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1. UVOD

Glikobiologija je veliko područje istraživanja i zato ću se u uvodu osvrnuti samo na N-glikozilaciju biljaka jer je to bilo područje mojeg zanimanja u proteklih godinu dana tijekom koje sam razvijala samu metodu za analizu N-oligosaharida (N-glikana) iz uzoraka biljnog porijekla.
N-vezani glikani se obično nalaze na sekretornim i vakuolarnim proteinima i proteinima na unutrašnjim membranama organela stanice. Poznate su dvije vrste N-vezanih glikana: visokomanozni glikani čiji je sastav Man5-9GlcNAc2 i složeni glikani koji imaju manje manoznih ostataka i dodatne šećere poput fukoze, ksiloze, N-acetilglukozamina i galaktoze (Slika 1) (Rayon i sur., 1998).
[image: image1]
Slika 1. Strukture visokomanoznog N-glikana, dva kompleksna N-glikana i paucimanoznog tipa glikana koji se nalaze na biljnim glikoproteinima. Preuzeto i prilagođeno iz Varki 2008.
Biosinteza visokomanoznih glikana u biljkama je identična onoj u kvascima i sisavcima te uključuje prijenos Glc3Man9GlcNAc2 oligosaharida s dolikolpirofosfata na specifični asparaginski ostatak rastućeg polipeptidnog lanca. Nakon odvajanja glukozih ostataka glukozidazom I i II u lumenu endoplazmatskog retikuluma (ER) (Kaushal i sur., 1990) slijedi transport proteina u Golgijev aparat gdje se vrši modifikacija određenih visokomanoznih glikana (onih koji su dostupni modificirajućim enzimima u Golgijevom aparatu) u složene glikane. Početne modifikacije nalikuju onima u stanicama sisavaca: odvajanje četiri manozna ostatka aktivnošću manozidaze I (Sturm i sur., 1987), dodatak krajnjih GlcNAc ostataka aktivnošću GlcNAc-transferaze I (von Schaewen i sur., 1993), odvajanje dva dodatna manozna ostatka aktivnošću manozidaze II i dodatak drugih krajnih GlcNAc ostataka (Tezuka i sur., 1992). Prve dvije reakcije uvijek prethode aktivnosti dviju glikozil transferaza koje vežu α1-3 fukozni ostatak na proksimalni GlcNac i β1-2 ksilozni ostatak na proksimalnu manozu  (Fitchette-Laine i sur., 1994). Važno je napomenuti da glikoproteini sisavaca nemaju α1-3 fukozne ni β1-2 ksilozne ostatke (Johnson i sur., 1987) (iako su slične strukture pronađene na glikoproteinima nižih životinja), što znači da su α1-3 fukozni i β1-2 ksilozni ostatci karakteristika biljnih glikoproteina, iako fukoza i ksiloza ne moraju biti prisutne u svim biljnim složenim glikanima. Upravo iz tog razloga za odvajanje glikana, koji imaju gore spomenute ostatke, s biljnih proteina u ovom radu koristimo enzim N-glikozidazu A (PNGazu A).
Transport glikoproteina u vakuolu rezultira odvajanjem kranjih GlcNAc ostataka zbog prisutnosti N-acetilglukozaminidaza. Slično, prisutnost α-manozidaze u vakuoli može rezultirati cijepanjem visokomanoznih glikana koji su izbjegli cijepanje manozidazom I u Golgijevom aparatu. Zato su mnogi složeni glikani na proteinima vakuole mali i imaju strukturu (Xyl)Man3GlcNAc(Fuc)GlcNAc, te takve glikane nazivamo paucimanozni tip N-glikana (Slika 1) (Vitale i Chrispeels, 1984).
Sekretorni glikopoteini zadržavaju periferne GlcNAc ostatke jer stanična stijenka ima jako malo ili nimalo N-acetilglikozaminidaza. Sekretorni protein lakaza (eng. laccase) je dugo bio jedini opisani protein koji je imao velike složene glikane (Takahashi i sur., 1986), ali danas je poznato da velik broj biljnih glikoproteina posjeduje složene glikane (Fitchette-Lainé i sur., 1997). N-glikani omogućuju biljnim proteinima zaštitu od proteolitičke razgradnje, ali funkcija složenih glikana (za razliku od visokomanzonog tipa) zasad ostaje nepoznanica (Varki, 2008).
N-glikozilacija proteina uglavnom se odvija unutar ER-a. U biljaka je većina proteina izvanstaničnog prostora i endomembranskog sustava N-glikozilirana. Zrele N-glikane prepoznaju lektinski šaperoni, kalneksin i kaltretikulin, te nepravilnost ovog procesa rezultira u akumulaciji pogrešno smotanih proteina u ER-u te pokretanjem odgovora UPR (od engl. Unfolded-Protein Response), glavnog mehanizma kontrole kvalitete proteina. Jedna od glavnih ciljnih točaka stresa na biljni organizam je upravo ER gdje se nalaze proteosomni sustav degradacije proteina i sustav za detoksifikaciju koji su uključeni u stresni odgovor (Kariana i sur., 2005). N-glikozilacija proteina ima veliki utjecaj na fizikalno-kemijske osobine i ostale biološke funkcije (Yan i sur., 2005). 
Iz dosadašnjih istraživanja na različitim biljkama utvrđena je važnost N-glikozilacije proteina u stresnom odgovoru. Komatsu i sur. (2008) su utvrdili da hipotermički stres u stanicama listova riže uzrokuje promjene u glikozilaciji i fosforilaciji kalretikulina, ključnog proteina koji regulira kvalitetu kontrole ostalih proteina. Defekti u N-glikozilaciji su povezani i s različitim fenotipovima u biljaka (Lukowitz i sur., 2001), a neke mutacije u enzimima odgovornim za ovaj proces su letalne (Boisson i sur., 2001). Analiza mutanata uročnjaka (Arabidopsis thaliana) za specifični N-glikozilacijski put pokazala su da je sazrijevanje kompleksnih N-glikana neophodno za toleranciju na osmotski stres (Kang i sur., 2008). 
U ovom sam radu N-glikane analizirala u listovima bosanskog ljiljana (Lilium bosniacum). Ljiljani su jednosupnice koje rastu u brdima, uglavnom po listopadnim šumama ili među livadskim biljkama. Podzemna stabljika je crepasta lukovica iz koje izlazi izdanak s pojedinačnim cvjetovima u štitastom cvatu. 
Lilium bosniacum je vrsta ljiljana rasprostranjena na području Bosne i Hercegovine. Ovaj ljiljan ima žuto-narančaste cvatove (zlatna boja) pa ga stoga nazivaju i zlatni ljiljan (Slika 2).
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Slika 2. Lilium bosnaicum. Preuzeto iz http://www.balkanforum.info/f16/herkunft-bedeutung-schachbrett-wappens-bosnischen-lilien-61163/index2.html.

Cilj mi je bio istražiti razlike u šećernom dijelu glikoproteina biljaka koje su rasle na karakterističnom staništu i onih koje su rasle u stresnim uvjetima. Stanište vrste L. bosniacum se nalazi na nadmorskoj visini od 1700 do 1900 metara na vapnenačkom tlu koje je bogato osnovnim nutritijentima. Stresna populacija je pronađena na nižoj nadmorskoj visini (970m), na staništu s peridotitom kojeg karakterizira manjak nutritijenata (N, P, K, Ca) i visoke koncentracije teških metala kao što su krom (Cr), nikal (Ni), kobalt (Co) i magnezij (Mg) koji su toksični za većinu biljaka. Također, takvo tlo je plitko, propusno za vodu i izloženo visokim okolišnim temperaturama. Stres, kojim je podvrgnuta cijela peridotitna flora, vrši evolucijski pritisak za selekciju onih mutacija i promjena koje dovode do prilagodbe biljaka na takve uvjete (Berglund i sur., 2003). Ova populacija vrste L. bosniacum je prva pronađena peridotitna populacija na području Bosne i Hercegovine te nam ona može pružiti mogućnost istraživanja adaptivnih evolucijskih mehanizama.
Razlika između ovih dviju populacija je već analizirana na citogenetičkoj i molekularnoj razini. Istraživanja su pokazala da postoji razlika u morfologiji kromosoma, u broju i položaju 18S-5.8S-26S rDNA lokusa i CMA pruga, u broju kopija i transkripcijskoj aktivnosti rRNA gena, prisutnosti/odsutnosti B kromosoma te duljini intergenske razmaknice rRNA gena (rRNA IGS) (Zoldos i sur., 2007). Također, analize anatomije lista su pokazale razliku u broju i veličini puči (Muratović 2003). U ovom radu sam željela istražiti razliku u sastavu šećernog dijela glikoproteina ovih dviju populacija, s obzirom da je iz prethodnih istraživanja na biljnim vrstama poznato da N-glikani sudjeluju u stresnom odgovoru biljke.
2. MATERIJALI I METODE

2.1. Biljni materijal
Svježi zeleni listovi vrste Lilium bosniacum su sakupljeni s istočnog područja Bosne i Hercegovine. Stresni uzorci su uzeti s područja Kladnja sa serpentinskog tla, nadmorske visine oko 970 metara, dok su kontrolni listovi uzeti s vapnenačkog tla, na nadmorskoj visini od 1700 do 1900 metara. Listovi su bili pohranjeni na temperaturi od -80 ˚C do analize.
2.2. Ekstrakcija proteina

Osušene uzorke (1-2 grama) sam samljela u tarioniku na tekućem dušiku uz dodatak ekstrakcijskog pufera (0.7 M saharoza, 0.5 M Tris, 30 mM HCl, 0.1 M KCl, and 2% b-merkaptoetanol). Zatim sam ih centrifugirala 20 minuta na 10000g i izdvojila supernatant. Uzorke sam nakon toga čuvala na -20 ˚C. 
2.3. Pročiščavanje uzorka

Kolone za odsoljavanje (Sephadex G25, Amersham PD10) sam dobro oprala vodom MiliQ. Odleđene uzorke sam lagano nanijela u pripadajuće kolone i sakupljala frakcije od 1 mL u mikroepruvete. Nakon što su se uzorci spustili u gel, dolijevala sam po 1 mL vode MiliQ na kolone i sakupljala još pet do šest frakcija.  Frakcije sam stavila na sušenje u vakuumski koncentrator preko noći. One frakcije koje su se dobro osušile, odnosno koje nisu  bile u stanju gela, sam resuspendirala u 50 μL vode MiliQ, vorteksirala i zatim spojila u jednu epicu. Takve uzorke sam stavila na ukoncentriravanje u vakuumski koncentrator do volumena od oko 50-100 μL.
2.4. Cijepanje proteina
Učinkovitost N-glikozidaze A je znatno bolja ukoliko se uzorci prethodno obrade peptidazom. Stoga sam uzorke tretirala pepsinom (iz sluznice želuca svinje, Merck). Koncentracija pepsina bila je 2mg/mL u 10mM HCl-u, a odnos pepsin:uzorak = 1:20, w/w. U uzorke sam još dodala između 100 i 200 ul 10mM HCl-a, što je ovisilo od količine proteina u uzorku. Uzorke sam stavila u inkubator na 37 ˚C, 21h.  U slučaju kada  su u određenim uzorcima proteini bili precipitirani ili su imali komadiće tkiva, uzorke sam inkubirala 2h u termobloku na 37 ˚C uz treskanje 2h, a ostatak vremena u inkubatoru. Pepsin sam nakon inkubiranja inhibirala promjenom pH i povišenjem temeperature. U uzorke sam dodala 200 μL spajajućeg pufera (0.2M NaHCO3, 0.5M NaCl, pH 8.3), i inkubirala 5-10 minuta u termobloku na 100 ˚C.
2.5. Vezanje proteina

Peptide iz uzoraka sam izdvojila pomoću CNBr Sepharoze (cijanogen bromid aktivirana matrica, Sigma). Prethodno  sam pripremila aktivni gel CNBr Sepharose. CNBr Sepharozu sam aktivirala dodatkom 1 mM otopine HCl-a (toliko da ju prekrije) i pustila pola sata da nabubri. Zatim sam ju isprala s 250 μL 1 mM otopine HCl-a i s oko 250 μL vode MiliQ u flaši za odsisavanje. Suhu CNBr Sepharosu sam prenijela u novu  falkonicu, dodala 250 μL spajajućeg pufera. Na 5-10 mg proteina u uzorku dodaje se 1 ml aktivnog gela CNBr Sepharoze.  Odgovarajuću količinu aktivnog gela i spajajućeg pufera sam dodala u uzorke tako da omjer spajajućeg pufera i aktivnog gela bude 1:2. Uzorke sam stavila na rotirajuću mješalicu 2h na sobnoj temperaturi.
Zatim je potrebno blokirati preostala slobodna mjesta na CNBr Sepharosi na koja se nisu vezala peptidi, kako bi se izbjeglo vezanje enzima na ta mjesta. Uzorke sam skinula s rotirajuće mješalice i pustila da se CNBr Sepharosa slegne. Otpipetirala sam supernatant, dodala još jednom po 500 μL spajajućeg pufera, pustila da se CNBr Sepharosa slegne i otpipetirala supernatant. U svaki uzorak sam dodala po 1 mL blokirajućeg pufera (0.2M Glicin, pH 8) i stavila na rotirajuću mješalicu 2h. Blokirajući pufer sadrži glicin koji se veže na grupe na CNBr Sepharosi koje nisu reagirale s peptidima.
2.6. Dijaliza enzima

Enzim N-glikozidazu A (iz badema Prunus dulcis, Roche) sam dijalizirala koristeći Pierce sustav za dijalizu i 100 mM citrat-fosfatni pufer (3.45g NaH2PO4,5.25 g citratne kiseline, pH 5). Pripremila sam sustav tako da sam prokuhala membranu 5-10 min u ultračistoj vodi na 80 ˚C, isprala i stavila na sustav, ulila pufer u sustav, nanijela enzim na membranu i ostavila na +4°C. 50 μL enzima se dijaliziralo uz 2 izmjene pufera. Prvu izmjenu sam napravila nakon 30 minuta, a drugu nakon sat vremena, nakon čega sam enzim ostavila da se dijalizira preko noći. Nakon toga sam enzim skupila u mikroepruvetu i čuvala na +4 ˚C.
2.7. Digestija pomoću enzima  PNG-aza A 
Uzorke sam nakon blokiranja prenijela na kolonice s filterom (plastične kolonice, Pierce) i isprala deset puta s po 1 mL 100 mM citrat-fosfatnog pufera. Na CNBr Sepharozu u kolonicama sam lagano nakapala 0.25 mU enzima po uzorku, s tim da sam prije dodavanja enzima dodala citrat-fosfatni pufer tako da je ukupna količina enzima i pufera bila 100 μL. Nakon dodavanja enzima, uzorke sam stavila na inkubaciju na 37 ˚C 23h.
2.8. Ispiranje glikana
Nakon inkubacije u kolonice sam dodala četiri puta po 500 μL vode MiliQ i skupljala frakcije s glikanima u mikroepruvete. Uzorke sam stavila na sušenje u vakuumski koncentrator. 
2.9. Obilježavanje 2AB-om

U suhe uzorke sam dodala 20 μL 1%-tne mravlje kiseline i inkubirala na sobnoj temperaturi 40 min i osušila u vakuumskom koncentratoru. Dodala sam 5 μL otopine 2-aminobenzamida (2-AB), inkubirala 30 minuta na 65 ˚C, vorteksirala te inkubirala još 90 min. Slijedilo je čišćenje od viška 2AB otopine. Pločicu Whatman PP sam prvo prilagodila uvjetima filtracije: ulila sam 200 μL acetonitrila (ACN), odstranila sam ACN pomoću Manifold vakuum odsisavača, zatim sam ulila 200 μL vode MiliQ koju sam na isti način odstranila s pločice. Na tako pripremljenu Whatman PP pločicu sam stavila oprane i savijene Whatman papiriće (papir za kromatografiju). Nanijela sam uzorke na papiriće i ostavila da se osuše. Dodala sam 1600 μL ACN-a, stavila na tresilicu 15 min. i odstranila pomoću Manifold vakuum odsisavača. Ovo sam ponovila još četiri puta. 
2.10. Ispiranje obilježenih glikana

U svaku jažicu s uzorkom sam dodala 500 μL vode MiliQ, stavila na tresilicu 15 minuta i odsisala u pločicu za sakupljanje uzoraka (96 jažica, volumena 2mL). Ovo sam ponovila još dva puta. Eluirane glikane sam stavila na sušenje.
2.11. Visokotlačna tekućinska kromatografija (HPLC)
Prvo sam uzorke pripremila za razdvajanje N-glikana pomoću visokotlačne tekućinske kromatografije (HPLC): uzorke sam resuspendirala u 30 μL vode MiliQ. Prve dvije jažice na pločici za HPLC sam napunila sa 100 μL vode MiliQ. Injektor će prvo vući vodu MiliQ radi provjere čistoće kolona, a i radi samog pročišćavanja. U sljedeće dvije jažice sam stavila otopinu dekstrana ( 40 μL ACN-a + 2.5 μL vode MiliQ + 7.5 μL otopine dekstrana) koji služi kao standard. U preostale jažice sam stavila uzorke (40 μL ACN-a + 5 μL vode MiliQ + 5 μL otopljenog uzorka).
Razdvajanje N-oligosaharida sam provela na TSKgel Amide 80 koloni (Anachem, Luton, U.K.) duljine 250 mm, širine 4.6 mm s veličinom čestica stacionarne faze 5 μm. Upotrijebila sam gradijentnu metodu elucije. Kao otapalo A sam koristila 50 mM mravlju kiselinu čiji sam pH podesila na 4.4 pomoću otopine amonijaka (amonijev formijat), dok sam kao otapalo B koristila acetonitril. Temperaturu kolone sam podesila na 30 ˚C te se ona održavala pomoću Watersovog modula za kontrolu temperature. Razdvajanje sam provela na 2975 Alliance separacijskom modulu (Waters, Milford, MA) u trajanju od 148 minuta. Razdvojene N-oligosaharide sam detektirala pomoću Waters 2475 fluorescentnog detektora s valnim duljinama ekscitacije i emisije za 2-AB koje iznose 330 odnosno 420 nm. Glikane sam potom analizirala na temelju njihovog vremena ispiranja s kolone koje sam zatim preračunala u glukozne jedinice i usporedila s referentnim vrijednostima na bazi podataka „Glycobase“ (dostupna na: http://glycobase.nibrt.ie) kako bi odredili strukturu. 
3. REZULTATI 
3.1. Analiza kontrolne i stresne populacije vrste L. bosniacum pomoću HPLC-a
N-glikane sam analizirala iz 15 kontrolnih (Tablica 1) i 13 stresnih uzoraka (Tablica 2) svježih zelenih listova bosanskog ljiljana koji su rasli na različitim staništima. N-vezane glikane sam odvojila od proteina uz pomoć enzima N-glikozidaze A, označila sam ih s 2-aminobenzamidom i analizirala pomoću HPLC uređaja.
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Tablica 1. Popis  kontrolnih uzorka analiziranih na HPLC-u, uz odgovarajuće koncentracije i volumene.
	KONTROLNI UZORCI

	Broj uzorka
	Konc. (mg/mL)
	Volumen (mL)

	1
	0.203
	1

	2
	0.057
	1.2

	3
	0.185
	1.1

	4
	0.144
	1.1

	5
	0.257
	1.2

	6
	0.269
	1.2

	7
	0.266
	1.2

	8
	0.262
	1.1

	9
	0.085
	1.2

	10
	0.479
	1.1

	11
	0.47
	1

	12
	0.164
	1.2

	14
	0.151
	1

	15
	0.292
	1.1

	20
	0.278
	1.5

	STRESNI UZORCI

	Broj uzorka
	Konc. (mg/mL)
	Volumen (mL)

	2
	1.536
	4

	3
	1.447
	5

	5
	1.538
	4.5

	6
	1.288
	5

	7
	1.496
	3

	8
	1.54
	4

	11
	1.608
	5

	12
	1.637
	4

	13
	1.556
	4

	14
	1.671
	4

	15
	1.549
	5

	16
	1.41
	3

	20
	1.377
	4.5


Nakon izoliranja i analize uzoraka N-glikana kontrolne i stresne populacije vrste L. bosniacum-a, dobila sam sljedeće kromatograme pomoću HPLC uređaja: 
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Slika 3. Preklopljeni kromatogrami dobiveni za različite jedinke iz kontrolne populacije vrste L. bosniacum. L-K označava kontrolni uzorak.
Na Slici 3. i 4. možemo vidjeti kako nam se kromatogrami različitih jedinki jako dobro preklapaju u većini kromatografskih vršaka (peak-ova).
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Slika 4. Preklopljeni kromatogrami dobiveni za različite jedinke iz stresne populacije vrste L. bosniacum. L označava stresni uzorak.
Kako bi lakše uočila razlike između kontrolne i stresne populacije spojila sam po 1/3 ukupnih glikana od 10 uzoraka (jedinki) kontrolne populacije (L-K1 do 10) u prvi uzorak koji sam nazvala „KONTROLNA POPULACIJA“ i po 1/6 ukupnih glikana od 10 uzoraka (jedinki) stresne populacije (L-2,3,7,8,11,12,13,14,15,20) u drugi uzorak koji sam nazvala „STRESNA POPULACIJA“ (Tablica 1, Tablica 2). Razlikom u količini uzetih ukupnih glikana između kontrolne i stresne populacije (1/3 i 1/6) se nadomješta razlika u početnoj količini glikoproteina nakon izolacije (Slika 5).
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Slika 5. Preklopljeni kromatogrami „KONTROLNE POPULACIJE“ i „STRESNE POPULACIJE“.
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Slika 6. Preklopljenih kromatogrami „KONTROLNE POPULACIJE“ i „STRESNE POPULACIJE“ od 85. do 130. minute.
Nakon preklapanja kromatograma obje populacije, uočila sam da se kromatografski vrškovi koji izlaze između 85. i 130. minute dosta razlikuju (Slika 6).
3.2. Analiza kromatograma kontrolne i stresne populacije vrste L. bosniacum

Kako bi odredila točnu razliku između kontrolne i stresne populacije, izračunala sam površine kromatografskih vršaka ove dvije populacije i njihovu razliku (Tablica 3).
Tablica 3. Vrijeme zadržavanja (RT(), površine i razlika površina (izražene u postotcima) kromatografskih vršaka kontrolne i stresne populacije.  
	Rezultati vršaka
	KONTROLNA POPULACIJA
	STRESNA POPULACIJA
	Razlika KONTROLA - STRES

	#
	RT (min)
	% POVRŠINE
	% POVRŠINE
	

	1
	39.085
	3.29
	3.36
	-0.07

	2
	41.593
	2.97
	3.36
	-0.39

	3
	43.096
	7.64
	7.75
	-0.11

	4
	53.28
	28.47
	27.44
	1.03

	5
	56.297
	26.49
	31.28
	-4.79

	6
	69.986
	16.15
	11.6
	4.55

	7
	77.404
	3.72
	1.72
	2

	8
	82.439
	0.55
	0.04
	0.51

	9
	83.993
	0.54
	0.24
	0.3

	10
	88.059
	6.02
	5.9
	0.12

	11
	93.332
	1.19
	2.38
	-1.19

	12
	96.725
	0.54
	1.27
	-0.73

	13
	98.963
	0.29
	0.16
	0.13

	14
	100.72
	0.02
	0.09
	-0.07

	15
	104.745
	1.58
	2.01
	-0.43

	16
	110.004
	0.12
	0.37
	-0.25

	17
	112.53
	0.15
	0.26
	-0.11

	18
	118.943
	0.22
	0.44
	-0.22

	19
	123.327
	0.07
	0.23
	-0.16

	20
	124.677
	0
	0.09
	-0.09


Kada sam obratila pozornost na kromatografske vrškove koji se nalaze između 85. i 130. minute (Slika 6) i detaljnije proučila njihove površine, pokazalo se da se pojedini kromatografski vrškovi razlikuju i do 79% (Tablica 4). 

Tablica 4. Razlike u površini kromatografskih vršaka koji izlaze između 85. i 130. minute (u postotcima).
	Rezultati vršaka
	„KONTROLNA POPULACIJA“
	„STRESNA POPULACIJA“
	RAZLIKA
KONTROLA-STRES
	RAZLIKA (%)

	#
	RT(min)
	% POVRŠINE
	% POVRŠINE
	
	

	12
	96.725
	0.54
	1.27
	-0.73
	42.5

	13
	98.963
	0.29
	0.16
	0.13
	55.2

	14
	100.72
	0.02
	0.09
	-0.07
	22.2

	15
	104.745
	1.58
	2.01
	-0.43
	78.6

	16
	110.004
	0.12
	0.37
	-0.25
	32.4

	17
	112.53
	0.15
	0.26
	-0.11
	57.7

	18
	118.943
	0.22
	0.44
	-0.22
	50.0

	19
	123.327
	0.07
	0.23
	-0.16
	30.4

	20
	124.677
	0
	0.09
	-0.09
	100.0


Kada sam odredila kromatografske vrškove koji nam se razlikuju između kontrolne i stresne populacije, analizirala sam koje strukture šećera nam odgovaraju tim kromatografskim vrškovima. Strukture sam predvidjela uz pomoć baze podataka Glycobase (http://glycobase.nibrt.ie/) (Tablica 5, Slika 7). To je baza podataka koja sadrži objavljene detalje mnogih šećera obilježenih 2-AB-om; vrijednosti glukoznih jedinica (GU),  sastav određen masenom spektroskopijom (MS), put razgradnje egzoglikozidazom, MS i MS/MS dokaze zajedno s referencama s PubMed baze podataka. 
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	#
	GU(
	RT
	GLIKAN

	10
	6.62
	88.059
	F(3)F(6)A2



	11
	7.17
	93.332
	A2G2



	12
	7.55
	96.725
	F(3)XA2G(3)1



	13
	7.81
	98.963
	M7D3



	14
	8.08
	100.720
	M7D1



	15
	8.49
	104.745
	F(3)XA2G(3)2



	16
	9.31
	110.004
	F(3)F(6)A3G3 ili M9



	17
	9.62
	112.530
	F(6)A2F(3)2G(4)2F(2)1



	18
	10.24
	118.943
	M9Glc1



	19
	11.23
	123.327
	F(6)A4F(3)2G(4)3 ili F(3)XA2F(4)1G(3)2



	20
	11.80
	124.677
	F(6)A3F(3)3G(4)3
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Slika 7. Previđene strukture šećera prema vrijednostima GU jedinica. Preuzeto s http://glycobase.nibrt.ie/. (Glc - glukoza, GlcNAc - N-acetilglukozamin, NeuNAc - N-acetilneuraminska kiselina, Gal - galaktoza, GalNAc- N-acetilgalaktozamin, Fuc - fukoza, Man - manoza, ksiloza)
4. RASPRAVA 

U  biljkama su većina proteina koji se nalaze u izvanstaničnom matriksu i na unutrašnjim membranama glikozilirana N-vezanim oligosaharidima (Strasser i sur., 2004). N-glikozilacija proteina ima velik utjecaj na njihova fiziološka i kemijska svojstva kao i na njihovu biološku funkciju (Rayon 1998). U ovom radu opisano je prvo istraživanje razlike sastava glikana biljaka koje su rasle na normalnom staništu i biljaka koje su rasle na peridotitnom staništu (predstavlja stresni okoliš). 
Iz biljnih uzoraka sam izolirala šećerne djelove N-vezanih glikoproteina koje sam onda analizirala pomoću visokotlačne tekućinske kromatografije. Dobila sam kromatograme koji  se jako dobro preklapaju u svim kromatgrafskim vršcima za obe populacije iz čega sam zaključila da sam dobro postavila metodu izolacije i analize (Slika 3, Slika 4). 

Kako bi uočila razlike između ove dvije populacije spojila sam dio kontrolnih uzoraka u jedan uzorak koji sam nazvala „KONTROLNA POPULACIJA“ i dio stresnih uzoraka u drugi uzorak koji sam nazvala „STRESNA POPULACIJA“ te sam ih analizirala pomoću visokotlačne tekućinske kromatografije. Preklapanjem ova dva kromatograma (Slika 5) uočila sam da se kromatografski vrškovi koji izlaze između 85. i 130. minute poprilično razlikuju (Slika 6), te sam na temelju toga svoje istraživanje usmjerila na analizu upravo ovih kromatografskih vršaka.
Izračunom razlike u površini kromatografskih vršaka pokazalo se da se pojedini vrškovi razlikuju od 22 do 79%, zbog čega mogu zaključiti da sastav i prisutnost određenih glikana u biljkama ovise o okolišu u kojem biljke rastu. Točnije, rezultati ovog istraživanja su pokazali da rast populacije bosanskog ljiljana na peridotitnom tlu utječe na prisutnost određenih glikana, u odnosu na onu populaciju iste vrste koja je rasla na nativnom vapnenačkom staništu. 

Na koji način vrsta tla na kojem biljke rastu utječe na ove parametre je zanimljivo pitanje u ovom stadiju istraživanja, te sam, kako bi se približila tom odgovoru, odlučila istražiti u kojim glikanima dolazi do razlike. Strukture sam predvidjela pomoću baze podataka Glycobase na temelju glukoznih jedinica pojedinih glikana. Među tim strukturama su bili prisutni N-glikani obje vrste, složeni i visokomanozni. Kako bi potvrdili predviđene strukture trebalo bi analizirati sve ove glikane metodom spektrometrije masa.
Dosadašnja istraživanja na biljkama pokazala su važnost N-glikozilacije proteina u stresnom odgovoru. Rezultati dobiveni u ovome radu predstavljaju doprinos istraživanjima utjecaja stresa na biljne populacije in situ za što postoji vrlo malo literaturnih podataka. Naime, uglavnom se ovakav tip istraživanja temelji na analizi biljaka raslih u određenim stresnim uvijetima definiranima u laboratoriju, dok je praćenje („monitoring“) promjena u biljnim organizmima uzrokovanih stresom na samom staništu vrlo rijetko opisano. Također, u ovome radu opisana je prva populacija vrste L. bosniacum pronađena na peridotitnom staništu te analiza promjena na razini glikoma predstavlja vrijednu dodatnu informaciju rezultatima dobivenim istaživanjima na morfološkoj, citogenetičkoj i molekularnoj razini (Muratović 2003, Zoldoš i sur., 2007). Rezultati ovoga rada ukazuju na značajne razlike u sastavu šećernog dijela glikoproteina, što bi moglo doprinijeti boljem razumijevanju adaptivnih evolucijskih mehanizama. Ovaj rad ujedno i predstavlja pilot istraživanje N-glikozilacije u biljaka u laboratoriju Genos i laboratoriju za molekularnu biologiju PMF-a u Zagrebu, te će uspješno uspostavljena metoda biti korištena u daljnjim istraživanjima ovoga tipa.
6. ZAKLJUČCI 
Na temelju provedenog istraživanja, dobivenih rezultata i rasprave moguće je zaključiti sljedeće: 
· analizirajući N-glikane vrste L. bosniacum u ovom radu su predstaviljene prve informacije o utjecaju stresa na glikane jedne biljne vrste in situ
· razvijena je korisna metoda za izolaciju N-vezanih glikana iz biljnog tkiva i njihovu analizu na HPLC-u
· razlika u glikanima biljaka koje su rasle u stresnim uvjetima (rast vrste L. bosniacum na peridotitnom tlu) u odnosu na one biljke koje su rasle u nativnim uvjetima se pokazala veća nego što je bilo predviđeno, od 22 do 79%

· glikani u kojima dolazi do razlike pripadaju objema vrstama N-vezanih glikana, visokomanoznom i složenom tipu

· rast vrste L.bosniacum na peridotitnom tlu, u odnosnu na one biljke koje su rasle na vapnenačkom tlu, utječe na sastav šećernog dijela glikoproteina biljaka
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7. SAŽETAK
Kristina Poljak
Utjecaj okolišnih čimbenika, prisutnih na peridotitnom staništu, na N-glikozilaciju u bosanskog ljiljana (Lilium bosniacum)
Posttranslacijske modifikacije proteina, kao što je i glikozilacija, imaju važnu ulogu u mijenjanju svojstava i funkcije proteina. U biljaka je većina proteina izvanstaničnog prostora i endomembranskog sustava N-glikozilirana. Ova modifikacija utječe na fizikalno-kemijske osobine i ostale biološke funkcije proteina poput njihove konformacije, degradacije, unutarstaničnog sortiranja i izlučivanja. U ovom radu opisano je prvo istraživanje promjena N-glikozilacije proteina kao stresnog odgovora biljaka in situ. Glikani su izolirani iz zelenih listova bosanskog ljiljana, Lilium bosniacum, sakupljenih sa biljaka raslih na peridotitnom staništu, koje predstavlja kombinaciju različitih stresnih čimbenika u okolišu. Glikani su uz pomoć enzima protein N-glikozidaze A odvojeni od proteina. Fluorescentno označeni glikani su zatim analizirani pomoću visokotlačne tekućinske kromatografije  te je struktura glikana, u kojima dolazi do razlike, predviđena pomoću baze podataka Glycobase. Rezultati ovog rada ukazuju da rast populacije bosanskog ljiljana na peridotitnom tlu utječe na prisutnost određenih glikana u listovima, u odnosu na populaciju iste vrste koja je rasla na nativnom staništu, pri čemu dolazi do značajne razlike u sastavu šećernog dijela glikoproteina.
Ključne riječi: Lilium bosnaicum, N-glikozilacija, HPLC, okolišni stres, peridotitno stanište
8. SUMMARY
Kristina Poljak

Effect of environmental factors, present at peridotite habitat, on N-glycosylation of the bosnian lily (Lilium bosniacum)
Post-translational modifications of proteins, such as glycosylation, play an important role in changing the properties and functions of proteins. In plants, most proteins of the extracellular compartment and the endomembrane system are glycosylated by N-linked oligosaccharides. This modification affects the physicochemical properties and other biological functions of proteins such as their conformation, degradation, intracellular sorting and secretion. This paper describes the first research of protein N-glycosylation involved in  stress response of plants in situ. Glycans were isolated from green leaves of bosnian lily, Lilium bosniacum, that grew at peridotite habitat (represents a stressful environment). Using enzyme protein N-glycosidase A, N-glycans were separated from the proteins, then labeled with appropriate fluorochromes and analyzed by high performance liquid chromatography. The structure of glycans, which showed differences between stressed and control population, were predicted using a Glycobase database. These results suggested that the population of the bosnian lily, that grew on peridotite soil, affected the presence of specific glycans when compared to the population of the same species that grew on the native habitat. A  significant difference in sugar composition of glycoproteins were detected between the two populations.
Keywords: Lilium bosniacum, N-glycosylation, HPLC, environmental stress, peridotite
Tablica 2. Popis stresnih uzoraka analiziranih na HPLC-u, uz odgovarajuće koncentracije i volumene.





Tablica 5. Predviđene strukture (ovdje prikazane skraćenicama) glikana na temelju vremena zadržavanja i glukoznih jedinica. 





Legenda:Svi N-glikani imaju dva sržna GlcNAc i tri manoze; 


F na početku skraćenice označava sržnu fukozu povezanu na unutarnji GlcNAc, broj u zagradama označava vrstu veze, 3 označava α1-3 vezu a 6 označava α1-6 vezu; ako je F nakon A, fukoza je vezana na GlcNAc ogranka, a ako je F nakon G, fukoza je vezana na galaktozu; 


Ax, broj (x) GlcNAc (x) vezanih na vanjske manoze; A2, dva GlcNAc povezana β1-2 vezom na obe vanjske manoze; A3, dva GlcNAc povezana β1-2 vezom na dvije manoze, a treći GlcNAc povezan β1-4 vezom na α1-6 vezanu manozu; A4, isto kao A3 s dodatnim GlcNAc β1-6 povezan na α1-6 manozu; 


Gx, broj (x) β1-4 povezanih galaktoza na ogranke GlcNAc; broj u zagradama nakon G označava vrstu veze, 3 označava β1-3 vezu, a 4 označava β1-4 vezu, ako nema toga veza je nepoznata; 


X označava ksilozu povezanu β1-2 vezom na beta manozu; 


Mx, broj (x) manoza na sržnim GlcNAc; D1 označava da je α1-2 manoza na Manα1-6Manα1-6 ogranku.


GlcNAc - N-acetil glukozamin








( RT (retention time, vrijeme zadržavanja) - vrijeme potrebno da određena tvar prođe od kolone do detektora. 


( GU (glucose units) - standardizirana veličina vremena ispiranja s HPLC kolone
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