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1. UVOD

1.1. Ukrasna kopriva (Coleus blumei Benth.)

Rod Coleus pripada porodici usnaca (Lamiaceae) i obuhvaca vise od 300 vrsta koje
su karateristicne za tropska 1 suptropska podrucja Afrike, Australije, isto¢ne Indije,
indonezijskog arhipelaga i Filipina (Lebowitz, 1985), a jedna od njih je i ukrasna kopriva
(Coleus blumei Benth.). U Europu, a kasnije i u Ameriku donesena je u 17. st. putem trgovaca
i botanicara. Ime roda potjece od grckog "koleus" Sto znaci plast, a odnosi se na gradu
cvjetova dok je pridjev "blumei" ova vrsta dobila u Cast nizozemskog pisca Karla Ludwiga
Blumea. Prema novijoj klasifikaciji ukrasna je kopriva smjeStena u rod Solenostemon, s
latinskim nazivom vrste Solenostemon scutellarioides. Ukrasna kopriva je ukrasna biljka koja
se uzgaja diljem svijeta u velikom broju razli¢itih kultivara koji se razlikuju prema boji i
obliku listova, a koristi se i kao ljekovita biljka u Indiji, Indoneziji i Meksiku. Jedan od
najznacajnijih sekundarnih metabolita koji proizvodi ukrasna kopriva je ruzmarinska kiselina
koja predstavlja vazan dio obrambenog sustava biljke u borbi protiv predatora te gljivicnih i

bakterijskih infekcija (Petersen, 1994).

1.2. RuZmarinska kiselina

Ruzmarinska kiselina (RA) je ester kavine kiseline i 3,4-dihidroksifenilmlije¢ne
kiseline te pripada skupini fenolnih sekundarnih metabolita. Kemijska struktura je utvrdena
1958. kada su dvojica talijanskih kemicara, Scarpati i Oriente, prvi puta izolirali RA kao Cisti
spoj i nazvali ga prema biljci iz koje je prvi put izoliran — ruzmarinu (Rosmarinus officinalis).
Prije nego Sto je kemijska struktura bila razjaSnjena, RA 1 njoj sli¢ni spojevi bili su poznati
kao "Labiatengerbstoffe", a rije¢ je o tipu tanina koji je zastupljen u vecine vrsta koje
pripadaju porodici Lamiaceae (Scarpati i Oriente, 1958). Osim u ruzmarinu, aktivni je
sastojak mnogih drugih biljaka iz porodice Lamiaceae i Boraginaceae (Litvinenko i sur.,
1975) koje se primjenjuju u medicini i prehrani kao §to su mati¢njak (Melissa officinalis),
kadulja (Salvia officinalis), bosiljak (Ocimum basilicum), lavanda (Lavandula vera), origano
(Origanum vulgare), timijan (Thymus vulgaris) i dr. (Lu i Foo, 1999; Kochan i sur., 1999;
Zheng i Wang, 2001).



1.2.1. Svojstva ruzmarinske Kkiseline

RuZzmarinska kiselina ima viSestruko biolosko djelovanje poput antivirusnog,
antibakterijskog, protuupalnog, antioksidativnog, antialergijskog i antimutagenog djelovanja,
stoga njezino prisutstvo u ljekovitom bilju i za¢inima daje blagotvoran i pozitivan u¢inak na
zdravlje ¢ovjeka, dok ju biljke prvenstveno sintetiziraju da bi sebe zastitile od napada raznih
mikrooganizama, parazita i od biljojeda. RA u prvom redu predstavlja spoj koji sudjeluje u
konstitutivnoj obrani biljke. Zbog svog protuvirusnog djelovanja ekstrakti mati¢njaka koji
sadrze RA se koriste u terapijama infekcija uzrokovanih herpesom. Protuupalna svojstva RA
se temelje na njenoj inhibiciji djelovanja lipooksigenaza i ciklooksigenaza te na inhibiciji
ekspresije proupalnih citokina. Ne pokazuje Stetne uéinke na ljudski organizam, nije toksi¢na,
brzo se odstranjuje iz cirkulacije nakon intravenske primjene, ne utjeCe na kratkoro¢no i
dugoro¢no pamcenje, ne uzrokuje oSteCenje DNA, apoptozu niti smanjuje stani¢nu vijabilnost
(Parnham i Kesselring, 1985). Antioksidativno djelovanje jace je i od vitamina E, stoga
fenolni spojevi poput RA naro¢ito pomazu u spreCavanju oStecenja stanica uzrokovanih
slobodnim radikalima, ¢ime se smanjuje rizik za rak i aterosklerozu, a kao jaki antioksidans
nasla je primjenu i u kozmetickoj industriji (D'Amelio, 1999). Kineski bosiljak (Perilla
ocymoides), bogat RA, koristi se ponajviSe zbog njenog antialergijskog djelovanja.
Istrazivanja su pokazala kako je oralno uzimanje RA ucinkovito pri intervenciji za alergijske
astme (Sanbogi i sur., 2004) te da potiskuje sinovitis u miSeva i koristan je za lijeCenje
reumatoidnog artritisa (Youn i sur., 2003). Za razliku od anithistaminika, RA sprjecava

aktivaciju odgovora imunoloSkih stanica koje uzrokuju oticanje 1 stvaranje tekucine.

1.2.2. Proizvodnja ruZmarinske kiseline

Ruzmarinska kiselina se lako akumulira u nediferenciranim kulturama biljnih stanica
1 to u koncentracijama koje su u nekim sluc¢ajevima puno vece od onih koje se akumuliraju u
samoj biljci. Pri prvim pokusajima biotehnoloske proizvodnje RA koriStene su suspenzijske
kulture biljnih stanica ukrasne koprive (Razzaque i Ellis, 1977), jer je utvrdeno da mogu
akumulirati i do 21% RA u suhoj tvari. Kasnije su u biotehnoloskoj proizvodnji RA koristene
i kulture biljnih stanica nekih drugih biljnih vrsta iz porodica Lamiaceae i Boraginaceae, kao
Sto je kadulja (S. officinalis). U suspenzijskim kulturama stanica kadulje koje su uzgajane u
hranjivoj podlozi niske osmolarnosti s 5% saharoze, izmjerena je najve¢a moguca koli¢ina
akumulirane RA, a iznosila je ¢ak 36% suhe tvari (Hippolyte i sur., 1992). Studije provedene

na ve¢ spomenutim suspenzijskim kulturama ukrasne koprive su takoder pokazale da je



akumulacija RA izmedu ostalog ovisna i o sadrzaju saharoze u hranjivoj podlozi (Gertlowski i
Petersen, 1993). Povecana koncentracija saharoze u hranjivoj podlozi pojacava akumulaciju
RA, a stimuliraju¢i u¢inak poveéanih koncentracija saharoze osim u suspenzijskim kulturama
stanica ukrasne koprive, zapazen je i u kulturama izdanka (Meinhard i sur., 1993). Nekoliko
autora je pokazalo kako akumulacija RA moze biti pojac¢ana i dodatkom gljivi¢nih elicitora
(ekstrakt kvasca) ili metil-jasmonatom (Szabo i sur., 1999). Osim toga, suspenzija stanica
ukrasne koprive koristena je kao vrlo podoban sustav za istrazivanje biosintetskog puta RA

(Petersen, 1997).

1.2.3. Biosinteza ruzmarinske kiseline

Ruzmarinska kiselina se sintetizira iz aromatskih aminokiselina fenilalanina (Phe) i
tirozina (Tyr) koji se odvojenim biosintetskim putevima prevode u meduprodukte 4-kumaroil-
CoA i 4-hidroksifenilmlije¢nu kiselinu (Ellis i Towers, 1970). Enzimi ukljuceni u biosintezu
RA otkriveni su u suspenzijskim kulturama volujka (Anchusa officinalis) i ukrasne koprive
(Petersen i sur., 1993; Petersen, 1997). Phe prelazi u 4-kumaroil-CoA pomocu enzima opéeg
fenilpropanoidnog puta: fenilalanin-amonij-lijaze (PAL), cinamat-4-hidroksilaze (C4H) i 4-
kumarat: koenzim A ligaze (4CL). Tyr se reakcijom transaminacije koju katalizira enzim
tirozin-aminotransferaza (TAT) uz pomo¢ kosupstrata 2-oksoglutarata prevodi najprije u 4-
hidroksifenilpiruvatnu kiselinu, a zatim se reducira u 4-hidroksifenilmlije¢nu kiselinu
djelovanjem enzima hidroksifenilpiruvat-reduktaze (HPPR). Spajanjem 4-kumaroil-CoA i 4-
hidroksifenilmlije¢ne kiseline dolazi do formiranja estera 4-kumaroil-4-hidroksifenilmlije¢ne
kiseline uz izdvajanje koenzima A, a reakciju katalizira enzim sintaza ruzmarinske kiseline
(RAS). Pomocu citokrom P450 monooksigenaza hidroksiliraju se 3 i 3' mjesto aromatskih
prstena estera 4-kumaroil-4-hidroksifenilmlije¢ne kiseline te nastaje RA (Slika 1). U
biosintezi sudjeluje osam enzima, no samo Cetiri enzima su specificno vezani za biosintezu
RA. Biosinteza RA je detaljno istrazivana iz dva razloga. Prvi razlog je taj sto se pokazao
korisnim spojem zbog svojih ljekovitih svojstava i kao dodatak hrani u svakodnevnoj prehrani
te zbog sudjelovanja u konstituiranoj obrani biljke protiv mikroba (Szabo i sur., 1999). Drugi
razlog predstavlja izazov za razjaSnjavanjem ove zanimljive biosinteze koja se sastoji od

dvaju paralelnih biosintetskih putova reguliranih na koordinirani nac¢in (Matsuno, 2002).
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1.3. Fenilalanin-amonij-lijaza
Fenilalanin-amonij-lijaza (PAL, EC 4.3.1.24) je enzim Kkoji katalizira spontanu,

neoksidativnu deaminaciju L-fenilalanina pri ¢emu nastaje trans-cimetna kiselina i amonijak
(Koukol i Conn, 1961; Slika 2).

Slika 2. Neoksidativna deaminacija L-fenilalanina katalizirana enzimom L-fenilalanin-

amonij-lijazom. Izvor: Web 1.

Siroko je rasprostranjen u vidim biljkama (Koukol i Conn, 1961; Whetten i Sederoff,
1992), nekim gljivama (Sikora i Marzluff, 1982), kvascu (Marusich i sur., 1981; Orndorff i
sur., 1988) i nekim prokariotima (Streptomyces, Bezanson i sur., 1970). PAL je tetramerni
homoprotein sastavljen od cetiri identi¢ne podjedinice uglavnom sastavljene od alfa zavojnica
(Calabrese i sur., 2004; Slika 3). Parovi monomera formiraju protomer s jednim aktivnim
mjestom koje je sastavljeno od sedam alfa zavojnica te sadrzi kofaktor metiliden-imidazolon
(MIO). Kofaktor MIO smjeSten je na pozitivnom polu triju polarnih zavojnica u aktivnom
mjestu enzima $to dodatno povecava njegovu elektrofilnost (Alunni i sur., 2003). Prosteticki
elektrofil MIO u aktivnom mjestu enzima napada aromatski prsten L-Phe u Friedel-
Craftsovom tipu reakcija §to dovodi do aktivacije i kidanja ugljik-vodik veze (Schuster i
Retey, 1995; Gloge i sur.,, 1998; Langer i sur., 2001) uz izdvajanje karbanionskog
intermedijarnog produkta koji je stabiliziran djelomicnim pozitivnim regijama u aktivnom
mjestu (Alunni i sur., 2003).

PAL moze obavljati razli¢ite funkcije u razli¢itim vrstama. U mikroorganizmima ima
katabolicku ulogu omogucujuci im da koriste L-Phe kao jedini izvor ugljika 1 duSika (Fritz 1
sur., 1976), a u visim biljkama ima ulogu klju¢nog biosintetskog enzima fenilpropanoidnog
biosintetskog puta koji katalizira prvi korak u sintezi fenolnih sekundarnih metabolita kao $to
su flavonoidi, fenilpropanoidi i lignini (Fritz i sur., 1976; Tanaka i sur., 1989). Aktivnost PAL
je inducirana odgovorom na razli¢ite podrazaje kao §to su ranjavanje tkiva, napadi patogena,
UV zracenje, svjetlo, niske temperature, niska razina duSika, fosfata ili Zeljeza, te utjecaj

hormona (Dixon i Paiva, 1995). Istrazivanja su pokazala da uvodenje L-Phe u fermentacijski
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medij znaCajno potie aktivnost PAL. Nakamichi i sur. (1983) su istrazili da i druge
aminokiseline, kao Sto su D-izoleucin i L-izoleucin, D-leucin i L-leucin, L-metionin, L-
triptofan i L-Tyr takoder induciraju PAL aktivnost kod crvenog kvasca (Rhodotorula

glutinis).

Slika 3. Struktura enzima fenilalanin-amonij-lijaze. Izvor: Web 2.

1.4. Kultura kosmatog korijenja

Fitopatogene vrste roda Agrobacterium uzrokuju bolesti mnogih dikotiledonih
biljaka, a patoloSke promjene ispoljavaju se najceS¢e u vidu tumora vrata korijena (engl.
crown gall, Agrobacterium tumefaciens) ili kosmatosti korijenja (engl. hairy root, A.
rhizogenes). Kosmato Kkorijenje je biljna bolest uzrokovana gram negativnom bakterijom tla
A. rhizogenes (Riker i sur., 1930). Bakterija inficira biljno tkivo na ranjenim stanicama te
dovodi do stvaranja adventivnog korijenja poznato kao kosmato korijenje. Nastanku
kosmatosti prethodi prijenos i integracija T-DNA regije velikoga Ri (eng. root inducing)
plazmida iz bakterije u biljni genom, dovodeci do geneticke transformacije biljne stanice. T-
DNA Ri-plazmida nosi onkogene za sintezu auksina i rol gene ¢iji produkti poveéavaju

osjetljivost transformirane biljne stanice na djelovanje auksina. Ekspresijom ovih gena dolazi



do disbalansa biljnih hormona §to dovodi do masovne proliferacije transformiranih stanica
korijena. Kosmato korijenje ima jedinstveno svojstvo da bude sposobno rasti in vitro bez
dodatka egzogenih biljnih regulatora rasta (Collier i sur, 2005). Njihov brz rast, nisko vrijeme
udvostrucavanja, jednostavno odrzavanje i sposobnost sinteze niza kemijskih spojeva nudi
dodatnu prednost kao kontinuirani izvor proizvodnje vrijednih sekundarnih metabolita.
Poveéana sinteza sekundarnih metabolita zabiljezena je u Ri-transformiranim biljkama
tilofore (Tylophora indica) gdje je sadrzaj tiloforina bio 20-60% visi nego u kontroli
(Chaudhuri i sur., 2006). Budu¢i da ovo korijenje moze sintetizirati vise od jednog metabolita
pokazali su svoju ekonomicnost u svrhu komercijalne proizvodnje (Giri i Narasu, 2000).
Kultura kosmatog korijenja vrijedan je izvor fitokemikalija koje se koriste kao lijekovi,
kozmetika i aditivi u prehrani.

1.5. Biotic€ki elicitori

Elicitori su tvari bioloskog ili nebioloskog podrijetla koji, u doticaju sa stanicama
visih biljaka, mogu izazvati fizioloske i morfoloske promjene koje ukljucuju povecanu sintezu
i/ili de novo sintezu sekundarnih metabolita (Benhamou, 1996). Pojam elicitor je u poc¢etku
koriSten za molekule koje poticu proizvodnju fitoaleksina, ali se sada obi¢no koristi za
spojeve koji poticu bilo koju vrstu biljnog obrambenog mehanizma. Prema Radman 1 sur.
(2003) elicitori se klasificiraju kao bioticki i abiotic¢ki, ovisno o njihovom podrijetlu i
molekularnoj strukturi. Bioti¢ki elicitori su elicitori bioloSkog podrijetla (plijesni, bakterije,
virusi ili herbivori) §to ukljucuje i komponente stani¢ne stijenke biljaka te fitokemikalije koje
se otpustaju na mjestu napada biljke s patogenima i herbivorima. Elicitacija predstavlja
efektivnu strategiju za indukciju 1 povecanje proizvodnje sekundarnih metabolita (Zhao 1 sur.,
2005). Indukcija biosinteze fitoaleksina je dobila posebnu vaznost u biotehnoloskom pristupu
za poboljsanje proizvodnje sekundarnih metabolita, od kojih su mnogi vazni terapeutici.
Akumulacija RA moze biti pojacana gljivicnim elicitorima (Bais i sur., 2002; Kim i sur.,
2006). Gljiviéni elicitori (kvasac) i metil-jasmonat povecavaju aktivnost PAL koji je kljuéni
enzim za biosintezu RA (Petersen i sur., 1993). Metil-jasmonat inducira poveéanu biosintezu
RA u biljkama kao §to su bosiljak (O. Basilicum, Kim i sur., 2006), u stani¢noj suspenziji
ukrasne koprive (Szabo i sur., 1999) i biljke Lithospermum erythrorhizon (Tsuruga i sur.,
2006) te kulturi dlakavog korijenja biljke Coleus forskohlii (Li i sur., 2005). Tretman kvascem
potice biosintezu RA u suspenzijskim kulturama korejske mente (Agastache rugosa; Kim i

sur., 2001), biljke L. erythrorhizon (Tsuruga i sur., 2006) te biljke Orthosiphon aristatus



(Sumaryono i sur., 1991) i u kulturama dlakavog korijenja kineske kadulje (Salvia
miltiorrhiza; Yan i sur., 2006) i biljke C. forskohlii (Li i sur., 2005). U nekim sluc¢ajevima
kvasac i metil-jasmonat nisu utjecali na sadrzaj RA ili ga ¢ak smanjuju. Rezultati istrazivanja
Bauer i sur. (2009) su pokazali da metil-jasmonat stimulira akumulaciju RA u 6 od 11
testiranih klonova, dok ekstrakt kvasca poti¢e akumulaciju RA u dva klona i smanjenje u pet
od ukupno jedanaest testiranih klonova.

Skupini proteinskih elicitora pripadaju i oomicetalni fitopatogeni, tzv. elicitini.
Elicitini su obitelj malih visoko konzerviranih holoproteina koje izlucuju vrste fitopatogenih
mikroorganizama koji pripadaju rodu Phytophthora i Pythium. Poznati su kao toksi¢ni
proteini odgovorni za induciranje nekroticnog i sustavnog hipersenzitivnog odgovora u
biljkama iz obitelji Solanaceae i Cruciferae. Nekroza lista pruza neposrednu kontrolu nad
gljiviénom invazijom i izaziva sustavnu steCenu otpornost, a oba odgovora posreduju
osnovnoj zastiti protiv patogena nakon inokulacije. Clanovi ove obitelji se dijele u dvije
skupine (a 1 p-elicitini; Yu, 1995). Alfa-elicitini su vrlo kiseli, s valinskim ostatkom na
polozaju 13, dok su p-elicitini bazi¢ni, s lizinom na istom mjestu. Poznato je da je
aminokiselinski ostatak na polozaju 13 ukljucen u kontrolu nekroze, te u vezanju liganada na
receptore (Fefeu i sur., 1997). Fenotipski se ove dvije klase elicitora razlikuju i po svojim
nekroti¢nim svojstvima: S-elicitini su 100 puta vise otrovni i osiguravaju bolju zastitu tijekom

naknadnog napada patogena (Yu, 1995).

1.5.1. Beta-kriptogein

Beta-kriptogein (Slika 4) je mali hidrofilni protein veli¢ine 10 kDa kojeg izlucuje
fitopatogena oomiceta Phytophthora cryptogea. Pripada skupini proteinskih elicitora
(elicitina) koji induciraju nekroticni hipersensitivni odgovor u kulturi stanica duhana
(Nicotiana tabacum, Ricci i sur., 1989, Binet i sur., 2001) i sustavno stjecanje otpornosti kod
biljke duhana prema fitoftori Phytophthora parasitica var. nicotianae i drugim patogenima
(Keller i sur., 1996). Pomocu kristalografije i nuklearne magnetske rezonancije utvrdena je
trodimenzionalna struktura p-kriptogeina koja otkriva 3 disulfidna mosta, 5 slabije
konzerviranih a-petlji na jednoj strani, dok je na drugoj strani visoko konzervirana kljunasta
struktura formirana pomocu 2 antiparalelne B-ploce i Q-petlje (Boissy i sur., 1996; Fefeu i
sur., 1997). Istrazivanja na suspenzijskim stanicama duhana izvjeS¢uju 0 postojanju
specificnih visoko afinitetnih mjesta na plazmatskoj membrani duhanskih stanica sa

karakteristikama receptora za koje se vezu elicitini (Wendehenne i sur., 1995). Vezanje f-



kriptogeina na receptore izaziva niz metabolickih dogadaja u stanicama duhana kao $to su
nakupljanje fitoaleksina, proizvodnja etilena, promjene u strujanju iona kroz plazmatsku
membranu, ekstracelularnu alkalizaciju, acidifikaciju citosola, depolarizaciju potencijala
plazmatske membrane, fosforilaciju proteina, aktivaciju NADPH-oksidaze i protein-kinaze,
kao i stvaranje reaktivnih kisikovih jedinki (Bourque i sur., 1998; Lebrun-Garcia i sur., 1998;
Tavernier i sur., 1995; 1998; Simon-Plas i sur., 1997). Beta-kriptogein kao protein takoder
posjeduje karakteristike proteinskih nosaca lipida jer je u stanju prenositi sterole iz otopine ili
sterole umetnute u liposomalne membrane. Poznavanje sekvence aminokiselina S-kriptogeina
omogucilo je sintezu crypt gena ¢ija je ekspresija u Escherichia coli vodila ka sintezi bioloski
aktivnog p-kriptogeina koji pokazuje nekroti¢nu aktivnost povezanu sa obrambenim
odgovorom (O’Donohue i sur., 1995). Geneticka transformacija duhana ovim sintetickim
genom pod kontrolom 35S CaMV promotora rezultirala je dvjema neovisnim linijama duhana
rezistentnim prema P. parasitica var. nicotianae (Tepfer i sur., 1998). Osim postizanja
otpornosti na napad patogena i abioticki stres, nekoliko istrazivanja opisuje transformaciju
genom crypt u svrhu povecanja sinteze sekundarnih metabolita. U nastojanju da se genetski
opona$aju ucinci Kriptogeina, Chaudhuri i sur. su pomoc¢u bakterije A. rhizogenes ugradili
sinteticki crypt gen u transgeno korijenje zimske treSnje (Withania somnifera), ladoleza
(Calystegia sepium) i tilofore (Tylophora tanakae). Pokazalo se da je ova genetska preobrazba
u korelaciji sa povecanom proizvodnjom sekundarnih metabolita i rasta korijenja u prvih
dviju vrsta, i rasta korijenja u tre¢em, a stimulirala je i akumulaciju kalistegina u transgenom
poljskom slaku (Convolvulus arvensis), te flavonoida u sjemenu transgenog uro¢njaka
(Arabidopsis thaliana, Chaudhuri i sur., 2009).

Slika 4. Struktura g-kriptogeina. Izvor: Web 3.



1.6. Inducibilni promotor reguliran alkoholom

Inducibilni promotori su genski promotori ¢ija je aktivnost izazvana prisutnoscu ili
odsutnosScu biotickih ili abiotickih ¢imbenika i vrlo su mocan alat u genetickom inzenjeringu,
jer ekspresija gena koja je vezana za takve promotore moze biti ukljucena ili iskljucena u
odredenim fazama razvoja organizma ili u odredenom tkivu. Kako bi se omogucila ekspresija
ciljanog gena koji ¢e se ukljucivati 1 iskljucivati dodavanjem ili uklanjanjem odredene
kemikalije razvijeni su kemijski regulirani inducibilni ekspresijski sustavi koji nude velike
prednosti i za proucavanje gena in Vivo i za biotehnoloske primjene (Gatz, 1996; Gatz i Lenk,
1998). Aktivnost ovakvih kemijski reguliranih inducibilnih promotora moze biti regulirana
alkoholom, tetraciklinima, steroidima, metalima ili nekim drugim spojevima.

Inducibilni alkoholni ekspresijski sustav izveden iz filamentozne gljivice Aspergillus
nidulans kontrolira stani¢éne odgovore na etanol i njemu sli¢ne kemikalije (Felenbok, 1991).
Temelji se na alc regulonu kojeg ¢ine AlcR transkripcijski ¢imbenik kojeg kodira alcR gen
pod kontrolom konstitutivhog CaMV 35S promotora i promotor alcA gena. ALCR kontrolira
aktivaciju gena AlcA koji kodira alkohol dehidrogenazu. U odsutnosti etanola, ALCR protein
je neaktivan. Kada se etanol doda, ALCR i etanol stupaju u interakciju i aktivira se ALCR.
ALCR se zatim veze na promotor ciljnog gena, kao §to su AlcA i izaziva ekspresiju gena.
Etanolom inducirani ekspresijski sustav pogodan je za regulaciju ekspresije transgena ili gena
koji su prirodno prisutni u genomu biljke, ima visoku specifi¢nost i u¢inkovitost, karakterizira
ga jednostavnost jer je sastavljen od samo dva ¢imbenika, a koristi i etanol kao induktor koji
je biorazgradiv, jeftin, siguran i jednostavan za laboratorijsku i terensku primjenu (Sweetman
i sur., 2002). Uspjesno je primjenjen u regulaciji ekspresije gena u uroc¢njaku (A. thaliana,
Roslan i sur., 2001), duhanu (N. tabacum, Caddick i sur., 1998; Salter i sur., 1998, Sweetman
i sur., 2002), krumpiru (Solanum tuberosum, Sweetman i sur., 2002), uljanoj repici (Brassica

napus, Sweetman i sur., 2002) i drugim biljnim vrstama.
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1.7. CILJ RADA

Cilj ovog rada je odrediti u¢inak inducibilne ekspresije gena crypt, koji kodira
oomicetalni elicitor g-kriptogein, na aktivnost enzima fenilalanin-amonij-lijaze i biosintezu
ruzmarinske kiseline u kosmatom korijenju ukrasne koprive (C. blumei Benth.).

U literaturi je opisano nekoliko spektrofotometrijskin metoda za mjerenje
koncentracije ruzmarinske kiseline, stoga je cilj ovog istrazivanja utvrditi koja je metoda
preciznija i pouzdanija za analizu sadrzaja ruzmarinske kiseline u kosmatom korijenju

ukrasne koprive.
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2.

2.1.

MATERIJALI | METODE

Materijali

2.1.1. Kemikalije

Pri izradi ovoga rada upotrijebljene su sljede¢e kemikalije:

Albumin govedeg seruma (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Anorganske soli za pripremu MS hranjive podloge (Tablica 1. Kemika, Zagreb,
Hrvatska)

Boratni pufer, 0.2 M (pH 8.8)

Boratni pufer, 0.5 M (pH 8.8)

Boratni pufer, 1 M (pH 8.8)

Borna kiselina, 1M (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Cirkonij (IV) oksid klorid oktahidrat, 98% (Acros Organics, Belgija)
Coomassie briljant plavo G-250 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Etanol, 1% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Etanol, 2% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Etanol, 70% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Etanol, 96% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Fosforna kiselina, 85% (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Glicin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

L-fenilalanin, 0.001 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
2-Merkaptoetanol, 0.005 M (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Mio-inozitol (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Natrijev hidroksid, 1 M (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Nikotinska kiselina (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
Pirodoksin-HCI (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
Polivinil-polipirolidon (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD
Ruzmarinska kiselina (Fluka, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Saharoza (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Sephadex G-25 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Tiamin-HCI (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, SAD)
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2.1.2. Uredaji

Za odrzavanje kulture kosmatog korijenja, odredivanje aktivnosti PAL, sadrzaja ruzmarinske
kiseline te koncentracije proteina koristeni su sljede¢i uredaji:
« Analititka vaga AB54 (Mettler Toledo, Svicarska)
o Autoklav (Sutjeska, Jugoslavija)
o Hladnjak sa zamrzivacem (Gorenje, Slovenija)
e Inkubator (Sutjeska, Jugoslavija)
e Laminar BH 800 (Klimaoprema, Samobor)
e Magnetska mjesalica CB162 (Stuart, USA)
« pH metar FE20 — FiveEasy™ (Mettler Toledo, Svicarska)
e UV/VIS spektrofotometar Lamda 2 (Perkin Elmer, USA)
o Stolna centrifuga Z 2233 MK-2 (Hermle, Njemacka)
e Vibracijska mjesalica Mini Shaker MS2 (IKA, Njemacka)
e Vodena kupelj WNB (Memmert, Njemacka)

2.1.3. Biljni materijal

U istrazivanju je koriSteno transgeno korijenje ukrasne koprive (Coleus blumei
Benth.). Sareni hibrid ukrasne koprive (Slika 5) koristen za geneti¢ku transformaciju uzgajan
je in vitro. Geneticka transformacija lisnih eksplantata ukrasne koprive izvedena je pomocéu
bakterija A. rhizogenes, soja A4, koji sadrzi binarni vektor pBinSRNA-CRYPT (Slika 6).
Binarni vektor sadrzi gen alcR, koji je pod kontrolom CaMV 35S promotora i nos
terminatora, te sinteti¢ki gen crypt (O'Donohue i sur, 1995), koji se nalazi pod kontrolom alcA
promotora i nos terminatora. U odnosu na sekvencu prirodnog crypt gena, promijenjena je
nukleotidna sekvenca sintetiziranog crypt gena tako da ukljucuje restrikcijska mjesta, dok
aminokiselinski slijed elicitora nije promijenjen.

Transformacija ukrasne koprive i indukcija dlakavog korijenja obavljena je prema
Bauer i sur. (2002). Agrobakterije s plazmidima posluzile su kao vektori za transformaciju
lisnih eksplantata ukrasne koprive. Lisni eksplantati veli¢ine 1 cm? inkubirani su u suspenziji
agrobakterije A. rhizogenes, kako bi se oSteCene stanice na rezanim povrSinama
transformirale. Nakon inkubacije lisni eksplantati su kultivirani na krutom MS hranjivom
mediju bez hormona tijekom 2 tjedna, nakon ¢ega na rubovima eksplantata izraste transgeno

korijenje. Izrezano korijenje duzine 0.5 cm preneseno je na na kruti MS medij na 25 °C u
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tamu. Kako bi se eliminirala kontaminacija agrobakterijama korijenje je odredeno vrijeme
raslo na MS podlozi koja sadrzi kanamicin.

Za istrazivanje ucinka transgena za kriptogein na aktivnost fenilalanin-amonij-lijaze i
sintezu RA odabrane su dvije linije transgenog korijenja, linija O3 i linija O6, koje sadrze gen
crypt (Slika 7). PCR analizom (Vukovi¢ i sur., 2013) je potvrdeno da ispitivane transgene
linije O3 i O6 sadrze crypt i orf gen. RT-PCR-om je potvrdeno postojanje crypt transkripta, te
je bioinformatickim predikcijskim programima pokazano moguce izluivanje endogeno

sintetiziranog S-kriptogeina izvan stanice (Vukovié i sur., 2013).

Slika 5. Sareni kultivar ukrasne koprive Coleus blumei Benth. Foto: R. Vukovi¢.
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nptll — alcR
Desna rubna sekvenca

34 nos
B\, AlcA promoter

binSRNA-CRYPT

16518 bp crypt

Lijeva rubna sekvenca

Slika 6. Binarni transformacijski vektor - pBinSRNA-CRYPT. Izvor: Vukovi¢, R., 2013.

Slika 7. Uzgoj kosmatog korijenja ukrasne koprive na teku¢oj hranjivoj podlozi (AiB)ina
na krutoj hranjivoj podlozi (C - linija O3; D - linija O6). Foto: R. Vukovi¢.
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2.1.4. Hranjive podloge

Transgeno korijenje ukrasne koprive je uzgajano na krutoj i tekucoj hranjivoj
Murashige i Skoog podlozi (Murashige i Skoog, 1962; MS), bez dodatka hormona (Tablica
1). U krutu hranjivu podlogu dodan je agar. Nakon pripreme medija potrebno je podesiti pH

na 5.7. Hranjiva podloga se sterilizira u autoklavu 15 min. na 121 °C.

Tablica 1. Sastav MS hranjive podloge

Makroelementi

NH4NO 1650
KNO3 1900
CaCl,x2H,0 755
MgSO4x7H,0 370
KH,PO, 170
Mikroelementi

H3BO; 6.2
MnSO4xH,0 16.9
ZnSO4x H,O 8.6
Kl 0,83
NaMoO4x2H,0 0.25
CuSO4x5H,0 0.025
CoClyx6H,0 0.025
FeSO4x7H,0 27.8
Na,EDTAx2H,0 37.3

Organski dodaci

Mio-inozitol 100.0
Nikotinska kiselina 1
Tiamin-HCI 10
Pirodoksin-HCI 1
Glicin 2.0
Saharoza 20000
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2.2. Metode
2.2.1. Kultura biljnog tkiva

Svi postupci i rad sa stani¢nim kulturama moraju biti izvedeni u sterilnim uvjetima,
stoga su sav pribor (skalpeli, pincete), laboratorijsko posude, otopine i hranjive podloge prije
pocetka rada sterilizirani u autoklavu 15 minuta pri temperaturi od 121 °C. Tkivo je
presadivano u kabinetu za rad u sterilnim uvjetima s laminarnim protokom zraka, ¢ija se radna
povrsina dezinficira 70%-tnim etanolom prije i nakon svake upotrebe, te sterilizira UV
svjetlom.

Transgeno korijenje ukrasne koprive je uzgajano na krutoj i tekucoj hranjivoj
Murashige i Skoog podlozi (Murashige i Skoog, 1962; MS), bez dodatka hormona u
inkubatoru u tami. Nakon pripreme podloge, podesen je pH na 5.7 pomo¢u 1 M NaOH.
Hranjiva podloga sterilizirana je u autoklavu 15 minuta pri temperaturi od 121 °C. Kruta
hranjiva podloga je pripremljena dodatkom agara u tekucu hranjivu podlogu. Nakon
sterilizacije izlijevano je 8 mL tekuceg medija te 20 mL krutog medija u Petrijeve zdjelice.
Kultura transgenog korijenja na krutoj podlozi odrzavana je subkultiviranjem svakih 6
tjedana, dok je kultura na tekucoj podlozi presadivana svaka 2 tjedna na svjeZzu hranjivu
podlogu jer su korjencic¢i na tekucoj podlozi rasli puno brze nego na krutoj podlozi. Kulture
transgenog korijenja u teku¢im podlogama su uzgajane u inkubatoru, u tami pri +28 °C, a na
krutim podlogama u tami u klimatiziranoj prostoriji pri +25 °C. Tijekom uzgoja korijenja na
tekucoj podlozi potrebno je jednom dnevno promjesati sadrzaj u petrijevci, kako bi se dodatno

aerirao i homogenizirao sastav podloge.

2.2.2. Indukcija sinteze p-kriptogeina u transgenom korjenju

U eksperimentu su koriStene dvije linije transgenog korijenja ukrasne koprive, linija
O3 i linija 06, koje sadrze gen crypt. Do stavljanja u pokus korjen¢i¢i su subkultivirani svaka
2 tjedna. Za provodenje eksperimenta, korijenci¢i su rasli u dvije faze. U prvoj fazi koja je
trajala dva tjedna induciran je rast korijencica, nakon ¢ega su izrasli korijenci¢i (oko 1 g
tkiva) prebaceni na 8 mL svjeze tekuce MS hranjive podloge. Prebacivanjem korijenci¢a na
svjezu podlogu zapocinje druga faza rasta, odnosno faza indukcije sekundarnih metabolita.
Cetvrti dan subkulture tkivo je, nakon §to se prilagodilo novoj hranjivoj podlozi, tretirano
etanolom u koncentraciji 1% i 2% kako bi se inducirala ekspresija gena crypt. Kontrolno je

tkivo tretirano odgovarajuc¢om koli¢inom sterilne dH,0O, volumenom koji odgovara volumenu
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etanola. Tkivo je za analize uzorkovano neposredno prije tretmana etanolom, zatim 7., 14. i

21. dan nakon indukcije etanolom.

2.2.3. Ekstrakcija ukupnih topljivih proteina

Uzorkovani korijenci¢i oprani su u destiliranoj vodi, posuseni papirnatim ubrusom te
usitnjavani u tarioniku pomocu tekuceg dusika uz dodatak polivinil-polipirolidona (PVPP,
sluzi za uklanjanje fenolnih spojeva iz biljnog ekstrakta). Iz usitnjenog su svjezeg tkiva (0.3
g) proteini ekstrahirani 10 minuta na ledu uz dodatak 2 mL hladnog pufera za ekstrakciju (0.2
M boratni pufer s dodatkom 0.005 M 2-merkaptoetanola, pH 8.8). Homogenati su zatim
centrifugirani 30 minuta na 22 000 g i +4 °C. Dobiveni supernatanti su filtrirani na koloni
punjenoj sa Sephadex G-25 medijem (PD-10 Desalting Column). Prije upotrebe je kolona
ekvilibrirana s 25 mL 0.2 M boratnog pufera, nakon ¢ega je na kolonu dodano 2 mL
proteinskog ekstrakta i 0.5 mL 0.2 M boratnog pufera. Proteinska frakcija skupljena je u 3.5
mL eluensa koji je ¢uvan na ledu do odredivanja aktivnosti enzima PAL. Puferi za izolaciju
topljivih proteina i mjerenje aktivnosti enzima PAL (0.5 i 0.2 M boratni pufer) priredeni su
razrjedivanjem 1 M boratnog pufera s dH,O. 1 M boratni pufer pripremljeni su otapanjem 1

M borne kiseline kojoj se pH podesi s granulama NaOH na 8.8.

2.2.4. Odredivanje aktivnosti fenilalanin-amonij-lijaze

Aktivnost PAL (EC 4.3.1.24) u proteinskim ekstraktima odredena je
spektrofotometrijskom metodom koju su u svojem radu opisali Bauer i sur. (2009).
Reakcijska smjesa za mjerenje aktivnosti PAL priredena je od 0.5 mL 0.5 M boratnog pufera,
1.3 mL proteinskog ekstrakta te 0.2 mL vodene otopine 0.01 M L-fenilalanina (L-Phe).
Temperatura reakcijske smjese odrzavana je na +40 °C u vodenoj kupelji. Budu¢i da PAL
deaminira L-Phe pri ¢emu nastaje cimetna kiselina, nastajanje cimetne kiseline prati se
mjerenjem apsorbancije svjetlosti valne duljine 300 nm u reakcijskoj smjesi svakih 10 minuta
tijekom 60 minuta. 1z baZzdarne krivulje cimetne kiseline odreden je molarni ekstinkcijski
koeficient na 300 nm 5084.75 M™ cm™. Specifi¢na aktivnost PAL izraZena je kao koli¢ina
cimetne kiseline (umol) oslobodene u minuti po gramu proteina (umol x min™ x g™* proteina),
odnosno u jedinicama aktivnosti PAL po miligramu proteina (U PAL x g™ proteina; U = pmol

x min'™).
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2.2.5. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u proteinskim ekstraktima odredena je metodom po
Bradfordu (1967). Metoda se temelji na pomaku maksimuma apsorbancije, od 465 nm na 595
nm, do kojeg dolazi u kiseloj otopini, kada se boja Coomassie briljant plavo (CBB) veze na
proteine pri ¢emu nastaje zeleno-smede do plavo obojenje. Proteinski ekstrakt (100 pL)
pomijesan je s 1 mL Bradford reagensa, te inkubiran 5 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon
inkubacije mjerena je apsorbancija pri 595 nm. Za pripremu Bradford reagensa potrebno je
100 mg CBBG-250, 50 mL etanola i 100 mL 85% fosforne kiseline. Nakon S§to je boja
otopljena snaznim mijeSanjem u etanolu dodaje se fosforna kiselina, smjesa se razrijedi do 1 L
s dH,O i filtrira. Kao standard upotrijebljen je albumin govedeg seruma (Bovin Serum
Albumin, BSA). Na temelju vrijednosti apsorbance poznatih koncentracija BSA se dobiva
standardna krivulja iz koje se ekstrapolira koncentracija proteina u uzorku. Uzorci standardne
otopine, kao i otopine uzoraka, mjereni su u duplikatu.

2.2.6. Priprema etanolnog ekstrakta tkiva kosmatog korijenja ukrasne
koprive

Za odredivanje sadrzaja RA uzorkovani su korijenci¢i prije tretmana etanolom, zatim
7., 14. 1 21. dan nakon tretmana etanolom. Uzorkovani korijen¢i¢i oprani su u destiliranoj
vodi, posuSeni papirnatim ubrusom te usitnjavani u fini prah pomocu tarionika i tucka, uz
opetovano zalijevanje teku¢im duSikom. Ukupni topljivi fenoli ekstrahirani su iz 100 mg
svjezeg tkiva pomo¢u 1 mL 70% (v/v) etanola 30 minuta u kupelji pri +80 °C. Ekstrakti su
zatim vorteksirani i centrifugirani 15 minuta na 15 000 g, a dobiveni je supernatant odvojen u

1.5 ml epice i cuvan u hladnjaku na -20 °C za odredivanje sadrZaja ruzmarinske kiseline.

2.2.7. Odredivanje sadrzaja ruzmarinske Kkiseline direktnom UV metodom
Sadrzaj RA u proteinskim ekstraktima odredena je direkthom UV

spektrofotometrijskom metodom. Reakcijska smjesa za odredivanje sadrzaja RA sadrzavala je

900 uL 70% etanola i 100 uL etanolnog ekstrakta, a apsorbancija je mjerena trenutno pri

valnoj duljini od 330 nm. Sadrzaj RA izraZen je u postocima (%) Svjeze tvari.
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2.2.8. Odredivanje sadrZaja ruZzmarinske kiseline metodom po Oztiirku
Sadrzaj RA u etanolnim ekstraktima tkiva odreden je spektrofotometrijskom
metodom po Oztiirk i sur. (2010). Metoda se temelji na kompleksaciji RA sa Zr** ionima u
¢ijoj prisutnosti RA daje karakteristicno svjetlozuto obojenje. Reakcijska smjesa za
spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja RA sadrzavala je 2.3 mL 96%-tnog etanola, 100
uL ekstrakta i 100 pL otopine 0.5 M cirkonij (V1) oksid klorida. Nakon 5 minuta inkubacije
na sobnoj temperaturi, mjerena je apsorbancija pri valnoj duljini od 362 nm. Sadrzaj RA
izraCunat je iz standardne krivulje dobivene s poznatim koncentracijama RA te su konacni

rezultati izrazeni u M po gramu svjeze tvari (uM RA x gt sv.tv.).

2.3. StatistiCka obrada podataka

Podatci dobiveni u ovom radu su obradeni u statistiCkom programu STATISTICA
7.0 (Statsoft, Inc, Tulsa, OK, USA). Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna
devijacija (SD). Razlike izmedu srednjih vrijednosti kontrole i tretmana usporedene su
pomocu analize varijance s jednim promjenjivim faktorom (one-way ANOVA). Post hoc
testiranje pomocu testa Newman-Keuls provedeno je kako bi odredili koje se skupine

medusobno razlikuju. Svi testovi provedeni su uz razinu znacajnosti od 5%.
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3. REZULTATI

3.1. Aktivnost fenilalanin-amonij-lijaze u transgenom korijenju ukrasne
koprive

Tjedan dana nakon tretmana etanolom kod O3 linije nema statisticki znacajnih
razlika u aktivnosti enzima PAL izmedu kontrolnog korijenja tretiranog vodom i Korijenja
tretiranog etanolom. Dva tjedna nakon tretmana etanolom kod iste linije i dalje nisu uocene
statisticki znacajne razlike. Treé¢i tjedan nakon indukcije 2%-tnim etanolom zabiljezen je
porast aktivnosti PAL za 39.15% u odnosu na kontrolno korijenje (Slika 6).
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Slika 6. Aktivnost PAL, u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O3), prije
indukcije (0. dan), te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1 i 2%-tnim
etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja tkivo tretirano vodom (dH,0). Rezultati su prikazani

kao srednje vrijednosti £ SD. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (P <

0.05).
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Kod linije O6 transgenog korijenja, tjedan dana nakon tretmana etanolom nisu
utvrdene statistiCki znacajne razlike u aktivnosti PAL izmedu kontrolnog korijenja tretiranog
vodom i Korijenja tretiranog etanolom. Dva tjedna nakon tretmana etanolom kod iste linije
doslo je do porasta aktivnosti PAL u korijenju tretiranom 2%-tnim etanolom. Aktivnost PAL
je u odnosu na kontrolno korijenje porasla za 83.52%. Tre¢i tjedan nakon indukcije 1%-tnim
etanolom aktivnost PAL u tretiranom korijenju bila je povecana za 256.68%, a nakon
indukcije 2%-tnim etanolom bila je povecana za 277.35% u odnosu na kontrolno Kkorijenje
(Slika 7).
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Slika 7. Aktivnost PAL, u tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive (linija O6), prije
indukcije (0. dan), te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1 i 2%-tnim
etanolom (EtOH). Kontrolu predstavlja tkivo tretirano vodom (dH,0). Rezultati su prikazani
kao srednje vrijednosti £ SD. Razli¢ita slova oznacavaju statisticki znacajne razlike (P <
0.05).

22



3.2. Sadrzaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive

odreden direktnom UV metodom

Tjedan dana nakon indukcije tkiva etanolom kod O3 linije nisu uocene statisticki
znacajne razlike u sadrzaju RA u tkivu korijenja tretiranog etanolom i kontrolnog korijenja
tretiranog vodom. Dva tjedna nakon tretmana 1%-tnim etanolom, sadrzaj RA smanjuje se za
16.43%, a nakon tretmana 2%-tnim etanolom smanjuje se za 18.10% u odnosu na kontrolno
korijenje tretirano vodom. Tri tjedna nakon tretmana 1%-tnim etanolom sadrzaj RA u tkivu
iste linije smanjen je za 7.11%, dok je tretman 2%-tnim etanolom uzrokovao smanjenje za

40.65% u odnosu na kontrolno korijenje (Slika 8).
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Slika 8. SadrZaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija O3),
prije indukcije (0. dan), te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1% i 2% -
tnim etanolom (EtOH), odreden direktnom UV metodom. Kontrolu predstavlja tkivo tretirano
vodom (dH,0). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Razli¢ita slova

oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (P < 0.05).
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Kod 06 linije, 7. i 14. dan nakon tretmana 2%-tnim etanolom uocena je statisticki
znacajna razlika u sadrzaju RA u odnosu na kontrolno korijenje. Tjedan dana nakon tretmana
2%-tnim etanolom sadrzaj RA u tkivu iste linije smanjen je za 26.52%, a dva tjedna nakon
tretmana istom koncentracijom etanola, sadrzaj RA smanjen je za 33.01% u odnosu na
kontrolno korijenje. Tri tjedna nakon tretmana 1%-tnim etanolom sadrzaj RA smanjen je za
24.07%, dok je tretman 2%-tnim etanolom uzrokovao smanjenje za 44.19% u odnosu na

kontrolno korijenje (Slika 9).
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Slika 9. Sadrzaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija O6),
prije indukcije (0. dan), te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1% i 2% -
tnim etanolom (EtOH), odreden direktnom UV metodom. Kontrolu predstavlja tkivo tretirano
vodom (dH;0). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti £ SD. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike (P < 0.05).
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3.3. Sadrzaj ruzmarinske Kkiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive

odreden metodom po Oztiirku

Tjedan dana nakon tretmana etanolom kod O3 linije nema statisticki znacajnih
razlika izmedu kontrolnog korijenja tretiranog vodom i korijenja tretiranog etanolom. Dva
tjedna nakon tretmana etanolom kod iste linije i dalje nisu uoCene statisti¢ki znacajne razlike.
Tri tjedna nakon indukcije etanolom uocen je zna¢ajno nizi sadrzaj RA u odnosu na kontrolu.
Sadrzaj RA u tkivu iste linije tretirane 1%-tnim etanolom smanjen je za 26.16%, dok je
tretman 2%-tnim etanolom uzrokovao smanjenje za 51.31% u odnosu na kontrolno korijenje
(Slika 10).
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Slika 10. Sadrzaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija O3),
prije indukcije (0. dan), te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1% i 2% -
tnim etanolom (EtOH), odreden metodom po Oztiirku. Kontrolu predstavlja tkivo tretirano
vodom (dH;0). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti + SD. Razli¢ita slova

oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike (P < 0.05).
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Sedam dana nakon tretmana etanolom kod O6 linije doSlo je do smanjenja sadrzaja
RA u korijenju tretiranom 2%-tnim etanolom. Sadrzaj RA je smanjen za 20.72% u odnosu na
kontrolno korijenje. Dva tjedna nakon tretmana etanolom nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika
u sadrzaju RA izmedu kontrolnog korijenja tretiranog vodom i korijenja tretiranog etanolom.
Tri tjedna nakon tretmana 1%-tnim etanolom kod iste linije transgenog korijenja, sadrzaj RA
smanjuje se za 17.53%, a nakon tretmana 2%-tnim etanolom sadrzaj RA smanjen je za
45.89% u odnosu na kontrolno korijenje (Slika 11).
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Slika 11. Sadrzaj ruzmarinske kiseline u transgenom korijenju ukrasne koprive (linija O6),
prije indukcije (0. dan), te 7., 14. i 21. dan nakon indukcije ekspresije gena crypt 1% i 2% -
tnim etanolom (EtOH), odreden metodom po Oztiirku. Kontrolu predstavlja tkivo tretirano
vodom (dH;0). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti = SD. Razli¢ita slova

oznacavaju statisticki znac¢ajne razlike (P < 0.05).
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4. RASPRAVA

Iako nisu dio centralnog metabolizma biljaka, sekundarni metaboliti imaju znacajnu
ulogu u obrambenom odgovoru biljke na abioti¢ki i bioti¢ki stres, a istovremeno njihovo
prisutstvo u ljekovitom bilju i za¢inima daje blagotvoran i pozitivan u€inak na zdravlje
covjeka. Velik interes farmaceutske, kozmeticke i prehrambene industrije za viSestrukim
bioloSkim aktivnostima sekundarnih metabolita vodio je ka brojnim istrazivanjima koja su
usmjerena na razvijanje razlicitih strategija koje bi doprinijele povecanju njihove sinteze u
biljkama. Posebno su znacajne kulture kosmatog korijenja koje zbog svoje geneticke i
biokemijske stabilnosti, visoke stope rasta te sinteze sekundarnih metabolita u istoj ili u vecoj
koli¢ini u odnosu na samu biljku, predstavljaju kontinuirani izvor proizvodnje vrijednih
sekundarnih metabolita (Georgiev i sur., 2007). Budu¢i da bioti¢ki elicitori poti¢u obrambeni
odgovor biljke, a akumulacija sekundarnih metabolita u biljkama se ¢esto javlja kao dio
obrambenog odgovora biljke na stres i napad patogena, elicitacija predstavlja efektivnu
strategiju za indukciju i povecanje proizvodnje sekundarnih metabolita (Zhao i sur., 2005).

Kako bi istrazili utjecaj oomicetalnog elicitora f-kriptogeina na aktivnost enzima
PAL i biosintezu RA u tkivu ukrasne koprive, uzgojeno je kosmato korijenje geneticke linije
03 i 06, u kojima se sinteticki gen crypt nalazi pod kontrolom inducibilnog alkoholnog
promotora. Upotrebom alkoholnog promotora moze se kontrolirati vrijeme i razina ekspresije
crypt gena.

Prvi enzim u biosintetskom putu RA je fenilalanin-amonij-lijaza i poticanje njegove
aktivnosti posljedica je transkripcijske aktivnosti gena PAL. Prema istrazivanju Lecourieux i
sur. (2002), nakon tretmana suspenzije stanica duhana fS-kriptogeinom dolazi do poveéane
akumulacije PAL transkripata koja je u direktnoj vezi sa sintezom fitoaleksina koji sudjeluju u
obrani biljke od patogena. U ovom istrazivanju kod O3 linije transgenog korijenja zabiljezen
je porast aktivnosti PAL u odnosu na kontrolno korijenje treé¢i tjedan nakon indukcije 2%-
tnim etanolom. Kod linije O6 transgenog korijenja do porasta aktivnosti PAL doslo je drugi
tjedan nakon indukcije 2%-tnim etanolom te tre¢i tjedan nakon indukcije 1 i 2%-tnim
etanolom u odnosu na kontrolno korijenje.

Nekoliko istrazivanja opisuje transformaciju genom Crypt s ciljem povecane sinteze
sekundarnih metabolita (Donghua i sur., 2004; Chaudhuri i sur., 2009; Majumdar i sur.,
2011). Povecana sinteza sekundarnih metabolita zabiljezena je u Ri-transformiranim biljkama
tilofore (T. indica) gdje je sadrzaj tiloforina bio 20-60% visi nego u kontroli (Chaudhuri i sur.,

2006), a sadrzaj saponina u bakopi (B. monnieri) je bio i do Cetiri puta veéi nego u
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netransformiranim biljkama (Majumdar i sur., 2011). Nasi rezultati pokazuju da se sadrzaj RA
u transgenom korijenju ukrasne koprive odreden direktnom UV metodom u liniji O3 smanjuje
dva i tri tjedna nakon tretmana 1 i 2%-tnim etanolom u odnosu na kontrolno korijenje
tretirano vodom. Kod O6 linije smanjeni sadrzaj RA zabiljeZen je prvi i drugi tjedan nakon
tretmana 2%-tnim etanolom, te tre¢i tjedan nakon tretmana 1 i 2%-tnim etanolom u odnosu na
kontrolno korijenje. Rezultati sadrzaja RA odredeni metodom po Oztiirku pokazuju da je u
liniji O3 do smanjenja sadrzaja RA doslo tri tjedna nakon indukcije 1 i 2%-tnim etanolom, a u
liniji O6 tjedan dana nakon tretmana 2%-tnim etanolom i tri tjedna nakon tretmana 1 i 2%-
tnim etanolom u odnosu na kontrolno korijenje. Pozitivna korelacija izmedu aktivnosti PAL i
biosinteze RA potvrdena je u nekoliko prijasnjih istrazivanja na stani¢nim kKulturama razli¢itih
vrsta porodice Boraginaceae i Lamiaceae. Prema istrazivanju Mizukami i sur. (1992), tretman
kvascem povecao je sintezu RA u staniénim kulturama biljke L. erythrorhizon, a maksimalna
akumulacija RA zabiljeZena je Sest dana nakon tretmana kvascem u eksponencijalnoj fazi
rasta stanica. Tretman kvascem inducirao je povecanu akumulaciju RA u suspenzijskim
kulturama korejske mente (A. rugosa; Kim i sur., 2001), biljke O. aristatus (Sumaryono i sur.,
1991) i u kulturama dlakavog korijenja kineske kadulje (S. miltiorrhiza; Yan i sur., 2006). U
svim istrazivanjima autori navode da je pojacanoj sintezi RA prethodila pojac¢ana aktivnost
enzima PAL. lako je prema literaturnim navodima povecana aktivnost enzima PAL bila u
pozitivnoj korelaciji s pove¢anom sintezom RA, u nasem istrazivanju to nije bio slucaj, kao i
u istraZivanju koje su proveli Bauer i sur. (2011). Bauer i sur. su u svrhu povecanja sinteze
RA u kulturi transgenog korijenja ukrasne koprive, transformirali tkivo ukrasne koprive
genom PAL1 iz uro¢njaka (A. thaliana). Pojacana ekspresija gena PAL1 vodila je ka
povecanoj aktivnosti enzima PAL, ali i ka sniZenju razine ukupnih fenola i RA. Negativna
korelacija izmedu aktivnosti PAL i sadrzaja RA u transgenom korijenju ukrasne koprive moze
se objasniti preusmjeravanjem biosinteze sekundarnih metabolita. Poja¢ana aktivnost PAL
uzrokuje nakupljanje cimetne kiseline. Dio cimetne kiseline moze se prevesti u p-kumarinsku,
kavinu 1 ferulicnu kiselinu, koje sudjeluju u gradi stanicne stijenke povecavaju¢i njenu
¢vrstocu. Povecanje Cvrstoce stani¢ne stijenke Cesto se javlja kao odgovor biljke na napad
patogena, odnosno kao odgovor na tretman elicitorima, a u nasem slucaju kao odgovor na S-
kriptogein.

Sadrzaj RA mozZe se kvalitativno 1 kvantitativno odredivati primjenom razli¢itih
UV/VIS spektrofotometrijskih i kromatografskih metoda. Direktna UV spektrofotometrijska
metoda se temelji na mjerenju apsorbancije svjetlosti RA pri valnoj duljini od 327 nm i

omogucava brzu identifikaciju RA u velikom broju ekstrakata (De-Eknamkul i Ellis, 1984).
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Preostale UV/VIS spektrofotometrijske metode temelje se na mjerenju apsorbancije
kompleksa RA sa Fe?* ionima (Lopez-Arnaldos i sur., 1995), te kompleksa RA sa Zr** ionima
u &ijoj prisutnosti RA daje karakteristi¢no svjetlozuto obojenje (Oztiirk i sur., 2010). Nadalje,
identifikacija i kvantifikacija RA pomocu tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti
(HPLC) pokazala se najto¢nijom, ali kompliciranom i zahtjevnom laboratorijskom metodom
za odredivanje sadrzaja RA (Whitaker i sur., 1985). U ovom istrazivanju, sadrzaj RA odreden
je direktnom UV metodom i spektrofotometrijskom metodom po Oztiirk i sur. (2010). Oztiirk
i sur. su predstavili u svojem radu novu spektrofotometrijsku metodu za odredivanje sadrzaja
RA koja se temelji na kompleksaciji RA sa Zr*" ionima. Pomoc¢u ove metode odredili su
sadrzaj RA u 11 razlic¢itih vrsta Salvia sa razli¢itih lokaliteta i dobivene rezultate usporedili sa
rezultatima mjerenja direkthom UV metodom i spektrofotometrijskom metodom koja se
temelji na kompleksaciji sa Fe?* ionima. Rezultati svih triju metoda su bili sli¢ni, ali autori su
istaknuli svoju metodu zbog niza prednosti koje nudi u usporedbi sa ostalim metodama, a to
su brzina, selektivnost, osjetljivost i to¢nost u odredivanju RA u ekstraktima biljaka. Direktna
UV metoda se pokazala pouzdanom i to¢énom, medutim, nepro¢i$¢eni metanolni ekstrakti iz
biljaka pokazaju podudaranje UV spektra sa spektrom RA, $to znac¢i da ova metoda nije dala
prave podatke za sadrzaj RA. lako su Oztiirk i sur. ustanovili da je metoda sa Zr*" ionima
bolja, u nasem istrazivanju se boljom metodom pokazala direktna UV spektrofotometrijska
metoda u usporedbi sa metodom koju su razvili Oztiirk i sur. S obje metode je utvrdeno da se
sadrzaj RA smanjuje u korijenju tretiranom etanolom u odnosu na kontrolno korijenje, ali
direktna UV metoda pokazala je da se sadrzaj RA smanjio drugi i treci tjedan nakon tretmana
1 i 2%-tnim etanolom u odnosu na kontrolno korijenje tretirano vodom kod linije O3, a
metodom po Oztiirk samo treéi tjedan nakon indukcije 1 i 2%-tnim etanolom. Kod O6 linije
direktnom UV metodom smanjeni sadrzaj RA zabiljezen je prvi i drugi tjedan nakon tretmana
2%-tnim etanolom, te tre¢i tjedan nakon tretmana 1 i 2%-tnim etanolom, a metodom po
Oztiirk to smanjenje je zabiljezeno samo tjedan dana nakon tretmana 2%-tnim etanolom i tri
tjedna nakon tretmana 1 i 2%-tnim etanolom u odnosu na kontrolno korijenje. U istrazivanju
Vukovi¢ i sur. (2013), sadrzaj RA u transgenom korijenju tretiranom etanolom analiziran je
HPLC-om. Usporedimo li rezultate dobivene direktnom UV metodom u nasem istrazivanju sa
rezultatima HPLC metode, UV metoda se pokazala osjetljivijom u odredivanju sadrzaja RA u
transgenom korijenju ukrasne koprive u odnosu na metodu po Oztiirku. Moguéi razlog veée
osjetljivosti UV-metode je jako velik sadrzaj RA (80% svih sekundarnih metabolita) u

kosmatom korijenju ukrasne koprive, te nema znacajnih podudaranja UV spektra sa spektrom
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drugih metabolita, te je moguce uociti i manje promjene u sadrzaju RA, koje je ocito teze
uociti metodom po Oztiirku.

Ucinkovitost indukcije elicitora kao alata za poboljSanje proizvodnje sekundarnih
metabolita je rezultat slozenih interakcija izmedu elicitora i biljne stanice na koju utjecu
mnogi Cimbenici. Elicitori nemaju jednak uc¢inak u svim biljnim vrstama i promjene u
aktivnosti enzima koji sudjeluju u njihovoj sintezi nisu uvijek u korelaciji s promjenama u

akumulaciji fenolnih spojeva.
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5. ZAKLJUCCI

Inducibilna ekspresija p-kriptogeina uzrokuje povecanje aktivnosti fenilalanin-amonij

lijaze u dvije istrazivane linije transgenog korijenja (O3 i O6).

Inducibilna ekspresija gena crypt uzrokuje smanjenje sadrzaja ruzmarinske kiseline u

tkivu transgenog korijenja ukrasne koprive.

lako enzim PAL katalizira prvi korak biosinteze RA, povecana aktivnost enzima PAL
nije vodila ka povecanoj akumulaciji RA u tkivu transgenog Kkorijenja ukrasne

koprive.
Direktna UV metoda pokazala se preciznijom i pouzdanijom metodom za analizu

sadrzaja ruzmarinske kiseline u kosmatom Korijenju ukrasne koprive u odnosu na

metodu po Oztiirku.
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