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1.1 Utjecaj abiotičkog stresa na biljke 

Biljke su sesilni organizmi i nisu u mogućnosti napustiti svoje prirodno stanište, stoga su 

često su izložene različitim stresnim čimbenicima. Stres uzrokuju nepovoljni uvjeti koji 

ometaju ili inhibiraju normalno funkcioniranje metaboličkih procesa (Jones i Jones 1989). 

Biljka pokušava normalizirati nastalu neravnotežu i prilagoditi se (tolerancija na stres), što 

utječe na njen rast i razvoj, a može uzrokovati i smanjenje produktivnosti.  

Razlikujemo biotički i abiotički stres. Biotički stres u biljaka definira se kao stres nastao 

uslijed napada kukaca i mikroorganizama (npr. patogenih gljiva i bakterija) te kompeticije s 

drugim organizmima. S druge strane, abiotički stres uzrokovan je negativnim učincima 

neživih čimbenika na žive organizme. Biljke mogu biti izložene različitim oblicima 

abiotičkog stresa, kao što su suša (Manavalan i sur. 2009), slana tla (Parvaiz i Satyawati 

2008, Murillo-Amador 2001), hladnoća (Beck i sur. 2004), visoke temperature (Bita i Greats 

2013), suboptimalne razine minerala, izloženost teškim metalima (Kalifa i sur. 2004a) i drugi 

(Slika 1).  

 

 

 

 

 

 

 

Slika 1. Utjecaj različitih čimbenika abiotičkog stresa. (preuzeto iz Balen 2016) 

Biljke pokazuju određenu otpornost na stres. Mehanizmi koji biljci pomažu da preživi 

stresne uvjete su „izbjegavanje“ stresa (biljka može biti u fazi dormancije) i tolerancija na 

stres (npr. održavanje visoke metaboličke aktivnosti). Tolerancija se manifestira u obliku 

adaptacije ili aklimatizacije, podrazumijeva sposobnost biljke da se prilagodi iznenadnim 

nepovoljnim uvjetima, a da pritom ne bude značajnije oštećena (Clemens 2006). Reakcija 
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biljke na stres ovisi o karakteristikama stresnih čimbenika (trajanju, jačini i učestalosti 

izlaganja stresu) te o njihovoj međusobnoj kombinaciji, koja je normalno prisutna u prirodi. 

Isto tako, reakcija se razlikuje ovisno o biljnim karakteristikama (vrsta i svojstvo tkiva i 

organa, razvojni stadij i genotip) (Gaspar i sur. 2002, Reddy i sur. 2001).  

Odgovor na stres je iniciran kada biljka prepoznaje stres na staničnoj razini, a 

prepoznavanje stresa aktivira put prijenosa signala koji provode informaciju unutar 

pojedinačne stanice i kroz cijelu biljku (Slika 2). Nakon prepoznavanja i prenošenja signala 

slijedi indukcija gena vezanih za određeni odgovor za pojedinu vrstu stresa, a koja rezultira 

sintezom specifičnih proteina i metabolita. Promjene u ekspresiji gena mogu modificirati rast 

i razvoj te utjecati na reproduktivnu sposobnost biljke. U slučaju da je odgovor biljke 

neovisan o vrsti stresnog čimbenika koji ga je uzrokovao, govorimo o nespecifičnom 

odgovoru na stres. Tu se ubrajaju promjene u aktivnosti antioksidacijskih enzima (superoksid 

dismutaza, peroksidaza, glutation reduktaza, dehidroaskorbat reduktaza, katalaza), zatim 

sinteza poliamina, stresnih metabolita i kompatibilnih osmotski aktivnih tvari (prolin, glicin 

betain, polioli), kao i sinteza i akumulacija antioksidansa (askorbinska kiselina, tokoferol, 

glutation), sinteza regulatora rasta induciranih stresom (apscizinska kiselina, jasmonska 

kiselina, etilen) te promjene metabolizma (pojačano disanje, inhibicija fotosinteze) i 

membranskog transporta te sinteza stresnih proteina. U nekim slučajevima različiti stresni 

čimbenici mogu prouzrokovati slične ili čak identične mehanizme obrane (Sanità di Toppi i 

Gabbrielli 1999, Pevalek-Kozlina 2003).  
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Slika 2. Shematski prikaz signalnih putova koji se aktiviraju tijekom izlaganja biljne stanice 

biotičkom i/ili abiotičkom stresu (preuzeto iz Kissoudis i sur. 2014). 

Indukciju stresnih gena reguliraju višestruki stresni signali, a neki od njih su 

transkripcijski faktori (Slika 3). Neki stresom inducirani geni kodiraju funkcionalne proteine 

koji su izravno uključeni u toleranciju na stres, dok ostali kodiraju regulatorne proteine, koji 

vjerojatno putem pozitivnih i negativnih povratnih informacija reguliraju odgovor biljke na 

stres. Istraživanje genoma biljke Arabidopsis thaliana doprinijelo je razjašnjavanju 

transkripcijske regulacije, posttranskripcijskih i posttranslacijskih modifikacija te 

epigenetičke regulacije pod utjecajem složenog abiotičkog stresa (Hirayama i Shinozaki 

2010). Odgovor biljke na stres je vrlo složen, budući da uključuje mnoge gene i različite 

biokemijske i molekularne mehanizme, od kojih mnoge tek treba razjasniti. Geni koji 

sudjeluju u mehanizmima tolerancije na stres mogu se podijeliti u tri glavne skupine. Prvu 

skupinu čine geni uključeni u signalne kaskade i kontrolu transkripcije [MAP kinaze (eng. 

mitogen-activated protein kinase), fosfolipaze i dr.)]. Drugu skupinu čine geni direktno 

uključeni u zaštitu biomembrana i proteina [proteini toplinskog šoka (eng. heat shock 

proteins, HSPs), šaperoni, proteini LEA (eng. late embryogenesis abundant, LEA), 
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osmoprotektanti i komponente antioksidacijskog odgovora], dok trećoj skupini pripadaju geni 

koji reguliraju primanje i prijenos vode i iona (akvaporini i transporteri iona). Svi ovi geni 

sudjeluju u mehanizmima koji osiguravaju održavanje homeostaze, zaštite i popravka 

oštećenih proteina i membrana. Neodgovarajući korak, ili više njih, u signalizaciji ili 

aktivaciji gena može nepovratno oštetiti proteine i membrane te dovesti do stanične smrti 

(Gaspar i sur. 2002).  

 

Slika 3. Signalni putevi uključeni u odgovor biljne stanice na abiotički stres (preuzeto iz 

Wang i sur. 2016). 

 

1.2 Solni stres i suša 

Salinitet i suša smatraju se glavnim abiotičkim faktorima stresa koji sinergistički utječu 

na smanjenje prinosa poljoprivrednih kultura diljem svijeta (Kalifa i sur. 2004a). Suša i 

povećani salinitet su često vezani (Kalifa i sur. 2004a) - vodni deficit vezan uz uporabu slane 

vode za navodnjavanje glavni je ograničavajući faktor u mediteranskoj regiji gdje su biljke 

izložene ekstremnom manjku vode tijekom sušne sezone (Kerepesi i Galiba 1992).  Zbog 

velike količine isparavanja, a nedovoljnog ispiranja zbog male količine oborina, soli se 
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akumuliraju u tlu, što stvara zonu niskog vodnog potencijala te otežava biljkama uzimanje 

vode i hranjivih tvari. Solni stres tako  u osnovi rezultira stanjem vodnog deficita  u biljci i 

poprima oblik fiziološke suše (Mahajan i Tuteja 2005).  

I suša i višak soli nameću osmotski stres biljkama, što rezultira dehidracijom stanica i 

osmotskom neravnotežom. Osim osmotskog učinka, slanost izaziva i ionski stres, do kojeg  

dolazi akumulacijom toksičnih iona. Solni stres uzrokuje inhibiciju rasta biljke putem 

redukcije u dostupnosti vode, akumulacije iona (Na+, Cl- ili SO4
2-) (Székely 2007) te 

uzrokovanja neravnoteže minerala. Svi ti procesi dovode do oštećenja biljke na staničnoj i 

molekularnoj razini (Slika 4). Biokemijski procesi koji tome posreduju uključuju degradaciju 

proteina, membranskih lipida, nukleinskih kiselina i klorofila (Silva-Ortega i sur. 2008).  

 

Slika 4. Shematski prikaz toksičnog djelovanja solnog stresa i različitih načina na koje biljke 

reagiraju na izloženost ovom obliku abiotičkog stresa (preuzeto i prilagođeno iz Parihar i sur. 

2015). 
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1.2 Oksidacijski stres 

Kao posljedica abiotičkog stresa vrlo se često javlja sekundarni, oksidacijski stres, koji 

ima snažan utjecaj na rast i razvitak biljnog organizma te može smanjiti produktivnost biljaka 

za 65 do 87%, ovisno o biljnoj vrsti (Das i sur. 2015).  

Oksidacijski stres definiran je kao pojava neravnoteže oksidansa i antioksidansa u smjeru 

oksidansa, što može uzrokovati štetu u stanici (Sies 1985). Oksidansi, koji u biljnoj stanici 

nastaju u procesu aerobnog metabolizma, skup su međuprodukata oksidacije vode do 

molekularnog kisika u fotosintetskom transportnom lancu elektrona (Arora i sur. 2002). 

Takvi međuprodukti tvore reaktivne kisikove spojeve (eng. reactive oxygen species, ROS) 

koji mogu biti slobodni radikali (hidroksilni, peroksilni i superoksidni) ili reaktivni 

neradikalni derivati (singletni kisik i vodikov peroksid) (Tablica 1).  

Tablica 1. Reaktivni kisikovi spojevi (preuzeto iz Štefan i sur. 2007). 

SLOBODNI RADIKALI 
ČESTICE KOJE NISU 

SLOBODNI RADIKALI 

Superoksidni radikal, •O2
- 

Singletni kisik, 1O2 

(prvo pobuđeno singletno stanje) 

Hidroksilni radikal, OH• Vodikov peroksid, H2O2 

Peroksilni radikal, ROO• Ozon, O3 

Alkoksilni radikal, RO• Hipokloritna kiselina, HClO 

Hidroperoksilni radikal, HO2
•  

 

U uvjetima bez stresa antioksidacijski sustav učinkovito štiti stanicu od molekula ROS 

koje nastaju, no u stresnim uvjetima (suša, ekstremne temperature, prejak intenzitet svjetla, 

zaslanjenost tla, izloženost ozonu, aplikacija herbicida ili napad patogena) ravnoteža između 

oksidansa i antioksidansa može biti narušena te, ovisno o jačini oksidacijskog stresa, 

kapacitet antioksidacijskog obrambenog sustava može biti nedostatan za učinkovitu obranu. 

Umjereni oksidacijski stres aktivira antioksidacijski odgovor, pri čemu ROS ne služe samo 
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kao indikatori stresa stanice, nego i kao signalne molekule za ekspresiju gena uključenih u 

biosintezu antioksidacijskih enzima i drugih molekula uključenih u obranu biljke (Mittler 

2002) no, ako je izloženost uzroku stresa dugotrajna i snažna, ROS mogu ući u oksidacijske 

ili redukcijske reakcije s molekulama DNA, proteinima, šećerima i lipidima, te na taj način 

uzrokovati oštećenja i utjecati na rast i metabolizam stanice (Esterbauer i sur. 1991). 

Održavanje razine ROS i prevencija oksidacijskih oštećenja stanice zadatak je slojevitog 

obrambenog sustava sačinjenog od enzimskih i neenzimskih antioksidansa (Halliwell i 

Gutteridge 1989, Sies 1997, Wang i sur. 2005).  

 

1.3 Odgovori i mehanizmi obrane 

Abiotički stres rezultira adaptivnim promjenama u biljnom proteomu, uključujući 

promjene u relativnoj zastupljenosti (ekspresiji) proteina, posttranslacijskim modifikacijama, 

protein-protein interakcijama te biološkim funkcijama proteina (Kosová i sur. 2018). Budući 

da se radi o sesilnim organizmima, biljke se oslanjaju na adaptivnost proteoma prilikom 

promjene ekoloških (i drugih) uvjeta. To uključuje promjene tijekom razvoja, promjene 

uslijed varijabilnih okolišnih uvjeta i tijekom obrane biljke od biotičkog i abiotičkog stresa 

(Kamal i sur. 2010). Sekvenciranjem genoma modelnih biljaka biolozi nastoje otkriti ulogu i 

funkciju određenih gena i njihovih produkata te utvrditi kako biološke makromolekule utječu 

na razvoj i različite funkcije određenog organizma (Cvjetko i sur. 2014). Proteini 

predstavljaju poveznicu između genoma i višestrukih staničnih aktivnosti. U genima je 

zapisan program razvitka i djelovanja živog organizma, a proteini su molekule koje ostvaruju 

taj genetički zapis. Da bi se informacija iz gena prevela u protein, treba se dogoditi niz važnih 

procesa u stanici kao što su transkripcija molekule mRNA, njezina dorada i transport iz 

jezgre u citoplazmu, translacija proteina, kontrola stabilnosti i kvalitete te njihov transport do 

krajnjeg odredišta u stanici, kao i posttranslacijske modifikacije koje osiguravaju proizvodnju 

aktivne i funkcionalne proteinske molekule (Balen 2016). Analize strukture i funkcije 

proteina mogu se izvoditi na razini proteoma, sekretoma i interaktoma.  

U znanstvene discipline koje se bave analizom svih članova određene skupine bioloških  

molekula spadaju primjerice genomika, koja se bavi analizom gena; transkriptomika, koja 

proučava mRNA; metabolomika, koja se temelji na istraživanju kemijskih reakcija u kojima 

sudjeluju metaboliti specifičnih bioloških uzoraka; te proteomika, koja je relativno nova 
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grana molekularne biologije. Proteomika je znanost koja se bavi sustavnom analizom 

ekspresije proteina, tj. kvantitativnim, ali i kvalitativnim promjenama u ekspresiji proteina 

pod specifičnim uvjetima (Anderson i Anderson 1998, Kraljević Pavelić i Pavelić 2009). 

Proteomika utvrđuje, odnosno potvrđuje postojanje određene skupine gena karakterizacijom 

ekspresijskog profila proteoma, npr. tkiva biljke koja je bila izložena stresu u odnosu na tkivo 

kontrolne biljke, koja nije bila izložena istom stresnom čimbeniku ili usporedbom genotipova 

iste biljne vrste  ̶  onog koji je tolerantan i onog koji nije tolerantan na isti stresni čimbenik 

(Duressa i sur. 2011). Identifikacija proteina vodi do otkrića eksprimiranih gena koji igraju 

ulogu u mehanizmima tolerancije biljaka na stresne uvjete, pa istraživanja proteoma biljaka, 

osobito onih izloženih čimbenicima abiotičkog stresa, imaju veliki komercijalni potencijal 

(Salekdeh i sur. 2002). 

Odgovor biljaka na različite stresne čimbenike može biti nespecifičan, odnosno neovisan 

o vrsti stresnog čimbenika koji ga je potaknuo, dok drugi čimbenici (npr. solni i osmotski 

stres) uzrokuju aktivaciju gena induciranih stresom koji tada kodiraju funkcionalne proteine 

izravno uključene u odgovor na stres, te uključuju gotovo sve aspekte biljnog metabolizma 

(Bray  1997; Hasegawa i sur. 2000; Shinozaki i Yamaguchi-Shinozaki 2000).   

Velik broj gena reguliranih stresom kodiraju proteine čiju ulogu ne možemo predvidjeti iz 

njihovog slijeda aminokiselina (Aubourg i Rouze 2001; Bohnert i sur. 2001), te biološku 

aktivnost većine tih proteina tek treba ustvrditi (Ingram i Bartels 1996; Bray 1997; Hasegawa 

i sur. 2000), a razumijevanje puteva kojima ti proteini djeluju omogućit će razvoj biljaka sa 

poboljšanim svojstvima tolerancije solnog i osmotskog stresa (Kamal i sur. 2010). 

 

1.4 Glikozilacija proteina kao odgovor na stres  

Posttranslacijske modifikacije ključan su mehanizam trenutačnog moduliranja biološke 

funkcije nekog proteina. Određena funkcija dodatkom posttranslacijske modifikacije može 

biti aktivirana ili utišana; dakle, analiza posttranslacijskih modifikacija je nužna je kako 

bismo detektirali stanje i funkcionalnost određenog proteina u uvjetima in vivo  (Hirano i sur. 

2004). Posttranslacijske modifikacije uključuju kovalentno vezane kemijske skupine, kao npr. 

fosforilacija, glikozilacija, acetilacija, ubikvinizacija, prenilacija i dr. (Park 2003). 
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Glikozilacija je esencijalna modifikacija proteina (Kelleher i Gilmore 2006; Yan i 

Lennarz 2005) i ima važnu ulogu u kotranslacijskom i posttranslacijskom smatanju proteina, 

njegovoj termičkoj stabilnosti, indukciji biološke aktivnosti te prepoznavanju i usmjeravanju 

proteina u odgovarajuće stanične odjeljke u eukariota.  

 

Glikoproteine, obzirom na prirodu glikozidne veze koju tvore, dijelimo  na: 

• N-glikane, koji su preko N-acetilglukozamina (GlcNAc) vezani za Asn (u slijedu 

Asn-X-Ser/Thr, pri čemu X može biti bilo koja aminokiselina osim prolina i 

asparaginske kiseline), te  

• O-glikane, vezane za Ser ili Thr (Slika 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Slika 5. N- i O-glikozilacija proteina. (preuzeto iz Alberts i sur. 2008) 

 

Biogeneza N-vezanih glikana započinje na citosolnoj strani endoplazmatskog retikuluma 

(ER), (Kornfeld i Kornfeld 1985) sintezom oligosaharidnog fragmenta vezanog na lipid 

(Glc3Man9GlcNAc2), a koji se potom prebacuje na rastući polipeptidni lanac u ER-u. Kroz 

niz reakcija kataliziranih egzoglikozidazama, u endoplazmatskom retikulumu se sa lanca  

otcjepljuju glukoze, a u cis-Golgi kompartimentima manoze, čime nastaju glikani bogati 
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manozom. Biosinteza složenih glikana nastavlja se djelovanjem manozidaza i nekoliko 

glikozil-transferaza tijekom prolaska glikoproteina kroz sekretorni put (Schachter 1991).  

Zbog steričkih ograničenja trodimenzionalne strukture glikoproteina, kao i razlike u 

kretanju glikoproteina i kompartimentalizacije enzima zaduženih za njihovo procesuiranje, 

nije nužno da se gore navedeni procesi sprovedu do kraja, što objašnjava velik dio velike 

heterogenosti N-glikanskih struktura u eukariota (Sturm i sur. 1987), dok je drugi razlog to 

što jedno proteinsko vezno mjesto može biti zauzeto većim brojem glikanskih struktura, što 

također dovodi do velike raznovrsnosti unutar populacije glikoproteina. Ipak, heterogenost 

eukariotskih struktura N-glikana nije nasumična, već ovisi o tipu stanice, fiziološkim 

uvjetima, i katkad, patogenim stanjima organizma (Sturm i sur. 1987, Kuster i sur. 1997). 

Većina proteina koja prođu kroz sekretorni sustav biljne stanice vezani su za N-glikane 

jednog od 4 glavna tipa: hibridni, složeni, paucimanozni ili visoko-manozni (Slika 6). N-

vezani glikani u stanici izvršavaju razne funkcije, koje možemo podijeliti u dvije skupine: 

unutar ER-a utječu na smatanje i sortiranje proteina, a po završetku stvaranja glikana u 

Golgijevom kompleksu su zaduženi za komunikaciju stanice sa okolinom (Mohorko i sur. 

2011). 

 

 

Slika 6. Tipovi N-glikana u biljnim stanicama: a) visoko-manozni; b) hibridni; c) 

paucimanozidni; i d) složeni N-glikani. (preuzeto iz Wikipedije; https://w.wiki/8hZ) 

 

Glikozilacija proteina je kritična u smatanju proteina (eng. folding), važna za stabilnost 

proteina (bilo da djeluje protiv spontane denaturacije, bilo protiv ciljane proteolize), za 

stupanje proteina u specifične interakcije te za mobilnost proteina (povećavajući njegovu 

topljivost ili služeći kao signal za provjeru kvalitete u ER-u. Na fiziološkoj razini, 

https://w.wiki/8hZ
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glikozilacija može služiti u svrhu prijenosa signala, staničnog prepoznavanja, vezanja 

proteina na membranu, mijenjanja ili aktivacije enzimske aktivnosti, okidanja specifičnih 

interakcija između proteina, itd. (Komatsu i sur. 2008, Roth i sur. 2012, Pan i sur. 2011, Ruiz-

May i sur. 2012, Rayon i sur. 1998). 

Istraživanja su pokazala da abiotički stres može rezultirati pojačanom N- i O- 

glikozilacijom proteina (Zhang i sur. 2009, von Schaewen i sur. 2008). Istovremeno, 

zapaženo je da u kulturama stanica i tkiva dolazi do promjene obrasca glikozilacije pojedinih 

proteina  pri promjeni sastava hranidbene podloge (Andersen i  Goochee 1994). Komatsu i 

sur. (2009) su analizirajući glikoproteine baze lista riže prethodno izložene hladnoći (5ºC,  

48 h) primijetili kako se smanjila ekspresija i glikozilacija kalretikulina, proteina koji je 

ključan za kontrolu kvalitete novosintetiziranih proteina. Također, mutacijom kompleksa 

oligosaharil transferaze (eng. oligosaccharyltransferase complex, OST) u vrsti A. thaliana 

pokazano je kako N-glikozilacija regulira toleranciju biljke na solni i osmotski stres  (Koiwa i 

sur. 2003, Kang i sur. 2008) te utječe na razvoj biljke  (Lerouxel i sur. 2005, Frank i sur. 

2008, von Schaewen i sur. 2008). 

 

1.5 Detekcija glikoproteina proteina primjenom lektina  

Lektini su proteini koji na specifičan način prepoznaju ugljikohidrate, te se mogu 

reverzibilno vezati za monosaharide u glikoproteinima, pritom ih ne mijenjajući, a što čine  

putem interakcija domene koja veže određeni ugljikohidrat (eng. Carbohydrate Recognition 

Domain; CRD) i hidroksilnih, odnosno karboksilnih skupina šećera. Specifičnost lektina 

određena je oblikom veznog mjesta i slijedom aminokiselina koje se vežu na ugljikohidrat te 

omogućuje brzo i pouzdano određivanje sastava oligosaharida vezanog na protein.  

Lektine proizvode i biljne i životinjske stanice te je izrazito velik broj lektina izoliran, 

kako iz biljnih tkiva, tako i drugih organizama. Osim što mogu reagirati sa monosaharidima 

već u milimolarnim količinama šećera, specifično se i vežu na α- ili β-anomer određenog 

šećera (Cummins i sur. 2015), stoga su izrazito koristan alat za detekciju N- i O-glikana iz 

različitih vrsta stanica jer sa velikom preciznošću mogu detektirati određeni glikoepitop 

(Tablica 2).  
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Konkavalin A (Con A) je lektin izoliran iz biljke Canavalia ensiformis, koji se sa visokim 

afinitetom i specifičnošću veže za N-vezanu α-D-manozu, sastavni dio središnje strukture 

svih N-glikana, (te s manjim afinitetom za α-D-glukozu), stoga je njime moguće otkriti sve 

N-glikozilirane proteine u proteinskom ekstraktu. Lektin GNA (iz vrste Galanthus nivalis) 

koristi se za karakterizaciju glikanske komponente glikoproteina, odnosno prepoznaje visoko-

manozni tip N-glikana, tj. terminalne manoze. 

Tablica 2. Neki od najčešće rabljenih lektina za detekciju N-i O-vezanih glikana iz 

glikoproteina na nitroceluloznoj ili PVDF membrani (Balen i sur. 2011). 

 

  

Lektin Izvor lektina 

Specifičnost 

prema 

monosaharidu 

Napomena o vezanju 

Con A Canavalia ensiformis 
α-D-Glu 

α-D-Man 

Prepoznaje središnju  

strukturu N-glikana 

RCA I Ricinus communis 
β-D-Gal 

β-D-GalNAc 

Prepoznaje terminalnu Gal 

vezanu β-(1,4) vezom. 

SNA Sambucus nigra β-D-Gal 
Prepoznaje sijalinsku kiselinu 

vezanu (2,6) vezom na Gal 

UEA Ulex europaeus α-D-Fuc 
Prepoznaje oligosaharide  

sa terminalnom α-Fuc 

PNA Arachis hypogaea 
β-Gal-(1,3)-

GalNAc 
Prepoznaje O-glikane 

MAA Maackia amurensis SA 
Prepoznaje sijalinsku kiselinu 

vezanu (2,3) vezom na Gal 

DSA Datura stramonium GlcNAc 

Prepoznaje Gal-(1,4)-GlcNAc  

u složenom i hibridnom tipu  

N-glikana 

GNA Galanthus nivalis α-D-Man 
Detekcija visoko-manoznog  

tipa N-glikana 
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1.6 Kaktus Mammillaria gracilis Pfeiff. i kultura tkiva 

Kulture tkiva i stanica mogu poslužiti kao koristan alat za proučavanje mehanizama 

tolerancije na sol jer omogućavaju relativno brze reakcije i kratko generacijsko vrijeme 

(Zhang 2004), no određeni je broj autora ustvrdio kako postoji niz fizioloških, epigenetičkih i 

genetičkih problema vezanih uz održavanje kulture tkiva ili stanica u uvjetima in vitro, kao 

što su primjerice gubitak organogenog potencijala, hiperhidriranost i somaklonske varijacije, 

a od kojih su neki, osim genotipski, uvjetovani i postojanjem izvora oksidacijskog stresa u 

podlozi, kao što su visoka razina soli, nedostatak minerala, osmotski stres itd. (Mangolin i 

sur. 1997, Gribble 1999, Cassells i Curry 2011). 

Kao sukulentne biljke s CAM  (eng. Crassularean Acid Metabolism) metabolizmom, 

kaktusi su posebno osjetljivi na uvjete kulture tkiva za koju su karakteristična visoka vlažnost 

i podloga bogata nutrijentima (Malda i sur. 1999). Kao rezultat toga, kaktus Mammillaria 

gracillis u uvjetima in vitro može preći iz organiziranog u neorganizirani oblik rasta, i, osim 

morfološki normalnih, razviti i habituirane (neosjetljive na dodatak hormona rasta; Slika 7a) 

te hiperhidrirane kaluse (Slika 7b), koji se mogu uspoređivati s tumorskim stanicama (Slika 

7c) jer, kao i tumori, zadržavaju meristemske (totipotentne) osobine, što ih čini dobrim 

sustavom za proučavanje diferencijacije stanica i razvoja biljaka (Krsnik-Rasol i Balen 2001, 

Balen 2002). 

 

Slika 7. Kultura tkiva kaktusa Mammillaria gracilis Pfeiff; a) kalusno tkivo; b) 

hiperhidrirano kalusno tkivo; i c) tumorsko tkivo. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 CILJ ISTRAŽIVANJA 
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Cilj rada bio je utvrditi djelovanje solnog i osmotskog stresa na ekspresiju ukupnih 

topivih proteina kao i na njihovu glikozilaciju u kalusnom i tumorskom tkivu kaktusa 

Mammillaria gracilis Pfeiff. nakon izlaganja djelovanju natrijevog klorida i manitola 

primijenjenih u različitim koncentracijama.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIJALI I METODE 
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3.1 Biljni materijal 

U istraživanju je korišteno svježe kalusno i tumorsko tkivo vrste Mammillaria gracilis 

Pfeiff. (porodica Cactaceae) subkultivirano u uvjetima kulture tkiva u Zavodu za 

molekularnu biologiju Biološkog odsjeka Prirodoslovno-matematičkog fakulteta Sveučilišta 

u Zagrebu. 

Habituirana kalusna linija nastala je odvajanjem spontano formiranih kalusa od matičnih 

biljaka te njihovom subkultivacijom na svježoj podlozi MS (Murashige i Skoog 1962), bez 

dodataka regulatora rasta u periodima od tri tjedna.  

Tumorska linija inducirana je sojem B6S3 bakterije Agrobacterium tumefaciens putem 

prijenosa bakterijske suspenzije na eksplantate izdanaka kaktusa, a održavana je kao stabilna 

tumorska linija koja nikad nije pokazivala organogeni potencijal (Balen 2001). 

 

3.2 Hranidbena podloga i uvjeti uzgoja biljnog materijala 

Tkiva su rasla na osnovnoj hranidbenoj podlozi MS, čiji je sastav prikazan u Tablici 3.  

Tikvice za uzgoj volumena 100 mL sam 20 minuta sterilizirala u sušioniku na 100 °C. 

Potom sam u svaku tikvicu ulila 30 - 40 mL hranidbene podloge; u tikvice namijenjene za 

tretman tkiva dodala sam NaCl i manitol do finalnih  koncentracija od 150, 250 i 350 mM 

NaCl te 300, 500 i 700 mM manitola. Potom sam dodavanjem 1,0 M KOH ujednačila pH 

podloga na pH 5.8. U tikvice s podlogama za uzgoj kontrolnog tkiva nisam dodavala NaCl i 

manitol. Tikvice sam začepila vatom i prekrila aluminijskom folijom, te skupa sa priborom za 

nasađivanje autoklavirala 18 minuta pri temperaturi od 121 °C i tlaku od 150 kPa (autoklav 

Astell scientific, Velika Britanija). 

Nakon što su podloge u tikvicama ohlađene, na njih sam presadila eksplantate kalusnog i 

tumorskog tkiva u komori sa horizontalnim strujanjem sterilnog zraka; tikvice sam potom 

začepila vatom i aluminijem te prenijela u klima-komoru (24± 2 °C, fotoperiod od 16/8 h 

svjetla/tame dnevno pod fluorescentnom svjetlošću jakosti 90 µEs-1m-2). 
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Tablica 3. Sastav hranidbene podloge MS (Murashige i Skoog 1962).  

pH podloge je iznosio 5.8. 

MS PODLOGA, 1 L 

MAKROELEMENTI  mg/L 

amonijev nitrat, NH4NO3 (Kemika, Hrvatska) 1650,000 

dihidrat kalcijevog klorida, CaCl2 × 2 H2O (Kemika, Hrvatska) 440,000 

heptahidrat magnezijevog sulfata, MgSO4 × 7 H2O  

(Kemika, Hrvatska) 
370,000 

kalijev dihidrogen fosfat, KH2PO4 (Kemika, Hrvatska) 170,000 

kalijev nitrat, KNO3  (Kemika, Hrvatska) 1900,000 

MIKROELEMENTI  mg/L 

bakrov sulfat pentahidrat, CuSO4 × 5 H2O (Kemika, Hrvatska) 0,025 

borna kiselina, H3BO3 (Kemika, Hrvatska) 6,200 

cinkov sulfat heptahidrat, ZnSO4 × 7 H2O (Kemika, Hrvatska) 8,600 

kalijev jodid, KI (Kemika, Hrvatska) 0,830 

kobalt (II) klorid heksahidrat, CoCl2 × 6 H2O (Kemika, Hrvatska) 0,025 

manganov sulfat tetrahidrat, MnSO4 × 4 H2O (Kemika, Hrvatska) 16,900 

natrijev EDTA dihidrat, Na2EDTA × 2 H2O (Kemika, Hrvatska) 37,300 

natrijev molibdat, Na2MoO4 × 2 H2O  (Kemika, Hrvatska) 0,250 

nikotinska kiselina  (Kemika, Hrvatska) 0,500 

ORGANSKI DODACI mg/L 

piridoksin-HCl, vitamin B6 (Kemika, Hrvatska) 0,500 

tiamin-HCl, vitamin B1 (Kemika, Hrvatska) 0,100 

željezo (II) sulfat heptahidrat, FeSO4 × 7 H2O (Kemika, Hrvatska) 27,800 

OSTALI DODACI g/L 

agar (Sigma, SAD) 8,000 

glicin (Sigma, SAD) 0,002 

mio-inozitol (Kemika, Hrvatska) 0,100 

saharoza (Kemika, Hrvatska) 30,000 
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3.3 Ekstrakcija topivih staničnih proteina 

Nakon rasta biljnih tkiva na podlogama tijekom 7, odnosno, 14 dana, tkivo sam izvadila, 

umotala u aluminijsku foliju, te smrznula kratkim potapanjem u tekući dušik (Mess, 

Hrvatska). Potom sam u aluminijskoj foliji probušila nekoliko rupica sa obje strane i stavila 

tkiva u vakuum-liofilizator (model Alpha 1-2 LD, Christ, Osterode, Njemačka), kako bi se iz 

njih desorbirala i sublimirala voda. Liofilizaciju sam provodila a u trajanju od 24 h, pri 

temperaturi od 64 oC i tlaku od 0.025 mbara. 

Liofilizirano tkivo sam usitnila u tarioniku i stavila u sušionik na 1 h, pri temperaturi od 

85 oC. Nakon vađenja iz sušionika, tkiva sam izvagala do mase od 0,5 g te potom 

homogenizirala u tarioniku uz dodavanje tekućeg dušika. Tijekom čitavog postupka pribor i 

biljni materijal bili su hlađeni ledom. Nakon usitnjavanja tkiva u tekućem dušiku, u tarionik 

sam dodala 1,5 mL ohlađenog Staples-Stahman pufera za ekstrakciju proteina (Tablica 4). 

Prilikom ekstrakcije proteina dodala sam  i malu količinu (navrh spatule) polivinil pirolidona 

(PVP) koji ima ulogu stabilizatora tj. veže na sebe fenole i alkaloide kojima su bogata  biljna 

tkiva.  

Dobiveni homogenat prenijela sam u prethodno ohlađene tubice za centrifugiranje te 

razdvojila topivu frakciju centrifugiranjem 15 min na 14 000 rpm pri +4 ºC. Supernatant sam 

potom prenijela u čiste tubice i ponovno centrifugirala 60 min na 14 000 rpm pri +4 ºC. Tako 

dobiveni supernatant razdvojila sam na dva alikvota te jedan čuvala na -80 ºC, a onaj za 

skorašnju uporabu na -20 ºC. 

Tablica 4. Sastav Staples-Stahmanovog ekstrakcijskog pufera. 

Tvar m (g) 

askorbinska kiselina    0,20  

cistein hidroklorid, Cistein-HCl (Merck, Njemačka)   0,20  

saharoza (Kemika, Hrvatska) 34,20  

Tris     2,42  

6 M klorovodična kiselina, HCl (Kemika, Hrvatska) do pH 8,0  

reH2O  do 200 mL  

 



 Materijali i metode 

21 

 

3.4 Određivanje koncentracije proteina u sirovim ekstraktima  

Koncentraciju proteina u sirovom ekstraktu mjerila sam spektrofotometrijski pomoću 

metode po Bradfordu (1976), koja koristi pomak apsorpcijskog maksimuma boje Coomassie 

Brilliant Blue (CBB) G-250 (Sigma, SAD) pri njenom vezanju na proteinski supstrat u 

kiselom mediju. Slobodna boja posjeduje apsorpcijski maksimum pri 465 nm, a u vezanom 

obliku pri 595.  

Koncentracija ispitivanog proteina računa se pomoću baždarnog pravca konstruiranog 

mjerenjem apsorbancije otopina s različitim koncentracijama proteinskog standarda, a za koji 

se rutinski rabi niz razrjeđenja goveđeg serumskog albumina (eng. bovine serum albumine, 

BSA), u ekstrakcijskom puferu poznate koncentracije. 

Kako bih nulirala instrument koristila sam 1 mL Bradfordovog reagensa u koji je dodano 

20 µL Staples-Stahman pufera za ekstrakciju proteina.  

Bradford radna otopina pripremljena je od Bradford stock otopine (Tablica 5) čuvana je u 

tamnoj boci na sobnoj temperaturi do nekoliko tjedana. Otopina je povremeno filtrirana 

korištenjem filter-papira Whatman No.1 kako bi se uklonio precipitat. 

Tablica 5. Sastav radne otopine za test po Bradfordu. 

BRADFORD REAGENS, 500 mL 

95% etanol (Kemika, Hrvatska)   15 mL  

88% fosfatna kiselina, H3PO4  (Kemika, Hrvatska)   30 mL  

Bradford stock otopina    30 mL  

reH2O   425 mL  

BRADFORD STOCK OTOPINA, 300 mL 

96% etanol 100 mL  

88% H3PO4  200 mL  

boja Coomassie briliant blue (CBB) G-250   350 mg  
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3.5 Priprema proteinskih ekstrakata za analizu proteina tehnikama SDS-PAGE i 

Western blotting 

Kako bi se proteini mogli razdvojiti elektroforezom u denaturirajućim uvjetima, 

proteinske sam ekstrakte pomiješala sa puferom za denaturaciju (Laemmli 1970) u omjeru ne 

manjem od 1(pufer):4 (uzorak).  Sastav pufera za denaturaciju nalazi se u Tablici 6.  

Kako bi se proteini u potpunosti denaturirali, uzorke sam inkubirala 5 minuta u 

termostatiranoj miješalici (Eppendorf, Njemačka) na 95 oC pri 400 rpm. Uzorke sam zatim 

centrifugirala na 8000 rpm u trajanju od 3 min (u centrifugi model 5417R, Eppendorf, 

Njemačka), prebacila ih u čiste tubice i pohranila na 4 °C ili -20 °C. 

Tablica 6. Sastav pufera za denaturaciju  (Laemmli sample buffer). Pripremiti i rabiti u 

digestoru, čuvati na +4 oC. 

Tvar V (mL) 

glicerol (Kemika, Hrvatska) 8,00  

20% SDS (Sigma, SAD) 5,00  

0,5 M Tris – HCl; pH 6,8 (Sigma, SAD) 6,25  

β-merkaptoetanol (Sigma, SAD) 2,50  

0,5% bromfenol-plavo (Sigma, SAD) 0,50  

reH2O  do 25 mL  

 

  



 Materijali i metode 

23 

 

3.6 Elektroforeza ukupnih topljivih proteina u denaturirajućim uvjetima  

(SDS-PAGE)  

Budući da na razdvajanje makromolekula u električnom polju dominantan utjecaj imaju 

njihova masa, naboj i topologija, te da proteini posjeduju funkcionalne skupine koje pri 

određenom pH proteinu daju negativni, pozitivni (ili 0, ukoliko je pH jednaka pI za dani 

protein) ukupan naboj, za razdvajanje proteina u električnom polju na temelju mase se koristi 

natrijev dodecilsulfat - poliakrilamid gel elektroforeza (eng. sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis; SDS-PAGE), metoda elektroforeze u poliakrilamidnom 

gelu pri kojoj se anionski detergent natrijev dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate, SDS) 

jednoliko veže na prisutne proteinske vrste u uzorku te uzrokuje denaturaciju proteina i 

dovodi do toga da sve proteinske vrste posjeduju isti omjer naboja i mase. Uslijed jednakog 

omjera mase i naboja omogućena je procjena relativnih molekulskih masa proteina na osnovu 

njegove pokretljivosti u gelu.  

Između stakalaca za elektroforezu ulila sam otopinu gela za razdvajanje (Tablica 7), koju 

sam nadsvodila slojem destilirane vode, kako bih spriječila inhibiciju polimerizacije 

atmosferskim kisikom. Gel sam ostavila da se polimerizira na sobnoj temperaturi 30 min. 

Nakon polimerizacije, odlila sam vodu te ulila otopinu gela za sabijanje (Tablica 7) do 

gornjeg ruba stakalaca, te umetnula češalj za oblikovanje jažica. Po završetku polimerizacije, 

jažice sam isprala s reH2O.  
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Tablica 7. Sastav gelova za SDS-PAGE u Mini - PROTEAN II sustavu (BioRad, SAD). 

GEL ZA KONCENTRIRANJE, 4% 

reH2O    3,050 mL 

0,5 M Tris – HCl; pH 6,8    1,250 mL 

Akrilamid, AA (Sigma, SAD) 665,000 µL 

30% Bisakrilamid, Bis (Sigma, SAD) 665,000 µL 

10% SDS   50,000 µL 

10% amonij peroksodisulfat, APS (Gram-Mol, Hrvatska)   35,000 µL 

tetrametiletilendiamin, TEMED (Sigma, SAD)     8,000 µL 

GEL ZA RAZDVAJANJE, 12% 

reH2O     3,350 mL 

1,5 M Tris – HCl; pH 8,8     2,500 mL 

Akrilamid, AA      4,000 mL 

30% Bisakrilamid, Bis     4,000 µL 

10% SDS 100,000 µL 

10% amonij peroksodisulfat, APS    50,000 µL 

tetrametiletilendiamin, TEMED     5,000 µL 

ELEKTRODNI PUFER ZA SDS PAGE, KONCENTRIRAN 10 × (pH 8,3) 

glicin (Sigma, SAD) 144 g 

SDS   10 g 

Tris   30 g 

6 M HCl do pH 8,3 

reH2O do 1 L 

 

Denaturirane proteinske ekstrakte sam nanijela u jažice u odgovarajućim volumenima, 

tako da masa proteina po jažici bude 10 µg. Kao pozitivnu kontrolu za lektine Con A i GNA 

koristila sam glikoprotein karboksipeptidazu Y, a fetuin kao negativnu kontrolu za GNA. U 

Tablici 8 nalaze se volumeni nanesenih uzoraka. 
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Tablica 8. Volumeni uzoraka naneseni na gel za elektroforezu (mL). 

 KY F M K 1 2 3 4 5 6 

K7 5,0 5,0 5,0 8,5 7,3 8,0 8,5 8,0 8,0 8,5 

K14 5,0 5,0 5,0 20,0 14,5 11,0 20,0 12,5 12,5 11,0 

T7 5,0 5,0 5,0 12,5 12,5 20,0 16,5 11,0 16,5 20,0 

T14 5,0 5,0 5,0 9,0 9,0 8,3 11,0 11,0 9,0 11,0 

KY – karboksipeptidaza Y, F – fetuin; M – biljeg molekulskih masa; K – kontrola;  

K7 – kalusno tkivo tretirano 7 dana, K14 – kalusno tkivo tretirano 14 dana; T7 – tumorsko 

tkivo tretirano 7 dana; T14 – tumorsko tkivo tretirano 14 dana. 

 

Ukupne sam topive stanične proteine razdvojila SDS-PAG elektroforezom u sustavu Mini 

- Protean II. Prvih 15 minuta elektroforeza je tekla pri konstantnom naponu od 100 V kako bi 

se uzorci koncentrirali u gornjem gelu za sabijanje, a potom, do kraja, pri 200 V. 

 

3.7 Bojanje gelova srebrovim nitratom  

Proteine razdvojene SDS-PAG elektroforezom obojila sam srebrovim nitratom (AgNO3) 

prema metodi koju su opisali Blum i sur. (1987). Nakon elektroforeze, gelovi se u otopini za 

fiksiranje moraju inkubirati minimalno 1 sat, pri 4 ºC. Nakon fiksiranja, gelove sam ispirala 3 

× 20 min u 20 mL 30%-tnog etanola, te ih onda 1 minutu inkubirala u otopini za obradu prije 

impregnacije. Nakon toga sam ih 3 × 20 s isprala s reH2O, te ih 20 min impregnirala u otopini 

srebrovog nitrata, nakon čega su slijedila još 2 ispiranja s reH2O u trajanju od 20 s. Nakon 

toga sam ih uronila u otopinu za razvijanje sve dok se nisu do pojavile vidljive vrpce, te sam 

tada sa gelova odlila otopinu za razvijanje i ulila stop otopinu.  
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Tablica 9. Sastav slijeda otopina korištenih pri bojanju proteina srebrovim nitratom.  

Količine otopina u ovoj tablici dostatne su za obradu 4 gela.  

OTOPINA ZA FIKSIRANJE 

etanol 500,0 mL 

octena kiselina, CH3COOH (Kemika, Hrvatska) 120,0 mL 

37% formaldehid, HCOH (Kemika, Hrvatska)     0,5 mL  

deH2O do 1 L 

OTOPINA ZA OBRADU PRIJE IMPREGNACIJE 

natrijev tiosulfat, Na2S2O3 × 5 H2O (Kemika, Hrvatska) 40 mg 

reH2O  do 200 mL  

OTOPINA ZA IMPREGNACIJU 

srebrov nitrat, AgNO3 (Kemika, Hrvatska) 400 mg 

37%  formaldehid 1,5 mL 

reH2O do 200 mL 

OTOPINA ZA RAZVIJANJE 

natrijev karbonat, Na2CO3  (Kemika, Hrvatska) 12 g 

37% formaldehid  1 mL 

otopina za obradu prije impregnacije  4 mL 

reH2O do 200 mL 

STOP - OTOPINA 

etanol 500 mL 

octena kiselina 120 mL 

deH2O 380 mL 
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3.8 Bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue  

Kako bih vizualizirala gelove bojom CBB, pripremila sam otopinu za bojanje prema 

Tablici 10. Gelovi su u otopini bili inkubirani na tresilici preko noći na sobnoj temperaturi, a 

sljedeći dan sam ih odbojavala inkubacijom u otopini za odbojavanje, uz povremenu 

promjenu otopine za odbojavanje, sve do zadovoljavajuće razine obezbojenja pozadine, 

odnosno dobre vidljivosti proteina. Otopina za odbojavanje je istog sastava kao i otopina za 

bojenje, osim što ne sadrži boju. Nakon odbojavanja, gelove sam čuvala u deH2O, na 4ºC. 

Tablica 10. Sastav otopine za bojanje bojom CBB. 

octena kiselina 10 mL 

metanol 40 mL 

deH2O 50 mL 

CBB G-250 (Sigma, SAD) 10 mg 

 

3.9 Mokri prijenos proteina na nitroceluloznu membranu 

Po završetku elektroforeze, pripremila sam sustav za prijenos proteina (Western blotting) 

na nitroceluloznu membranu u vertikalnom sustavu za elektroprijenos (Mini Trans-Blot 

Electrophoretic Transfer Cell, Biorad, SAD) tako da je između membrane i gela bilo čim 

manje mjehurića zraka i da je membrana bila na strani pozitivne elektrode. 

Prijenos je izveden uz pomoć pufera za prijenos (Tablica 11), te je cjelokupni prijenos pri 

naponu od 60 V trajao 60 min.  

Tablica 11. Sastav pufera za prijenos (28 mM Tris, 192 mM glicin; 10 %  metanol). 

Tris   3,35 g  

glicin  14,40 g 

metanol   100 mL 

6 M HCl  do pH 8,3 

deH2O do 1 L 
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Kako bih provjerila kvalitetu prijenosa proteina, po završetku prijenosa sam membrane 

kratko (1-2 minute) inkubirala u otopini boji Rouge Ponceau S (koja se neselektivno i 

reverzibilno veže za sve proteine), a zatim ispirala u reH2O sve dok proteinske vrpce nisu bile 

dobro razlučive, a pozadina neobojena. Mekom grafitnom olovkom sam obilježila mjesta 

biljega molekulskih masa.  

Potom sam membranu još jednom isprala sa reH2O, a onda do potpunog odbojenja i u 

elektrodnom puferu (eng. Tris Buffered Saline, TBS) (Tablica 12) , nakon čega sam ju, (kako 

se lektin ne bi nespecifično vezao za slobodna mjesta na membrani) ostavila da se inkubira i 

blokira u puferu TBS s dodatkom detergenta Tween 20 (TTBS) (Tablica 13) preko noći, pri 

temperaturi od +4 °C.  

Tablica 12. Sastav TBS pufera koncentriranog 10 puta i jedan put. 

     PUFER 10 × TBS, 1 L (0,2 M Tris; 0,73 M NaCl) 

Tris 24,20 g  

NaCl 80,00 g 

6 M HCl  do pH 7,6 

deH2O do 1 L 

     PUFER 1 × TBS, 1 L 

10 × TBS 100 mL 

deH2O 900 mL 

Tablica 13. Sastav TTBS pufera i TTBS pufera sa solima. 

PUFER TTBS, 1 L (0,1% (v/v) Tween 20® u 1 × TBS-u) 

Tween 20® (Sigma, SAD) 1 mL  

1 × TBS do 1 L 

PUFER TTBS SA SOLIMA, 1 L (TTBS; 1 mM CaCl2; 1 mM MgCl2) 

1 mM CaCl2 (Kemika, Hrvatska) 1 mL  

1 mM MgCl2 (Kemika, Hrvatska) 1 mL 

TTBS do 1 L 
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3.10 Otkrivanje N-glikoziliranih proteina na membrani lektinom konkavalin A 

Prije tretmana lektinima membrane sam isprala u puferu TBS 2 × 10 minuta, a potom 10 

minuta u puferu TTBS sa solima. 

Membranu sam prvo inkubirala 90 minuta u otopini lektina konkavalin A (ConA, 25 

µL/mL), nakon čega sam ju ispirala puferom TTBS sa solima 4 × 15 minuta. Potom sam 

membranu inkubirala 60 minuta u otopini peroksidaze (TTBS sa solima s 50 µg/L 

peroksidaze) te ju isprala 4 × 15 minuta puferom TTBS sa solima. Na kraju sam ju isprala u 

puferu TBS u trajanju od 15 minuta, nakon čega je bila spremna za razvijanje.  

Za razvijanje sam pripremila otopine A i B (Tablica 14), te ih pomiješala neposredno 

prije uporabe. Čim su se na membranama pojavile proteinske vrpce  razvijanje sam zaustavila 

ispiranjem u većoj količini reH2O.  

Nakon bojanja, membranu sam osušila pod teretom, između 2 lista Whatman papira, te ju 

potom skenirala pri rezoluciji od 300 dpi (model skenera HP Scanjet 2400; HP, SAD).  

Tablica 14. Sastavi otopina za razvijanje A i B. 

OTOPINA A 

TBS 50 mL 

30% H2O2 30 µL 

OTOPINA B 

metanol 10 mL 

3,3'-diaminobenzidin, DAB (Sigma, SAD) 30 mg 

 

3.11 Otkrivanje N-glikoziliranih proteina na membrani lektinom GNA  

Membranu sam inkubirala 60 minuta u 10 mL otopine TTBS-a sa solima uz dodatak            

10 µL lektina GNA obilježenog dioksigeninom (DIG-GNA, Roche, Njemačka), te je potom       

3 × 10 minuta ispirala u TBS puferu.  

Kako bih vizualizirala glikoproteinske vrpce, membranu sam nakon toga 60 minuta 

inkubirala u otopini koja sadrži antiDIG-alkalnu fosfatazu (anti-dioksigenin protutijela za 
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koje je vezana alkalna fosfataza; 10 µL u 10 mL pufera TBS), nakon čega sam ju isprala 3 × 

10 minuta u TBS puferu. Potom sam u tami, do pojave vrpci, uronila membranu u otopinu 

pufera TTBS sa solima uz dodatak 15 µL supstrata BCIP/NBT (eng. 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium (Roche, Njemačka)). Bojenje sam zaustavila 

potapanjem membrane u veću količinu reH2O. Potom sam membranuosušila pod teretom, a 

između 2 lista Whatman papira te ju skenirala pri 300 dpi.  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 REZULTATI 
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4.1 Ekspresija ukupnih topivih proteina u tkivu kaktusa nakon izlaganja solnom i 

osmotskom stresu 

Ukupne topive stanične proteine detektirala sam na dva načina - reakcijom sa srebrovim 

nitratom i pomoću boje Coomassie Brilliant Blue G-250. Standardno bojenje bojom CBB 

može detektirati proteine u subpikomolarnim količinama, dok bojenje srebrom tu preciznost 

nadmašuje za nekoliko redova veličine, ali je osjetljivije na onečišćenje.  

Na Slikama 8. i 9. prikazani su gelovi na kojima su proteini izolirani iz kalusa i tumora 

razdvojeni nakon tretmana sa soli i manitolom i obojeni srebrovim nitratom. Može se 

zamijetiti kako tumorsko tkivo, pri istom trajanju utjecaja stresa, generalno ima jače izraženu 

ekspresiju proteina od kalusa, ali i da pri dužem trajanju stresa, na kalusno tkivo jači utjecaj 

ima manitol, a na tumorsko sol. Tumorsko tkivo uzgajano na podlozi sa 700 mM manitolom 

7 dana pokazalo je ekspresiju proteina od 53, 69  i 77 kDa, koji u kalusnom tkivu nisu 

detektirani  (Slika 8b, crne strelice). Nadalje, proteini od 25-27 kDa (zelene strelice) pokazali 

su jaču ekspresiju u tumoru u usporedbi s kalusom nakon izlaganja i soli i manitolu (Slika 8a 

i b). U tumorskom tkivu uočljiv je nedostatak vrpce od oko 18 kDa na tretmanim sa 250 i 350 

mM NaCl (Slika 8b, plave zvjezdice). Nakon 14 dana tretmana u kalusnom tkivu izloženom 

većim koncentracijama manitola uočljiva je pojačana ekspresija vrpci od 66 kDa (Slika 9a, 

crne strelice), dok je u tumorskom tkivu zapažen nedostatak proteina od oko 70 kDa (Slika 

9b, plave zvjezdice) u tkivu izloženome djelovanju manitola u odnosu na kontrolu i tretman s 

NaCl. 

  



 Rezultati 

33 

 

 M      K       1        2        3       4         5        6      M      K        1       2         3       4         5         6   

    

Slika 8. Ukupni topivi proteini u kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa nakon 7 

dana tretmana natrijevim kloridom i manitolom, obojeni srebrovim nitratom.  

Strelice i zvjezdice na slici označavaju primijećene razlike u ekspresiji proteina između 

različitih uzoraka, a detaljno objašnjenje opisano je u tekstu.  

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1 – 150 mM NaCl; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl; 

4 – 300 mM manitol;5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 

 

 M      K       1        2       3       4        5        6       M      K         1        2         3        4        5        6  

     

Slika 9. Ukupni topivi proteini u kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa nakon 14 

dana tretmana natrijevim kloridom i manitolom, obojeni srebrom. Strelice i zvjezdice na 

slici označavaju primijećene razlike u ekspresiji proteina između različitih uzoraka, a detaljno 

objašnjenje opisano je u tekstu.  

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1 – 150 mM NaCl; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl; 

4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 

 

a b 

a b 
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Na Slikama 10. i 11. prikazani su gelovi na kojima su proteini izolirani iz kalusa i 

tumora razdvojeni nakon tretmana sa soli i manitolom i obojani bojom CBB. Nakon tretmana 

od 7 dana, u kalusnom tkivu uočena je pojačana ekspresija proteina od oko 60 kDa nakon 

izlaganja 250 i 350 mM NaCl (Slika 10a, crne strelice), dok je u tumorskom tkivu uočena 

slabija ekspresija proteina na najvećoj koncentraciji NaCl te u svim tretmanima s manitolom; 

osobito je uočljiv nedostatak vrpci od oko 70 kDa u tretmanim s manitolom (Slika 10b, plave 

zvjezdice). Nakon 14 dana tretmana, u kalusu nije primijećena razlika u ekspresiji proteina 

između tretiranih uzoraka i kontrole (Slika 11a), a u tumoru su uzorci tretirani sa 250 i 350 

mM NaCl rezultirali slabijom ekspresijom svih proteina u odnosu na kontrolu i druge 

tretmane (Slika 11b). 

M       K        1       2        3       4       5      6                 M      K      1       2       3       4        5       6 

 

Slika 10. Ukupni topivi stanični proteini u kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa  

nakon 7 dana tretmana natrijevim kloridom i manitolom. Strelice i zvjezdice na slici 

označavaju primijećene razlike u ekspresiji proteina između različitih uzoraka, a detaljno 

objašnjenje opisano je u tekstu.  

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1 – 150 mM NaCl; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl; 

4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 
 

 

a b 



 Rezultati 

35 
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Slika 11. Ukupni topivi stanični proteini u kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa  

nakon 14 dana tretmana natrijevim kloridom i manitolom.  

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1 – 150 mM NaCl; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl; 

4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 
 

 

  

a b 
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4.2 Glikoproteinski obrasci ukupnih topivih proteina u tkivu kaktusa nakon izlaganja 

solnom i osmotskom stresu 

4.2.1 N-glikozilirani proteini detektirani lektinom konkavalin A 

Na Slikama 12 i 13. prikazani su N-glikozilirani proteini kalusnog i tumorskog tkiva 

kaktusa M. gracilis, otkriveni lektinom konkavalin A (Con A), koji se sa visokim afinitetom i 

specifičnošću veže za sastavni dio središnje strukture svih N-glikana, te je stoga njime 

moguće otkriti sve N-glikozilirane proteine u proteinskom ekstraktu.  

M       K        1       2        3        4        5       6         M       K       1        2         3        4         5      6 

 

Slika 12. Proteini u kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa nakon 7 dana tretmana 

natrijevim kloridom i manitolom, obilježeni lektinom konkavalin A. Strelice na slici 

označavaju primijećene razlike u ekspresiji proteina između različitih uzoraka, a detaljno 

objašnjenje opisano je u tekstu. 

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1- 150 mM NaCl-; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl;  

4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 

 

  

a b 
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Slika 13. Proteini u kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa nakon 14 dana 

tretmana natrijevim kloridom i manitolom, obilježeni lektinom konkavalin A. Strelice na 

slici označavaju primijećene razlike u ekspresiji proteina između različitih uzoraka, a detaljno 

objašnjenje opisano je u tekstu.  

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1 – 150 mM NaCl-; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl; 

4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 

 

Po završetku tretmana od 7 dana, unutar uzoraka proteina kalusnog tkiva može se 

primijetiti pojačana glikozilacija proteina od oko 60 kDa u tkivu tretiranom sa NaCl (Slika 

12a, crne strelice) u usporedbi s kontrolom i tretmanom s manitolom. Također je uočljiva 

pojava vrpci od oko 30 kDa (Slika 12a, zelene strelice) u kalusnom tkivu nakon izlaganja 

većim koncentracijama manitola. Za tumorsko tkivo je značajna ukupno pojačana 

glikozilacija nakon tretmana s 250 mM NaCl-om (Slika 12b). U uzorcima tretiranim 14 dana, 

u kalusnom tkivu izloženom manitolu zamjećuje se slabije eksprimirana vrpca od 40 kDa 

(Slika 13a, plave strelice) u usporedbi s kontrolom i tretmanima sa soli. Za tumorsko tkivo je 

karakteristična pojačana glikozilacija proteina od oko 25 kDa (Slika 13b, crvene strelice) u 

tkivu izloženom 250 i 350 mM NaCl. 

 

  

a b 
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4.2.2 Proteini vezani na visoko-manozni tip N-glikana detektirani lektinom GNA 

Na Slikama 14. i 15. prikazani su N-glikozilirani proteini visoko-manoznog tipa, u 

kalusnom i tumorskom tkiva kaktusa M. gracilis, otkriveni lektinom GNA.  

   M      K        1        2       3       4        5       6          M      K       1         2         3        4       5       6 

 

Slika 14. N - glikani visoko-manoznog tipa vezani za topive stanične proteine u 

kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa nakon 7 dana tretmana natrijevim 

kloridom i manitolom, obilježeni lektinom GNA. Strelice i zvjezdice na slici označavaju 

primijećene razlike u ekspresiji proteina između različitih uzoraka, a detaljno objašnjenje 

opisano je u tekstu.  

M – biljezi molekulskih masa. Uzorci: K – kontrola; 1 – 150 mM NaCl-; 2 – 250 mM NaCl; 3 – 350 mM NaCl; 

4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 
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  M       K       1       2      3       4       5      6               M      K       1       2        3        4       5       6 

 

Slika 15. N - glikani visoko-manoznog tipa vezani za topive stanične proteine u 

kalusnom (a) i tumorskom (b) tkivu kaktusa nakon 14 dana tretmana natrijevim 

kloridom i manitolom, obilježeni lektinom GNA. Strelice i zvjezdice na slici označavaju 

primijećene razlike u ekspresiji proteina između različitih uzoraka, a detaljno objašnjenje 

opisano je u tekstu.  

M - biljezi molekulskih masa. Uzorci: Uzorci: K - kontrola; 1- 150 mM NaCl-; 2 – 250 mM NaCl;  

3 – 350 mM NaCl; 4 – 300 mM manitol; 5 – 500 mM manitol; 6 – 700 mM manitol. 

 

U kalusnom tkivu izloženom tretmanima 7 dana uočljiva je pojačana glikozilacija 

proteina od 60 kDa (Slika 14a, plave strelice) nakon izlaganja svim koncentracijama NaCl, a 

istovremeno je zabilježena slabija ekspresija glikoproteina od 30 kDa (Slika 14a, plave 

zvjezdice) u istim tretmanima. U tumorskom tkivu pojačanu glikozilaciju pokazao je protein 

od 60 kDa u tretmanima sa 150 i 250 mM NaCl te protein od 58 kDa u tretmanu s 250 mM 

NaCl (Slika 14b, crvene strelice). Nakon 14 dana tretmana zabilježena je pojačana 

glikozilacija proteina od 25 kDa (Slika 15a, crvena strelica) u kalusnom tkivu izloženom 300 

mM manitolu, dok su glikoproteini od 30 kDa (Slika 15a, plave zvjezdice) bili slabije 

eksprimirani nakon izlaganja 500 i 700 mM manitolu. Također je zabilježena i slabija 

glikozilacija proteina od 66 kDa (Slika 15a, crvene zvjezdice) i 60 kDa (Slika 15a, zelene 

zvjezdice) u tretmanima s manitolom. U tumorskom tkivu uočljiv je nedostatak vrpce od 25 

kDa (Slika 15b, plava zvjezdica) u svim tretmanima s manitolom. 
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Modelna biljka korištena u ovom istraživanju za proučavanje solnog, odnosno osmotskog 

stresa, je kaktus Mammillaria gracilis, vrsta iz porodice Cactaceae. Iako M. gracilis nije 

komercijalno zanimljiva biljna vrsta u Europi, njene prilagodbe na sušna tla čine je pogodnim 

organizmom za proučavanje biokemijskih i molekularnih mehanizama tijekom izlaganja 

solnom i osmotskom stresu (Balen 2002). Nadalje, vrste iz ove porodice vrlo su osjetljive na 

uvjete u kulturi tkiva i, kao rezultat toga, razvijaju habituirane (neosjetljive na dodatak 

hormona) i hiperhidrirane kaluse koji se mogu uspoređivati sa tumorskim stanicama jer, kao i 

tumori, zadržavaju meristemske osobine. Navedena svojstva čine ih dobrim sustavom za 

proučavanje diferencijacije stanica i utjecaja stresa na njihov stanični mehanizam (Balen 

2002). 

Budući da se radi o sesilnim organizmima, biljke se oslanjaju na adaptivnost proteoma 

prilikom promjene ekoloških (i drugih) uvjeta, što uključuje promjene tijekom razvoja, 

uslijed varijabilnih okolišnih uvjeta i tijekom obrane biljke od biotičkog i abiotičkog stresa 

(Kamal i sur. 2010). Proteini su makromolekule izravno odgovorne za odvijanje većine 

bioloških procesa u stanicama, a na promjene u proteinskoj slici, što uključuje promjene u 

sintezi i funkciji proteina, mogu utjecati različiti biotički i abiotički čimbenici. Dakle, 

abiotički stres rezultira adaptivnim promjenama u biljnom proteomu, uključujući promjene u 

relativnoj zastupljenosti, odnosno ekspresiji proteina, te njihovim posttranslacijskim 

modifikacijama i, posljedično, samim biološkim funkcijama proteina. Iako su proteini 

direktni proizvodi gena, oni odražavaju ekspresiju gena specifično i s obzirom na različita 

tkiva, tako da promjene u proteinskoj slici direktno pokazuju razlike u aktivnosti gena (Balen 

2002), koje, između ostalog, mogu biti rezultat različite sposobnosti prilagodbe tkiva na 

stresne faktore, kao i varijacija u količini stresnih faktora koji u danom trenutku djeluju na 

biljku, stoga se može reći kako je promjena ekspresije proteina rezultat i okolišnih čimbenika 

i razvojnog stanja biljke. Sposobnost biljke da preživi u stresnom okruženju ovisi o različitim 

mehanizmima prilagodbe na stres kojima upravlja mali broj gena, vjerojatno uz doprinos 

većeg broja modifikacija (Schat i sur. 2000). Narušavanjem normalne ravnoteže biljnog 

organizma zbog vanjskih utjecaja dolazi do niza promjena koje se mogu pratiti na razini tkiva 

ili stanice, a određivanje ukupne koncentracije staničnih proteina predstavlja rani pokazatelj 

takvih utjecaja. Neka su istraživanja pokazala da abiotički stres može promijeniti ukupnu 

količinu proteina u biljci (Rostami i Ehsanpour 2009, Doganlar i Atmaca 2011), što je u 

skladu sa promjenama u ekspresiji proteina koje su dobivene u ovom istraživanju.  
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Naime, analizom diferencijalne ekspresije proteina otkrivene primjenom tehnike SDS-PAGE, 

vidljivo je kako tkiva kalusa i tumora na isti stres reagiraju različitom ekspresijom proteina, 

primjerice, u tumorskom tkivu tretiranom manitolom detektirano je više proteinskih vrpci 

koje se u kalusu nisu pojavile. Reakcija na solni i osmotski stres može se očitovati na dva 

načina: pojačanom ekspresijom proteina koji sudjeluju u samom odgovoru na stres ili 

aktiviranjem metaboličkih puteva koji bi eliminirali štetne produkte koji nastaju radi stresa 

(Kalifa i sur. 2004b). U svom radu Balen i sur. (2013) pokazali su da solni i osmotski stres 

itekako utječu na metabolizam biljaka kroz nekoliko različitih mehanizama (promjene u 

fosforilacijskom statusu proteina, aktivacija antioksidacijskih proteina, itd.), stoga sam ovim 

istraživanjem htjela provjeriti kako tkiva kalusa i tumora reagiraju na izlaganje soli i manitolu 

pomoću detaljnog proučavanja promjena u glikozilaciji proteina, važnoj posttranslacijskoj 

modifikaciji.  

 Posttranslacijske modifikacije ključan su mehanizam trenutačnog moduliranja 

biološke funkcije nekog proteina, a određena funkcija dodatkom posttranslacijske 

modifikacije može biti aktivirana ili utišana. Za detekciju glikoproteina kaktusa u ovom 

istraživanju korištena su dva lektina, Con A, koji detektira sve N-glikozilirane proteine te 

GNA, koji se specifično veže na terminalne ostatke manoze. Neki od glikoproteina koji su 

detektirani lektinom ConA, također su uočeni i nakon obrade membrana lektinom GNA, koji 

prepoznaje terminalne grupe α–D–manoze, osobito one povezane vezom Man–α(1–3) –Man. 

Ovaj rezultat navodi na zaključak su proteini detektirani s obje vrste lektina glikoproteini 

koje na svojim specifičnim asparaginskim ostacima imaju vezane N-glikane visoko-

manoznog i/ili hibridnog tipa (Balen i sur. 2007). Nadalje, tumorsko tkivo karakterizira 

pojačana N-glikozilacija proteina u odnosu na kalus, što je u skladu i sa rezultatima prijašnjih 

istraživanja u kojima je zapažena jača glikozilacija proteina u transformiranom u usporedbi sa 

kalusnim tkivom (Balen i sur. 2007, Krsnik-Rasol i sur. 2000). Ako se usporede kontrolna 

tkiva kalusa i tumora s odgovarajućim tkivima izloženim solnom i osmotskom stresu, može 

se uočiti kako i NaCl i manitol izazivaju promjene u N-glikozilaciji staničnih proteina. 

Promjene u glikozilaciji proteina objavili su i drugi autori nakon izlaganja biljnog tkiva 

abiotičkom stresu. Peharec Štefanić i sur. (2012) primijetili su pojačanu glikozilaciju proteina 

duhana nakon izlaganja biljaka kadmiju i cinku, dok su Komatsu i sur. (2009) uočili 

promjenu u glikozilaciji proteina iz riže, detektiranu lektinom Con A, nakon stresa izazvanog 

hladnoćom. Što se tiče analiza u profilu glikozilacije biljnih proteina nakon solnog i 
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osmotskog stresa, istraživanja su pokazala da N-glikozilacija proteina ima važnu ulogu u 

odgovoru biljke na navedene stresne uvjete (Kang i sur. 2008, Koiwa i sur. 2003), što je u 

skladu sa rezultatima dobivenim u ovom diplomskom radu. Analizom N-glikoziliranih 

proteina detektiranih vezanjem sa lektinima Con A i GNA vidljivo je da dodatak soli i 

manitola potiče ili smanjuje glikozilaciju proteina u oba istraživana tkiva. Također, budući da 

se obrazac glikozilacije između uzoraka istog tipa tkiva razlikovao, kako sa dužinom 

izloženosti stresu ili porastom koncentracije stresnog čimbenika u podlozi, može se zaključiti 

kako sol i manitol kao faktori solnog i osmotskog abiotičkog stresa utječu na N-glikozilaciju 

ukupnih staničnih proteina, odnosno da je N-glikozilacija mehanizam reakcije na abiotički 

stres. Analiza proteina izoliranih iz kalusa i tumora nakon tretmana sa soli i manitolom 

pokazala je kako tumorsko tkivo, pri istom trajanju utjecaja stresa, generalno ima jače 

izraženu ekspresiju proteina od kalusa. Mogući razlog za to je niža razina tkivne organizacije 

u tumorskom tkivu nego u kalusu. Istovremeno, pri duljem trajanju stresa, manitol ima jači 

utjecaj na kalusno tkivo, a na tumorsko sol, mogući razlog čemu je slabija mogućnost 

tumorskog tkiva da se nosi sa toksičnim ionima. 
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Na temelju rezultata istraživanja moguće je izvesti slijedeće zaključke:  

 

1. Dodatak natrijevog klorida i manitola u hranidbenu podlogu uzrokuje pojačanu 

ekspresiju proteina, kako u kalusnom, tako i u tumorskom tkivu vrste M. gracilis 

Pfeiff. 

 

2. Dodatak natrijevog klorida i manitola u hranidbenu podlogu uzrokuje promjene u 

obrascu N-glikozilacije proteina u obje vrste tkiva.  

 

3. Tumorsko tkivo, pri istom trajanju utjecaja stresa, generalno ima jače izraženu 

ekspresiju proteina od kalusa; istovremeno, pri duljem trajanju stresa, manitol ima jači 

utjecaj na kalusno tkivo, a na tumorsko sol. 

 

4. Budući da postoji razlika u ekspresiji između glikoproteina kalusnog i tumorskog 

tkiva pod istom količinom i vremenskim trajanjem abiotičkog stresa, postoji tkivna 

specifičnost proteinske N-glikozilacije. 

 

5. Budući da postoji razlika u ekspresiji glikoproteina unutar istog tipa tkiva, a različite 

vrste stresora u podlozi, stupanj glikozilacije ovisi o vrsti stresa kojoj je tkivo 

izloženo. 
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