-24; (s) oznacava proteine iz biljaka
prethodno izloZenih susi, a (c) proteine iz netretiranih biljaka. Slika pod C prikazuje usporedbu intenziteta obojenja

proteina srebrovim nitratom za svako podruéje od interesa oznaceno na Slikama A i B.
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Slika 10. Relativna kvantifikacija IDP ekotipa Ita vrste Arabidopsis thaliana. Slike pod A i B

prethodno izlozenih susi, a (c) proteine iz netretiranih biljaka. Slika pod C prikazuje usporedbu intenziteta obojenja
proteina srebrovim nitratom za svako podrucje od interesa oznaceno na Slikama A i B.

16 H [ta0 (s)

= Tta0 (c)

Intenzitet proteinske mrlje
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Broj podrucja od interesa
Slika 11. Relativna kvantifikacija IDP ekotipa Ita0 vrste Arabidopsis thaliana. Slike pod A i B

prikazuju podrucja od interesa Ciji je intenzitet mjeren oznaCena brojevima 0-21; (s) oznacava proteine iz biljaka
prethodno izloZenih susi, a (c) proteine iz netretiranih biljaka. Slika pod C prikazuje usporedbu intenziteta obojenja

proteina srebrovim nitratom za svako podrucje od interesa oznaceno na Slikama A i B.
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Slika 12. Relativna kvantifikacija IDP ekotipa Oy vrste Arabidopsis thaliana. Slike pod A i B

prethodno izlozenih susi, a (c) proteine iz netretiranih biljaka. Slika pod C prikazuje usporedbu intenziteta obojenja
proteina srebrovim nitratom za svako podruéje od interesa oznaceno na Slikama A i B.
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Slika 13. Relativna kvantifikacija IDP ekotipa Van vrste Arabidopsis thaliana. Slike pod A i B

prikazuju podrucja od interesa Ciji je intenzitet mjeren oznaCena brojevima 0-16; (s) oznacava proteine iz biljaka
prethodno izlozenih susi, a (c) proteine iz netretiranih biljaka. Slika pod C prikazuje usporedbu intenziteta obojenja
proteina srebrovim nitratom za svako podrucje od interesa oznaceno na Slikama A i B.
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Slika 14. Relativna kvantifikacija IDP ekotipa Van0 vrste Arabidopsis thaliana. Slike pod A i B
prikazuju podruéja od interesa Ciji je intenzitet mjeren oznacena brojevima 0-19; (s) oznacava proteine iz biljaka
prethodno izloZenih susi, a (c) proteine iz netretiranih biljaka. Slika pod C prikazuje usporedbu intenziteta obojenja
proteina srebrovim nitratom za svako podruéje od interesa oznaceno na Slikama A i B.

Tablica 9. Proteini identificirani metodom MALDI TOF/TOF i podrucja od interesa u

kojima se nalaze prilikom relativne kvantifikacije za svaki ekotip. Navedeni su nazivi proteina i
njihovi pristupni brojevi prema dvjema bazama podataka (NCBI/UniProt) te oznake podrucja od interesa ¢ijem signalu

pridonose dani proteini za svaki ekotip pri denzitometrijskoj analizi alatom alatom ImageMaster™ 2D Platinum.

Protein Identifikacijski kod proteina Broj oznacenog podruéja na slici gela koji sadrZi dani protein
NCBI UniProt oy Col Ita Tta0 Van Van0
kalmodulin-3, djelomic¢an gi[166655 AAA32765.1 6 5 - - - -
Saperonin 20 £i[15242045 NP_197572.1 - 19 14 18 10 15
predviden: kalcij-vezujuéi protein CML13 gi[15221284 NP_172695.1 16 14 11 14 3 6
bakar/cink superoksid dismutaza gi|5689611 CAB51840.1 13,14 - ? ? - -
bakar/cink superoksid dismutaza 2 gi[18401659 NP_565666.1 14 8 7 10 1 5
embrio defektivni protein 1241 £i[18418410 NP_568356.1 19 12 8 12 6 11
F1L3.28 gi[8778462 AAF79470.1 14 7 - 1 - 4
vjerojatan: protein H2 sustava za cijepanje glicina  gi[15223217 NP_174525.1 14 7 10 1 b
protein H kompleksa glicin dekarboksilaze gi|15226973 NP_181080.1 14 8 7 10 1 5
hipotetski protein £i6056403 AAF02867.1 - 23 17 21 15 16
niskom temperaturom induciran protein 78 gi|15450771 AAK96657.1 - - 17 21 16 17
DNA-vezuju¢i protein sli¢an Myb-u gi[1747310 BAA09598.1 19 12 8 12 6 11
16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika gil4583542 CAB40384.1 - 19,24 14,15 18 10, 16 15,17
23K protein kompleksa za razvoj kisika fotosustava  gi|2880056 AAC02750.1 - 18 13 17 9 13
11, predviden
33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika £i[21593220 AAM65169.1 18 16,17,18,19,20  12,13,14  16,17,18 8,9,10,13 13,14,15,17
(OEC) fotosustava II
plastocijanin, predviden gi|21592405 AAM64356.1 2,13 4,6 6 9 0 3
podjedinica P-1 fotosustava I gi[15222166 NP_172153.1 - 11,18 9,13 11,17 4,9 7,13
podjedinica P-1 fotosustava IT £i[186478207 NP_001117239.1 - 11,17, 19,20 9,12, 14 5,11,17,18  4,8,10 7,8,13,15,17
predviden: RNA-vezujuci protein gi[21617920 AAM66970.1 - 17 12 17 8 13
RuBisCO velika podjedinica, djelomi¢an gi[27752799 AAO19414.1 - 23 17 21 15 16
(kloroplast)
tioredoksin M2 £i[238480210 NP_001154203.1 - - - 5 - 8
tioredoksin M1 £i[30678634 NP_849585.1 16 14 11 14 3 6
tioredoksin m4 £i[110742393 BAE99119.1 16 14 11 14 3 6
nepoznat gi[21555836 AAM63945.1 14 7 - 1 - 4
AT5g12140/MXC9_10 gi[15724168 AAL06476.1 5 - - - - -
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3.4. Bioinformaticka analiza neuredenosti

Proteini identificirani spektrometrijom masa obradeni su trima bioinformatickim alatima
kojima se testirala njihova neuredenost. Proteinske sekvencije su preuzete iz NCBI baze podataka.
Ukoliko je sekvencija bila predugacka za pojedini alat, uzet je maksimalan broj aminokiselina koje
se mogu obraditi s pocetka sekvencije, i s kraja sekvencije, tako da su dobivena dva rezultata.
DisEMBL i DISOPRED3 daju rezultate svojih obrada u grafickom formatu (Slike 15.-37.), a
SLIDER daje broj izmedu 0 i 1 (Tablica 10.). Sto je veéi taj broj, predvidena je ve¢a neuredenost
sekvencije. Svaki protein koji postize rezultat iznad 0,5 moze se smatrati vecinski neuredenim
prema SLIDERu, dok DISOPRED3 prikazuje rast i pad neuredenosti strukture s obzirom na slijed
aminokiselina gdje se takoder dijelovi proteinske sekvencije koji premasuju 0,5 smatraju
neuredenima. DisEMBL ima razliCite kriterije za svaku pojedinu strukturnu kategoriju Ciju
vjerojatnost racuna, oznacene na grafu iscrtkanim vodoravnim linijama. Od identificiranih
proteina, najvecu neuredenost pokazuje DNA-vezujuci protein slican Myb-u (0,935), a usko ga
prate dva proteina nepoznatih funkcija hipotetski protein i nepoznat protein. Visoku vjerojatnost
neuredenosti pokazuju i niskom temperaturom induciran protein 78, F11.3.28, embrio defektivni

protein 1241, RNA-vezujuéi protein i 16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika.

Tablica 10. Neuredenost proteina izracunata pomocu alata SLIDER.

Identifikacijski kod proteina Ime proteina Slider
NCBI UniProt
2i[166655 AAA32765.1 kalmodulin-3, djelomican 0,48394233677
2i[15242045 NP_197572.1 aperonin 20 0,4512916549543488
2i[15221284 NP_172695.1 predviden: kalcij-vezujuci protein CML13 0,4070730909087954
2i[5689611 CAB51840.1 bakar/cink superoksid dismutaza 0,4986083524494169
2i[18401659 NP_565666.1 bakar/cink superoksid dismutaza 2 0,5132722775110983
2i[18418410 NP_568356.1 embrio defektivni protein 1241 0,7581150354944957
gi|8778462 AAF79470.1 FIL3.28 0,7614081160384016 (kraj)
0,5883147943378848 (pocetak)
£i[15223217 NP_174525.1 vjerojatan: protein H2 sustava za cijepanje glicina 0,5206755301403185
2i[15226973 NP_181080.1 protein H kompleksa glicin dekarboksilaze 0,4741203516672999
£i/6056403 AAF02867.1 hipotetski protein 0,891609712270974 (kraj)
0,875424556106235 (pocetak)
gi|15450771 AAK96657.1 niskom temperaturom induciran protein 78 0,8535477994070458
2i[1747310 BAA09598.1 DNA-vezuju¢i protein sli¢an Myb-u 0,9352514936993381
2il4583542 CAB40384.1 16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika 0,7354733302979801
2i2880056 AAC02750.1 23K protein kompleksa za razvoj kisika fotosustava II, predviden 0,5578291881948247
2i21593220 AAM65169.1 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava IT 0,5115420041141184
2i[21592405 AAM64356.1 plastocijanin, predviden 0,4768838514521935
gi[15222166 NP_172153.1 podjedinica P-1 fotosustava II 0,5485875452575125
2i[186478207 NP_001117239.1 podjedinica P-1 fotosustava II 0,4463209828025649
2i[21617920 AAM66970.1 predviden: RNA-vezujuéi protein 0,6117891820588007
gi[27752799 AAO19414.1 RuBisCO velika podjedinica, djelomi¢an (kloroplast) 0,505254688047254
2i[238480210 NP_001154203.1 tioredoksin M2 0,2081677686353602
£i|30678634 NP_849585.1 tioredoksin M1 0,4968964202840512
gi|110742393 BAE99119.1 tioredoksin m4 0,5034027750684141
gi[21555836 AAMG63945.1 nepoznat 0,8739526155328267
gi|15724168 AAL06476.1 AT5g12140/MXC9_10 0,297346254793049
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Kalmodulin-3 ne pokazuje znaCajnu neuredenost niti prema jednom alatu za predvidanje
neuredenosti strukture, iako posjeduje jednu kracu neuredenu regiju u neveznom stanju dugu 20

aminokiselina izmedu stotog i stotridesetog ogranka (Slika 15.B).
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Slika 15. Profil neuredenosti proteina kalmodulin-3. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven
alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinamic¢ne okrete tzv. 'vruce
petlje', a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DISOPRED?3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a
narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Saperonin 20, iako je veéinski strukturiran, posjeduje dugu (50 aminokiselina) neuredenu regiju
na pocetku sekvencije koja sadrzi potencijalno vezno mjesto. Neuredenosti na samom N-terminusu
pridonose nepripisane elektronske gusto¢e dobivene kristalografijom X-zrakama i dinamicni

okreti, a dalje neuredene sekundarne strukture (Slika 16.).

10

A : =

neuredeno stanje —
stanje vezanja proteina

06 -

06 -

% s
2 8
,g €
] ©
3 2
2 H
- e
8 e
s 2
2 o4 1/4\ s 04
s

>

o
—

) I I I |
[ 0 50 100 150 200 250 300

||

00 t t T T
0 20 a0 &0 80 100 120 140 160 180 200 220 240

Ogranak Pozicija aminokiseline

Slika 16. Profil neuredenosti Saperonina 20. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom
DisEMBL,; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. 'vruée petlje', a
ljubicasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti
dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta
vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Kalcij-vezujuéi protein CML13 ne pokazuje znacajnu neuredenost niti prema jednom alatu za

predvidanje neuredenosti strukture (Slika 17.).
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Slika 17. Profil neuredenosti kalcij-vezujuéeg proteina CML13. Slika A prikazuje profil neuredenosti
dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv.
'vruce petlje', a ljubicasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje
profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linijja oznaCava vjerojatnost neuredenosti slijeda
aminokiselina, a naranCasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Bakar/cink superoksid dismutaza identificirana je u dvije izoforme sli¢cne po profilima
neuredenosti. [zoforma 2 pokazuje nesto ve¢u neuredenost prema alatu SLIDER (Tablica 10.) koja
prema grafickom alatu DISOPRED3 polazi od podruc¢ja izmedu 30. i 50. aminokiseline gdje
izoforma 2 biljezi malo vecu neuredenost. Obje izoforme posjeduju dugu neuredenu regiju an
pocetku sekvencije i kratku neuredenu regiju na kraju. DisEMBL predvida vjerojatnost postojanja

neuredenih sekundarnih struktura i u sredini sekvencije za obje izoforme (Slike 18. 1 19.).

A Pedeit B 't neuredeno stanje —
em VH stanje vezanja proteina
| ‘ 08 | 1
\ 3 Il
£’ \ i i 06
g \ & N\~ : /\ \ f é
£ 1A ‘ 5, ‘
,:_:. 04 \'M/\ / Y | ’l/_\ A | ; 04
g \ VA [T A TTM | |
s \ B VAT \
\ N/ N \ |/ \
VR \ / I\ / \ \
a VIV | \ \ \yh 02 F
1 ‘ i
[ 0 )
oo 0 50 100 150 200 250
Ogranak Pozicija aminokiseline

Slika 18. Profil neuredenosti proteina bakar/cink superoksid dismutaza. Slika A prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinami¢ne okrete tzv. 'vruce petlje', a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.
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Slika 19. Profil neuredenosti proteina bakar/cink superoksid dismutaza 2. Slika A prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Embrio defektivni protein 1241 pokazuje veliku vjerojatnost neuredenosti prema svim
koriStenim alatima. Duge neuredene regije nalaze se na N-terminusu i C-terminusu, a DisEMBL

biljezi i kracu neuredenu sekvenciju izmedu 200. i 220. aminokiseline (Slika 20.).
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Slika 20. Profil neuredenosti proteina embrio defektivni 1241. Slika A prikazuje profil neuredenosti
dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinamicne okrete tzv.
‘vruce petlje’, a ljubicasta nepripisane elektronske gustoée dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje
profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linijja oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda
aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Protein F1L.3.28 dug je preko 1500 aminokiselina i sadrzi 8 neuredenih regija, od kojih je ona
izmedu 800. i 1000. aminokiseline duga preko 200 ogranaka (Slika 21.). Sve neuredene regije
ovog proteina imaju potencijal vezanja. Vjerojatnost neuredenosti veca je na kraju, nego na

pocetku sekvencije proteina (Tablica 10.).
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Slika 21. Profil neuredenosti proteina F1L3.28. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom
DisEMBL,; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a
ljubicasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti
dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta
vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

o 200 400 600 800 1000 1200 1400

Protein H kompleksa glicin dekarboksilaze identificiran je u dvije izoforme gotovo identi¢nih
profila neuredenosti (Slike 22. i 23.). lako prema DISOPRED3 ovi proteini imaju samo jednu
kratku neuredenu regiju na pocetku sekvencije, SLIDER predvida da je neuredenost izoforme 2
vjerojatnija od 50%, a prema DisEMBLu obje izoforme sadrZe neuredene sekundarne strukture od

120. do 160. aminokiselinskog ogranka (Slike 22. i 23., Tablica 10.).
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Slika 22. Profil neuredenosti proteina H2 sustava za cijepanje glicina. Slika A prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinamicne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.
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Slika 23. Profil neuredenosti proteina H kompleksa glicin dekarboksilaze. Slika A prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Hipotetski protein moze se smatrati potpuno neuredenim prema svim koristenim alatima za
procjenu neuredenosti sa srediSnjom neuredenom regijom od preko 700 aminokiselina (Slika 24.).

Na gelu se nalazi ispod dijagonale §to potvrduje njegov IDP karakter (Slika 8., Tablica 8.).

Frdcion B 1

neuredeno stanje —

I W I‘\ ) 08 |- ‘ stanje vezanja proteina

RN Y A
f\ﬂ“{ ]‘ﬂif‘«'ﬂu”';‘ FV' ‘«ﬁg h"hﬂ
2 i I
LR L
O v mm ok s SL K!o i Sy S 'D| 00“ 200 400 60 800 1000 12‘0; 1400

Slika 24. Profil neuredenosti hipotetskog proteina. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom
DisEMBL,; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a
ljubicasta nepripisane elektronske gustoc¢e dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti
dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta
vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Niskom temperaturom inducirani protein 78 takoder se moze smatrati potpuno neuredenim
prema svim koriStenim alatima za procjenu neuredenosti. Posjeduje samo jednu kratku
strukturiranu regiju oko 50. aminokiseline, a ostatak sekvencije formira neuredene sekundarne

strukture i tri ve¢a dinami¢na okreta (Slika 25.).
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Slika 25. Profil neuredenosti niskom temperaturom induciranog proteina 78. Slika A prikazuje
profil neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinamicne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a naranCasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

DNA-vezujuéi protein slican Myb-u sadrzi alternirajué¢e neuredene i uredene segmente gdje
neuredeni segmenti prevladavaju u sredini stukture. Na dva mjesta gdje DISOPRED3 predvida
pad vjerojatnosti neuredenosti, DisSEMBL predvida dinami¢ni okret (oko 200. aminokiseline) ili
neuredenu sekundarnu strukturu (prije 500. aminokiseline). Pocetna regija do 100. te regija izmedu
650. 1 800. aminokiseline ne pokazuju znacajnu neuredenost niti prema jednom od ta dva alata

(Slika 26.).
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Slika 26. Profil neuredenosti DNA-vezujuéeg proteina slicnog Myb-u. Slika A prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinamicne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a naranCasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Profil neuredenosti 16 kDa polipeptida kompleksa za razvoj kisika pokazuje visoku vjerojatnost
neuredenosti s jednom dugackom (preko 50 aminokiselinskih ogranaka) neuredenom regijom na
pocetku sekvencije, i jednom kracom prije 100. aminokiseline. Obje imaju potencijal vezanja. C-
terminalna polovica ne pokazuje vjerojatnost neuredenosti prema DISOPRED3, ali DisEMBL
predvida tri dinamic¢na okreta i/ili neuredene sekundarne elemente nakon 120. aminokiseline (Slika

27.).
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Slika 27. Profil neuredenosti 16 kDa polipeptida kompleksa za razvoj Kisika. Slika A prikazuje
profil neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinamicne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustote dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a naranCasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Profil neuredenosti 23K proteina kompleksa za razvoj kisika fotosustava II ukazuje na
postojanje tri neuredene regije s potencijalom vezanja unutar strukture. DISOPRED?3 ne predvida

neuredenost izmedu 70. i 150. aminokiselinskog ogranka, ali DisEMBL tamo rac¢una vjerojatnost

neuredenih sekundarnih struktura (Slika 28.).
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Slika 28. Profil neuredenosti 23K proteina kompleksa za razvoj kisika fotosustava II. Slika A
prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava
linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Neuredene regije 33 kDa polipeptida kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II takoder
sve imaju potencijal vezanja. Najdulja je na samom N-terminusu, a dvije manje nalaze se pri kraju
sekvencije proteina. Sredi$nju regiju izmedu 50. i 250. aminokiseline DISOPRED3 smatra

vecéinski strukturiranom, a DisEMBL tamo ipak predvida postojanje neuredenih sekundarnih

elemenata i dinami¢nih okreta (Slika 29.).
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Slika 29. Profil neuredenosti 33 kDa polipeptida kompleksa za razvoj kisika (OEC)

fotosustava II. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene
sekundarne strukture, plava linija dinamiéne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce
dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija
oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar
neuredenih regija.

Plastocijanin prema alatu DISOPRED3 posjeduje samo jednu dugu neuredenu regiju na
pocetku sekvencije s potencijalom vezanja. DiSEMBL i u ovom slu¢aju predvida vjerojatnost
postojanja tri neuredene sekundarne strukture iza 70. aminokiseline tj. u drugoj polovici sekvencije
(Slika 30.).

10

A i ’ * ’ Pdin B 1r
\ |
J | 0.8 H neuredeno stanje —
- \ stanje vezanja proteina
-] £ |
k \ N 8 [
 os{ = t g 06
£ [ g \
2 | | 3
il I
B g
2 o4 ; \\/\\ s 04l
TV N N
\/ [N !
/ \ / 02|
) e S S YN v 2l |
‘,/_\
N L T O
° 2 8 0 20 100 120 140 160 180
20 w0 o s 100 12 10 160
Ogranak Pozicija aminokiseline

Slika 30. Profil neuredenosti proteina plastocijanin. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven
alatom DiSEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce
petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DISOPRED?3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a
narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Podjedinica P-1 fotosustava II identificirana je u dvije izoforme od kojih je jedna (gi|15222166)
znacajno neuredenija od druge (gi|186478207) s duplo duljom neuredenom N-terminalnom
regijom i razlikom vjerojatnosti neuredenosti prema SLIDERu od 10% (Slike 31. i 32., Tablica
10.).
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Slika 31. Profil neuredenosti podjedinice P-1 fotosustava II (gi15222166). Slika A prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija
dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

A" =k B s
= i
VAL
o 08F |
-3 \!\ neuredeno stanje —
g E] ' stanje vezanja proteina —
$ H 1
3 @9
g (X " g 06 L
g k /‘ g
g h /\ 5
H | 3
e 3 A g o4f
& \ \ / ‘\ /\/‘ [
> \ 1
N \aRAVA /
0z v \/ ‘ \ 02
. Y 0 h . ) 4 '
T ; T 0 50 100 150 200 250

80 100 120 140 160

Ogranak

180 200

Pozicija aminokiseline

Slika 32. Profil neuredenosti proteina podjedinice P-1 fotosustava II (gi186478207). Slika A
prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava
linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.
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Slika 33. Profil neuredenosti RNA-vezujuceg proteina. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven
alatom DiSEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce
petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DISOPRED?3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a
narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.
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RNA-vezujuéi protein posjeduje tri velike neuredene regije koje imaju potencijal vezanja

duljina od 100, 50 i 30 aminokiselinskih ogranaka i medusobnim razmakom od po 70 (Slika 33.).

Velika podjedinica RuBisCO-a prema alatu DISOPRED3 nema niti jednu nestrukturiranu
regiju, iako DisEMBL predvida postojanje jedne vece neuredene sekundarne stukture izmedu 350.

1400. aminokiseline, a prema SLIDERu je 50% strukture neuredeno (Slika 34., Tablica 10.).
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Slika 34. Profil neuredenosti proteina RuBisCO, velika podjedinica (kloroplast). Slika A
prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DisEMBL; zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava
linija dinamiéne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-
zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost
neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Tioredoksini M1 i m4 imaju sli¢ne profile neuredenosti prema svim koriStenim alatima
procjene. Oba proteina posjeduju neuredenu regiju s potencijalnim veznim mjestom na N-
terminusu dugu nesto preko 60 aminokiselinskih ogranaka, a u ostatku sekvencije su strukturirani

(Slika 35.1 36.). Tioredoksin M2, za razliku od njih, nije neureden protein (Tablica 10.).
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Slika 35. Profil neuredenosti proteina tioredoksin M1. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven
alatom DiSEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce
petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DISOPRED?3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a
narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.
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Slika 36. Profil neuredenosti proteina tioredoksin m4. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven
alatom DiSEMBL; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce
petlje’, a ljubiCasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil
neuredenosti dobiven alatom DISOPRED?3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a
narancasta vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.

Nepoznati protein visoko je neureden prema svim koriStenim alatima. Prema DISOPRED3
potpuno je neureden kad ne veze supstrat, a u veznom stanju poprima uredene strukture. Prema
DisEMBLu N-terminalni dio strukture Cine neuredene sckundarne strukture, a C-terminalni

dinamic¢ni okreti (Slika 37.).
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Slika 37. Profil neuredenosti nepoznatog proteina. Slika A prikazuje profil neuredenosti dobiven alatom
DisEMBL,; Zuta linija predstavlja predvidene sekundarne strukture, plava linija dinami¢ne okrete tzv. ‘vruce petlje’, a
ljubicasta nepripisane elektronske gustoce dobivene kristalografijom X-zrakama. Slika B prikazuje profil neuredenosti
dobiven alatom DISOPRED3; plava linija oznacava vjerojatnost neuredenosti slijeda aminokiselina, a narancasta
vjerojatnost postojanja veznih mjesta unutar neuredenih regija.
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4. RASPRAVA

Ovo se istrazivanje bavilo utjecajem suse na ekspresiju i aktivnost proteina razlicitih ekotipova
vrste Arabidopsis thaliana te je u sklopu toga provedena analiza aktivnosti enzima gvajakol
peroksidaze GPX i relativna kvantifikacija proteina Hsp70 u uvjetima suse. Zbog njihove uloge u
neutralizaciji ROS-ova (Uarrota i sur., 2016, Swindell i sur., 2007), mogucée je da u vecoj ili manjoj

mjeri sudjeluju u odgovoru na razne abioticke stresove, $to u slucaju suse nasi rezultati potvrduju.

1z rezultata (Slika 3.) je vidljivo da ekotip Oy koji prirodno raste u najsusem podrucju pokazuje
najmanju aktivnost gvajakol peroksidaze, ali se ona povec¢a preko dvadeset puta nakon izlaganja
stresu. Ekotipovi Van i Col pokazuju otprilike trostruko povecanje aktivnosti gvajakol
peroksidaze, a Ita, koji je u divljini najvise izlozen padalinama, tek dvostruko ili manje. Dakle,
iako je povecanje aktivnosti GPX opcenito prisutan odgovor biljaka 4. thaliana na susu, on se

razlikuje u intenzitetu medu ekotipovima.

Kvantifikacija proteina Hsp70 (Slika 5.) takoder je u ve¢ini slucajeva pokazala blago povecanje
Hsp70 prilikom izlaganja susi, s izuzetkom ekotipa Col i jedne zasebno tretirane replike ekotipa
Van (Van0), gdje nije bilo razlike. Dva su moguca objasnjenja zasSto ekotipovi koji prirodno rastu
u klimi s umjerenom koli¢inom padalina imaju najslabiji odgovor. Jedno je da su biljke ekotipa
Ita najranije pocele osjecati stres i zapocele s transkripcijom gena Hsp70, a biljke ekotipa Oy imaju
najjaci odgovor. Drugo je da uocene razlike nisu znacajne (rezultati su u ovom slu¢aju dobiveni
samo jednom analizom), kao S$to je slucaj s jasikom gdje se ekspresija Hsp70 ne mijenja tijekom

suse (Yeri sur., 2016).

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je, medutim, identifikacija i karakterizacija novih IDP te
njihova razlika u ekspresiji u uvjetima stresa suSom. IDP se smatra protein koji ima barem jednu
neuredenu regiju dugu 30 ili viSe aminokiselina (Peng i sur., 2014). U ovom radu je sa sigurnos¢u
identificirano 25 proteina, od kojih 21 imaju duge nestrukturirane regije. Usporedba spektara masa

ekotipova Oy i Col ukazala je i na pojavljivanje tri proteina u dvije razli¢ite izoforme.

Jedan od njih je protein Cu/Zn superoksid dismutaza (SOD), enzim prisutan u citoplazmi i
kloroplastima. Zasluzan je za katalizu dismutacije toksi¢nog superoksidnog radikala u Oz i H202,
§to je ujedno i prvi korak obrane stanice od oksidativnog stresa (Bowler i sur., 1994). Ranije je
otkriveno da Cu/Zn SOD postoji u dvije razlicito stabilne izoforme, od kojih je stabilnija prisutna
u ekotipu Cvi vrste 4. thaliana koji prirodno raste u susnom podrucju (Abarca i sur., 2001).

Stabilnost enzima omogucuje manju potrebu za povecanom transkripcijom njegovog gena
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prilikom izlaganja oksidativnom stresu. Rezultati spektrometrije masa potvrdili su da je izoenzim
identificiran najprije u ekotipu Cvi prisutan i u ekotipu Oy kao bakar/cink superoksid dismutaza s
identifikacijskim brojem gi|5689611 (Tablica 6., Slika 8., tocke 14 1 15). Iako je ekvivalentna tocka
analizirana i za ekotip Col (Slika 8., tocka 11), tamo nije pronaden takav enzim te nas to navodi
na pretpostavku da Col ne eksprimira stabilniji izoenzim. Ekotip Oy, medutim, pokazuje i
ekspresiju manje stabilne proteinske izoforme identificirane kao bakar/cink superoksid dismutaza
2 s identifikacijskim brojem gi|18401659 (Tablica 6., Slika 8., tocka 16). Za Col ekvivalentna
tocka nije uzeta pri analizi MS-om pa ovaj izoenzim nije niti mogao biti identificiran, iako je
potvrden drugim istrazivanjima (Lin i sur., 1999). Analiza neuredenosti pokazuje da su oba ova
izoenzima sli¢no neuredena (Slike 18. i 19.). Znacajna razlika nalazi se u podrucju izmedu 30. i
50. aminokiseline gdje je stabilnija izoforma u neveznom stanju uredenija od standardne, a u

veznom stanju neuredenija.

Protein H kompleksa glicin dekarboksilaze (ili sustava za cjepanje glicina) je takoder naden u
dvije izoforme: vjerojatan protein H2 sustava za cijepanje glicina i protein H kompleksa glicin
dekarboksilaze (Tablica 8.). Kompleks glicin dekarboksilaze (eng. glycine decarboxylase
complex, GDC) mitohondrijski je enzim ¢ija aktivnost omogucuje preradu glicina u serin i time
sam proces fotorespiracije. Zbog toga Sto je fotorespiracija najizrazenija uloga mitohondrija u
stanicama listova koji provode fotosintezu, GDC moze sacinjavati i do 50% ukupnih proteina
matriksa (Douce i sur., 2001). GDC se sastoji od Cetiri proteina, gdje je protein H njihova
poveznica te takoder prenosi supstrat od jednog do drugog aktivnog mjesta svojom tzv. 'rTukom'
koju €ini lipoi¢na kiselina (Taylor i sur., 2002). Reaktivnost lipoi¢ne kiseline ovisi o redukcijskom
potencijalu njenih sumpora te je aktivnost cijelokupnog GDC regulirana samo omjerom NADH i
NAD" (Douce i sur., 1994). Obje izoforme proteina H koje smo identificirali potvrdene su u
ekotipu Oy, a u Col-u je pronadena samo varijanta H2, makar s nezadovoljavaju¢om sigurnoscu.
Medutim, ranija su istrazivanja potvrdila oba ova izoenzima u ekotipu Col (Theologis i sur., 2000,
Lin i sur., 1999) te je moguce da samo nisu bili prisutni u dovoljnoj koli¢ini za zadovoljavajucu
analizu MS-om. Protein H prema analizi bioinformatiCkim alatima u oba slucaja pokazuje
posjedovanje samo jedne neuredene regije od neSto manje od 30 aminokiselina na samom C-
terminusu. Znamo da se prilikom izlaganja oksidativnom stresu protein H inhibira, ali se njegova

koli¢ina neznatno smanjuje (Taylor i sur., 2002).

Dvije izoforme proteina H i Cu/Zn SOD 2 nalaze se blizu na gelovima te su obuhvaceni istim
podrucjem od interesa tijekom relativne kvantifikacije. Uz pretpostavku da se koli¢ina proteina H
ne mjenja ili blago smanjuje tijekom suse, signal bi trebao biti ve¢inski odraz koli¢ine Cu/Zn SOD

2. Zato rezultati nalazu da se kao odgovor na susu koli¢ina Cu/Zn SOD 2 poveca u stanicama
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biljaka ekotipova Col i Van. Oy pokazuje smanjenu koli¢inu Cu/Zn SOD 2, ali znamo da posjeduje
i stabilniju izoformu ovog enzima. Zanimljivo je primjetiti da ekotip Ita pokazuje smanjenje Cu/Zn
SOD 2 kao i Oy. Jedna od moguénosti zasto se to dogada je visoka razina raspada Cu/Zn SOD 2
u interakciji s ROS. Takoder je mogucée da Ita, kao i Oy, posjeduje stabilniju izoformu Cu/Zn SOD

jer, iako ne raste na suhom mjestu, raste na hladnom mjestu, a hladnoc¢a je, ipak, abioticki stres.

Identificirana su i Cetiri proteina kompleksa za razvoj kisika fotosustava II, od kojih svi imaju
jednu dugu neuredenu regiju na pocetku sekvencije veli¢ine izmedu 50 i 100 aminokiselina, ovisno
o proteinu. Na tom se mjestu svima nalazi i moguce vezno stanje, kao i u svakoj drugoj vecoj
nestrukturiranoj regiji ovih proteina, $to ukazuje na funkcionalnu ulogu tih regija u djelovanju
cijelokupnog kompleksa. Ti proteini su: podjedinica P-1 fotosustava II (u dvije izoforme s
identifikacijskim brojevima gi|15222166 i gi|186478207, gdje je potonjoj pocetna nestrukturirana
regija znatno dulja), 33 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II, 16 kDa
polipeptid kompleksa za razvoj kisika i 23K protein kompleksa za razvoj kisika fotosustava II.
Fotosustav II je prvi proteinski kompleks u fotosintetskim reakcijama ovisnim o svjetlu koji
oduzimanjem elektrona vodi omogucuje ostatak reakcija fotosinteze (Loll i sur., 2005). Sustav za
razvoj kisika njegov je dio koji vrsi reakciju cijepanja vode. Taj je dio u stalnom kontaktu s ROS
i stoga je podlozan oStecenju te se podjedinica D1 fotosustava Il mora Cesto nanovo sintetizirati i
mjenjati, $to je ujedno i nacin kontrole linearne fotosinteze. Pri visokim koncentracijama ROS
uzrokovanih abiotickim stresom, sastavljanje i popravak podjedinice D1 su inhibirani (Gururani i
sur., 2015) Sto dovodi do pada razine fotosinteze. Takoder, ustanovljeno je da se u stresnim
uvjetima smanji transkripcija vecine fotosintetskih gena (Chavez i sur., 2009). Svi identificirani
proteini zapravo okruzuju podjedinicu D1 i neke njihove ustanovljene uloge ukljucuju regulaciju
fosforilacije podjedinice D1 (tj. oznacavanje njene ostec¢enosti), sprjecavanje nepotrebnih reakcija
ostecenog D1, povezivanje i popravak D1, te uloge u razvoju kisika, makar one jos$ nisu dovoljno
istrazene niti opisane (Gururani i sur., 2015). Ovi su se proteini pojavljivali u viSe tocaka na gelu,
vjerojatno zbog postojanja vise post-translacijskih modifikacija, izuzev 23K proteina kompleksa
za razvoj kisika fotosustava Il , koji je bio prisutan u samo jednoj tocki u svim ekotipovima, i
uglavnom su te proteinske mrlje bile dovoljno blizu jedna drugoj da upadnu u ista interesna
podrucja. Stoga ih je moguce kvantificirati jedino zajedno. Znacajno je primjetiti da kod svih
ekotipova (izuzev Oy kod kojeg takvo podrucje nije analizirano) podrucje koje sadrzi sve
navedene proteine osim onog mase 16 kDa ima jaci signal pri susi. Taj neocekivan porast koli¢ine
proteina mozda se moze pripisati samo proteinu 23K jer u ostalim kombinacijama vidimo da je

jacina signala ostala sli¢na kao u kontroli.

39



Plastocijanin je jo$ jedan protein koji sudjeluje u procesu fotosinteze identificiran MS-om
kojem je nadena duga neuredena regija od preko 60 aminokiselina na pocetku sekvencije. Na tom
se mjestu nalazi i potencijalno vezno stanje. U fotosintezi plastocijanin sudjeluje u prijenosu
elektrona od citokroma bsf do reakcijskog centra fotosustava I (Freeman i Guss, 2001).
Plastocijanin sudjeluje i u ciklickoj verziji fotosinteze iz koje je izbac¢eno djelovanje o vodi ovisnog
i na ROS osjetljivog fotosustava II, i na koju se stanica oslanja pri njegovom prevelikom ostecenju
da bi se oslobodila dijela energije koju prima svjetloséu a ne moze iskoristiti (Takahashi 1 sur.,
2009). Alternativno ime ovog proteina je protein za popravak/toleranciju oStecenja DNA DRT112
¢iji se gen vjerojatno inducira kao odgovor na povecanu koncentraciju H>O» (Cruz de Carvalho,
2008). To se poklapa s rezultatima relativne kvantifikacije jer za veéinu istrazivanih ekotipova,
podrudje koje sadrZi plastocijanin pokazuje jaci signal nakon izlaganja susi. Iznimke su ekotip Oy
gdje isto podrucje zahvaca plastocijanin i stabilnu izoformu Cu/Zn SOD te se jacina signala
smanjuje u susi, i ekotip Ita gdje rezultati nisu jednoznacni (povecanje kod Ita, smanjenje kod
Ita0). Takav rezultat je znacajan jer su Cu/Zn SOD i plastocijanin povezani preko metabolizma
iona bakra te se u slucaju njegove deficijencije preferira plastocijanin i odrzavanje fotosinteze na
racun ostalih proteina koji vezu bakar. Ranije je na topolama ustanovljeno da je drugacija

homeostaza bakra moguc¢i uzrok njihove poveéane otpornosti na susu (Molina-Rueda i sur., 2013).

Od ostalih identificiranih proteina, dugu neuredenu regiju na pocetku sekvencije imaju dva od
tri tioredoksina tioredoksin M1 i tioredoksin m4. Ona je duga 60 aminokiselina i sadrzi vezno
mjesto. Tioredoksini m locirani su u kloroplastu i sudjeluju u regulaciji enzima ukljucenih u
metabolizam ugljika, ali igraju i klju¢ne uloge u stanicnom odgovoru na oksidativni stres
mehanizmima antioksidacije (Dos Santos i Rey, 2006). Do sada je ustanovljeno da ekspresija
tioredoksina M4 ostaje nepromjenjena pri izlaganju stresu suSom, iako se nekih drugih
tioredoksina poveca (Rizhsky 1 sur., 2002). Pri relativnoj kvantifikaciji, oba navedena
tioredoksina, zajedno s proteinom CML13 (nema duge nestrukturirane regije), nasli su se u istim
podrucjima mjerenja signala te se mogu kvantificirati jedino zajedno. U vecini slucajeva taj je
signal jaci u uzorcima biljaka prethodno izlozenih susi, ali rezultati nisu potpuno jednoznaéni.
Naime, ekotip Van pokazuje jedno povecanje (Van0) i jedno smanjenje (Van) s obzirom na

kontrolu, ekotip Ita jedan porast (Ita0) i jednu stagnaciju (Ita), Col samo porast, a Oy samo pad.

Saperonin 20 isto tako posjeduje samo jednu nestrukturiranu regiju dugu 50 aminokiselina na
pocetku sekvencije koja ima potencijal vezanja. Osim uloge pomoénog Saperona gdje osigurava
pravilan rad Saperona 60 i sudjelovanja u aktivaciji Fe SOD, nedavno je pretpostavljeno da
Saperonin 20 sudjeluje u aktivaciji ekspresije proteina WRKY40 (Zhang i sur.,, 2014).

Transkripcijski faktori s WRKY domenom aktiviraju se kao odgovor na bioticke i abioticke
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stresove, te induciraju razne razvojne promjene (Rushton i sur., 2010). Nazalost, tesko je
kvantificirati ovaj protein jer se nalazi u tockama s drugim proteinima (33 kDa polipeptid
kompleksa za razvoj kisika (OEC) fotosustava II, 16 kDa polipeptid kompleksa za razvoj kisika,
podjedinica P-1 fotosustava II).

Profil neuredenosti embrio defektivnog proteina 1241 pokazuje da posjeduje pocetnu
neuredenu regiju dugu oko 150 aminokiselina i zavr$nu neuredenu regiju dugu 50 aminokiselina
koja sadrzi potencijalno vezno mjesto. To €ini ovaj protein veéinski nestrukturiranim. Embrio
defektivni protein 1241 dio je kompleksa PAM za translokaciju proteina u mitohondrijski matriks,
a takoder sadrzi domenu GrpE koja mu omogucuje vezanje Saperona Hsp70 i pomaganje pri
odrzavanju pravilne strukturiranosti stani¢nih proteina. Zajedno s njim identificiran je i DNA-
vezujuéi protein slican Myb-u, drugog imena Cell division cycle 5-like protein, koji prema
procjeniteljima neuredenosti sadrzi barem cetiri duge neuredene regije od kojih su tri u sredini
sekvencije povezane kratkim strukturiranim segmentima, i jedna na samom kraju. Ovaj protein
sadrzi dva ponavljanja sekvencije slicna MYBu koja imaju evolucijski ocuvane uloge u
prekrajanju mRNA, kontroli stani¢nog ciklusa u kontolnoj tocki G2/M, a djeluje i kao
transkripcijski faktor (Du i sur., 2015). Kroz kontolu transkripcije DNA-vezujuéi protein sli¢an
Myb-u sudjeluje u mnogim obrambenim odgovorima stanice i stoga je kljucan element urodene
imunosti biljaka. Proteinska mrlja koja sadrzi ova dva proteina nalazi se ispod dijagonale gela §to
znaci da su pokretniji u denaturiraju¢im nego u nativnim uvjetima. Kvantitativna analiza pokazala
je da je zajednicka koli¢ina ovih proteina ostala ista u suSnim uvjetima kao u kontrolnim kod svih

ekotipova.

Jos jedan protein koji sudjeluje u urodenoj imunosti biljke, a potvrden je kao IDP, identificiran
je kao RNA-vezujudi protein, i rijec je o ribonukleoproteinu CP29B. Nalazi se u kloroplastu gdje
sudjeluje u prekrajanju i obradi kloroplastnih RNA, a njegova struktura nalaZze da ga moze
inducirati ABA (Ye i sur., 1991) zbog ¢ega bi mogao biti direktno ukljucen u stani¢ni odgovor na
stres izazvan suSom. CP29B se u ovom slu¢aju, nazalost, ne moze kvantificirati zbog toga §to se
nalazi u podru¢jima kvantifikacije zajedno s drugim proteinima (33 kDa polipeptid kompleksa za
razvoj kisika (OEC) fotosustava II i podjedinica P-1 fotosustava II). Ipak, bioinformatickim
alatima potvrden je kao IDP s dvije duge neuredene regije, od 100 aminokiselina na pocetku i oko
50 u sredini, te s kratkim neuredenim zavrSetkom. Predvideno je i da njegovi dugi neuredeni
slijedovi imaju potencijal da se smotaju u vrlo uredene strukture pri vezanju supstrata, §to moze

objasniti zasto se u gelu nalazi iznad dijagonale.

Protein F1L.3.28 identificiran je kao miozin-5, a sudjeluje u transportu organela i proteina s

obzirom na stanicni ciklus, u signalizaciji i morfogenezi (Reddy i Day, 2001). Ovaj se protein u
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gelu nalazi tocno na dijagonali, Sto potvrduje njegov sveukupni IDP karakter, a analize su pokazale
da posjeduje Cetiri znacajno velike nestrukturirane regije u drugoj polovici sekvencije, sve s
potencijalom smatanja, od kojih je jedna duga preko 200 aminokiselina. Uloga tih regija je vezanje

razlicitih supstrata i vezanje ATP-a (prema Conserved domains bazi podataka).

Za razliku od dosad spomenutih djelomi¢no nestrukturiranih proteina, niskom temperaturom
induciran protein 78 (engl. low-temperature-induced, LTI78) ima u potpunosti neuredenu
strukturu prema predvidanjima (preko 0,853 prema SLIDERu), i njegov polozaj na dijagonali gela
to potvrduje. Promotor tog gena sadrzi elemente koji odgovaraju na dehidraciju i abscizinsku
kiselinu (Shinozaki i sur., 2003) te je njegova ekspresija inducirana tijekom suSe i ostalih
abiotickih stresova. Njegova funkcija nije potpuno razjasnjena, ali smatra se da sudjeluje u
stabilizaciji membrana, ribosoma i citoskeleta te detoksifikaciji. Relativna kvantifikaciija pokazuje
da podrucja na gelu svih ekotipova (osim Oy za koji to podrucje nije kvantificirano) koja sadrze
LTI78 imaju jaci signal nakon izlaganja susi u usporedbi s kontrolom, od ¢ega ekotip Ita ima

najvece povecanje.

Poslijednja dva proteina koja treba prokomentirati su i najzanimljiviji identificirani proteini, jer
je o njima poznato vrlo malo. Nepoznat protein (gi|21555836) prema analizi sekvencije pripada
obitelji RNaza E/G i takoder je potpuno nestrukturiran u neveznom obliku. Nepoznato je ima li
ulogu u odgovoru na susu. Pri relativnoj kvantifikaciji, ovaj se protein nalazio u istom podrucju
mjerenja kao i F1L3.28 te je njihov zajednicki signal jaci u uzorcima izlozenim susi gotovo svih
ekotipova. Iznimka je ekotip Oy gdje su nepoznat protein, F1L.3.28 i Cu/Zn SOD 2 kvantificirani
skupa te je ukupni signal manji s obzirom na kontrolu. Drugi je hipotetski protein (gi|6056403)
koji ne sadrzi konzervirane funkcionalne domene. Prema analizi bioinformatickim alatima, ovaj
je protein takoder vecéinski nestrukturiran sa srediSnjom neuredenom regijom od preko 700
aminokiselina. Na gelu se nalazi ispod dijagonale §to znaci da je pokretniji u denaturiraju¢im
uvjetima. U istoj toj tocki, identificirana je i velika podjedinica RuBisCO-a koja nema niti jednu
neuredenu regiju, te su ta dva proteina kvantificirana zajedno. Znamo da se u su$nim uvjetima
RuBisCO inhibira, ali ne razgraduje (Vaseva i sur., 2011) pa se promjena signala moze pripisati
promjenama nepoznatog proteina. Rezultati svejedno nisu uniformni. Kod ekotipa Ita, hipotetski
protein i velika podjedinica RuBisCO-a nalaze se u istom podrucju analize kao i LTI78 te je signal
jaci prilikom izlaganja susi, vjerojatno zaslugom LTI78. U slucaju ekotipa Van, jaCina signala
hipotetskog proteina i RuBisCO-a ostaje nepromjenjena tijekom suse, a ekotip Col pokazuje puno
manyji signal u usporedbi s kontrolom. Za ekotip Oy podrucje koje sadrzi hipotetski protein nije
analizirano. Valja uzeti u obzir da jacini signala kod nekih proteina mogu pridonositi i neki drugi,

neidentificirani proteini.
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5. ZAKLJUCAK

U sklopu ovog diplomskog rada uspjesno je izazvan kontrolirani abiotski stres susom u Cetiri
razliita ekotipa biljaka Arabidopsis thaliana. Ekotipovi prirodno rastu na mjestima s razli¢itom
koli¢inom padalina. Utvrdeno je da postoji razlika u aktivnosti gvajakol peroksidaze gdje biljke
ekotipova navikle na manju koli¢inu vode u okoliSu pokazuju manju aktivnost enzima, ali i njeno
vece povecanje u susSnim uvjetima. Takoder se pokazalo da bi proteini Hsp70 mogli imati ulogu u
odgovoru na stres izazvan manjkom vode jer se njihova ekspresija povecala u susnim uvjetima u
usporedbi s kontrolom. Uspjesno su odvojeni IDP od globularnih proteina te je dokazana promjena
ekspresije nekih IDP u susnim uvjetima s obzirom na kontrolu. Spektrometrijom masa
identificirano je 25 proteina s poznatim i manje poznatim ulogama u odgovoru na abiotski stres,
od kojih dva imaju potpuno nepoznate uloge. Za 21 protein bioinformatickim je alatima potvrdeno

da posjeduju barem jednu dugu neuredenu regiju.
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