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велико искуство били су од пресудног значаја за израду ове дисертације1. 
Велику захвалност дугујем и др Данијели Мишић, чија ми је помоћ, у виду 
корисних савета и сугестија, била од изузетног значаја. Иако физички 
далеко, увек је била спремна да несебично подели своје знање и искуство, али 
и да пружи тако важне речи охрабрења. Захваљујем се и свом ментору др 
Анети Сабовљевић, на помоћи и подршци, не само током израде ове 
дисертације, већ и током читавог трајања докторских студија. 

Захвалност дугујем и запосленима на Институту за примењене бионауке из 
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изузетно захвална због тога што ме је великодушно примио у своју 
лабораторију, али и због пружене стручне помоћи и времена које је посветио 
решавању проблема са којима сам се сусрела током експерименталног рада. 
Такође, велико хвала дугујем и др Кодруци Игнеи, на стрпљењу и уложеном 
труду. Захвална сам и Стефаносу Костасу на несебичној помоћи3.  

Захваљујем се и др Константиносу Тсолеридису на стручној помоћи у виду 
извођења NMR спектроскопских испитивања, и Мр Елени Димитриаду, на 
помоћи приликом припреме материјала за анализу4.  

Такође, захвалност дугујем и свим партнерима на пројекту, а посебно др 
Алану Тисијеу на несебичној помоћи у виду конструката за екперимете 

                                                           
1 I thank my mentors, especially dr Angelos Kanellis, for giving me the opportunity and putting his trust in me. The 
effort he has invested, his wise ideas, and broad experience, were of immense significance for completing this 
dissertation.  
2 I owe my gratitude to the members of the Institute of Applied Biosciences from Thessaloniki, especially to dr 
Antonios Makris, for all the help, the knowledge he has passed on to me, for introducing me to molecular biology 
techniques, and fro providing the material necessary for working with yeast. 
3 Of crucial importance was also the help of dr Sotirios Kampranis, to whom I am very grateful for generously 
accepting me in his lab, for providing his expert assistance and for the time he has dedicated to solving the 
problems I have encountered during my experimental work. I owe a big thanks to dr Codruta Ignea, for her 
patience and the effort invested. I am also thankful to Stefanos Kostas, for his selfless help. 
4 I thank dr Konstantinos Tsoleridis for his expert assistance he has given by performing the NMR spectroscopic 
investigation, and to Mr Eleni Dimitriadou, for her help preparing the material for the analysis.   
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Изолација и функционална карактеризација гена 

укључених у синтезу карнозинске киселине 

 

Резиме 

 

Карнозинска киселина, фенолни дитерпен, поседује бројне биолошке 

активности због чега је потенцијално веома значајна за фармацеутску 

индустрију. Грчка жалфија (Salvia fruticosa Mill.) и рузмарин (Rosmarinus 

officinalis L.) богати су природни извори овог једињења. Иако је много тога 

познато у вези структуре и биолошких активности карнозинске киселине, 

веома мало се не зна о њеном биосинтетском путу у биљкама. Основни циљ 

дисертације био је изучавање биосинтезе карнозинске киселине на 

молекуларном нивоу, изолацијом и функционалном карактеризацијом гена 

укључених у овај процес. У ту сврху, извршена је анализа постојеће цДНК 

библиотеке жлезданих длака грчке жалфије, што је за резултат имало 

идентификацију два гена, названих SfCPS и SfKSL, који потенцијално 

кодирају дитерпен синтазе. Гени кандидати су изоловани и функционално 

окарактерисани у бактерији Escherichia coli Mig., квасцима (Saccharomyces 

cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen) и дувану (Nicotiana benthamiana Domin). 

Хетеролога екпресија гена SfCPS и SfKSL резултирала је синтезом 

милтирадиена, што је утврђено GC-MS анализом и 1D и 2D NMR 

спектроскопијом (1H, 13C, DEPT, COSY H-H, HMQC и HMBC). За проналажење 

преосталих гена одговорних за биосинтезу карнозинске киселине, обављено 

је секвенционирање транскриптома грчке жалфије и рузмарина, уз 

коришћење 454 GS FLX Titanium платформе. На основу резултата 

фитохемијске анализе LC-PDA-LTQ-Orbitrap FTMS методом, жлездане длаке 



 
 

младих листова благо стресираних биљака генотипа “Кавуси” грчке жалфије 

и жлездане длаке млађих стадијума развоја комерцијалног генотипа 

рузмарина (B & T World Seeds) изабране су као биљни материјал за анализу 

транскриптома. Резултат секвенционирања био је анотација великог броја 

нових секвенци, а посебно значајна била је идентификација гена 

метаболичких путева повезаних са секундарним метаболизмом. Изоловано је 

укупно 24 гена који су кодирали за ензиме фамилије цитохром P450 (CYP) 

монооксигеназе. Функција ензима CYP76Sf2 грчке жалфије, и CYP76Ro3 и 

CYP76Ro4 рузмарина, као феругинол синтаза, утврђена је есејима 

функционалне карактеризације у квасцима и дувану. Клонирање и 

функционална карактеризација гена који својом заједничком активношћу 

доводе до синтезе феругинола код грчке жалфије и рузмарина, пружа основу 

будућим истраживањима биосинтетског пута карнозинске киселине. Уз то, 

извршена је локализација биосинтетског пута карнозинске киселине у 

жлезданим длакама грчке жалфије и рузмарина. Приложени резултати 

доприносе бољем разумевању метаболизма карнозинске киселине, и тиме 

омогућавају примену најсавременијих биотехнолошких метода за производњу 

овог фармацеутски значајног једињења. 

Кључне речи: Salvia fruticosa, Rosmarinus officinalis, карнозинска 

киселина, милтирадиен, феругинол, фенолни дитерпени, карактеризација 

гена, дитерпен синтазе, цитохром P450 монооксигеназе 

Научна област: Биологија 

Ужа научна област: Физиологија биљака 

УДК број: 577.2:581.192(043.3) 

 

 



 
 

Isolation and functional characterization of the genes 

involved in the synthesis of carnosic acid 

 

Summary 

 

Carnosic acid is a phenolic diterpene potentially highly significant for the 

pharmaceutical industry, due to its numerous biological activities. Cretan sage 

(Salvia fruticosa Mill.) and Rosemary (Rosmarinus officinalis L.) are rich natural 

sources of this compound. Although the structure and biological activities of 

carnosic acid are widely known, its biosynthetic pathway in plants remains 

unexplored. The main aim of the dissertation was to investigate the carnosic acid 

biosynthesis at the molecular level, by isolating and functionally characterizing the 

genes involved in this process. For that purpose, the existing Cretan sage trichome 

cDNA library has been analyzed, which has resulted in the identification of two 

putative diterpene synthase genes, named SfCPS and SfKSL. The candidate genes 

were isolated and functionally characterized in Escherichia coli Mig., yeast 

(Saccharomyces cerevisiae Meyen ex E. C. Hansen) and Nicotiana benthamiana 

Domin. Heterologous expression of SfCPS and SfKSL genes has resulted in the 

synthesis of miltiradiene, which has been confirmed by GC-MS analysis and 1D and 

2D NMR spectroscopy (1H, 13C, DEPT, COSY H-H, HMQC и HMBC). In order to 

retrieve the remaining genes responsible for the biosynthesis of carnosic acid, the 

glandular trichomes of Cretan sage and Rosemary have been sequenced using 454 

GS FLX Titanium platform. Based on the results of the LC-PDA-LTQ-Orbitrap 

FTMS phytochemical analysis, glandular trichomes of Cretan sage young leaves 

(genotype Kavoussi) exposed to mild stress, and glandular trichomes on the 

Rosemary leaves of the younger developmental stage (commercial genotype B&T 



 
 

World Seeds), were chosen for the transcriptome analysis.The sequencing has 

resulted in the annotation of a large number of new sequences. The identification 

of the genes belonging to the secondary metabolism pathways was especially 

significant. A total of 24 genes coding for cytochrome P450 monooxygenases was 

isolated. Using the functional characterisation assays in yeast and Nicotiana 

benthamiana it has been determined that the Cretan sage enzyme CYP76Sf2 and 

Rosemary enzymes CYP76Ro3 and CYP76Ro4 have the activity of ferruginol 

synthases. Molecular cloning and functional characterization of the genes that play 

a role in the synthesis of ferruginol in Cretan sage and Rosemary, forms a basis for 

the future investigation of the carnosic acid biosynthetic pathway. Additionaly, this 

pathway has been localized in the glandular trichomes of Cretan sage and 

Rosemary. The results of this dissertation help better understanding of the carnosic 

acid metabolism, which make production of this pharmaceutically valuable 

compound possible, using the advanced biotechnological methods.  

Key words: Salvia fruticosa, Rosmarinus officinalis, carnosic acid, 

miltiradiene, ferruginol, phenolic diterpenes, gene characterization, diterpene 

synthases, cytochrome P450 monooxygenases 

Scientific field: Biology 

Specific scientific field: Plant physiology 

UDC number: 577.2:581.192(043.3) 
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1.1. Секундарни метаболизам биљака 

Kод биљака, метаболизам се може поделити на примарни и секундарни. 

Примарни метаболизам омогућава биљкама да користе воду, угљен 

диоксид и минералне материје за синтезу примарних метаболита као што су 

шећери, масне киселине, амино киселине и нуклеинске киселине, који су 

неопходни за формирање и одржавање биљних ћелија. Ова једињења су 

еволутивно веома стара и гени који су укључени у њихову синтезу у великој 

мери су конзервирани код свих познатих биљних врста. Секундарним 

метаболитима сматрају се једињења неопходна за интеракцију биљке са 

средином која је окружује. Секундарни метаболити, који се називају још и 

природни производи, фитохемикалије или специјализовани метаболити, јесу 

између осталог једињења за одбрану од штеточина и патогена и једињења за 

заштиту од штетног ултраљубичастог зрачења. Такође, секундарни 

метаболити често имају улогу атрактаната како за опрашиваче тако и за 

животиње које омогућавају разношење семена. Мутанти биљака, који немају 

способност производње одређених секундарних метаболита, често не успевају 

да преживе у природном окружењу. Смањени фитнес оваквих генотипова 

утиче на њихово изумирање у компетицији са биљкама дивљег типа (Züst и 

сар., 2011). Све ово јасно указује на велики еколошки значај секундарног 

метаболизма и може га сврстати у исту раван са примарним метаболизмом 

када је у питању њихов значај за преживљавање и успешност одређених 

биљних врста у природном окружењу. Са друге стране, секундарни 

метаболизам биљака изузетно је значајан и из перспективе човека, са 

обзиром на то да његови продукти утичу на арому и укус воћа и поврћа, а 

посредно утичу на здравље и пружају основу за многа фармацеутска 

једињења. До сада је познато више од 200.000 секундарних метаболита 

пореклом из мноштва различитих организама (www.chemnetbase.com), што је 

скоро сигурно само мали део једињења присутних у природи. Многа од ових 

једињења су биљног порекла. Упркос њиховој великој разноврсности, већина 

секундарних метаболита може се сврстати у једну од три групe: терпени, 
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фенилпропаноиди и алкалоиди. Једињења из групе секундарних метаболита 

од значаја за овај рад јесу терпени. 

1.2. Терпени 

Терпенска једињења синтетишу сви прокариоти и еукариоти почев од 

бактерија, преко гљива и биљака, па све до животиња (Klayman, 1985; Barton 

и Cane, 1999; Ridley, 1999). Најконзервативније процене предлажу да у 

природи постоји барем 40.000 различитих терпенских једињења, од којих су 

многа биљног порекла (www.chemnetbase.com). Терпени, као део секундарног 

метаболизма, део су одбрамбеног механизма биљaкa, а такође омогућавају и 

главне еколошке адаптације у интеракцијама биљака са спољашњом 

средином. Терпени имају улогу у привлачењу полинатора и предаторних 

инсеката који се хране хербиворима; међу терпене спадају и фитоалексини, 

једињења налик феромонима, и токсини (El-Feraly и Chan, 1978; Lambers и 

Schepers, 1978; Facchini и Chappell, 1992; Jonathan Gershenzon и Dudareva, 

2007). Терпени такође чине и део примарног метаболизма. У њих спадају 

хормони, фотосинтетички пигменти (каротеноиди), делови мембрана 

(фитостероли), и друга једињења неопходна за растење и развиће биљака, за 

одвијање метаболичких процеса и размножавање.  

Велика хемијска разноврсност биљних терпена у природи одраз је 

мноштва биолошких активности које поседују. Из тог разлога, ова једињења 

су представљала током историје па све до данашњих дана, веома важне 

сировине за човека. Терпени се користе као ароме, мириси, додаци храни у 

виду витамина и заслађивача, или као пестициди. Такође се користе и као 

сировине за производњу великог броја индустријских материјала. Међутим, 

једна од све значајнијих улога терпена јесте она коју имају у фармацеутској 

индустрији. Камфор и цинеол користе се против болова изазваних 

опекотинама, истегнућима и сличним упалним реакцијама (Santos и Rao, 

2000; Sarker и Nahar, 2007). Последњих година, артемизинин, сесквитерпен 
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кинеске лековите биљке Artemisia annua, показао се као значајно 

антималарично једињење (Balint, 2001), док је паклитаксел (познат и као 

таксол), дитерпен изолован из тисе (Taxus spp.), нови лек који се користи за 

лечење рака дојке и јајника (Saloustros и сар., 2008).  

 

 

Слика 1. Хемијске труктуре неких представника основних група терпена. 
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У групу терпена спадају једињења са најразличитијим хемијским и 

физичким особинама. Могу бити липофилни или хидрофилни, испарљиви 

или неиспарљиви, циклични или ациклични. Хемијска разноврсност биљних 

терпена резултат је често веома комплексних биосинтетских путева. Сви 

терпени синтетишу се из C5 изопренских јединица (свака јединица садржи 

пет угљеникових атома). Према броју C5 изопренских јединица које садрже у 

својој структури, терпени се деле на: хемитерпене, монотерпене, 

сесквитерпене, дитерпене, тритерпене, тетратерпене и политерпене (Слика 1).  

1.3. Синтеза терпена 

Биосинтетски пут терпена може се условно поделити на четири засебна 

дела: 

1. Формирање изопентенил дифосфата (IPP ─ од старије варијанте имена 

─ изопентенил пирофосфат), основне C5 изопренске јединице. 

2. Кондензација C5 изопренских јединица.  

3. Формирање основних карбонилних скелета. 

4. Секундарне трансформације. 

Први део биосинтетског пута, формирање IPP, и његовог изомера, 

диметилалил дифосфата (DMAPP), може да се одвија или мевалонатним 

(MVA) или метилеритритол-фосфатним (MEP) путем (Слика 2). 

У другом делу пута кондензацијом C5 изопренске јединице настају геранил 

дифосфат (GDP, C10), фарнезил дифосфат (FDP, C15) и геранилгеранил 

дифосфат (GGDP, C20). Основни карбонски скелети формирају се у трећој 

фази, када дифосфати (C10–C20) подлежу широком спектру циклизација и 

реакција реаранжирања. На овај начин, од GDP-а настају монотерпени, од 

FDP сесквитерпени, а од GGDP дитерпени. FDP и GGDP такође могу и 

међусобно да димеризују, чиме настају прекурсори „виших“ терпена (C30 и 
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C40). Као резултат четврте фазе биосинтезе настаје на хиљаде различитих 

терпенских метаболита од основног скелета, реакцијама оксидације, 

изомеризације, коњугације и другим трансформацијама.  

 

 

 

Слика 2. Метаболички путеви биосинтезе терпена код биљака (према Maury и 
сар., 2013). 
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1.3.1. Мевалонатни биосинтетски (MVA) пут 

Биосинтетски пут који се одвија преко мевалоната, први пут је 

демонстриран код гљива и сисара, и све до недавног открића 

метилеритритол-фосфатног пута сматран је јединим начином синтезе IPP. 

Ланац хемијских реакција је добро познат и започиње кондензацијом три 

молекула ацетил коензима А (AcCoA) при чему настаје хидрокси-

метилглутарил коензим А (HMG-CoA). HMG-CoA затим бива редукован у 

мевалонат у два корака, активношћу ензима HMG-CoA редуктазе (HMGR). За 

ову редукциону реакцију неопходна је редукована форма никотинамид 

аденин дифосфата (NADPH). HMGR игра регулаторну улогу у синтези биљних 

терпена, за шта постоје докази у бројним истраживањима која су показала 

уску корелацију између промена у активности HMGR и измена у стопи 

биосинтезе терпена (Ji и сар., 1993; Gaisser и Heide, 1996). Мевалонат даље 

бива преображен у IPP узастопним реакцијама катализованим од стране три 

различита ензима ─ мевалонат киназе, фосфомевалонат киназе и 

дифосфомевалонат декарбоксилазе.  

1.3.2. Метилеритритол-фосфатни (MEP) пут  

Веома значајан напредак у области биосинтезе биљних терпена било је 

откриће новог, потпуно засебног пута за стварање C5 градивних блокова 

терпена (Lichtenthaler, 2000). Осим у биљкама, овај биосинтетски пут, који 

почиње глицералдехид фосфатом и пируватом, детектован је и у бактеријама 

и другим организмима. Рохмер је са својим сарадницима предложио (1996), 

на основу резултата истраживања на бактерији Escherichia coli, да почетни 

корак новог биосинтетског пута представља кондензацију 

хидроксиетилтиамин дифосфата (пореклом од пирувата) са глицералдехид 

фосфатом, при чему настаје дезоксиксилулозо фосфат (Rohmer и сар., 1996). 

Потврда ових резултата добијена је током претходнe две деценије, успешном 

изолацијом цДНК ензима који катализују поменуте реакције код E. coli 
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(Sprenger и сар., 1997; Lois и сар., 1998), Capsicum annuum (Bouvier и сар., 

1998) и питоме нане (Mentha x piperita) (Lange и сар., 1998). Наведени ензими 

спадају у групу транскетолаза и називају се дезоксиксилулозо фосфат синтазе 

(DXS). Реакција коју катализују је неповратна и дефинитивно усмерава 

угљеников атом ка MEP путу. Од дезоксиксилулозо фосфата даље се 

синтетише MEP, и то интрамолекулским реаранжирањима које катализује 

дезоксиксилулозо фосфат редуктоизомераза (DXR). Следеће једињење у 

ланцу јесте 4-(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-еритритол (CDP-ME) који 

настаје од MEP, активношћу 2-C-метил-D-еритритол 4-фосфат цитидилил 

трансферазе (MCT). 4-(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-еритритол киназа 

(CMK) даље фосфорилише хидроксилну групу на C2 положају једињења CDP-

ME, при чему настаје 2-фосфо-4-(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-

еритритол (CDP-ME2P). Следеће једињење које се синтетише јесте 2-C-метил-

D-еритритол 2,4-циклодифосфат (MEcPP), а ензим задужен за овај корак 

назива се 2-C-метил-D-еритритол 2,4-циклодифосфат синтаза (MDS). MEcPP 

затим бива редукован у 4-хидрокси-3-метилбут-2-енилдифосфат (HMBPP) 

помоћу ензима HMBPP синтазе. Коначно, у последњем кораку, смеша 

једињења IPP и DMAPP настаје дејством ензима HMBPP редуктаза. За 

последње две реакције неопходан је NADPH као редукујући агенс. 

За синтезу терпена у цитосолу и митохондријама користе се IPP и DMAPP 

настали MVA путем, док се у пластидима користе они настали MEP путем. 

Такође, показано је да постоји проток интермедијера између два 

биосинтетска пута, али и да је тај проток веома ограничен. Под одређеним 

срединским и еколошким условима, монотерпени, дитерпени, хемитерпени, 

сесквитерпени и политерпени, могу бити синтетисани од IPP који је настао 

како MVA, тако и MEP путем (Opitz и сар., 2014).  
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1.3.3. Склапање C5 градивних блокова у C10, C15 и C20 пренил 

дифосфате 

Другу фазу биосинтезе терпена чини повезивање основних C5 градивних 

блокова и изградња већих метаболичких интермедијера.  

 

 

 

Слика 3. Кондензација IPP и DMAPP и настанак GDP, FDP и GGDP. 

 

IPP и његов реактивнији изомер DMAPP, врше међусобну кондензацију по 

принципу везивања глава-реп, при чему настају C10, C15 и C20 пренил 

дифосфати (Слика 3). DMAPP настаје директно из IPP, активношћу IPP 
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изомеразе, која катализује реакције у оба смера. У току последње две 

деценије, гени који кодирају овај ензим изоловани су из неколико различитих 

биљних врста, између осталог из врста А. thaliana (Okada и сар., 2008) и 

Clarkia breweri (Blanc и Pichersky, 1995). IPP и DMAPP настали на овај начин 

даље бивају укључени у основне реакције којима се C5 изопренске јединице 

међусобно спајају. Ензими пренилтрансферазе додају различит број јединица 

IPP на DMAPP у серији сукцесивних екстензија. Почетном кондензацијом IPP 

и DMAPP у оријентацији глава-реп настају GDP у транс-конфигурацији или 

нерил дифосфат (NPP) у цис-конфигурацији. Ове реакције катализују транс-

пренилтрансферазе (TPT) или цис-пренилтрансферазе (CPT) (Burke и сар., 

1999; Schilmiller и сар., 2009; Akhtar и сар., 2013). Цис-пренилтрансферазе су 

укључене у синтезу политерпена, између осталог и гуме (Cunillera и сар., 

2000; Asawatreratanakul и сар., 2003; Schmidt и сар., 2010; Kera и сар., 2012; 

Post и сар., 2012). Недавно, су идентификовани и CPT ензими парадајза 

(Solanum lycopersicum) укључени у синтезу неколико цис-пренил дифосфата 

кратког ланца- нерил дифосфата, нерилнерил дифосфата и 2Z,6Z-фарнезил 

дифосфата (Z,Z-FDP) (Schilmiller и сар., 2009; Falara и сар., 2011; Akhtar и сар., 

2013; Matsuba и сар., 2013).  

Даљим додавањем молекула IPP на GDP настају FDP и GGDP. Код биљака, 

FDP и GGDP синтетишу се активношћу добро окарактерисаних специфичних 

ензима који катализују серију екстензија из два или три корака, почевши од 

IPP и DMAPP. Тако, GGDP синтазе директно производе GGDP од прекурсора 

IPP и DMAP (Dogbo и Camara, 1987; Laskaris и сар., 2000; Irene Pateraki и 

Kanellis, 2008). Реакција се одвија преко FDP и GDP као интермедијера, с тим 

што под нормалним условима, тек GGDP напушта активно место ензима. 

Такође, пронађене су и биљне пренилтрансферазе које синтетишу искључиво 

GDP (R Croteau и Purkett, 1989; Clastre и сар., 1993; Tello и сар., 2008). 

Наведене пренилтрансферазе могу бити важни регулаторни ензими у синтези 

биљних терпена јер се налазе на основним местима рачвања биосинтетског 

пута, и могу да усмеравају проток прекурсора између различитих великих 
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група терпена. Још један вид регулације синтезе терпена постиже се и 

локализацијом специфичних пренил трансфераза у одређеним врстама ткива 

или у засебним ћелијским одељцима. Пример за то јесте и GDP синтаза из 

жалфије (Salvia officinalis), која је локализована само у секреторним ћелијама 

жлезданих длака, једином ткиву жалфије где се синтетишу монотерпени 

(Croteau и Purkett, 1989). 

1.3.4. Изградња основних карбонилних скелета 

Пренил дифосфати могу даље представљати прекурсоре за терпене који 

чине део примарног метаболизма. На пример, кондензацијом два FDP 

молекула у глава-глава оријентацији синтетише се сквален, прекурсор 

стерола, а кондензацијом два GGDP молекула добија се фитоен, прекурсор 

каротеноида. GGDP је такође и прекурсор гиберелина, биљних хормона. 

Наиме, пар структурно блиских терпен синтаза у голосеменицама и 

скривеносеменицама, копалил дифосфат синтаза (CPS) и каурен синтаза (KS), 

претварају GGDP у копалил дифосфат (CDP) а затим у ent-каурен, прекурсор 

свих биљних гиберелина (Yamaguchi, 2008). Од пренил дифосфата такође се 

синтетишу основни карбонилни скелети свих терпена који чине део 

секундарног метаболизма. DMAPP даје изопрен, GDP и NPP дају различите 

цикличне и ацикличне монотерпенске хидроугљенике (C10) и монотерпенске 

алкохоле, FDP даје различите цикличне и ацикличне сесквитерпенске 

хидроугљенике (C15) и сесквитерпенске алкохоле, а GGDP, CDP или 

хидроксил-CDP дају различите цикличне и ацикличне дитерпенске 

хидроугљенике (C20) и дитерпенске алкохоле (Tholl, 2006). Терпен синтазе 

које катализују наведене реакције деле се на монотерпен, сесквитерпен и 

дитерпен синтазе, на основу типа терпена који синтетишу. Такође, на основу 

механизма реакције и производа који се формира, биљне терпен синтазе могу 

да се поделе на ензиме класе I и класе II. Пример ензима који припада класи 

II је копалил дифосфат синтаза (CPS). Овај ензим врши синтезу CDP преко 

циклизације GGDP индуковане протонизацијом. Међутим, већина познатих 
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биљних терпен синтаза припадају класи I. У почетном кораку ензимске 

реакције коју катализују ови ензими, пренил дифосфат се јонизује и 

формирају се карбокатјонски интермедијери. Интересантно је то да једна 

терпен синтаза користећи само једно једињење као субстрат, може произвести 

више различитих производа (Christianson, 2006; Degenhardt и сар., 2009). На 

пример, AtTPS-Cin из Arabidopsis thaliana катализује синтезу чак десет 

монотерпена, од којих је 1,8-цинеол најзаступљенији производ (F. Chen и сар., 

2004).  

Код маховине Physcomitrella patens постоји само један функционални ген 

за терпен синтазу, CPS/KS, коју одликује хомологија са CPS, KS, и другим 

терпен синтазама голосеменица и скривеносеменица (Hayashi и сар., 2006). 

Ова терпен синтаза катализује формирање ent-каурена и 16-хидроксикаурена, 

прекурсора у путу синтезе гиберелина. N-терминални домен протеина има 

одлике активног места ензима CPS, тј. одлике дитерпен синтазе класе II. 

Активност карактеристична за дитерпен синтазе класе I (KS ензими) 

локализована је на C-терминалној половини протеина. Анализа генске 

секвенце показала је да су и код голосеменица, и код скривеносеменица, гени 

CPS и KS добијени дупликацијом описаног предачког CPS/KS гена, при чему 

је сваки од дупликата гена задржао само једну од две активности (Keeling и 

сар., 2010). Осим биљака, гиберелине садрже и неке гљиве и бактерије. Код 

гљива, синтезу врши двофункционални ензим, слично као код маховина 

(Toyomasu и сар., 2000). Насупрот томе, код бактерија се синтеза гиберелина 

одвија слично као код виших биљака, уз помоћ два засебна 

монофункционална ензима (Morrone и сар., 2009). Анализа секвенци указује 

на заједничко еволутивно порекло дитерпен синтаза укључених у синтезу 

гиберелина али и сродних дитерпена код биљака, гљива и бактерија.  

Слична дупликација и редукција или мењање функције десила се и код 

гена секундарног метаболизма, приликом еволуције терпен синтаза од 

предачког CPS/KS гена (Trapp и Croteau, 2001; Keeling и сар., 2010). 
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Монофункционалне дитерпен синтазе описане су како код голосеменица, 

тако и код скривеносеменица (Gao и сар., 2009; Keeling и сар., 2010; Caniard и 

сар., 2012; Sallaud и сар., 2012; Hall и сар., 2013). Такође, једна 

монофункционална дитерпен синтаза из ликофите Selaginella moellendorffii 

недавно је окарактерисана (G. Li и сар., 2012). Двофункционалне дитерпен 

синтазе из нижих биљака (Hayashi и сар., 2006; Kawaide и сар., 2011), 

ликофите S. moellendorffii (Sugai и сар., 2011) и голосеменица (Martin и сар., 

2004; Zerbe и сар., 2012; Hall и сар., 2013) до сада су успешно окарактерисане.  

За све монотерпен и сесквитерпен синтазе верује се да су 

монофункционалне. Активно место које је код њих опстало јесте оно које 

одговара активности ензима класе I код предачког ензима. У највећем броју 

случајева, регион ензима који садржи друго активно место (класе II) је у 

потпуности изгубљен, уз мали број изузетака (Dudareva и сар., 1996; Leonhardt 

и сар., 2009; Schilmiller и сар., 2009). 

Све терпен синтазе голосеменица и скривеносеменица имају структуру 

произашлу од тро-доменског предачког ензима (Cao и сар., 2010). Варијације 

тро-доменске структуре код многих од добро окарактерисаних биљних терпен 

синтаза могу бити објашњене губитком одређеног домена или губитком 

активности повезане са одређеним доменом. Из тог разлога дужина терпен 

синтаза варира, и креће се од 600 па све до 900 амино киселина. 

Активно место ензима класе I налази се на C-терминалном домену и чине 

га DDXXD и NSE/DTE мотиви за јонизацију пренил дифосфата зависну од 

присуства јона метала. Активност ензима класе II зависи од DXDD мотива за 

циклизацију GGDP у CDP иницирану протонацијом. Такође, већина 

монотерпен и дитерпен синтаза у својој структури садржи транзитни пептид, 

који указује на финалну локализацију ензима у пластидима, за разлику од 

сесквитерпен синтаза које су цитосолне.  
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1.3.5. Секундарне трансформације терпена 

Након синтезе разноврсних основних структура хемитерпена, 

монотерпена, сесквитерпена и дитерпена у виду олефина или једноставних 

оксидованих једињења од стране терпен синтаза, ови метаболити могу бити 

додатно модификовани, најчешће оксидацијом, ацилацијом или 

гликозилацијом. Резултат ових измена јесте стварање изузетно великог броја 

испарљивих и неиспарљливих једињења са најразличитијим функцијама, а 

ензими који катализују наведене реакције спадају у групу CYP450 

монооксигеназа, редуктаза, дехидрогеназа и различитих трансфераза 

(Bohlmann и Keeling, 2008). 

1.3.5.1. Цитохром P450 монооксигеназе 

Цитохром P450 монооксигеназе (CYP450) обухватају класу ензима 

присутну у свим групама организама укључујући животиње, бактерије, гљиве, 

архее, протисте, па чак и вирусе. Укупан број до сада идентификованих 

CYP450 ензима достигао је више од 21.000 у 2013. години 

(http://drnelson.uthsc.edu/P450.stats.Aug2013.png). Највећа група ових ензима 

присутна је у биљкама (7.466 ензима), што је и главни разлог огромног броја 

структурно разноврсних природних производа у овом краљевству. Иако 

CYP450 ензими не показују висок степен међусобне сличности у погледу 

аминокиселинске секвенце, постоји неколико апсолутно конзервираних 

мотива, као што су место за везивање О2, PERF мотив, KETLR мотив, као и 

домен за везивање хем јединице. Такође, упркос великој разлици у примарној 

структури ових ензима, терцијерна структура је прилично конзервирана, што 

су показале анализе кристалне структуре (Poulos и сар., 1985). По 

номенклатури CYP450 ензима, на почетку назива се налази префикс CYP, 

после којег долази број који означава породицу, затим велико слово које 

означава подпородицу, па опет број који означава појединачни ген или 

протеин (Nebert и сар., 1991; D. R. Nelson и сар., 1993).  
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CYP450 ензими су протеини са хем простетичном групом. Хем се састоји из 

порфиринског језгра у чијем центру се налази један атом гвожђа. Функција 

CYP450 ензима као монооксигеназа огледа се у везивању супстрата и једног 

од два атома молекулског кисеоника, док други атом бива редукован до H2O. 

У овој реакцији NAD(P)H служи као редуктант. Катализа се остварује на тај 

начин што се молекулски кисеоник активира редукујућим еквивалентима 

пренетим од NADPH до CYP450 ензима посредством флавопротеина NADPH: 

цитохром P450 редуктазе. Код биљака је присутно две или више форми 

редуктаза. Оне заједно са CYP450 ензимом чине ензимски систем P450, који 

је везан за мембрану ендоплазматичног ретикулума (Слика 4).  

 

 

Слика 4. Ензимски систем P450 (према McKee и McKee, 2008). 

 

CYP450 ензими играју важну улогу у преживљавању биљака на тај начин 

што метаболишу ксенобиотике и синтетишу различита једињења за заштиту 

од непријатеља (Schuler, 1996; Werck-Reichhart и сар., 2002). Цијаногенични 

глукозиди биљке Sorghum bicolor (Halkier и Møller, 1991) и глукозинолати из 
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A. thaliana (Du и сар., 1995; Wittstock и Halkier, 2000; Chen и сар., 2003) 

синтетишу се у биосинтетским путевима који садрже по неколико CYP450 

ензима. Међу једињењима чију синтезу катализују CYP450 ензими налазе се 

интермедијери лигнина, стероли и терпени (Bolwell и сар., 1994; Schuler, 

1996). Од терпена, ови ензими синтетишу моно-, сескви-, ди- и тритерпене 

(Bolwell и сар., 1994). У врсти Pinus taeda синтезу дитерпенских киселина 

смоле катализују мултифункционални CYP450 ензими (Ro и сар., 2005). 

CYP450 ензими такође катализују хидроксилацију сесквитерпена цикорије 

(Cichorium intybus) (de Kraker и сар., 2003). Реакције хидроксилације 

катализоване CYP450 ензимима, често су веома специфичне за позицију 

атома на молекулу субстрата, што одређује судбину производа низводно у 

биосинтетском путу (Schuler, 1996). Код питоме нане, (-)-S-лимонен може 

бити хидроксилован или на C3 или на C6 атому (Lupien и сар., 1995). 

Хидроксилацијом C6 атома настаје карвеол, док хидроксилација C3 атома 

резултира формирањем изопиперитенола, из којег затим настаје ментол (R 

Croteau, 1991; Lupien и сар., 1995). 

1.4. Жлездане длаке као места синтезе и складиштења 

секундарних метаболита 

Жлездане длаке, заједно са нектаријама и хидатодама, спадају у спољашње 

секреторне структуре биљака. Осим жлезданих, на површини многих врста 

могу се налазити и нежлездане длаке, које могу бити негранате, гранате, 

звездасте, и које не спадају у секреторна ткива. Жлездане длаке такође 

постоје у мноштву облика и структура, али оно што им је заједничко, јесте да 

поседују метаболички активне ћелије са могућношћу секреције и 

складиштења велике количине секундарних метаболита. Распрострањеност 

жлезданих длака у биљном царству указује на прилично дугу еволуцију ових 

структура. Идентификоване су на фосилном материјалу листа папрати из 

касног палеозоика (Krings и Kerp, 1998) и касног карбона (Krings и сар., 2003). 

Такође су присутне и у неким врстама савремених папрати (Wollenweber и 
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сар., 1998). Не постоје налази жлезданих длака у бриофитама, па се 

претпоставља да су се појавиле тек код васкуларних биљака. Жлездане длаке 

најчешће су код скривеносеменица (Fahn, 1988; Wagner и сар., 2004), док се 

код голосеменица јављају изузетно ретко (млади листови врста Pinus cembra 

и Pinus lambertiana (Fahn, 1988)). Неке породице дикотила посебно су богате 

жлезданим длакама ─ Lamiaceae, Solanaceae, Asteraceae и Cannabaceae. 

Жлездане длаке могу се поделити на капитатне и пелтатне. Капитатне се 

састоје од базалне ћелије епидермалног порекла, дршке од једне или више 

ћелија и главе изграђене од једне или две секреторне ћелије. Пелтатне длаке 

састоје се од базалне ћелије, једне ћелије која представља дршку, и широке 

главе сачињене од више секреторних ћелија. У вршном делу зреле пелтатне 

длаке формира се карактеристичан субкутикуларан простор, који настаје 

одвајањем кутикуле од ћелијског зида главе длаке. Пелтатне длаке често леже 

у равни листа, јер су утиснуте у епидермис. Осим по морфологији, жлездане 

длаке могу да се разликују и по типу једињења које производе: хидрофилна и 

липофилна једињења, протеине, поли- и моносахариде. Такође, длаке могу да 

се поделе и по испарљивости синтетисаних једињења. Испарљива једињења, 

попут моно- и сесквитерпена, фенилпропана или метилкетона, морају бити 

на неки начин задржана унутар биљке како не би била изгубљена простом 

дифузијом. Неке врсте, као што су питома нана или жалфија, поседују 

пелтатне жлездане длаке изузетно добро адаптиране за задржавање и 

складиштење испарљивих једињења (McCaskill и сар., 1992). Код њих 

испарљива једињења бивају ослобођена из субкутикуларног простора тек 

након пуцања кутикуле, до чега нејчешће долази услед дејства инсеката. Са 

друге стране, капитатни жлездане длаке синтетишу неиспарљива или слабо 

испарљива једињења, која се излучују директно на површину длаке (Falara и 

сар., 2008). Жлездане длаке су важна таксономска карактеристика, и играју 

значајну улогу у класификацији припадника фамилије Lamiaceae. 

Пионирска испитивања биохемије и физиологије жлезданих длака указала 

су на интензиван метаболизам у секреторним ћелијама, и на могућност да би 
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једињења које оне излучују могла такође бити у њима и синтетисана. Један од 

доказа за in situ биосинтезу једињења које жлездане длаке излучују дошао је 

из истраживања рађеним на врсти Mentha spicata. Примећена је активност 

лимонен хидроксилазе и карвеол дехидрохеназе у екстрактима ових 

жлезданих структура (Gershenzon и сар., 1989). Додатне информације 

добијене су истраживањем уз помоћ имунолокализације у врстама Mentha 

spicata и Mentha x piperita. Код врсте Mentha spicata лимонен синтаза и 

геранил дифосфат синтаза локализиване су у леукопластима секреторних 

ћелија жлезданих длака, док је у глатком ендоплазматичном ретикулуму 

детектована 4-S-лимонен-6-хидроксилаза (цитохром P450) (Turner и сар., 

1999; Turner и Croteau, 2004). Два друга ензима, укључена у следеће кораке 

биосинтетског пута ментола, детектована су у митохондријама и у цитосолу 

(Turner и Croteau, 2004). Клонирање гена укључених у метаболичке путеве 

жлезданих длака омогућило је и карактеризацију промотора специфичних за 

ова ткива. До сада су познати промотори специфични за жлездане длаке 

дувана, лаванде и врсте Artemisia annua (Biswas и сар., 2008; Ma и сар., 2009; 

Ennajdaoui и сар., 2010). 

1.5. Секундарни метаболити биљака породице Lamiaceae, са 

освртом на родове Salvia и Rosmarinus 

Породица Lamiaceae састоји се од око 230 родова и 7100 врста, 

распрострањених широм света (Bräuchler и сар., 2010). Многи припадници 

ове породице користе се у медицини, кулинарству и козметичкој индустрији. 

Етарска уља синтетишу се у жлезданим длакама на површини надземних 

вегетативних и репродуктивних органа. Екстракти многих врста породице 

Lamiaceae поседују висок антиоксидативни потенцијал. Такође, у широкој 

употреби су и због својих антимикробних својстава. Међу најпознатије родове 

спадају Rosmarinus, Salvia Mentha, Sideritis и Thymus. У овом раду 

анализиране су две врсте породице Lamiaceae — Salviа fruticosa и Rosmarinus 

officinalis. 



Увод 
 

19 
 

1.5.1. Salvia fruticosa 

Salvia fruticosa, (Слика 5) ароматична зељаста биљка или жбун, ендемит је 

источне медитеранске регије. Простире се од јужне Италије и Сицилије, па 

све до Палестине, настањујући станишта са гаригом и макијом. Расте до 1000 

m, ретко до 1350 m надморске висине (Karousou и сар., 2000). Сама биљка 

расте до 100 cm висине, а величина листова варира од 3 cm до 10 cm. S. 

fruticosa спада међу комерцијално најкоришћеније врсте жалфије, а назива се 

још и грчка или медитеранска жалфија. Чак 50-90% суве жалфије која се 

увози у САД представља управо грчку жалфију (Tucker и сар., 1980). Још од 

давних времена жалфија се користи због својих медицинских својстава, али и 

због естетске и кулинарске вредности. Такође, значајна је као медоносна 

биљка, а користи се и у индустрији парфема (Rivera и сар., 1994). Грчка 

жалфија призната је као медицинска биљка и сврстана је у Европску и 

Британску фармакопеју (Topcu и сар., 2013). .  

Грчка жалфија садржи значајне количине етарског уља жуте боје, које се 

састоји од великог броја различитих једињења. Најзаступљенија једињења су 

оксидовани монотерпени (1,8-цинеол, камфор, борнеол, α- и β-тујон), 

монотерпенски хидроугљеници (камфен, α- и β-пинен, мирцен), 

сесквитерпени (кариофилен), док се дитерпени налазе у малој количини 

(маноол и лабд-7,13-диен-15-ол) (Putievsky и сар., 1986; Bayrak и Akgül, 1987; 

Länger и сар., 1996; Skoula и сар., 2000; Karioti и сар., 2003; Pitarokili и сар., 

2003; Papageorgiou и сар., 2008). У многим публикацијама извештава се о 

високом нивоу варијабилности у количини и саставу етарског уља пореклом 

из различитих популација и из различитих клонова грчке жалфије (Catsiotis 

и Iconomou, 1984; Karousou и Kokkini, 1997). Варијације у приносу и саставу 

етарског уља потичу од разлика у генетским профилима популација 

(Melpomeni Skoula и сар., 1999; Skoula и сар., 2000; Pitarokili и сар., 2003), и од 

фактора спољашње средине (Papageorgiou и сар., 2008).  
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Слика 5. Грчка жалфија (Salvia fruticosa). А. Изглед целе биљке (илустровао 
F.L.Bauer, према Sibthorp и Smith, Flora Graeca 1 (1), 1806). Б-Д: Типови жлезданих 
длака (према Al и сар., 2013). Б. SEM микрографија пелтатне жлездане длаке. В. 
Микрографија пелтатне жлездане длаке која приказује базалну епидермалну ћелију, 
кратку ћелију дршке, и велику лоптасту главу која се састоји од осам секреторних 
ћелија. Г. Микрографија дигитиформне жлездане длаке. Д. Микрографија капитатне 
жлездане длаке. 
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Једињења изолована из грчке жалфије коришћена су у великом броју 

истраживања, у којима су утврђена њихова хипогликемијска (Yaniv и сар., 

1987; Perfumi и сар., 1991), холинергичка (Savelev и сар., 2004) и 

антифунгална активност (Adam и сар., 1998; Ali-Shtayeh и Abu Ghdeib, 1999; 

Daferera и сар., 2000; Soković и сар., 2002; Pitarokili и сар., 2003). Такође, 

установљена су и антиинфламаторна, антимикробна, антивирусна и 

цитотоксична дејства (Sivropoulou и сар., 1997; Kaileh и сар., 2007; Longaray 

Delamare и сар., 2007). Осим испарљивих једињења етарског уља, веома су 

значајна и фенолна једињења грчке жалфије, као што су карнозинска 

киселина и карнозол, а која су заслужна за њена антиоксидативна својства 

(Exarchou и сар., 2002; Pizzale и сар., 2002; Matsingou и сар., 2003; Ozcan, 

2003; Papageorgiou и сар., 2008). 

Производња, складиштење и излучивање етарског уља одвија се великим 

делом у жлезданим длакама грчке жалфије, којима је покривена читава 

површина њених надземних делова. Густина длака је највећа код младих 

листова, на доњој (абаксијалној) површини, и посебно на маргинама листа 

(Karousou и сар., 2000; Sheef и сар., 2013). Шиф (Sheef) је са сарадницима 

2013. године извршио микроморфолошку и ултраструктурну анализу 

површинских структура грчке жалфије. Жлездане длаке јављају се у три 

главна облика – пелтатни, капитатни и дигитиформни. Пелтатне длаке су 

облика балона, и састоје се од базалне епидермалне ћелије, врло кратке 

једноћелијске дршке, и велике лоптасте главе која се састоји од осам 

секреторних ћелија које формирају круг. Површина им је глатка, што указује 

на присну повезаност кутикуле и горњих зидова секреторних ћелија. Велики 

простор у којем се врши складиштење синтетисаних метаболита развија се у 

периоду излучивања издизањем кутикуле. Капитатне длаке састоје се од једне 

базалне ћелије, једне, две, или три ћелије дршке и једне или две ћелије главе. 

Глава капитатних жлезданих длака увек се јасно разликује од осталих ћелија 

својим лоптастим или јајастим обликом. Дигитиформне длаке чини једна 

базална ћелија, једна до две ћелије дршке и једна вршна секреторна ћелија. 
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Све ћелије су сличног пречника и приближно једнаке дужине, без јасне 

разлике измећу главе и дршке длаке. Овај тип жлезданих длака до сад је 

описан код још неколико прдставика породице Lamiaceae (Ascensão и сар., 

1999; Rezakhanlo и Talebi, 2010; Jia и сар., 2013; Mota и сар., 2013; Rusydi и 

сар., 2013).  

1.5.2. Rosmarinus officinalis 

Једна од најпознатијих врста породице Lamiaceae јесте Rosmarinus 

officinalis (рузмарин) (Скила 6). Рузмарин је широко распрострањен у 

медитеранскoj области Европе, Азије и Африке (Pintore и сар., 2002). Ова 

ароматична зимзелена жбунаста биљка добро је, као склерофита, адаптирана 

на медитеранске климатске услове. Одликују је игличасти листови налик 

листовима четинара. Најчешће се налази у близини обале, на кречњачкој 

подлози (Marin и сар., 2006; Papageorgiou и сар., 2008). Осушени листови 

рузмарина користе се као зачин у медитеранској кухињи. Коришћење 

рузмарина у кулинарству, не само да поправља и мења укус јелима, већ такође 

и успорава пропадање хране, за шта су заслужна антимикробна и 

антиоксидативна својста ове биљке (Fernández-López и сар., 2005). Рузмарин 

се такође користи и као декоративна биљка, због лепог изгледа и пријатног 

мириса, а такоће и у индустрији парфема и козметике (сапуни, креме, 

шампони), као и у пчеларству.  

Етарско уље рузмарина састоји се углавном од оксидованих монотерпена 

(1,8-цинеол, борнеол, R-терпинеол) и монотерпенских угљоводоника (R-

пинен, p-цимен, камфен) (Papageorgiou и сар., 2008). Од давних времена, 

рузмарин је значајан као медицинска биљка, а у скорашње време све већа 

пажња се поклања испитивању његових антимикробних, антиинфламаторних 

и антиоксидативних својстава (Kuhlmann и Röhl, 2006). Етарско уље 

рузмарина поседује антимикробна својства (Sacchetti и сар., 2005; Celiktas и 

сар., 2007; Jordán и сар., 2012; Jordán и сар., 2014), а такође позитивно утиче и 
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на когнитивне процесе (Zheng и Wang, 2001; Gachkar и сар., 2007; Wang и сар., 

2008; Ozarowski и сар., 2013). Поред тога, етарско уље рузмарина одликује се 

и хепатопротективним својствима (Fahim и сар., 1999; Amin и Hamza, 2005; 

Kuhlmann и Röhl, 2006), побољшава циркулацију крви, умањује бол (De Feo и 

Senatore, 1993; Lukaczer и сар., 2005) и поседује антиканцерогена својства 

(Pitarokili и сар., 2003; Johnson, 2011). 

 

 

Слика 6. Рузмарин (Rosmarinus officinalis). А. Бочна грана са цветовима 
(http://www.apatita.com/herbario/Labiatae/Rosmarinus_officinalis.html). Б-Ђ: Типови 
жлезданих длака. Б. Микрографија пелтатне жлездане длаке (према Marin и сар., 
2006). В. Секреторна глава пелтатне жлездане длаке (према Boix и сар., 2011). Г. 
Шема морфологије жлезданих длака (према Boix и сар., 2011). Д. Нежлездане, 
капитатне и пелтатне жлездане длаке на абаксијалном епидермису (према Boix и 
сар., 2011). Ђ. Изглед површине абаксијалне стране листа (http://murry-
gans.blogspot.com/2012/09/rosemarys-spider.html). 
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Екстракт рузмарина у веома малим дозама показује инхибиторни ефекат 

на HIV вирус (Aruoma и сар., 1996). Код мишева је испитиван и ефекат 

рузмарина на ублажавање негативних симптома одвикавања од морфина и 

опијума (Hosseinzadeh и Nourbakhsh, 2003; Solhi и сар., 2013). Рузмарин 

такође представља потенцијалан третман за лечење гојазности и дијабетеса 

типа 2 (Cui и сар., 2012).  

R. officinalis се сматра биљном врстом са највећом природном 

антиоксидативном активношћу (Peng и сар., 2005), а екстракт рузмарина је 

био први природни антиоксиданс који се појавио на тржишту. Користи се у 

индустрији хране као алтернатива синтетичким антиоксидансима. Екстракт 

рузмарина додаје се уљима и храни која садржи масноће, као што је рибље 

уље (Medina и сар., 2003; Wang и сар., 2011), уље семена биљака (Hraš и сар., 

2000; Trojáková и сар., 2001) и месни производи (Shahidi, 1995), како би се 

успорила оксидација и продужило време складиштења ових производа. 

Такође, рузмарин и његов екстракт штите биолошка ткива од оксидативног 

стреса in vivo. Једињења најодговорнија за антиоксидативну активност 

рузмарина јесу карнозинска киселина и карнозол (Inatani и сар., 1982; 

Richheimer и сар., 1996). Ова једињења спадају у групу фенолних дитерпена. 

Карнозинска киселина и карнозол не налазе се у етарском уљу рузмарина, већ 

у биљном материјалу који остаје након дестилације (Navarrete и сар., 2011). И 

друга фенолна једињења, као што су рузмаринска киселина, розманол и 

епирозманол такође доприносе антиоксидативним својствима екстракта 

рузмарина, али у много мањој мери (Inatani и сар., 1982). Такође су присутни 

и каротеноиди и алфа-токоферол (Munné-Bosch и сар., 1999). 

Истраживања су показала да на концентрацију карнозинске киселине и 

осталих фенолних дитерпена у листовима рузмарина утиче старост листа, а 

такође је забележено и сезонско варирање (Hidalgo и сар., 1998; Munné-Bosch 

и сар., 2000). Концентрација карнозинске киселине опада са појачавањем 

сунчевог зрачења и температуре (Luis и сар., 1994; Munné-Bosch и сар., 1999, 
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2000; Munné-Bosch и Alegre, 2001; del Baño и сар., 2003). Такође, и генетички 

фактор значајно утиче на хемијски састав рузмарина (Jordán и сар., 2011). 

На површини епидермиса рузмарина налазе се вишећелијске нежлездане 

и жлездане длаке, које су посебно бројне на абаксијалној страни листа (Marin 

и сар., 2006; Boix и сар., 2011). Међу нежлезданим длакама налазе се 

негранате у мањем броју, док су у већем броју заступљене вишећелијске 

гранате длаке (Marin и сар., 2006). Од жлезданих длака присутне су пелтатне 

и неколико типова капитатних, које се разликују по броју ћелија дршке и 

њеној дужини (Boix и сар., 2011). Капитатне длаке бројније су од пелтатних, и 

распоређене су насумично на површини епидермиса. Пелтатне длаке су 

крупније и чини их глава састављена од осам ћелија, једна базална ћелија и 

једна крупна ћелија дршке. Излучене супстанце складиште се у простору који 

настаје одвајањем кутикуле од секреторних ћелија. Хистохемијски тестови у 

комбинацији са фитохемијским анализама показали су улогу жлезданих 

длака у производњи липофилних и у екскрецији испарљивих једињења (Boix 

и сар., 2011).  

1.6. Карнозинска киселина ─ карактеристике и могући кораци у 

биосинтетском путу 

Знајући за све корисне ефекте које поседују жалфија и рузмарин, као и 

њихови екстракти, у различитим досадашњим студијама детаљније су 

испитана и дејства појединачних једињења изолованих из ових биљака. У 

већини случајева, активност екстраката успешно је доведена у директну везу 

са одређеним једињењима. Тако је показано да се карнозинска киселина, 

може сматрати најодговорнијом за антиоксидативни ефекат рузмарина и 

жалфије, а уз то поседује и антиинфламаторна и антиканцерогена својства 

(Poeckel и сар., 2008; Bauer и сар., 2012; Đilas и сар., 2012; Petiwala и сар., 

2013). Даље, установљена су неуропротективна (Fischedick и сар., 2013), 

антимикробна (Jordán и сар., 2012), антиангинозна (López-Jiménez и сар., 
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2013), хепатопротективна (Banna и сар., 2013), антиадипогена (Gaya и сар., 

2013) и антихипергликемијска дејства (Kianbakht и Dabaghian, 2013) овог 

фенолног дитерпена. Уз то, показало се да карнозинска лиселина штити кожу 

од штетног ултраљубичастох зрачења (Park и сар., 2013) и има позитиван 

ефекат на липидни профил пацијената оболелих од дијабетеса типа 2 

(Kianbakht и Dabaghian, 2013). Већину наведених биолошких активности, 

карнозинска киселина поседује захваљујући орто-дифенолној структури 

њеног молекула, и лакој оксидацији хидроксилних група ове структуре 

(Masuda и сар., 2001). Осим што је присутна у грчкој жалфији и рузмарину, 

карнозинска киселина је присутна и у великом броју других врста из рода 

Salvia (Pizzale и сар., 2002; Zhou и сар., 2009), затим у врстама Origanum 

majorana (Vági и сар., 2005), Lepechinia meyeni и Lepechinia hastata (Bruno и 

сар., 1991).  

У самим биљкама, показано је да карнозинска киселина, заједно са 

токоферолима и каротеноидима, има улогу у заштити фотосинтетичких 

мембрана хлоропласта од оксидативног оштећења, и обезбеђује додатни 

начин заштите од интензивног сунчевог зрачења (Munné-Bosch и сар., 1999; 

Tounekti и сар., 2012). Дехидрогенацијом од карнозинске киселине настаје 

карнозол, а комбинацијом дехидрогенације и нападом слободног радикала 

настају високо оксидовани дитерпени као што су розманол или изорозманол 

(Munné-Bosch и сар., 1999; Munné-Bosch и Alegre, 2000). Карнозинска 

киселина је, дакле, каскадни антиоксидант, при чему производи оксидације 

бивају даље оксидовани, чиме се повећава значај овог једињења у 

антиоксидативној заштити. Такође, од карнозинске киселине и изорозманола 

метилацијом хидроксилне групе фенола настају 12-О-метилкарнозинска 

киселина и 11,12-ди-О-метилизорозманол, редом. Оваквом метилацијом губи 

се способност отклањања слободних радикала и повећава се растворљивост 

једињења (Chang и сар., 1977; Cuvelier и сар., 1996). Метиловани дитерпени се 

складиште у плазма мембрани где им је улога стабилизација липидних 

ланаца (Munné-Bosch и Alegre, 2001).  
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Слика 7. Могући начини биосинтезе карнозинске киселине. 
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Иако је много тога познато у вези карнозинске киселине, њене структуре и 

биолошких активности, скоро ништа се не зна у вези начина на који се она 

синтетише in vivo. Биосинтеза дитерпена сродних лабдану увек почиње са два 

узастопна корака циклизације. Почена циклизација претвара GGDP, 

заједнички прекурсор свих дитерпена, у двоциклични CDP. Стереохемију 

насталог копалил дифосфата одређује стереоспецифичност ензима који 

катализују циклизацију. Тако, могуће производе циклизације GGDP 

представљају ent-, syn- и normal-CDP, у зависности од дитерпен синтазе класе 

II која врши синтезу. Производи дитерпен синтаза класе II даље бивају 

коришћени од стране специфичних дитерпен синтаза класе I, при чему 

настају специфична полициклична једињења (Peters, 2010). Гао (Gao) и 

сарадници (2009), известили су о функционалној карактеризацији две 

дитерпен синтазе које синтетишу прекурсоре нордитерпена абиетанског типа, 

таншинона, у врсти Salvia miltiorrhiza (кинеска жалфија). Окарактерисана 

дитерпен синтаза класе II названа је копалил дифосфат синтаза (SmCDS), и 

њен производ је CDP нормалне стереоизомерије. Други ензим, дитерпен 

синтаза класе I, названа је „ent-kaurene synthase-like“ (SmKSL), а њен 

производ је милтирадијен (абиета-8,12-диен), који је вероватни прекурсор 

таншинона (Guo и сар., 2013). Затим, окарактерисани су и ензими CYP76AH1 

кинеске жалфије и CYP76AH4 рузмарина, који су такође потенцијално део 

биосинтетског пута таншинона, и који врше синтезу првог фенолног 

једињења у ланцу реакција, феругинола (Guo и сар., 2013; Zi и Peters, 2013). 

Након првих есеја карактеризације, сматрало се да ови ензими који спадају у 

групу CYP450 ензима функционишу као оксидазе милтирадијена. Међутим, 

додатни експерименти су показали да синтези феругинола претходи 

ароматизација милтирадијена при чему настаје абиетатријен (Zi и Peters, 

2013), а да окарактерсани CYP450 ензими у ствари функционишу као 

абиетатријен оксидазе. Реакција ароматизације милтирадијена у 

абиетатријен лако се одвија спонтаном оксидацијом, мада постоји могућност 

и да је ензимски катализована у биљкама. 
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Иако таншинони нису присутни ни у рузмарину, ни у грчкој жалфији, 

карнозинска киселина представља једињење преко којега се они вероватно 

синтетишу у врсти Salvia miltiorrhiza. То отвара могућност да је биосинтетски 

пут до карнозинске киселине идентичан код све три наведене врсте, с том 

разликом што се код рузмарина и грчке жалфије пут на том кораку зауставља, 

а код Salvia miltiorrhiza се наставља све до таншинона.  

Интересантно је да је ген за ензим који синтетише милтирадијен (SmMDS) 

изолован такође и из врсте Selaginella moellendorffii, која припада пречицама 

(Sugai и сар., 2011). Ензим који врши катализу ове реакције припада групи 

двофункционалних дитерпен синтаза. Филогенетске анализе показале су да је 

милтирадијен синтаза из Selaginella moellendorffii сроднија са 

двофункционалним дитерпен синтазама скривеносеменица него са SmKSL. 

Ови резултати указују на могућност да су двофункционалне дитерпен синтазе 

скривеносеменица настале из двофункционалних дитерпен синтаза 

ликофита, а да је монофункционална милтирадијен синтаза код врсте Salvia 

miltiorrhiza настала независно из предачких монофункционалних дитерпен 

синтаза (Sugai и сар., 2011).  

Када је у питању даља синтеза карнозинске киселине, неопходни 

претпостављени кораци јесу једна додатна оксидација бензенског прстена 

феругинола и оксидација метил групе на позицији 20 до карбоксилне 

киселине. Редослед ових реакција може бити различит, и не може се са 

сигурношћу тврдити који је биосинтетски пут правилан, све док сви гени 

биосинтетског пута и/или одговарајући протеини не буду изоловани и 

окарактерисани. Међутим, на основу познавања метаболичког профила врста 

које садрже карнозинску киселину, може се претпоставити преко којих 

једињења се њена синтеза највероватније одвија. Писиферол, писиферал и 

писиферинска киселина детектовани су у неколико врста породице Lamiaceae 

(Bruno и сар., 1991;  a Ulubelen и сар., 2001; Fraga и сар., 2005), на основу чега 
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је веома могућа синтеза карнозинске киселине управо преко ових једињења 

(Слика 7).  

Милтирадијен је први пут описан као ново једињење након изолације гена 

који кодира његову синтазу у кинеској жалфији, и до сада нису испитиване 

његове биолошке активности. За разлику од милтирадијена, феругинол је 

добро познат и широко је распрострањен у биљном царству. Налази се код 

представника породица Podocarpaceae (Cambie и сар., 1984), Cupressaceae 

(Sharp и сар., 2001), Verbenaceae (Ono и сар., 1999), Salviniaceae (Li и сар., 

2013), Cistaceae (Demetzos и сар., 2002) Asteraceae (Boussaada и сар., 2008) и 

Pedaliaceae (Clarkson и сар., 2003). Широко је распрострањен и у породици 

Lamiaceae, посебно у роду Salviа, где је детектован код многих врста (Tsutomu 

и сар., 1983; Ulubelen и Topcu, 1992; Ulubelen и сар., 1994; Tayarani-Najaran и 

сар., 2013). Значајно је напоменути да је феругинол такође пронађен и у 

грчкој жалфији (Topcu и сар., 2013) и рузмарину (Yosr и сар., 2013). Додатне 

врсте породице Lamiaceae за које се зна да садрже феругинол су и 

Dorystoechas hastata (Ulubelen и сар., 2004), Stachys spruneri (Skaltsa и сар., 

2001), Sphacele chamaedryoides (Areche и сар., 2009) и Plectranthus narbatus 

(Costa и Nascimento, 2003). За феругинол је показано да поседује различите 

биолошке активности. Описана је антифунгална и антибактеријска активност 

(Muhammad и сар., 1992; Rodríguez и сар., 2006), а такође поседује и 

гастропротекивна (Rodríguez и сар., 2006; Areche и сар., 2007; Espinoza и сар., 

2008) и антиканцерогена својства (Iwamoto и сар., 2003; Son и сар., 2005; Li и 

сар., 2013; Tayarani-Najaran и сар., 2013). Уз то, феругинол се може користити 

као средство за снижавање крвног притиска (Ulubelen и сар., 2000) и за 

лечење чира на желуцу (Rodríguez и сар., 2006). Поседује и акарицидну 

(Chang и сар., 2001) и активност против изазивача маларије (Plasmodium) 

(Clarkson и сар., 2003). Најзад, слично карнозинској киселини, феругинол 

поседује и антиоксидативна својства (Ono и сар., 1999).  
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1.7. Улога EST секвенционирања у изолацији гена секундарног 

метаболизма 

Како би се искористио велики потенцијал који поседују медицинске 

биљке, неопходно је познавање начина синтезе секундарних метаболита in 

planta. Идентификација гена различитих биосинтетских путева пружа 

могућност стварања варијетета са унапређеним приносима или са измењеним 

метаболичким профилом. Такође, и алтернативни биотехнолошки методи 

производње на овај начин постају могући.  

Секвенционирање транскриптома може нам пружити важне информације 

о генима потенцијано везаним за секундарни метаболизам. Приликом 

проучавања биосинтезе секундарних метаболита, веома је битно обратити 

пажњу на то како су ови процеси регулисани. Постоје два начина регулације ─ 

просторна и временска. Неки од секундарних метаболита синтетишу се само у 

одређеним ткивима или под одређеним околностима, на пример под дејством 

стресогених фактора спољашње средине (Kliebenstein, 2004). Информације о 

варијабилности секундарних метаболита пружа нам компаративна 

метаболомика, уз помоћ које је могуће упоредити метаболичке профиле 

различитих варијетета или подврста, али такође и различитих ткива биљке. 

Такође, ова метода нам омогућава праћење промена узрокованих растом у 

различитим срединским условима. У сваком случају, компаративна 

метаболика је изузетно корисна за разоткривање биосинтетских путева, јер је 

најчешће садржај секундарних метаболита одређене биљке или ткива одраз 

нивоа експресије одговарајућих биосинтетских гена.  

Могући су различити приступи за проналажење гена укључених у 

биосинтезу секундарних метаболита. Један приступ јесте клонирање гена на 

основу хомологије. Ова метода је била изузетно заступљена у периоду који је 

претходио развоју геномских технологија, а уз помоћ ње изоловани су гени 

укључени у синтезу таксола. Ово једињење има антиканцерогени ефекат, а 
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гени његовог биосинтетског пута изоловани су из цДНК библиотека биљака 

рода Taxus (Croteau и сар., 2006). Од тренутка када се ген неког секундарног 

метаболита идентификује, постаје могуће и клонирање ортолога или 

хомолога овог гена из сродних врста, користећи стратегију хомологије 

секвенце. Међутим, ако овакав приступ не даје резултате, или не може да се 

примени, веома користан приступ јесте и анализа транскриптома, често 

комбинована са компаративном метаболомиком. Анализа транскриптома 

данас се одвија уз помоћ техника секвенционирања нове генерације. Резултат 

секвенционираља су велике количине EST (енг. Expressed sequence tag) 

поновака, који су довољне дужине да се могу уклопити у контиге који долазе 

од истог гена. Често се таквим уклапањем успешно добија информација о 

читавој дужини гена. Постоје многи примери клонирања гена за биосинтезу 

различитих секундарних метаболита, почев од терпена (Croteau и сар., 2006), 

преко фенилпропаноида (Gang и сар., 2002) до алкалоида (De Luca и 

Laflamme, 2001). Најзад, са развојем техника секвенционирања нове 

генерације, профилисање транскриптома могуће је обавити економичније и 

са још бољом покривеношћу. Једна од таквих технологија јесте и RNA-seq или 

Shotgun Sequencing целог транскриптома. Недавно, користећи RNA-seq 

приступ, испитан је транскриптом врсте Camellia sinensis (чај) (Shi и сар., 

2011). Анализа секвенци омогућила је идентификацију већине гена за синтезу 

секундарних метаболита важних за квалитет чаја, као што су флавоноиди, 

теанин и кофеин. Још један успешан пример јесте и недавна идентификација 

две гликозилтрансферазе укључене у синтезу флавоноида код врсте A. 

thaliana (Yonekura-Sakakibara и Hanada, 2011). Са брзим развијањем нових 

технологија секвенционирања, очекује се све већа улога анализе 

транскриптома у идентификацији гена биљног секундарног метаболизма, 

што се посебно односи на врсте које не спадају у модел-организме.  

У случају да је позната просторна или временска контрола синтезе 

секундарног метаболита од интереса, могуће је обавити профилисање 

транскриптома само из специфичног узорка, било да је у питању посебно 
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ткиво или узорак подвргнут посебном третману. На овај начин, поређење 

профила секундарних метаболита и одговарајућих EST библиотека сродних 

врста парадајза (Solanum esculentum и S. habrochaites), омогућило је брзу 

идентификацију кључних биосинтетичких гена више различитих 

сесквитерпена (van Der Hoeven и сар., 2000; Bleeker и сар., 2011). Такође, 

секвенционирање транскриптома изолованих жлезданих длака, произвело је 

велике колекције секвенци које су се показале изузетно корисним за 

идентификацију и карактеризацију гена биосинтетских путева. Све укупно, 

EST секвенционирање жлезданих длака обављено је за 16 различитих биљних 

врста. Прво EST секвенционирање жлезданих длака спроведено је за питому 

нану (Mentha x piperita) (Lange и сар., 2000). Резлултат овог пионирског 

подухвата била је идентификација гена MEP пута и пута биосинтезе ментола. 

Сличан приступ изабран је и за откривање гена секундарног метаболизма у 

босиљку (Ocimum basilicum). EST библиотеке су направљене за неколико 

варијетета босиљка са различитим профилима метаболита (Gang и сар., 2001; 

Gang  и сар., 2002; Davidovich-Rikanati, и сар., 2004; Iijima и сар., 2004), и на 

основу њих, успешно је идентификовано неколико кључних ензима синтезе 

монотерпена, сесквитерпена и фенилпропана (Gang и сар., 2002; Gang, и сар., 

2002; Iijima и сар., 2004; Iijima и сар., 2004; Koeduka и сар., 2006; Kapteyn и 

сар., 2007). Такође, EST база секвенци жлезданих длака врсте Cistus creticus 

послужила је као вредан извор за изолацију више гена укључених у синтезу 

терпена, a између осталог на овај начин први пут је окарактерисан ген за 

синтазу копал-8-ол дифосфата (CcCLS) (Falara и сар., 2008, 2010; Pateraki и 

Kanellis, 2008, 2010). Tоком више година велики труд је уложен и у EST 

секвенционирање жлезданих длака парадајза, од стране неколико 

различитих истраживачких група (van Der Hoeven и сар., 2000; Fridman и 

Pichersky, 2005; Besser и сар., 2009; Dai и сар., 2010; Bleeker и сар., 2011; 

McDowell и сар., 2011). Добијене секвенце представљале су корисно средство 

за расветљавање биосинтетских путева једињења специфичних за жлездане 

длаке парадајза, као што су метил кетони, (Fridman и сар., 2005; Yu и сар., 
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2010), монотерпени (Schilmiller и сар., 2009) и сесквитерпени (van Der Hoeven 

и сар., 2000; Leonhardt и сар., 2009). Идентификација гена укључених у ране 

кораке биосинтезе артемизинина такође је била могућа захваљујући EST бази 

секвенци жлезданих длака врсте Artemisia annua (Covello и сар., 2007; Covello, 

2008; Teoh и сар., 2009).  

1.8. Карактеризација функције гена 

Након добијања информације о транскриптому неке биљне врсте, следећи 

корак у расветљавању одређеног биосинтетског пута представља избор гена 

кандидата и утврђивање функције тих гена. Сама сличност секвенци 

одређених гена није довољна да се са сигурношћу утврди њихова улога. 

Разлог томе јесте веома брза еволутивна промена функције гена. Промена 

само неколико амино киселина у активном месту протеина може често да 

изазове велике промене у специфичности за одређени супстрат или производ. 

Такође, честа је и конвергентна еволуција гена, што додатно отежава 

функционалну карактеризацију гена секундарног метаболизма (Pichersky и 

Lewinsohn, 2011). In vitro биохемијски есеји често се користе за утврђивање 

функције гена. цДНК гена може бити клонирана и експримирана у 

одговарајућим организмима домаћинима који затим производе 

рекомбинантни протеин. Овакав приступ може бити примењен на читаву 

фамилију гена. На пример, 15 хомологих гена за метил естеразу из врсте A. 

thaliana клонирано је и експримирано у бактерији E. coli, што је резултирало 

производњом рекомбинантних протеина (Yang и сар., 2008). Даље, ови 

ензими су тестирани на већем броју потенцијалних супстрата путем 

биохемијских есеја. Иако су у питању биле хомологе секвенце, показало се да 

се та хомологија структуре не огледа и у хомологији њихове функције. Неке 

од њих као супстрат су користиле метил индол-3-ацетат, неке метил 

салицилат, а неке метил јасмонат (Yang и сар., 2008).  
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Од организама домаћина, за експресију хетерологих протеина најчешће се 

користи бактерија Escherichia coli, али и квасци (Saccharomyces cerevisiae, 

Pichia pastoris) и дуван (Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum). Сваки од 

наведених организама, било да је прокариотски (E. coli) или еукариотски 

(квасци, дуван), одликује се одређеним предностима и недостацима. За избор 

оптималног експресионог система, неопходно је пре свега узети у обзир 

карактеристике самог протеина, тј. његову биолошку активност и 

физичкохемијске карактеристике. Од не мање важности јесте и цена примене 

сваког од система, једноставност процеса експресије, као и његова сигурност.  

До сада најчешће коришћен домаћин за експресију „страних“ протеина 

свакако је бактерија E. coli. Предности њеног коришћења јесу брз раст, 

могућност континуалне ферментације и релативно ниска цена, уз 

комерцијалну доступност великог броја ћелијских сојева и експресионих 

вектора. Велики број биљних моно- и сесквитерпен синтаза успешно је 

експримиранио у E. coli и пречишћено за in vitro ензимске есеје (Degenhardt и 

сар., 2009). Такође, хетеролога експресија у E. coli примењивана је за 

испитивање функција различитих дитерпен синтаза. Један од најпознатијих 

примера јесте карактеризација синтазе таксадиена тисе, једног од прекурсора 

у биосинтези фармацеутског једињења паклитаксела (Huang и сар., 1998). 

Још једна дитерпен синтаза окарактерисана коришћењем рекомбинантних 

сојева бактерије E. coli јесте и Z-абиенол синтаза дувана (Nicotiana tabacum) 

(Sallaud и сар., 2012). Насупрот наведеним предностима, један од главних 

недостатака експресије бактерији E. coli јесте немогућност ћелија да обављају 

посттранслационе модификације протеина, што може негативно да утиче на 

њихову биолошку активност, функцију, структуру, растворљивост и 

стабилност (Jung и Williams, 1997; Linskens и сар., 1999). Проблем при 

експресији може претстављати и нестабилност плазмида и кодонска 

некомпатибилност, као и токсичност синтетисаног протеина.  
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Пекарски квасац (S. cerevisiae) већ 25 година се користи за експресију 

хетерологих гена (Hitzeman и сар., 1981). Због економске исплативости и 

безбедности за људску употребу, овај експресиони систем нашао је примену у 

производњи лекова, као што је вакцина против хепатитиса Б, на пример 

(DiMiceli и сар., 2006). Квасци са вишим еукариотима деле многе молекулске, 

генетске и биохемијске карактеристике, а погодни су и за ферментацију на 

индустријском нивоу, због чега поседују велики комерцијални потенцијал. 

Због свог богатог ендомембранског система, квасци имају способност 

секреције синтетисаних протеина у ванћелијски простор. Будући да су квасци 

једноћелијски еукариоти, у стању су да синтетишу растворљив 

рекомбинантни протеин, правилне тродимензионалне структуре, и да изврше 

све неопходне посттранслационе модификације (Daly и Hearn, 2005). 

Додатно, плазмиди са снажним промоторима су доступни, што олакшава 

производњу велике количине протеина од интереста. Једна од предности које 

пружа карактеризација функције протеина у квасцима, јесте и могућност 

експресије ензима чија је активност везана за унутрашње мембране, као што 

је ендоплазматични ретикулум или унутрашња мембрана митохондрија 

(Pompon и сар., 1996). Пример за такве ензиме су и цитохром P450 

монооксигеназе. Постоји значајан број истраживања у којима су дитерпен 

синтазе успешно синтетисане у квасцима (Engels и сар., 2008; Pateraki и 

Kanellis, 2008; Kirby и сар., 2010; Hamberger и сар., 2011). 

Када се микроорганизми користе као домаћини за експресију биљних 

протеина, често је неопходно конструисати комплексне путеве за синтезу 

прекурсора терпена, који не постоје природно у овим ћелијама. Због тога, 

данас је у широкој употреби привремена експресија протеина у врсти N. 

benthamiana, будући да биљке поседују како MVA, тако и MEP биосинтетске 

путеве (Goodin и сар., 2008). Такође, експресија in planta омогућава 

испитивање локализације унутар ћелијских органела. Поступак 

агроинфилтрације је веома ефикасан код врсте N. benthamiana, и у неким 

случајевима омогућио је производњу велике количине једињења од интереса 
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(Kapila и сар., 1997; Voinnet и сар., 2003). N. benthamiana искоришћена је 

успешно за производњу две биљне терпен синтазе врсте Artemisia annua 

(аморфадиен синтаза и епи-цедрол синтаза) (van Herpen и сар., 2010; 

Kanagarajan и сар., 2012). 

Када је у питању карактеризација протеина биосинтетских путева 

припадника породице Lamiaceae, забележена су успешна коришћења свих 

описаних система експресије. Експресијом у ћелијама E. coli, између осталог, 

окарактерисан је ензим врсте Salvia sclarea који синтетише (8R)-хидрокси-

CDP од GGDP, затим 3-карен синтаза врсте S. stenophylla, као и маноил 

синтаза врсте Coleus forskohlii (Hoelscher и сар., 2003; Günnewich и сар., 2013; 

Irini Pateraki и сар., 2014). Експресија у квасцима омогућила је 

карактеризацију милтирадиен и феругинол синтазе кинеске жалфије (Salvia 

miltiorrhiza), склареол синтазе врсте S. sclarea, транс-β-кариофилен врсте S. 

fruticosa, лимонен хидроксилазе нане (Mentha spp.), и других терпен синтаза 

(Caniard и сар., 2012; Z. Dai и сар., 2012; Guo и сар., 2013). Склареол синтаза је 

привремено експримирана и у листовима врсте N. benthamiana (Caniard и 

сар., 2012). Међу протеинима синтетисаним у овој врсти налази се и τ-

кардинол синтаза лаванде (Lavandula angustifolia) (Jullien и сар., 2014).  

Есеји функционалне карактеризације протеина секундарног метаболизма, 

као што су они наведени у претходним примерима, пружају коначни in vitro 

доказ о реакцијама које катализују испитивани ензими и о њиховој 

специфичности за супстрат или производ. 
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Основни научни циљ докторске дисертације био је испитивање биосинтезе 

карнозинске киселине код грчке жалфије (Salvia fruticosa Mill.) и рузмарина 

(Rosmarinus officinalis L.), са сврхом идентификације и функционалне 

карактеризације одговарајућих гена биосинтетског пута, као и развијања 

алтернативног биотехнолошког поступка за производњу ове вишеструко 

корисне супстанце у хетерологим системима. 

Реализација циљева обухватала је следеће кораке: 

- Оптимизација метода за изоловање жлезданих длака грчке жалфије и 

рузмарина. 

- Локализација ткива у коме се одвија синтеза карнозинске киселине 

анализом хемијског састава изолованих жлезданих длака и листова са 

укоњеним длакама помоћу LC-PDA-LTQ-Orbitrap FTMS методе. 

- Оптимизација метода за изоловање нуклеинских киселина из 

жлезданих длака и из листова са којих су длаке уклоњене. 

- Секвенционирање транскриптома грчке жалфије и рузмарина 454 GS 

FLX Titanium платформом, коришћењем РНК ткива које се одликује 

највишом концентрацијом карнозинске киселине.  

- Установљавање листе гена потенцијалних учесника у биосинтези 

карнозинске киселине, поређењем са хомологим секвенцама до сада већ 

окарактерисаних гена сродних биљних врста. 

- Изолација пуне дужине гена кандидата PCR техником и клонирање 

кодирајућих секвенци цДНК у векторе за експресију. 

- Функционална карактеризација рекомбинантних протеина у 

бактеријама (Echerichia coli), квасцима (Saccharomyces cerevisiae) и дувану 

(есеји привремене експресије у врсти Nicotiana benthamiana). 

- Идентификација производа ензимске реакције GC-MS анализом и 

NMR спектроскопијом. 
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3.1. Биљни материјал 

Биљке врсте Salvia fruticosa одгајене су или из семена прикупљених 2009. 

године од дивљих популација са острва Крит, Грчка (Кавуси-источни део 

острва, Врисес-западни део) или купљених од произвођача семена (B & T 

World Seeds, Aigues-Vives, Француска). Полазни биљни материјал за врсту 

Rosmarinus officinalis представљала су семена пореклом из Солуна, Грчка и 

купљена од произвођача семена (B & T World Seeds, Aigues-Vives, Француска). 

Биљке су гајене у стакленику Пољопривредног факултета Аристотеловог 

универзитета у Солуну (Грчка), под условима контролисане температуре 

(25/18 °C, дан/ноћ, зима; 32/20 °C, дан/ноћ, лето), уз природни фото период. 

За испитивање утицаја срединског стреса, биљке су расле под интензивним 

осветљењем (натријумска сијалица високог притиска ─ 400 W).  

3.2. Изолација жлезданих длака 

Абразија сувим ледом: Жлездане длаке, које су коришћене као материјал 

за изолацију гена и анализе њихове експресије, прикупљене су коришћењем 

модификоване методе „абразија сувим ледом“ (Yerger и сар., 1992). Листови 

рузмарина уклоњени са биљака стављени су директно у пластичне тубе од 50 

ml са завртњем, док су листови грчке жалфије претходно исечени на траке 

ширине 0.5 cm. Тако припремљени листови брзо су одложени у контејнер са 

течним азотом до следећег корака, који је представљао додавање 3 cm2 фино 

уситњеног сувог леда. Туба је затим до врха испуњена течним азотом, и 

подвргнута мешању на вортекс мешалици подешеној на максималну јачину, у 

трајању од 2 минута, што је омогућило одвајање жлезданих длака са 

површине листова. Затим је мешавина листова и сувог леда пребачена у 

цедиљку (величина поре 1.6 mM) и профилтрирана како би се одвојиле 

ослобођене жлездане длаке и суви лед од листова. Одмах затим, издвојене 

жлездане длаке (заједно са сувим ледом) смештене су у нову тубу. Исто то је 

урађено и са преосталим листовима. Тубе су враћене у контејнер са течним 
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азотом, после чега су пребачене на -80 °C. Овај метод био је ефикасан за 

добијање узорака чистих жлезданих длака, али анализа листова светлосним 

микроскопом након поступка абразије, показала је ипак да се одређен број 

длака задржао на површини листа. Због тога је било неопходно применити и 

додатни корак абразије уз помоћ четкице, како би се добили узорци листова 

без иједне жлездане длаке. У сврху „чишћења“ површине листова од свих 

длака, коришћена је четкица од синтетичког материјала отпорна на ниске 

температуре. Током читавог поступка, материјал је био потопљен у течни 

азот. Листови су на крају испрани етанолом охлађеним у течном азото, како 

би се у потпуности уклонили сви трагови длака како са абаксијалне, тако и са 

адаксијалне стране листова. Сав биљни материјал је чуван на -80 oC до 

следећег корака.  

Абразија стакленим куглицама: За анализу хемијског састава, жлездане 

длаке су издвојене коришћењем модификоване методе „абразија стакленим 

куглицама“ (Gershenzon и сар., 1992). Листови исечени са биљке потопљени су 

током 1 h у дестиловану воду охлађену ледом, која је садржавала 0,05 % Tween 

20. После одливања воде, листови су два пута испрани леденом водом и затим 

подвргнути абразији коришћењем апарата bead-beater (Biospec Products, 

Bartlesville, САД). У комору апарата стављен је припремљени биљни 

материјал, 65 ml стаклених куглица (пречника 0.5 mM), XAD-4 смола (1 g/g 

биљног материјала), и екстракциони пуфер охлађен на леду (25 mM HEPES 

pH 7.3, 12 mM KCl, 5 mM MgCl2, 0.5 mM K2HPO4, 0.1 mM Na4P2O7, 5mM DTT, 

2.4 g l-1 сахароза, 26.4 g l-1 D-сорбитол, 6 g l-1 метил целулоза, and 10 g l-1 

поливинилпиролидон (PVP; Mr 40,000)) до пуне запремине. Након абразије, 

жлездане длаке су одвојене од биљног материјала, стаклених куглица и XAD-

4 смоле пропуштањем садржине коморе кроз лабораторијско сито од 250 μm. 

Материјал задржан на ситу је још два пута испиран са 100 ml леденог 

изолационог пуфера (екстракциони пуфер без метил целулозе), са поновним 

пропуштањем кроз сито након сваког испирања. Профилтрирани пуфер са 

жлезданим длакама је сакупљен, чему су уследиле филтрације редом кроз 
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сита од 106 μm и 75 μm. Филтрат је затим сакупљен у неколико пластичних 

туба за центрифугирање од 50 ml. Жлездане длаке су наталожене 

центрифугирањем током 2,5 минута на 2500 rpm, супернатант је одливен, а 

талози (жлездане длаке) су пребачене у микротубе од 1.5 ml и ускладиштене 

на -80 °C. Листови су након процеса абразије одвојени од стаклених куглица и 

XAD-4 смоле филтрирањем кроз цедиљку (величина поре 1.6 mM), пребачени 

у тубу од 50 ml и одложени на -80 °C. Ефикасност уклањања жлезданих длака 

потврђена је прегледањем узорака под светлосним микроскопом. 

3.3. Изолација РНК из жлезданих длака 

За изолацију РНК, жлездане длаке и листови без длака су одвојено 

хомогенизовани у авану, уз додатак течног азота, до финог праха. РНК 

високог квалитета изолована је коришћењем комерцијалног комплета 

Spectrum Plant Total RNA Kit (Sigma, САД), и PureLink RNA Mini Kit (Ambion, 

САД) по упутству произвођача. Концентрација добијене РНК одређена је 

спектрофотометријски, апаратом NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, САД). 

Квалитет РНК изоловане за потребе 454 секвенционирања додатно је испитан 

слањем компанији Plataforma de Transcriptòmica (Parc Cientific de Barcelona 

и universitat de Barcelona, Шпанија) за S. fruticosa и компанији Bioprobe Lp 

R&D Laboratories (Солун, Грчка) за R. officinalis, на анализу помоћу Agilent 

2100 Bioanalyzer система (Agilent Technologies, САД).  

3.4. Електрофоретске технике 

3.4.1. Агарозни гел 

За раздвајање, идентификовање и пречишћавање фрагмената 

нуклеинских киселина, коришћени су агарозни гелови различите 

концентрације (0,8-1,2 %), у 1 % TАE пуферу (40 mM Tris, 20mM сирћетна 

киселина и 1 mM EDTA). ДНК је обојена етидијум бромидом (0.5 pg/ml). 
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3.4.2. SDS-гел електрофореза (SDS) 

За раздвајање и идентификовање синтетисаних протеина, примењена је 

SDS електрофореза. Апарат за електрофорезу (Bio-Rad, САД), припремљен је 

по упутству произвођача. 8 ml припремљеног гела за раздвајање (1,6 ml 40 % 

акриламид, 2 ml 1,5 М Tris pH 8,3, 80 μl 10 % SDS, 80 μl 10 % APS, 8 μl TEMED, 

4,2 ml H2O), пастеровом пипетом је разливено између две стаклене плоче, до 

отприлике две трећине запремине. Моментално је додат изопропанол да 

уклони кисеоник са горње површине гела и да изравна његову површину. 

Након сат времена полимеризације, изопропанол је одливен и горња 

површина гела испрана је дестилованом водом. Сви трагови воде пажљиво су 

уклоњени филтер папиром. Затим је припремљено 5 ml гела за надслојавање 

(0,75 ml 40 % акриламид,1, 25 ml 0,5 М Tris pH 6,8, 50 μl 10 % SDS, 50 μl 10 % 

APS, 5 μl TEMED, 4,2 ml H2O), који је преливен преко гела за раздвајање. У гел 

је затим уроњен чешаљ. Након полимеризације од један сат, чешаљ је 

пажљиво извађен, а формирани бунарићи испрани су дестилованом водом. 

Плоче су затим постављене у каду за електрофорезу и наливен је 1х Tris-

глицин електрофоретски пуфер (192 mM глицин, 0.1 % SDS, 25 mM Tris HCl, 

pH подешена на 8.3). Пре сипања протеинских узорака, прво је обављена 

денатурација коришћењем пуфера за узорке (5 mМ Tris pH 6,8, 1,5 % DTT, 2 % 

SDS, 0,1 % бромофенол плаво, 10 % глицерол). Након додавања пуфера за 

денатурацију, узорци су инкубирани на 100 °С током 3-5 минута. Протеински 

узорци су затим охлађени на леду и центрифугирани на 13000 rpm током 2 

минута. Упоредо са узорцима, коришћен је и молекулски маркер Unstained 

Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, САД), за одређивање релативне 

молекулске масе протеина. Узорци и маркер су сипани у бунариће и 

електрофореза је рађена на 200 V. Након завршетка електрофорезе, гел је 

пажљиво одвојен од стаклених плоча, испран водом, и стављен у раствор за 

бојење (0.25 g Coomassie brilliant bleu R 250, 10 % сирћетна киселина, 50 % 

метанол, 40 % H2O). Након сат времена вишак боје је уклоњен стављањем у 

раствор за обезбојавање (10 % сирћетна киселина, 50 % метанол, 40 % H2O). 
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Процес обезбојавања трајао је од 4 h до 16 h са неколико мењања раствора за 

обезбојавање. 

3.5. PCR амплификација 

За изолацију непознатих региона, и за изолацију пуне дужине гена, 

коришћена је PCR техника, уз коришћење Platinum Taq полимеразe (Life 

Technologies Corporation, САД) и Phusion Hot Start Flex DNA полимеразе (New 

England Biolabs, САД). Phusion Hot Start Flex одликује се веома ниском 

стопом грешака при полимеризацији нуклеотида, тако да је изузетно корисна 

за изолацију гена чију је функцију потребно испитати. За постављање 

реакција коришћена су упутства произвођача, а услови појединачних 

реакција описани су у поглављима који описују клонирање гена кандидата. 

Након амплификације овим ензимом, настали фрагменти ДНК имали су 

равне крајеве (енг. blunt ends). У случајевима када је након амплификације 

било планирано ТА клонирање добијених фрагмената, било је неопходно 

додати аденинске наставке на 3' крајеве оба ланца ДНК, што је обављено уз 

помоћ Taq полимеразе (KapaTaq, Kapa biosystems, САД). У 30 μl PCR 

производа додато је 1 μl 10 mM dNTPs, 13,8 μl стерилне воде и 0,2 μl KapaTaq 

полимеразе. Реакција је инкубирана на 72 °С током 20 минута.  

За директно проверавање да ли одређена бактеријска колонија садржи 

плазмид од интереса, коришћена је PCR техника директно на колонијама 

(енг. colony PCR). У ту сврху, у 20 μl стерилне воде, у PCR микротуби, 

инокулирана је мала количина бактерија пореклом од једне појединачне 

колоније. Од те количине, 10 μl је даље коришћено за PCR, а остатак је 

сачуван за инокулацију LB подлоге колонијом, и за пречишћавање исправног 

плазмида. За PCR реакцију, прво је било неопходно лизирати ћелије како би 

се плазмид ослободио. То је постигнуто почетним кораком у којем је 

припремљених 10 μl растворених бактерија загревано на 100 °C у трајању од 3 

минута, у PCR машини. Тек након тога су у PCR микротубу додате и остале 
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компоненте реакције (1х KapaTaq Buffer B, 10 mM dNTPs, 10 μM прајмери, 

1,25 U KapaTaq DNA Polymerase, дестилована вода до 20 μl коначне 

запремине), на леду. За амплификацију су коришћени прајмери специфични 

за векторе (Табела 2). Програм амплификације био је следећи: 2 минута на 95 

°С, 35 циклуса од 30 °С секунди на 95 °С, 30 секунди на одређеној 

температури хибридизације (зависно од коришћених прајмера) и 2 минута и 

30 секунди на 72 °С и на крају 2 минута на 72 °С. Производи реакције су 

проверавани на агарозном гелу.  

3.6. ТА клонирање 

За ТА клонирање коришћен је комплет TA TOPO (Life Technologies 

Corporation, САД). Производи PCR реакције су након додавања аденинских 

наставака, повезани са плазмидом pCRII, који је линеаран и на својим 

крајевима има везан ензим топоизомеразу. Током ТОРО реакције, 

топоизомераза обухвата крајеве PCR производа и на тај начин их уграђује у 

плазмид. Услови реакције били су следећи: 1,5 μl PCR производа инкубирано 

је 15 минута са 0,5 μl раствора соли, 0,5 μl вектора pCRII и 0,5 μl стерилне 

воде. Након тога, читава ТОРО реакција искоришћена је за трансформацију 

бактерија Mach1.  

3.7. Клонирање засновано на рестрикционим ензимима 

Рестрикциони ензими препознају и секу специфичне секвенце дволанчане 

ДНК, због чега се користе као алатка у методологији рекомбинантне ДНК. 

Након сечења, на крајевима ДНК фрагмената остају кратке једноланчане 

секвенце, које су „лепљиве“ (енг. sticky ends). На одредишни вектор може се 

такође деловати истим рестрикционим ензимом, па се комплементарни 

„лепљиви“ крајеви фрагмента и вектора могу спојити помоћу ензима ДНК 

лигазе. За сврху клонирања рестрикционим ензимима, секвенци прајмера 

додаје се и одређено рестрикционо место, како би било могуће 

амплификовану секвенцу исећи и повезати са одрећеним вектором. 
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Клонирање уз помоћ рестрикционих ензима обављено је или директним 

сечењем производа PCR реакције, или пребацивањем секвенце гена из већ 

постојећег вектора. Ако PCR производ није директно сечен, за његово 

умножавање прво је коришћена техника ТА клонирања уз помоћ комплета TA 

TOPO (Life Technologies Corporation, САД), што је подразумевало клонирање у 

вектор pCRII, трансформaцију бактерија E. coli и проверу исправности 

клонирања секвенционирањем. Тек након тога, из pCRII вектора, ген је 

исечен и пребачен у жељени вектор за експресију.  

Рестрикционо сечење такође је коришћено и за потврду успешности 

клонирања, тј. уметања жељеног фрагмента у вектор.  

 

Рестрикциони 
ензими пуфер BSA 

BamHI x EcoRI NEBuffer 4 да 
BamHI x MfeI NEBuffer 4 не 
BamHI x NotI NEBuffer 4 да 
BamHI x XhoI NEBuffer 4 да 
EcoRI x NotI NEBuffer 4 да 
EcoRI x XbaI NEBuffer 4 да 
HindIII x BamHI NEBuffer 4 не 
HindIII x BglII NEBuffer 2 не 
HindIII x ClaI NEBuffer 4 да 
MfeI x NotI NEBuffer 4 да 
NheI x HpaI NEBuffer 4 да 
XbaI x BamHI NEBuffer 4 да 
XbaI x BglII NEBuffer 2 не 
XbaI x HpaI NEBuffer 4 да 

 
 
Табела 1. Услови  рестрикционих реакција (коришћени пуфери и неопходност 
додавања BSA).  

Рестрикционо сечење у сврху клонирања обављено је истовремено са оба 

рестрикциона ензима (енг. double digest). Рестрикциона реакција обично је 

садржавала 20 ng/μl ДНК, 1х BSA (ако је било неопходно за дати ензим), 1х 
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пуфер рестриционог ензима (NEBuffer 2 или 4), 5-10 U сваког рестрикционог 

ензима на сваки μg ДНК, у 30 или 50 μl коначне запремине реакције. 

Појединости везане за услове рестрикционих реакција дате су у табели 1, а 

парови ензима коришћени за сечење фрагмената ДНК и одредишног вектора 

наведени су у табели 5. Инкубација са ензимом на температури од 37 °С 

трајала је сат времена када су секвенце припремане за лигацију, и 15 минута 

за проверу успешности клонирања. Фрагменти су након сечења раздвајани уз 

помоћ агарозног гела, и пречишћавани за потребе даљих корака лигације.  

3.8. Пречишћавање из агарозног гела 

За пречишћавање жељеног фрагмента из агарозног гела, коришћен је 

комплет NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey und Nagel, Немачка), по 

упутству произвођача. На овај начин пречишћавани су како фрагменти ДНК 

после дигестије, тако и производи PCR реакција. 

3.9. Спајање вектора и фрагмента ДНК 

Како би се одредила концентрација ДНК фрагмента и вектора након 

дигестије, извршена је квантификација на гелу, поређењем са ДНК маркером 

познатих концентрација трака (Lambda DNA/HindIII Marker, Fermentas, 

САД). Спајање жељеног фрагмента ДНК са вектором обављено је 

инкубирањем ДНК фрагмента са линеаризованим вектором у присуству 1х 

пуфера и 1 μl ДНК лигазе (Т4 DNA ligase, NEB, САД) у 20 ml реакције. Бројни 

однос молекула плазмида према молекулу фрагмента био је 1:3, а количина 

вектора најчешће 20 ng у рекцији запремине 20 ml. Инкубација је обављана 

на 16 °C током 16 h. Такође је као контрола постављана и идентична реакција 

са изостављеним ДНК фрагментом. 5 μl реакције је сутрадан коришћено за 

трансформацију компетентних ћелија. По појави колонија, исте су 

инокулиране у 5 ml течне LB подлоге са одговарајућим антибиотиком, и 

остављене да инкубирају преко ноћи. Успешност лигације проверавана је или 
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PCR техником директно на колонијама, или изолацијом плазмида и сечењем 

рестрикционим ензимима.  

3.10. Трансформација бактерија Escherichia coli 

Компетентне ћелије: За потребе клонирања коришћене су комерцијалне 

компетентне Mach1 E. coli ћелије (Life Technologies Corporation, САД), а 

такође је коришћен и метод припреме компетентних ћелија у 

лабораторијским условима. Поступак је био следећи: 5 ml LB подлоге 

инокулирано је Mach1 ћелијама, и затим су ћелије остављене да инкубирају на 

37 °С преко ноћи. Након 14-16 h, 100 ml загрејане LB подлоге инокулирано са 

1 ml преконоћне културе, и настављена је инкубација на 37 °С до OD600~0,2. 

Затим је подлога са ћелијама подељена у две пластичне епрувете од 50 ml, и 

раст ћелија је заустављен хлађењем на леду у трајању од 20 минута. Након 

тога су културе центрифугиране на 4 °С, на 4000 rpm у тајању од 10 минута. 

Супернатант је одливен, и у сваку епрувету је додато 25 ml пуфера (50 mM 

CaCl2, 15 % глицерол, 10 mM MOPS pH 6,6). Епрувете су опет инкубиране на 

леду 20 минута, и центрифугиране на исти начин. Након одливања 

супернатанта, у сваку епрувету је додато 4 ml охлађеног пуфера. По 100 μl 

овако припремљених ћелија је аликвотирано у микротубе од 1,5 ml, и брзо 

убачено у контејнер са течним азотом ради тренутног замрзавања. 

Компетентне ћелије припремљене на овај начин чуване су на -80 °С до 

употребе.  

Трансформација: Микротуба са 100 μl компетентних ћелија је држана на 

леду до првих знакова отапања. 10-100 ng ДНК је затим додато и ћелије су 

инкубиране на леду током 30 минута. Ћелије су подвргнуте топлотном удару 

трајања 45 секунди на 42 °C у воденом купатилу и затим инкубиране на леду 

два минута. Након тога је у микротубу додато 300 μl LB или SOC (Life 

Technologies Corporation, САД) течне подлоге и ћелије су инкубиране на 37 °C 

током 1 h. 50-100 μl ћелија је засејано на Петри шољу са LB-агар подлогом и 
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одговарајућим антибиотиком. Петри шоље су остављене да инкубирају на 37 

°C пеко ноћи, до појаве колонија.  

3.11. Изолација плазмида из бактерија 

Плазмиди су изоловани из бактерија коришћењем комплета NucleoSpin 

Plasmid (Macherey und Nagel, Немачка), по упутству произвођача. 

Концентрација изолованих плазмида одређена је спектрофотометријски, 

апаратом NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific, САД). 

3.12. Храњиве подлоге 

Лурија-Бертани (LB) подлога: 

1 % (w/v) NaCl, 1 % (w/v) пептон, 0.5 % (w/v) екстракт квасца. За припрему 

чврсте LB подлоге, наведеној мешавини је додато 2 % (w/v) агара по 

подешавању pH на 5.8-6.2. Подлога је аутоклавирана под стандардним 

условима (20 минута на температури од 121 °C). Антибиотици су додати у 

подлогу охлађену на 55 °C. Након хлађења, подлоге су чуване на 4 °C. 

YPD подлога: 

 1 % (w/v) екстракт квасца, 2 % (w/v) пептон, 2 % (w/v) глукоза. За чврсту 

подлогу, pH је подешена на 5.8-6.2. Агар је коришћен у концентрацији од 2 % 

(w/v). Подлога је аутоклавирана под стандардним условима (20 минута на 

температури од 121 °C). 

Glu/CM (Complete minimal) подлогa: 

0.13 % (w/v) dropout прашак, 0.67 % (w/v) YNB (yeast nitrogen base) без 

амино киселина, 2 % (w/v) глукоза. За чврсту подлогу, pH је подешена на 5.8-

6.2, и коначна концентрација агара била је 2 % (w/v). Glu/CM садржи све 

амино киселине неопходне за раст квасца, и користи се као подлога за 

селекцију. Изостављање једне или више амино киселинa из dropout прашка 
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омогућава селекцију само оних ћелија које су трансформисане одговарајућим 

плазмидима. 

3.14. Изолација и функционална карактеризација гена 

3.14.1. Експресиони вектори 

Напомена: вектори ptacHA, pUTDH3myc, pHTDH3myc, pWTDH3myc и 

pYX143 описани у наставку добијени су љубазношћу др Антониоса Макриса. 

Бактеријска експресија: 

- ptacHA вектор за експресију у бактерији E. coli (Слика 8), конструисан 

је модификацијом pGEX плазмида (Pharmacia, САД). Поседује tac промотер 

чија је експресија под контролом lacI гена, који је у такође у саставу плазмида. 

Индукција lacI гена се врши једињењем IPTG. У саставу плазмида ptacHA 

налази се и секвенца која кодира за низ хистидина на крају синтетисаног 

протеина, као и хемаглутининска „етикета“ (HA-tag) за имунодетекцију. 

 

Слика 8. Мапа плазмида ptacHA, коришћеног за експресију у бактерији E. coli. 

ptacHA
5 089 bp

lacI

Amp R

6XHIS-HA

tac promoter

BamHI
EcoRI

NotI
XhoI
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Експресија у квасцима:  

- pUTDH3myc вектор коришћен је за конститутивну експресију протеина 

од интереста у S. cerevisiae. Експресијом руководи промотер TDH3 који је 

додатно спојен са myc етикетом. Садржи и URA3 (урацил) ген за селекцију у 

квасцима и ген за отпорност на ампицилин (AmpR) за селекцију у E. coli. 

Такође, у саставу плазмида се налази и 2μ место почетка репликације за 

интензивно умножавање унутар ћелије (Слика 9).  

- pHTDH3myc вектор по свему је био исти као и pUTDH3myc, осим што је 

селекција у квасцима била обезбеђена геном HIS3 (хистидин) (Слика 9).  

- pWTDH3myc био је сличне структура као за претходна два вектора, а 

селекција у квасцима била је обезбеђена TRP1 (триптофан) геном (Слика 9).  

- pYX143 вектор такође је коришћен за за експресију у S. cerevisiae. 

Експресија се одвијала под контролом конститутивног промотера TPI, а за 

селекцију у квасцима овај вектор поседовао је ген LEU2 (леуцин).  

 

Експресија у N. benthamiana:  

- pGA643 бинарни вектор коришћен је за есеје привремене експресије у 

N. benthamiana. Вектор се састојао од CaMV 35S промотора, nos терминатора 

транскрипције врсте Agrobacterium tumefaciens и гена за отпорност на 

тетрациклин tetR (An и сар., 1989) (Слика 10). 
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Слика 9. Мапе плазмида pUTDH3, pHTDH3 и pWTDH3, коришћених за експресију у 
квасцима. 
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Слика 10. Мапа плазмида pGA643, коришћеног за експресија у N. benthamiana. 

 

Табела 2. Секвенце вектор-специфичних прајмера, коришћених за потврду 
правилне интеграције инсерта секвенционирањем и PCR техником на колонијама. 

 

Назив вектора Назив прајмера Секвенца прајмера 

ptacHA 
ptacEX for 5’-TTCTGAAATGAGCTGTTGAC-3’ 

T7 Promoter 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ 

pUTDH3, pHTDH3, pWTDH3 
TDH3 seq 5'-ATTGTAATTCTGTAAATCTA-3' 

cyc1 seq 5'-CGTGAATGTAAGCGTGACATAA-3' 

pGA643 
For pGA643 5'-TAAGGGATGACGCACAATCCC-3' 

Rev pGA643 5'-TTATATCAGCTGGTACATTGCCG-3' 

pCRII 
M13UF 5'-GTTGTAAAACGACGGCCAGT-3' 

M13UR 5'-CAGGAAACAGCTATGACC-3' 

pGA643
11601 bp

nos-nptII

traJ

trfA

tetA

tetR

Promoter P 1

Promoter P 2

Rep Origin 1

Terminator 1

Terminator 2

oriT 1

Hin dIII

Bgl II

Hpa I

Xba I
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3.14.2. Клонирање гена  

Поступак клонирања гена приказан је на слици 11. Општи услови реакција 

које чине појединачне кораке процеса клонирања (PCR амплификација, 

пречишћавање нуклеинских киселина, сечење рестрикционим ензимима, 

лигација, трансформација бактеријских ћелија и провера исправности 

клонирања) дати су у поглављима 2.5-2.11. Појединости везане за клонирање 

изолованих генских секвенци дати су у наставку. 

 

Слика 11. Кораци процеса клонирања. 
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3.14.2.1. Клонирање цДНК потенцијалне терпен синтазе SfCPS 

EST анализом цДНК библиотеке жлезданих длака листова биљке S. 

fruticosa пронађен је контиг 195, хомолог копалил дифосфат синтазама. Овај 

контиг није садржавао 5' крај гена. У циљу функционалне карактеризације 

гена приступљено је изолацији пуне дужине цДНК те потенцијалне копалил 

дифосфат синтазе која је названа SfCPS. 

Клонирање 5' краја цДНК: Први корак у изолацији 5' краја цДНК било је 

извођење PCR технике на цДНК библиотеци као матрици, коришћењем 

прајмера конструисаног на основу секвенце плазмида цДНК библиотеке 

(M13F: 5΄-GTAAAACGACGGCCAG-3΄) и прајмера специфичног за контиг 195 

(04_K19_R: 5΄-CTTGAGTTCTATCAGGTTCAAATATGGTTGCTG-3΄). Услови PCR 

реакције су били следећи: 1 ng плазмидне ДНК, 1.5 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPs, 

2 μM прајмера M13F, 2 μM прајмера 04_K19_R, 1 U Platinum Taq полимеразе 

(Life Technologies Corporation, САД), 1x PCR пуфера, према следећем 

програму: 2 минута на 94 °С, 35 циклуса од 30 секунди на 94 °С, 30 секунди на 

55 °С и 2 минута и 30 секунди на 72 °С, и на крају 7 минута на 72 °С. Производ 

амплификације је клониран у pCRII вектор и секвенциониран. Утврђено је 

успешно изоловање додатног дела секвенце гена, с тим што је и даље мали 

део 5' краја цДНК остао непознат, због чега је настављено са покушајима 

изолације. Други корак изолације 5' краја цДНК било је извођење 5' RACE 

технике на цДНК изолованој из жлезданих длака биљке S. fruticosa као 

матрици. Синтеза цДНК и PCR реакције обављене су коришћењем 5' RACE 

System for Rapid Amplification of cDNA Ends комплета (Life Technologies 

Corporation, САД), на 1 μg РНК жлезданих длака. За реверзну транскрипцију 

коришћен је прајмер специфичан за ген (5CopR172_GSP1: 5'- 

CGGCGTTCTCGATGAATTTCAAGC-3'), а синтетисана цДНК је обележена dC 

репом коришћењем компоненти комплета. PCR реакција је изведена из два 

круга, коришћењем прајмера RACE комплета и прајмера специфичних за ген 

(први круг- 5CopR140_GSP2: 5'-TCATCTTTGGTCTTCATGAACACCTGG-3'; 
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други круг- 5CopR83_GSP3: 5'-GCCATCGCCTGACTGCAGTTTCAGAATC-3'). Као 

матрица за други круг PCR реакције коришћен је 1 μl реакционе смеше прве 

PCR амплификације. Услови реакције били су исти као у случају PCR 

амплификације коришћењем цДНК библиотеке. 

Изолација пуне дужине гена обављена је на цДНК изолованој из 

жлезданих длака, коришћењем директног (SfCopS-5BamHI_0: 5'-

GGATCCATGACCTCTATGTCCTCTC-3') и реверзног прајмера (SfCopS-3MfeI: 5'-

CAATTGTCATACGACCGGTCCAAAGAG-3'), који су били конструисани тако да 

у себи садрже и рестрикциона места за клонирање у бактеријски и 

експресиони вектор квасца. Услови PCR реакције су били следећи: 150 ng 

цДНК, 1.5 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPs, 2 μM прајмера SfCopS-5BamHI_0, 2 μM 

прајмера SfCopS-3MfeI, 1 U Platinum Taq полимеразе, 1x PCR пуфера, према 

следећем програму: 2 минута на 94 °С, 35 циклуса од 30 °С секунди на 94 °С, 

30 секунди на 55 °С и 3 минута и 30 секунди на 72 °С и на крају 7 минута на 72 

°С. Такође, изолована је и „скраћена“ секвенца цДНК гена коришћењем 

директног прајмера (SfCopS-5BamHI_91: 5'- GGATCCGCATGCGCATGGCTGAA-

CAG-3') који је почињао од 91. нуклеотида отвореног оквира читања гена (енг. 

Open reading frame, скраћено ORF), под истим условима PCR реакције. 

Предвиђање дужине транзитног пептида за конструисање „скраћене“ 

секвенце цДНК обављено је уз помоћ TargetP 1.1 алгоритма 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/).  

Све секвенце су након амплификације клониране у pCRII вектор за 

клонирање након чега су конструкти pCRII-SfCPS (пуна дужина гена) PCRII-

SfCPSm („скраћена“ секвенца) секвенционирани у циљу провере исправности 

клонирања.  
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Клонирање у експресионе векторе:  

Бактеријска експресија: Плазмид ptacHA је коришћен за функционалну 

карактеризацију у бактерији E. coli. „Скраћена“ секвенца цДНК гена 

пребачена је лигацијом уз помоћ T4 DNA лигазе из PCRII вектора 

коришћењем рестрикционих ензима BamHI и MfeI/EcoRI. Исправност 

новонасталог конструкта ptacHA-SfCPSm проверена је секвенционирањем.  

Експресија у квасцима: Рестрикционим ензимима BamHI и NotI 

„скраћена“ секвенца цДНК исечена је из конструкта ptacHA-SfCPSm и 

пребачена у pUTDH3myc плазмид лигацијом уз помоћ T4 DNA лигазе, чему је 

уследила провера конструкта pUTDH3-SfCPSm помоћу секвенционирања.  

Есеј привремене експресије у врсти Nicotiana benthamiana: За клонирање 

пуне дужине цДНК у експресиони плазмид pGA643 употребљена је техника 

PCR амплификације, при чему је као матрица послужио PCRII-SfCPS 

конструкт. Амплификација је обављена директним (SfCDS full HindIII 5’: 5'- 

GCATGAAAGCTTATGACCTCTATGTCCTCTCTAAAT-3') и реверзним (SfCDS full BglII 

3’: 5'- GCATGAAGATCTTCATACGACCGGTCCAAAGAG-3') прајмером. Услови PCR 

реакције су били следећи: 1 ng плазмидне ДНК, 200 μM dNTPs, 0,5 μM 

прајмера SfKS full HindIII 5’, 0,5 μM прајмера SfKS full BglII 3’, 1 U Phusion Hot 

Start Flex DNA полимеразе (New England Biolabs, САД) и 1x Phusion HF 

пуфера, према следећем програму: 30 секунди на 98 °С, 32 циклуса од 10 °С 

секунди на 98 °С, 30 секунди на 61 °С и 1 минут на 72 °С и на крају 10 минута 

на 72 °С. Након амплификације, уследила је дигестија PCR производа 

рестрикционим ензимима HindIII и BglII. Такође је и плазмид pGA643 

припремљен дигестијом истим ензимима, након чега је уследилo повезивање 

секвенци T4 лигазом и коначно потврда успешности клонирања 

секвенционирањем.  
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3.14.2.2. Клонирање цДНК потенцијалне терпен синтазе SfKSL 

EST анализом цДНК библиотеке жлезданих длака листова биљке S. 

fruticosa пронађен је контиг 66 хомолог каурен синтазама. Овај контиг није 

садржавао 5' и 3' крај гена. У циљу функционалне карактеризације гена 

приступљено је изолацији пуне дужине цДНК те потенцијалне каурен синтазе 

која је названа SfKSL. 

Клонирање 5' и 3' краја цДНК: Изолација 5' и 3' краја цДНК извршена је 

помоћу PCR технике на цДНК библиотеци као матрици, коришћењем 

прајмера конструисаних на основу секвенце плазмида цДНК библиотеке 

(M13F: 5΄-GTAAAACGACGGCCAG-3΄ и pDNRLib reverse 2: 5΄-

CTCCTAGGGAAACAGCTATGACCATGTTC-3΄) и прајмера специфичног за 

контиг 66 (424_02_A10F: 5΄-GATATATTTTTGGAGGTTGGTAAGGCT-3΄и 

RCA02_A10_R: 5΄-CCATCGCTCCATGTGTCTAATTCTATCTTG-3'). Услови PCR 

реакције су били следећи: 1 ng плазмидне ДНК, 1.5 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPs, 

2 μM прајмера библиотеке, 2 μM прајмера специфичног за ген, 1 U Platinum 

Taq полимеразе, 1x PCR пуфера, према следећем програму: 2 минута на 94 °С, 

35 циклуса од 30 °С секунди на 94 °С, 30 секунди на 55 °С и 2 минута и 30 

секунди на 72 °С и на крају 7 минута на 72 °С. Производ амплификације је 

клониран у pCRII вектор и секвенциониран. Резултати секвенционирања су 

показали да изоловани 5' и 3' крајеви гена не припадају контизи 66, већ 

њеном паралогу. Због велике сличности новоизоловане секвенце са каурен 

синтазама, одлучено је да се настави са изолацијом пуне дужине њене цДНК. 

Конструисани су прајмери за изолацију (5SfKaurSfull(BamHI): 5'-

GGATCCATGCTTCTTACCTTCAACATCACC-3' и SfKaurS_3_XhoI: 5'-

CTCGAGCTATTCTCCAACGGGCTCATA-3'), а као матрица је коришћена на 

цДНК изолована из жлезданих длака. Прајмери су у себи садржавали места за 

клонирање у бактеријски и експресиони вектор квасца. Услови PCR реакције 

су били следећи: 150 ng цДНК, 1.5 mM MgCl2, 0,8 mM dNTPs, 2 μM прајмер 

5SfKaurSfull(BamHI), 2 μM прајмер SfKaurS_3_XhoI, 1 U Platinum Taq 
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полимераза, 1x PCR пуфер, према следећем програму: 2 минута на 94 °С, 35 

циклуса од 30 °С секунди на 94 °С, 30 секунди на 55 °С и 3 минута и 30 

секунди на 72 °С и на крају 7 минута на 72 °С. Такође, изолована је и 

„скраћена“ секвенца цДНК гена коришћењем директног прајмера који је 

почињао од 148. нуклеотида ORF-а (SfKaurS_BamHI_147: 5'-

GGATCCACTCCTCCAACTGATTTG-3'), под истим условима PCR реакције као и 

за изолацију пуне дужине гена. Предвиђање дужине транзитног пептида за 

конструисање „скраћене“ секвенце цДНК обављено је уз помоћ TargetP 1.1 

алгоритма.  

Све секвенце су након амплификације клониране у pCRII вектор након 

чега су конструкти pCRII-SfKSL (пуна дужина гена) и pCRII-SfKSLm 

(„скраћена“ секвенца) секвенционирани у циљу провере исправности 

клонирања.  

Конструисање експресионих вектора:  

Бактеријска експресија: Плазмид ptacHA је коришћен за функционалну 

карактеризацију у бактерији E. coli. „Скраћена“ секвенца цДНК гена 

пребачена је лигацијом уз помоћ T4 DNA лигазе из pCRII-SfKSLm вектора 

коришћењем рестрикционих ензима BamHI и XhoI. Исправност новонасталог 

конструкта ptacHA-SfKSLm проверена је секвенционирањем.  

Експресија у квасцима: Рестрикционим ензимима BamHI и XhoI 

„скраћена“ секвенца цДНК исечена је из конструкта ptacHA-SfKSLm и 

пребачена у pHTDH3myc плазмид лигацијом уз помоћ T4 DNA лигазе, чему је 

уследила провера конструкта pHTDH3- SfKSLm помоћу секвенционирања. 

Есеј привремене експресије у врсти Nicotiana benthamiana: За клонирање 

пуне дужине цДНК у експресиони плазмид pGA643 употребљена је техника 

PCR амплификације, при чему је као матрица послужио pCRII-SfKSL 

конструкт. Амплификација је обављена директним (SfKS full HindIII 5’: 5'- 



Материјал и методе 
 

61 
 

GCATGAAAGCTTATGCTTCTTACCTTCAACATCACC-3') и реверзним (SfKS full BglII 3’: 

5'- GCATGAAGATCTCTATTCTCCAACGGGCTCATA-3') прајмером. Услови PCR 

реакције су били следећи: 1 ng плазмидне ДНК, 200 μM dNTPs, 0,5 μM 

прајмера SfKS full HindIII 5’, 0,5 μM прајмера SfKS full BglII 3’, 1 U Phusion  Hot 

Start Flex DNA полимеразе и 1x Phusion HF пуфера, према следећем програму: 

30 секунди на 98 °С, 32 циклуса од 10 °С секунди на 98 °С, 30 секунди на 66 °С 

и 1 минут на 72 °С и на крају 10 минута на 72 °С. Након амплификације, 

уследила је дигестија PCR производа и рестрикционим ензимима HindIII и 

BglII. Такође је и плазмид pGA643 припремљен дигестијом истим ензимима, 

након чега је уследила лигација и коначно потврда успешности клонирања 

секвенционирањем.  

3.14.2.3. Клонирање цДНК потенцијалних цитохрома P450 

За све потенцијалне цитохром P450 гене, 454 секвенционирање пружило је 

информацију о комплетном ORF региону, тако да је било могуће одмах 

приступити изолацији пуне дужине гена из цДНК жлезданих длака. Једини 

изузетак су била два контига, Sfru.N01.C016156 и Sfru.N01.C021415, за које су 

анализе поређења са секвенцама из NCBI базе података показале да 

највероватније представљају 5' и 3' крај једног истог гена. На основу региона 

око START кодона контига Sfru.N01.C016156 конструисан је директни, а на 

основу региона око STOP кодона контига Sfru.N01.C021415, конструисан је 

реверзни прајмер. У табели 3 су приказане све изоловане секвенце и 

назначено је у који плазмид је сваки од гена клониран за испитивање 

експресије. Звездицом је обележено клонирање обављено од стране др 

Антониоса Макриса.  
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Табела 3. Изоловани цитохром P450 кандидати грчке жалфије и рузмарина, са 
назнаком у који одредишни вектор су клонирани.  

*клонирање обавио др Антониос Макрис 

врста Полазни EST контиг 
Анотација 
изоловане 
секвенце 

клонирање 

S. fruticosa 
 

Sfru.N01.C007784/85 
CYP71AxSf3 pWTDH3myc, pGA643 
CYP71AxSf4 pWTDH3myc 

Sfru.N01.C002897 CYP71AxSf1 pWTDH3myc, pGA643 
Sfru-N01.C005075 CYP71AySf1 pWTDH3myc*, pGA643 
Sfru.N01.C005693 CYP72AxSf1 pWTDH3myc*, pGA643 

Sfru.N01.C007652/53 
CYP96xSf2 pWTDH3myc, pGA643 
CYP96xSf3 pWTDH3myc* 

Sfru.N01.C012726 CYP96xSf1 pWTDH3myc*, pGA643 
Sfru.N01.C013081 CYP72xSf1 pWTDH3myc*, pGA643 

Sfru.N01.C001944 
CYP71DSf2 pWTDH3myc* 
CYP71DSf3 pWTDH3myc* 

Sfru.N01.C002373 
CYP71ASf1 pWTDH3myc* 
CYP71ASf4 pWTDH3myc* 

Sfru.N01.C008404 CYP72AxSf2 pWTDH3myc* 
Sfru.N01.C016156/Sfru.N01.C021415 CYP76AAxSf2 pWTDH3myc, pGA643 

R. officinalis 
 

Roff.N01.C033986 CYP71AxRo1 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C034529 CYP71AyRo1 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C034470 CYP72AxRo4 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C034550 CYP72AxRo2 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C034293 CYP96xRo1 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C034476 CYP96xRo2 pWTDH3myc, pGA643 

Roff.N01.C027381/82 CYP72xRo1 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C021640 CYP76AAxRo3 pWTDH3myc, pGA643 
Roff.N01.C021643 CYP76AАxRo4 pWTDH3myc, pGA643 

 

Изолација цитохрома P450 обављена је коришћењем цДНК жлезданих 

длака грчке жалфије и рузмарина, уз помоћ 1 U Phusion Hot Start Flex DNA 

полимеразе, и уз додатак 200 μM dNTPs, 0,5 μM директног прајмера, 0,5 μM 

реверзног прајмера и 1x Phusion HF пуфера. Секвенце прајмера наведене су у 

табели 4, а PCR амплификација обављена је уз коришћење следећег 

програма: 30 секунди на 98 °С, 32 циклуса од 10 °С секунди на 98 °С, 30 

секунди на одговарајућој температури хибридизације и 1 минут на 72 °С и на 
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крају 10 минута на 72 °С. За клонирање у вектор за експресију у квасцима, 

pWTDH3myc, амплификоване секвенце гена су прво клониране у pCRII 

вектор и секвенциониране, након чега су секвенце гена пребачене у 

одредишни вектор рестрикционим клонирањем. У случају клонирања у 

бинарни вектор pGA643, за привремену експресију у N. benthamiana, 

примењена је метода директне дигестије PCR производа, након чега је 

следила лигација са одредишним вектором и секвенционирање. Након 

потврде исправности конструкта, исти су трансформисани даље у 

одговарајуће сојеве микроорганизама (сојеви квасаца АМ104 и АМ113 су 

трансформисани конструктима на бази pWTDH3myc вектора, а A. tumefaciens 

GV3101 је трансформисан конструктима на бази pGA643 вектора). 

3.14.3. Конструисање вектора за експресију у квасцима за гене 

RoCPS и RoKSL1 

RoCPS и RoKSL1 гени су амплификовани са вектора pICH41083-RoCPS и 

pICH41083-RoKSL1 (добијени од др Алана Тисијеa (Alain Tissier), Институт за 

биохемију биљака, Лајбниц, Немачка). Секвенце су клониране и у својој пуној 

дужини (RoCPSf и RoKSL1f) и као „зреле“ верзије, без транзитног пептида 

(RoCPSm и RoKSL1m). Дужина транзитног пептида за RoCPS и RoKSL1 гене, 

одређена уз помоћ TargetP 1.1 алгоритма, износила је 67 и 46 амино киселина, 

редом. Следећи прајмери, који су садржавали рестрикциона места, 

коришћени су за амплификацију: RoCPS full BamHI For: 5'-

GCATGAGGATCCATGACCTCTAT GTCCTCTCTAAATTTG-3' (за пуну дужину 

RoCPS), RoCPS mat BamHI For: 5'-GCATGAGGATCCATGGCGTCACAAGT-

GAGTGAAAAAGG-3' (за „зрели“ RoCPS), RoCPS NotI Rev: 5'-

GCATGAGCGGCCGCTTCATACGACCGGTCCAAACAG-3', RoKSL1 full BamHI For: 

5'-GCATGAGGATCCATGTCTCTCGCCTTCAACC-3' (за пуну дужину RoKSL1), 

RoKSL1 mat BamHI For: 5'-GCAT GAGGATCCATGTGCAACCTTA-

CTACAACAGATTTG-3' (за „зрели“ RoKSL1) и RoKSL1 NotI Rev: 5'-

GCATGAGCGGCCGCTTCATTTGCCACTCACTTTTTTG-3'. Услови PCR реакције 
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су били следећи: 1 ng плазмидне ДНК, 200 μM dNTPs, 0,5 μM директног 

прајмера, 0,5 μM реверзног прајмера, 1 U Phusion Hot Start Flex DNA 

полимеразе и 1x Phusion HF пуфера, према следећем програму: 30 секунди на 

98 °С, 25 циклуса од 10 °С секунди на 98 °С, 30 секунди одређеној 

температури хибридизације и 1 минут и 15 секунди на 72 °С и на крају 10 

минута на 72 °С. Температуре хибридизације за RoCPSf, RoKSL1f, RoCPSm и 

RoKSL1m биле су 66 °С, 62 °С, 70 °С и 67 °С, редом. PCR производи су 

директно третирани рестрикционим ензимима и након тога пречишћени на 

гелу. Лигација у одредишне векторе обављена је уз помоћ BamHI и NotI 

„лепљивих“ крајева. Плазмиди који су коришћени за експресију у ћелијама 

квасца били су: pUTDH3 за RoCPS и pHTDH3myc за RoKSL1. На овај начин 

конструисани су следећи вектори: pHTDH3-RoCPSf, pHTDH3-RoCPSm, 

pUTDH3-RoKSLf и pUTDH3-RoKSLm. 
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Табела 5. Комбинације рестрикционих ензима коришћених за сечење секвенци за 
потребе клонирања. 

Назив гена Одредишни 
вектор 

Рестрикциони ензими 

Сечење 
фрагмента ДНК 

Сечење 
одредишног 
вектора 

SfCPS 
ptacHA BamHI x MfeI BamHI x EcoRI 
pUTDH3 BamHI x NotI BamHI x NotI 
pGA643 HindIII x BglII HindIII x BglII 

SfKSL 
ptacHA BamHI x XhoI BamHI x XhoI 
pHTDH3 BamHI x XhoI BamHI x XhoI 
pGA643 HindIII x BglII HindIII x BglII 

CYP71AxSf3 
pWTDH3 EcoRI x NotI EcoRI x NotI 
pGA643 NheI x HpaI XbaI x HpaI 

CYP71AxSf4 pWTDH3 EcoRI x NotI EcoRI x NotI 

CYP71AxSf1 
pWTDH3 BamHI x XhoI BamHI x XhoI 
pGA643 XbaI x BamHI XbaI x BglII 

CYP71AySf1 pGA643 HindIII x BglII HindIII x BglII 
CYP72AxSf1 pGA643 HindIII x BamHI HindIII x BglII 

CYP96xSf2 pWTDH3 MfeI x NotI EcoRI x NotI 
pGA643 HindIII x BamHI HindIII x BglII 

CYP96xSf1 pGA643 HindIII x BamHI HindIII x BglII 
CYP72xSf1 pGA643 XbaI x BglII XbaI x BglII 

CYP76AAxSf2 
pWTDH3 EcoRI x XbaI EcoRI x XbaI 
pGA643 XbaI x BamHI XbaI x BglII 

CYP71AxRo1 
pWTDH3 BamHI x XhoI BamHI x XhoI 
pGA643 XbaI x BamHI XbaI x BglII 

CYP71AyRo1 
pWTDH3 BamHI x XhoI BamHI x XhoI 
pGA643 HindIII x BglII HindIII x BglII 

CYP72AxRo4 
pWTDH3 BamHI x NotI BamHI x NotI 
pGA643 HindIII x BglII HindIII x BglII 

CYP72AxRo2 
pWTDH3 BamHI x XhoI BamHI x XhoI 
pGA643 HindIII x BglII HindIII x BglII 

CYP96xRo1 
pWTDH3 MfeI x NotI EcoRI x NotI 
pGA643 HindIII x ClaI HindIII x ClaI 

CYP96xRo2 
pWTDH3 BamHI xXhoI BamHI x XhoI 
pGA643 XbaI x BamHI XbaI x BglII 

CYP72xRo1 
pWTDH3 BamHI xNotI BamHI xNotI 
pGA643 XbaI xBglII XbaI x BglII 

CYP76AAxRo3 pWTDH3 BamHI xXhoI BamHI x XhoI 
pGA643 XbaI xBamHI XbaI x BglII 

CYP76AАxRo4 
pWTDH3 BamHI xXhoI BamHI x XhoI 
pGA643 XbaI xBamHI XbaI x BglII 
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3.14.4. Функционална карактеризација гена хетерологом 

експресијом 

За испитивање активности изолованих гена, коришћене су следећи 

организми: 

Εscherichia coli: 

BL21-CodonPlus (DE3)-RIL – сој бактерије E. coli који је конструисан на 

тај начин да садржи додатне копије гена који кодирају argU, ileY, и leuW 

тРНК. Недостатак ових тРНК често ограничава транслацију хетерологих 

протеина у E. coli. На додатном плазмиду (pACYC), овај бактеријски сој 

садржи и ген за отпорност на хлорамфеникол.  

Saccharomyces cerevisiae:  

АМ104 – сој квасца који на свом хромозому садржи вишеструке 

интеграције K6R стабилизоване верзије HMG2, инактивирајућу мутацију 

на једном од алела сквален синтазе ERG9 и убиквитин лигаза UBC7 и 

SSM4, и једну копију GGDPS1 гена врсте Cistus creticus (Falara и сар., 2010) 

на 3' крају FLO8 гена. 

АМ113 – сој квасца који садржи хетерозиготне делеције за гене ERG9, 

UBC7, SSM4, MCT1 и WHI2, експримира ген GGDPS1 из врсте Cistus 

creticus, FDPS1 ген из врсте Salvia fruticosa и садржи две копије 

стабилизоване варијанте гена HMG2. 

Agrobacterium tumefaciens:  

GV3101 – сој за трансформацију биљака који у геному садржи ген за 

отпорност на рифампицин. На Ti плазмиду pMP90 садржи ген за 

отпорност на гентамицин.  
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3.14.4.1. Функционална карактеризација потенцијалних терпен 

синтаза SfCPS и SfKSL у бактерији E. coli  

Конструкти ptacHA-SfCPS и ptacHA-SfKSL уведени су у BL21-CodonPlus 

(DE3)-RIL E. coli компетентне ћелије трансформацијом. Течне културе 

трансформисаних бактерија (200 ml), пре индукције додавањем 

изопропил-β-D-тиогалактозидом (IPTG) у медијум, гајене су у Ерленмајер 

боци запремине 1 l на 37 °C до одговарајуће оптичке густине на 600 nm у 

течном Лурија-Бертани (LB) медијуму са додатком антибиотика за 

селекцију (50 μg/ml aмпицилин, 50 μg/ml канамицин, 17 μg/ml 

хлорамфеникол), уз сталну аерацију на хоризонталној ротационој 

мешалици, при брзини од 200 обртаја у минути. После индукције, културе 

су гајене на собној температури. У циљу дефинисања оптималних услова за 

бактеријску експресију SfCPSm протеина, тестиране су комбинације 

различитих параметара индукције и услова раста. Индукција синтезе 

протеина помоћу IPTG у концентрацијама од 0,4 mM и 1,0 mM је 

тестирана, затим четири различита времена инкубирања након индукције 

(4 h, 8 h, 12 h, 18 h), и такође две различите вредности оптичке густине на 

600 nm бактеријске културе (OD600=0,5 и OD600=1) у тренутку индукције. 

Бактеријска експресија SfKSLm протеина извршена је на тај начин што су 

културе инкубиране на собној температури у трајању од 16 h после 

индукције са о,4 mM IPTG, у тренутку када је оптичка густина достигла 

вредност 0,5. Након тога, бактеријске културе су сталожене 

центрифугирањем на 12.000 g током 30 секунди и одложене на -20 °С до 

тренутка коришћења. 

Пречишћавање протеина обележених His-tagging методом:  

Сталожене ћелије су растворене у леденом лизирајућем пуферу (50 mM 

NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM имидазол [pH 8.0]) уз додатак лизозима (1 

mg/ml) и 1 mM фенилметилсулфонил флуорида (PMSF). Количина додатог 

лизирајућег пуфера била је 1 ml на 10-20 ml почетне бактеријске културе. 

Суспензија ћелија инкубирана је на леду 30 минута, након чега су ћелије 

додатно лизиране соникацијом на леду. Лизат је пречишћен 
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центрифугирањем на 13.000 g током 20 минута, на 4 °C. На 1 ml 

супернатанта додато је 50 μl смоле за пречишћавање (Talon metal affinity 

resin, Clontech, САД) нормализоване у лизирајућем пуферу. Суспензија 

смоле инкубирана је на вертикалној ротационој мешалици, на 4 °C, током 

60 минута како би се омогућило везивање протеина обележених 

полихистидинским репом за смолу. Смола је затим сталожена 

центрифугирањем на 1400 rpm, на 4 °C. Након тога, смола је испрана три 

пута са пуфером за испирање (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM 

имидазол [pH 8.0]). Количина додатог пуфера износила је 1 ml на сваких 

100 μl смоле. Елуирање протеина са смоле извршено је додатком 100 μl 

елуционог пуфера (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM имидазол [pH 

8.0]) на сваких 100 μl смоле. Три одвојена елуента су спојена. Први елуент 

је чуван у 50 % глицеролу на -80 °C до тренутка коришћења. Аликвоти 

фракција након испирања и преостали елуенти одмах су анализирани SDS-

PAGE техником.  

Ензимски есеји: 

SfCPSm: Активност пречишћеног протеина тестирана је у пуферу који је 

садржавао 10 mM MOPS, pH 7.0, 20mM MgCl2, 0,2 mM MnCl2, 1 mM 

дитиотреитол. Као супстрат је коришћен геранилгеранил дифосфат 

(GGDP). Различите количине како супстрата GGDP, тако и протеина, 

тестиране су са циљем проналажења оптималног односа који ће 

резултовати највећом количином производа ензимске реакције. Такође, 

тестиране су различите дужине инкубирања реакција: 3 h, 16 h и 64 h. 

Ензимске реакције су након периода инкубације дефосфорилисане 

алкалном хидролизом, третирањем бактеријском алкалном фосфатазом у 

концентрацији 0,025 U/μl (Takara, Јапан), уз инкубирање на 37 °C. 

Различити периоди инкубирања са алкалном фосфатазом су тестирани- 1 

h, 4 h и 16 h. 

Две различите методе су коришћене за прикупљање испарљивих 

производа реакције — екстракција органским растварачем и 

микроекстракција у чврстој фази (Solid Phase Microextraction — SPME) (2 
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cm-50/30 μm VB/Carboxen/PDMS StableFlex Fiber for Manual Sampling, 

Supelco, САД). За екстракцију коришћењем растварача, реакционе смеше 

су, одмах након постављања реакција дефосфорилације, пажљиво 

надливене једнаком запремином етил-ацетата или хексана, и остављене да 

инкубирају. Након инкубације, хидролизовани производи су екстраховани 

у органски растварач интензивним мешањем на вортекс мешалици. 

Трагови воде уклоњени су додавањем мале количине Na2SO4, који је затим 

уклоњен центрифугирањем. Екстракти су чувани на 4 °C до тренутка 

коришћења. Концентровање екстраката на десетину запремине обављено 

је помоћу вакум упаривача (Gyro Vap, Howe, Велика Британија). За SPME 

метод, 500 mM HCl додат је у реакцију ензимског есеја. Након тога је 

уследила инкубација у трајању од 1 h на 50 °C уз лагану активност 

хоризонталне ротационе мешалице. Узорковање је обављено излагањем 

влакна SPME апаратуре у простор изнад узорка. Након 30 минута, влакно 

са апсорбованим једињењима поново је враћено у иглу апаратуре. Аналити 

су десорбовани са влакна на капиларну GC колону увођењем игле SPME 

апаратуре у загрејани ињектор. 

SfKSLm: Активност ензима тестирана је коришћењем 3 μl пречишћеног 

рекомбинантног протеина, уз додатак пречишћеног протеина SfCPSm у 

истом пуферу за ензиматски есеј (10 mM MOPS, pH 7.0, 20mM MgCl2, 0,2 

mM MnCl2, 1 mM дитиотреитол). Финална концентрација супстрата GGDP 

била је 200 μM у 50 μl ензимске реакције. GGDP је био присутан у реакцији 

као супстрат за SfCPSm, а производ те реакције представљао је супстрат за 

SfKSLm. Реакционе смеше су пажљиво надливене једнаком запремином 

хексана, и остављене су да инкубирају током ноћи на собној температури. 

Након инкубације, производи реакције су екстраховани у органски 

растварач интензивним мешањем на вортекс мешалици. Трагови воде 

уклоњени су додавањем мале количине Na2SO4, који је затим уклоњен 

центрифугирањем. Екстракти су ускладиштени на 4 °C до GC-MS анализе.  
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3.14.4.2. Функционална карактеризација гена у квасцима 

3.14.4.2.1. Трансформација квасаца 

Ћелије квасца инокулиране су у 5 ml YPD течне подлоге и инкубиране 

преко ноћи на 30 °C, уз аерацију на ротационој мешалици, на 200 rpm. 

Сутрадан, 5 ml преконоћне културе разблажено је до OD600~0.1 у 50 ml 

свежег медијума и инкубирано до OD600~0.5. Ћелије су преципитиране 

центрифугирањем на 1000 g током 5 минута, и затим испране са ddH2O и 

растворене у 250 μl Раствора 1 (1 M литијум ацетат, 10X TE пуфер, ddH2O, у 

односу 1:1:8, редом). 50 μl овако припремљене смеше ћелија додато је у 

микротубу од 1,5 ml у којој се налазило 50 ng плазмидне ДНК. 300 μl 

Раствора 2 (1 M литијум ацетат, 10X TE пуфер, 50 % PEG, у односу 1:1:8, 

редом) додато је у сваку микротубу, смеше су измешане на вортекс 

мешалици и остављене да инкубирају на 30°C током 30 минута. Ћелијама 

је затим додатo 70 μl DMSO након чега су подвргнуте топлотном удару на 

42 °C током 15 минута. Ћелије су затим засејане на одговарајућу Glu/CM 

(Complete minimal) подлогу (0.13 % (w/v) dropout прашак, 0.67 % (w/v) 

YNB (yeast nitrogen base) без амино киселина, 2 % (w/v) глукоза). За 

чврсту подлогу, pH је подешена на 5.8-6.2, и коначна концентрација агара 

била је 2 % (w/v). Glu/CM садржи све амино киселине неопходне за раст 

квасца, и користи се као подлога за селекцију. Изостављање једне или 

више амино киселине из dropout прашка омогућава селекцију само оних 

ћелија које су трансформисане одговарајућим плазмидима.  

3.14.4.2.2. Конструисање сојева  

За карактеризацију гена у квасцима, коришћена је могућност да се више 

гена интродукује у једну ћелију, трансформацијом са више плазмида 

истовремено. На овај начин могуће је реконституисати читав биосинтетски 

пут неког једињења, а у овом раду принцип истовремене експресије 

искоришћен је првобитно за испитивање истовремене експресије гена 

SfCPS и SfKSL. Након потврде ефикасности система детекцијом 

синтетисаног милтирадијена, такав систем искоришћен је да се додатно 
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трансформише и цитохром P450 кандидатима за следећи ген у низу. 

Припремљени су сојеви наведени у табели 6, трансформацијом основних 

сојева АМ104 и АМ113 плазмидима који су носили гене за дитерпен 

синтазе и цитохроме P450. Ген CcGGDPS1 интегрисан у хромозом основних 

сојева квасца обезбеђивао је почетни супстрат у ланцу реакција. У случају 

функционалне карактеризације цитохрома P450, сојеви су додатно 

трансформисани конструктима pYX143-HA-SfCPR или pYX143-HA-PtCPR2 

који су носили гене SfCPR (Макрис и сар., необјављени резултати) и 

PtCPR2 (D. Ro и сар., 2002) за цитохром P450 редуктазу грчке жалфије и 

тополе, редом (конструкти су добијени љубазношћу др Антониоса 

Макриса).  

3.14.4.2.3. Експресија гена у квасцима 

Квасци су након трансформације инокулирани у одговарајућу течну 

селективну Glu/CM подлогу и инкубирани на хоризонталној ротационој 

мешалици (250 rpm) до засићења подлоге (24-48 h) на 30 °C, у Ерленмајер 

боцама од 250 ml (SPME анализа) и 150 ml (екстракција хексаном). За 

SPME анализу инокулирано је 50 ml подлоге, а за екстракцију хексаном 25 

ml. Након периода инкубације, прикупљени су производи ензимских 

реакција или SPME системом или екстракцијом хексаном. За узорковање 

испарљивих једињења SPME методом, испарљива једињења су 

прикупљена излагањем влакна SPME апаратуре у атмосферу изнад 50 ml 

културе у трајању од 30 минута. Затим је влакно враћено у иглу апаратуре, 

и узорак је био спреман за анализу коришћењем GC-MS методе. За 

екстракцију хексаном, 25 ml културе квасца обављено је три пута са 25 ml 

органског растварача. Процес екстракције је подразумевао инкубацију 

култура са хексаном у ултрасоничном воденом купатилу на 40 °C. Трагови 

воде из резултујућих 75 ml хексанског екстракта уклоњени су додавањем 

MgSO4, који је затим уклоњен филтрирањем екстракта кроз филтер папир. 

Екстракт је након тога упарен до 100 μl под струјом ваздуха. Екстракција за 

структурну карактеризацију уз помоћ NMR (нуклеарна магнетна 

резонанца) методе изведена је додавањем хексана у 750 ml течне културе 
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квасца и енергичним мућкањем рукама. Екстракција је поновљена три 

пута. 

Табела 6. Сојеви квасаца конструисани за анализу експресије гена кандидата.  

Сој квасца Хромозомалне интеграције Плазмидне трансформације CPR2 
АМ104 

Mat a/alpha, GALp-
(K6R)HMG2::HOX2, ura3, his3, 

trp1, PTDH3-HMG2(K6R)X2-
::leu2, 

PTDH3-HMG2(K6R)::HO1, 
ERG9/erg9, uBC7/ubc7, 

ssm4::/SSM4, 
PTDH3-CcGGDPS1-FLO8 -HIS3 

 

- - 
АМ104-1 SfCPS, SfKSL - 
АМ104-1-1 SfCPS, SfKSL, CYP71DSf2 

SfCPR 

АМ104-1-2 SfCPS, SfKSL, CYP71DSf3 
АМ104-1-3 SfCPS, SfKSL, CYP71AySf1 
АМ104-1-4 SfCPS, SfKSL, CYP72AxSf1 
АМ104-1-5 SfCPS, SfKSL, CYP71ASf1 
АМ104-1-6 SfCPS, SfKSL, CYP71ASf4 
АМ104-1-7 SfCPS, SfKSL, CYP72xSf1 
АМ104-1-8 SfCPS, SfKSL, CYP96xSf1 
АМ104-1-9 SfCPS, SfKSL, CYP72AxSf2 
АМ104-1-10 SfCPS, SfKSL, CYP72xRo1 
АМ104-1-11 SfCPS, SfKSL, CYP72AxRo2 
АМ104-1-12 SfCPS, SfKSL, празан вектор 
AM113 

Mat a/alpha, GALp-
(K6R)HMG2::HOX2, ura3,his3, 
trp1, PTDH3-HMG2(K6R)X2-

::leu2, PTDH3-
HMG2(K6R)::HO1, ERG9/erg9, 

uBC7/ubc7, ssm4::/SSM4, 
mct1/MCT1, whi2/WHI2 
PTDH3-CcGGDPS1-FLO8, 

PTDH3-SfFDPS1-FLO1 

- - 
AM113-1 SfCPS, SfKSL - 
AM113-1-1 SfCPS, SfKSL, CYP71DSf2 

PtCPR2 

AM113-1-2 SfCPS, SfKSL, CYP71DSf3 
AM113-1-3 SfCPS, SfKSL, CYP71AySf1 
AM113-1-4 SfCPS, SfKSL, CYP72AxSf1 
AM113-1-5 SfCPS, SfKSL, CYP71ASf1 
AM113-1-6 SfCPS, SfKSL, CYP71ASf4 
AM113-1-7 SfCPS, SfKSL, CYP72xSf1 
AM113-1-8 SfCPS, SfKSL, CYP96xSf1 
AM113-1-9 SfCPS, SfKSL, CYP72AxSf2 
AM113-1-10 SfCPS, SfKSL, CYP72xRo1 
AM113-1-11 SfCPS, SfKSL, CYP72AxRo2 
AM113-1-12 SfCPS, SfKSL, CYP71AxRo1 
AM113-1-13 SfCPS, SfKSL, CYP71AyRo1 
AM113-1-14 SfCPS, SfKSL, CYP72AxRo4 
AM113-1-15 SfCPS, SfKSL, CYP96xRo1 
AM113-1-16 SfCPS, SfKSL, CYP96xRo2 
AM113-1-17 SfCPS, SfKSL, CYP71AxSf3 
AM113-1-18 SfCPS, SfKSL, CYP71AxSf4 
AM113-1-19 SfCPS, SfKSL, CYP71AxSf1 
AM113-1-20 SfCPS, SfKSL, CYP96xSf2 
AM113-1-21 SfCPS, SfKSL, CYP76AAxSf2 
AM113-1-22 SfCPS, SfKSL, CYP76AAxRo3 
AM113-1-23 SfCPS, SfKSL, CYP76AАxRo4 
AM113-1-24 SfCPS, SfKSL, празан вектор 
AM113-2 RoCPSf, RoKSL1f - 
AM113-3 RoCPSf, RoKSL1m - 
AM113-4 RoCPSm, RoKSL1f - 
AM113-5 RoCPSm, RoKSL1m - 
AM113-4-1 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71DSf2 

PtCPR2 

AM113-4-2 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71DSf3 
AM113-4-3 RoCPSm, RoKSL1f,CYP71AySf1 
AM113-4-4 RoCPSm, RoKSL1f, CYP96xSf2 
AM113-4-5 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71AxRo1 
AM113-4-6 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71AyRo1 
AM113-4-7 RoCPSm, RoKSL1f, CYP96xRo1 
AM113-4-8 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71AxSf3 
AM113-4-9 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71AxSf4 
AM113-4-10 RoCPSm, RoKSL1f, CYP71AxSf1 
AM113-4-11 RoCPSm, RoKSL1f, CYP76AAxSf2 
AM113-4-12 RoCPSm, RoKSL1f,CYP76AAxRo3 
AM113-4-13 RoCPSm, RoKSL1f, CYP76AАxRo4 
AM113-4-14 RoCPSm, RoKSL1f, празан вектор 
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3.14.4.3. Есеј привремене експресије у врсти Nicotiana 

benthamiana 

3.14.4.3.1. Припрема компетентних ћелија Agrobacterium 

tumefaciens и њихова трансформација 

За есеј привремене експресије у Nicotiana benthamiana коришћене су 

бактерије Agrobacterium tumefaciens соја GV3101. За припрему 

компетентних ћелија инокулирано је 5 mL LB течне подлоге са додатком 

антибиотика за селекцију (рифампицин 50 μg/ml, гентамицин 25 μg/ml), 

након чега су ћелије гајене на 28 °С уз сталну аерацију на ротационој 

мешалици (200 rpm). Затим је преконоћном културом инокулирано 50 mL 

LB подлоге са истим антибиотицима, и настављено је гајење на 28 °С до 

достизања OD600 од приближно 0,5. У том тренутку је раст ћелија 

заустављен хлађењем на леду у тајању од 15 минута. Након тога, културе су 

центрифугиране на 4 °С, брзином од 3000 rpm, током 5 минута. Ћелије су 

одвојене од подлоге одливањем супернатанта, и затим су растворене у 1 ml 

стерилног 20 mM раствора CaCl2. Тако припремљене ћелије су 

аликвотиране по 100 μl у микротубе од 1,5 ml и моментално залеђене у 

течном азоту, након чега су пребачене на -80 °C до даље употребе.  

Компетентне ћелије су појединачно трансформисане плазмидима 

pGA643 који су у себи носили гене од интереса (види табелу 6). Ћелије су са 

-80 °C пребачене на лед, и моментално након отапања, у микротубу са 

ћелијама додато је 1 μg плазмида. Затим су микротубе пребачене у 

контејнер са течним азотом, где су инкубиране 10 минута, а након тога је 

уследила инкубација на 37 °C трајања 5 минута. Након додавања 1 ml LB 

течне подлоге, ћелије су инкубиране на 28 °C током 4 h. Након периода 

инкубације, ћелије су наталожене центрифугирањем у трајању од 30 

секунди на 4000 rpm, супернатант је одливен, а ћелијама је додато 200 μl 

LB течне подлоге. Ћелије су растворене у подлози и засејане на LB чврсту 

подлогу са антибиотицима за селекцију (рифампицин 50 μg/ml, 
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гентамицин 25 μg/ml, тетрациклин 15 μg/ml), након чега су остављене на 

28 °C да инкубирају до појаве колонија. Провера успешности 

трансформације обављена је затим PCR техником директно на колонијама. 

3.14.4.3.2. Агроинфилтрација 

Трансформисани сојеви A. tumefaciens инокулирани су у 50 ml LB течне 

подлоге са антибиотицима за селекцију (рифампицин 50 μg/ml, 

гентамицин 25 μg/ml, тетрациклин 15 μg/ml), након чега су гајени на 28 

°C, током 48 h, уз аерацију на хоризонталној ротационој мешалици (250 

rpm). Ћелије су прикупљене центрифугирањем трајања 20 минута на 4000 

g. На исти начин, припремљен је и сој који синтетише протеин p19 који 

врши супресију биљног gene silencing одговора на инфекцију (Voinnet и 

сар., 2003), (добијен из лабораторије Дејвида Болкомба, John Innes Centre 

Norwich, Велика Британија), a такође и сој који синтетише ген за цитохром 

P450 редуктазу врсте A. thaliana (AtCPR1, NCBI референтни број: 

NP_194183.1; секвенца је добијена од Др Аланa Тисијеа). Након тога, 

ћелије су поново растворене у пуферу који је садржавао 10 mM MES, 10 mM 

MgCl2 и 100 μM ацетосирингон (Sigma, САД) до оптичке густине (OD600) од 

приближно 0,5 и остављене да инкубирају на собној температури на 

ротационој мешалици (50 rpm) током 2 h. За истовремену инфилтрацију, 

помешане су једнаке запремине ћелија у инфилтрационом пуферу, тако да 

оптичка густина сваког соја посебно буде приближно 0,5. За испитивање 

активности гена SfKSL, листови су истовремено инокулирани сојевима са 

генима SfCPS, SfKSL и P19; за феругинол синтазе гени SfCPS, SfKSL, P19, 

AtCPR1 и SfFS/RoFS1/RoFS2 су коришћени; за цитохроме P450 фамилије 

CYP71, коришћени су гени SfCPS, SfKSL, SfFS, CYP71AyRo1, CYP71AySf1, 

CYP71AxRo1, CYP71AxSf1 и CYP71AxSf3. Као контрола, ген чија функција је 

испитивана замењен је празним бинарним вектором pGA643. Листови 

биљака Nicotiana benthamiana инфилтрирани су ћелијама A. tumefaciens 

након чега су биљке гајене у комори за раст на 23 °C са светлосним 

периодом од 16 h током пет дана. После тог периода, инфилтрирани 

листови су прикупљени и подвргнути екстракцији хексаном. Прво, листови 

(1 g) су хомогенизовани до финог праха у авану, помоћу течног азота, 
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након чега су екстраховани два пута са 3 ml хексана. Екстракција је 

изведена на тај начин што су хомогенизовани листови прво измешани на 

вортекс мешалици са хексаном, а затим је мешавина инкубирана током 15 

минута у ултрасоничном купатилу. Комбиноване хексанске фракције из 

три екстракције раздвојене су од биљног материјала центрифугирањем на 

5000 rpm током једног минута, а трагови воде уклоњени су додавањем 

MgSO4. Последњи корак пред даљу анализу представљало је упаравање 

екстракта до коначне запремине од 50 μl. 

3.15. Инструменталне методе хемијске анализе 

3.15.1. Гасна хроматографија-масена спектрометрија (GC-MS)  

 GC-MS анализа изведена је коришћењем Shimadzu GC/MS-QP2010 

система (Shimadzu, Немачка) који се састојао од гасног хроматографа 

модела GC-2010 повезаног са EI (electron impact) масеним спектрометром 

модела QP-2010. Бележење података и контрола GC/MS-QP2010 система 

обављена је уз помоћ GCMS solution софтвера (Shimadzu, Немачка). 

Хроматографско раздвајање обављено је на HP-5-MS капиларној колони 

(Agilent, САД) (30 m × 0.25 mM унутрашњи пречник; 0.25 μM дебљина 

филма) за анализу једињења синтетисаних у квасцима и листовима N. 

benthamian, и ZB5 (Phenomenex, САД) (30 m × 0.25 mM унутрашњи 

пречник; 0.25 μM дебљина филма) колони за анализу једињења добијених 

E. coli експресијом. Носећи гас је био хелијум при брзини протока 1.03 

ml/min. За производе ензимског есеја (E. coli експресија) хексански 

екстракт је ручно ињектован у угрејан ињектор у splitless моду. 

Температура ињектора била је подешена на 230 °C. Температура колоне 

линеарно је повећавана од 60 °C до 240 °C градијентом од 3 °C по минуту. 

Коначна температура одржана је још 5 минута ради еквилибрације. За 

анализу екстраката квасца и листова N. benthamiana, коришћен је splitless 

модалитет за ињектор, а температура је износила 230 °C. Температура 

колоне је прво била 60 °C током једног минута, а затим је подигнута на 240 

°C темпом од 3 °C по минуту, где је задржана током 15 минута. Ињекција је 

обављена аутоматски уз помоћ AOC20i-AOC20s аутосемплера. За анализу 
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испарљивих једињења узоркованих SPME апаратуром, игла система је 

ињектована у угрејани ињектор гасног хроматограма. Идентификација 

пикова је извршена софтвером GCMS solution (Shimadzu, Немачка), 

поређењем масених спектара са спектрима једињења из Wiley базe 

података масених спектара (Registry of Mass Spectral Data, Palisade 

Corporation, Newfield, САД). 

3.15.1.1. Микроекстракција у чврстој фази (SPME) 

Процес микроекстракције у чврстој фази (SPME) се заснива на 

прерасподели аналита између екстракционог медијума (влакно) и 

матрикса узорка. Аналити се селективно адсорбују у активном слоју влакна 

након чега се у ињектору хроматографа врши десорпција. Основни део 

SPME система представља тзв. SPME шприц, који подсећа на 

хроматографски, с том разликом што садржи 1 cm дуго влакно смештено 

унутар игле шприца, које је направљено од одговарајућег полимера на 

носачу од стопљеног SiО2, пречника од 110 μm. У овом раду коришћено је 

влакно од полидиметилсилоксана дебљине 7 mM (2 cm-50/30 μm 

VB/Carboxen/PDMS StableFlex Fiber for Manual Sampling, Supelco, САД). 

Поступак узорковања био је следећи: влакно је излагано атмосфери унутар 

ерленмајера, изнад течних култура, извлачењем из металне цевчице (игле) 

апарата. Након одређеног времена, влакно са апсорбованим испарљивим 

једињењима је поново увлачено у иглу. Десорпција је вршена увођењем 

игле SPME шприца у ињектор GC-MS апарата и извлачењем влакна 

(термална десорпција). 

3.15.2. NMR анализа производа истовремене активности 

ензима SfCPS и SfKSL 

За NMR анализу, одгајено је 3750 ml културе квасца, а екстракција 

производа реакције катализоване ензимима SfCPS и SfKSL обављена је 

хексаном. Хексански екстракт је упарен до сува коришћењем ротационог 

вакуум упаривача и у струји азота. На тај начин, добијено је 120 mg уљасте 

супстанце, која је затим поново растворена у хексану, ради анализе GC-MS 
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методом. Након што је GC-MS анализа потврдила синтезу једињења чију је 

структуру било потребно утврдити, екстракт је анализиран и методом 

танкослојне хроматографије (TLC). За TLC су коришћене стаклене плоче са 

0,25 mM силика гела (SIL G-25 UV254, Macherey und Nagel, Немачка), које 

садрже флуоресцентни индикатор. На стартну линију је стакленом 

капиларом нането 1-5 μl испитиваног хексанског екстракта. 

Хроматограмске плоче су стављене је стављан усправно у затворену комору 

за развијање, тако да је стартна линија била 0,5 cm изнад површине 

развијача. Различите смеше хексана и етил ацетата (v/v) су тестиране: 

100:0; 95:5; 90:10; 80:20; 70:30. Развијање хроматограма је трајало до 

тренутка када је фронту растварача остало 1 cm до врха плоче. Потом је 

хроматограм извађен из коморе и осушен на ваздуху. Мрље су затим 

визуализоване под UV светлом таласне дужине 254 nm и додатно, 

прскањем реагенсом ванилин-H2SO4 и печењем 2 минута на 120 °С. 

Хроматограми су непосредно након тога скенирани. 

Следећи корак био је пречишћавање екстраката раздвајањем на колони 

са силика гелом 60 (велична зрна 70-230 mesh, Merck, Немачка). Фракције 

елуиране са колоне провераване су на присуство секундарних метаболита 

танкослојном хроматографијом. Следећи систем елуената је коришћен: 

хексан-етил ацетат 100:0 (v/v); хексан-етил ацетат 90:10; хексан-етил 

ацетат 80:20. Комплетан хексански екстракт је нанешен на колону, а након 

проласка кроз колону прикупљено је 120 фракција од 10 ml и 6 финалних 

фракција од 30 ml (фракције 1-6), које су анализиране TLC методом уз 

бојење ванилином (4 фракције по тачки). Све фракције са истим Rf 7 

вредностима обједињене су, тако да је коначан број фракција био 4. Све ове 

фракције су упарене до сува и измерена је њихова маса. Затим су све 

фракције поново растворене у хексану како би биле анализиране GC-MS 

методом. NMR анализа обављена је на Хемијском факултету 

Аристутеловог универзитета у Солуну, од стране Др Тсолеридис 

Константиноса. NMR спектри узорака бележени су помоћу Bruker AVANCE 
                                                           
7 Rf ─ фактор задржавања ─ однос дужине пређеног пута компоненте и дужине пређеног 
пута растварача. 
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300 (Bruker, Немачка), 1H-NMR на 300 MHz, 13C-NMR на 75 MHz у 

деутеризованом хлороформу. Хемијски помераји изражавани су у ppm 

(енг. parts-per-million) користећи тетраметилсилан као стандард. 

3.15.3. LC-MS анализа фенолних дитерпена 

Сакупљени су листови различитих развојних ступњева, који се налазе 

на све већој удаљености од вршног дела изданка жалфије. За анализу 

утицаја услова стреса, листови су прикупљени са биљака које су гајене под 

натријумским сијалицама високог притиска. Удаљеност биљака од 

сијалица била је 120-160 cm, а измерени интензитет светлости износио је 

15000-10000 lux-а. Жлездане длаке изоловане су коришћењем методе 

абразија стакленим куглицама (bead-beater абразија). Биљни материјал 

замрзнут је у течном азоту и уситњен у авану до ситног праха. Једињења су 

екстрахована додавањем метанола (75 %) који је садржавао мрављу 

киселину (0,1 %) у односу 5:1 (ml:g свеже масе), након чега је уследио корак 

соникације у трајању од 15 минута. Екстракти су подвргнути 

центрифугирању и уз помоћ PTFE тефлонског филтера (0.45 μm) 

филтрирани у HPLC виале са стакленим уметком за мале запремине.  

Фенолни дитерпени су раздвојени, идентификовани и квантификовани 

коришћењем LC-PDA-LTQ-Orbitrap FTMS система (Thermo Scientific, САД), 

који се састојао од Accela HPLC са photodiode array (240-600 nm) 

детектором (PAD) повезаним са LTQ/Orbitrap hybrid mass спектрометром, 

и опремљеним са ESI (енг. electron spray ionization) извором. Ињектована 

запремина износила је 5 μl. Хроматографско раздвајање обављено је на 

Luna C18/2 (3 μm) колони (Phenomenex, САД), унутрашњег пречника 2 mM 

и дужине 150 mM, на 40 �C. Фенолни дитерпени су елуирани коришћењем 

линеарног градијента од 5 до 75 % ацетонитрила (закишељеног са 0.1 % 

мравље киселине) током 45 минута и са протоком подешеним на 0.19 

ml/min. Фенолни дитерпени су идентификовани на основу сличности са 

аутентичним стандардима карнозинске киселине и карнозола. 
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3.16. Филогенетске и анализе аминокиселинских и 

нуклеотидних секвенци 

Анализе и поређења нуклеотидних и аминокиселинских секвенци 

обављена су уз помоћ програма Vector NTI (Invitrogen, САД). Поређење 

аминокиселинских секвенци у филогенетској анализи додатно је обављено 

и помоћу ClustalW програма (Larkin и сар., 2007). Филогенетско стабло 

конструисано је Neighbor–Joining методом (Saitou и Nei, 1987), са 1000 

бутстрап (енг. bootstrap) пермутација, помоћу MEGA5 софтвера (Tamura и 

сар., 2011). Анализа секвенци TargetP 1.1 методологијом 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/; Emanuelsson и сар., 2000), 

коришћена је за предвиђање дужине секвенце која кодира за транзитне 

пептиде у изолованим дитерпен синтазама.  

3.17. Секвенцирање нове генерације и анализа транскриптома 

Секвенцирање транскриптома жлезданих длака (Vertis Biotechnologie 

AG, Немачка) обављено је помоћу 454 GS FLX Titanium платформе (Roche, 

САД). Повезивање у контиге обављено је уз помоћ Newbler 

runAssembly модула (Roche, САД). Анотација асемблираних секвенци 

обављена је коришћењем blastx алгоритма, на тај начин што су секвенце 

упоређене са NCBI (National Center for Biotechnology Information) базом 

података за секвенце пептида. Свим секвенцама рузмарина дужим од 500 

bp и секвенцама грчке жалфије дужим од 200 bp додељени су GO (Gene 

ontology) термини, EC (Enzyme ComMission) бројеви и функционални 

домени, уз помоћ FastAnnotator интернет сервиса за анотацију 

транскрипата (http://fastannotator.cgu.edu.tw/; Chen и сар., 2012). 

Сортирање по метаболичким путевима обављено је поређењем EC бројева 

са Кјото енциклопедијом гена и генома (Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes ─ KEGG) и коришћењем Blast2GO аналитичког софтвера 

(http://www.blast2go.com/b2ghome; Conesa и сар., 2005). Претрага 

конзервираних функционалних домена обављена је коришћењем Pfam 

базе података протеинских фамилија (Finn и сар., 2014). Анотација 

цитохром P450 кандидата и њихово сврставање у кланове и фамилије, 
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обављено је од стране др Дејвида Нелсона (Department of Molecular 

Sciences, University of Tennessee Health Sciences Center, Мемфис, САД).
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4.1. Изолација и функционална карактеризација терпен 

синтаза грчке жалфије и рузмарина укључених у синтезу 

милтирадиена 

4.1.1. Изолација пуне дужине цДНК гена SfCPS који кодира 

копалил дифосфат синтазу биљке Salvia fruticosa 

Поређењем цДНК библиотеке жлезданих длака листова биљке S. 

fruticosa (Chatzopoulou и сар., 2010) са NCBI (National Center for 

Biotechnology Information) базом података за секвенце пептида пронађенa 

је делимична секвенца (контиг 195) која је показала велику хомологију са 

фамилијом биљних ензима из групе копалил дифосфат синтаза (CPS). Та 

секвенца је стога изабрана за изолацију у пуној дужини и за испитивање 

њене каталитичке активности. На основу поређења са хомологим 

секвенцама из горе поменуте базе података, утврђен је недостатак 

информације о 5' крају гена кандидата. Коришћењем PCR технике на 

цДНК библиотеци као матрици изолован је додатни део секвенце гена на 5' 

крају, али је и даље потпуна секвенца гена остала непозната. Због тога је за 

даље изоловање пуне дужине гена примењен другачији приступ. 

Припремљени су нови прајмери на основу проширене информације о 

секвенци гена, а као матрица је коришћена цДНК синтетисана од РНК из 

жлезданих длака биљке S. fruticosa. Техника која је коришћена јесте 5' 

RACE, и уз помоћ ње је коначно идентификована непозната секвенца гена 

(Слика 12). Иста матрица коришћена је и за умножавање пуне цДНК гена 

кандидата. Изоловани ген означен је као SfCPS (Salvia fruticosa copalyl 

diphosphate synthase) и чини га ОРФ од 2391 базних парова који кодира 

протеин од 796 амино киселина (Слика 12). Филогенетске анализе 

потврдиле су да протеин кодиран од стране изолованог гена структурно 

припада групи CPS протеина. Анализа изоловане секвенце уз помоћ 

TargetP 1.1 софтвера указала је на постојање потенцијалног N-терминалног 

транзитног пептида дугачког 30 амино киселина што је указало на  

локализацију зрелог протеина у пластидима. Даље, унутар секвенце SfCPS 

протеина детектован је и високо конзервирани DxDD мотив богат 
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аспартатом, карактеристичан за дитерпен синтазе класе II и неопходан за 

циклизацију GGDP-а зависну од протонизације. 

 

 

 

Слика 12. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена SfCPS биљке 
Salvia fruticosa. Сива подлога обележава секвенцу потенцијалног N-терминалног 
транзитног пептида. Црни правоугаоник обележава конзервирани DxDD мотив. 

 M  T  S  M  S  S  L  N  L  T  P  A  I  I  R  R  L  Q  P  A  A  K  V  H  L  P  E  F  Y 
    1 ATGACCTCTATGTCCTCTCTAAATTTGACACCAGCTATCATCCGCAGGTTGCAGCCGGCTGCAAAGGTTCACCTGCCGGAATTTTAC 

 A  A  C  A  W  L  N  S  S  S  K  H  A  P  L  T  C  Q  T  R  R  K  Q  L  S  K  V  T  E 
   88 GCCGCATGCGCATGGCTGAACAGCAGCAGCAAACACGCGCCCCTGACTTGCCAAACTCGTCGCAAGCAGCTATCGAAAGTGACGGAA 

 C  R  V  A  N  L  D  T  S  Q  L  S  E  K  H  T  S  P  I  Q  T  P  D  E  V  N  E  K  M 
  175 TGTCGAGTAGCAAATCTGGATACGTCACAACTGAGTGAAAAACACACTTCTCCTATTCAAACTCCCGATGAGGTGAATGAAAAGATG 

 G  D  Y  I  E  Y  V  K  N  L  L  M  T  S  G  D  G  R  I  S  V  S  P  Y  D  T  S  I  I 
  262 GGGGACTATATTGAGTACGTGAAGAATCTTTTGATGACGTCCGGGGACGGGCGAATAAGCGTGTCGCCCTACGACACGTCGATAATC 

 A  L  I  K  D  L  K  G  R  D  A  P  Q  F  P  S  C  L  E  W  I  A  R  N  Q  R  A  D  G 
  349 GCCCTAATCAAGGACTTGAAAGGGCGCGACGCCCCGCAGTTTCCATCGTGTCTCGAGTGGATCGCGCGGAACCAAAGGGCGGATGGC 

 S  W  G  D  Q  F  F  C  I  Y  D  R  I  L  N  T  L  A  C  V  V  A  L  K  S  W  N  L  H 
  436 TCGTGGGGCGATCAATTCTTCTGCATTTACGACCGGATTCTAAATACATTAGCATGTGTCGTTGCCTTGAAATCGTGGAATCTTCAC 

 A  H  M  I  Q  K  G  V  T  Y  V  N  E  N  V  H  K  L  K  D  G  N  I  E  H  M  T  S  G 
  523 GCTCACATGATCCAAAAAGGCGTGACATACGTCAATGAAAATGTGCACAAACTCAAAGATGGGAATATTGAGCACATGACATCGGGG 

 F  E  I  V  V  P  A  L  V  Q  R  A  R  D  L  G  I  Q  G  L  P  Y  D  H  P  L  I  K  E 
  610 TTCGAAATCGTGGTTCCCGCCCTTGTTCAAAGAGCCAGAGACTTGGGCATCCAAGGCCTACCTTATGATCATCCTCTCATCAAGGAG 

 I  A  N  T  K  Q  G  R  L  K  K  I  P  K  D  M  I  Y  Q  T  P  T  T  L  L  F  S  L  E 
  697 ATTGCTAACACGAAACAAGGAAGATTAAAAAAGATCCCCAAGGATATGATATACCAAACACCAACGACTTTACTATTCAGTTTGGAA 

 G  L  E  D  L  D  W  E  K  I  L  K  L  Q  S  G  D  G  S  F  L  T  S  P  S  S  T  A  Q 
  784 GGATTGGAAGATTTGGATTGGGAAAAGATTCTGAAACTGCAGTCAGGCGATGGCTCTTTCCTCACTTCTCCGTCGTCCACTGCCCAG 

 V  F  M  K  T  K  D  E  K  C  L  K  F  I  E  N  A  V  K  N  C  D  G  G  A  P  H  T  Y 
  871 GTGTTCATGAAGACCAAAGATGAAAAATGCTTGAAATTCATCGAGAACGCCGTCAAGAATTGCGATGGAGGAGCGCCACATACCTAT 

 P  V  D  V  F  A  R  L  W  A  V  D  R  L  Q  R  L  G  I  S  R  F  F  Q  K  E  I  K  Y 
  958 CCAGTCGATGTCTTCGCAAGGCTTTGGGCAGTCGACAGACTACAACGCCTAGGGATTTCCCGTTTCTTTCAGAAGGAAATTAAGTAT 

 F  L  D  H  I  N  S  V  W  T  E  N  G  V  F  S  G  R  D  S  E  F  C  D  I  D  D  T  S 
 1045 TTCTTAGACCACATCAACAGCGTTTGGACAGAAAACGGCGTTTTCAGTGGTAGAGATTCCGAATTTTGCGATATCGATGATACCTCT 

 M  G  I  R  L  L  K  M  H  G  Y  N  V  D  P  N  A  L  N  H  F  K  Q  P  D  G  K  F  S 
 1132 ATGGGCATCAGACTACTCAAAATGCATGGATACAACGTCGATCCAAATGCACTTAATCATTTCAAGCAGCCAGATGGGAAATTTTCT 

 C  Y  G  G  Q  M  I  E  S  A  S  P  I  Y  N  L  Y  R  A  A  Q  L  R  F  P  G  E  E  I 
 1219 TGCTACGGTGGTCAAATGATCGAGTCTGCATCTCCAATATACAATCTCTACAGGGCAGCTCAACTGCGATTTCCAGGAGAAGAAATT 

 L  E  E  A  T  K  F  A  Y  N  F  L  Q  E  K  I  A  N  N  Q  F  Q  E  K  W  V  I  S  E 
 1306 CTTGAAGAAGCCACTAAATTTGCCTATAACTTTTTGCAAGAAAAGATAGCCAACAACCAATTTCAAGAAAAATGGGTGATATCCGAG 

 H  L  I  D  E  V  K  L  G  L  K  M  P  W  Y  A  T  L  P  R  V  E  A  A  Y  Y  L  Q  Y 
 1393 CACTTGATAGATGAGGTTAAGCTCGGGCTGAAGATGCCATGGTACGCCACTCTACCCCGAGTTGAGGCTGCCTATTATCTACAATAT 

 Y  A  A  S  D  D  V  W  I  G  K  V  F  Y  R  M  P  E  I  S  N  D  T  Y  K  E  L  A  V 
 1480 TATGCTGCATCTGACGACGTATGGATTGGCAAGGTTTTCTACAGGATGCCAGAAATCAGCAACGACACATACAAAGAGCTCGCGGTA 

 L  D  F  N  R  C  Q  A  Q  H  Q  F  E  W  I  Y  M  Q  E  W  Y  H  R  S  S  V  S  E  F 
 1567 TTGGACTTCAACAGATGCCAGGCACAACATCAGTTCGAATGGATTTATATGCAAGAATGGTATCACAGAAGCAGCGTTAGTGAATTC 

 G  I  S  K  K  E  L  L  R  A  Y  F  L  A  A  A  T  I  F  E  P  D  R  T  Q  E  R  L  V 
 1654 GGGATAAGCAAGAAAGAGCTGCTTCGTGCTTACTTTCTGGCCGCAGCAACCATATTTGAACCTGATAGAACTCAAGAGAGGCTTGTG 

 W  A  K  T  Q  I  V  S  K  M  I  T  S  F  V  T  N  G  T  T  L  S  L  D  Q  K  T  A  L 
 1741 TGGGCCAAAACCCAAATTGTTTCTAAGATGATCACATCATTTGTTACCAATGGCACTACACTATCTTTGGACCAAAAGACTGCACTT 

 L  S  Q  I  G  H  N  F  D  G  L  D  E  I  I  S  A  M  K  D  H  G  L  A  G  T  L  L  T 
 1828 TTATCACAAATTGGACATAATTTCGATGGCCTCGATGAAATAATTAGTGCAATGAAAGATCACGGACTGGCTGGGACCCTGTTGACA 

 T  F  Q  Q  L  L  D  G  F  D  R  Y  T  R  H  Q  L  K  N  A  W  S  Q  W  F  M  K  L  Q 
 1915 ACCTTCCAGCAGCTTCTAGACGGATTCGACAGATACACTCGCCATCAGCTGAAAAATGCGTGGAGCCAATGGTTCATGAAATTGCAG 

 Q  G  E  A  N  G  G  E  D  A  E  L  Q  A  N  M  L  N  I  C  A  G  L  I  A  F  N  E  D 
 2002 CAAGGAGAGGCGAACGGCGGGGAAGACGCAGAGCTCCAAGCAAACATGTTGAACATCTGCGCCGGTCTCATTGCTTTCAATGAAGAC 

 V  L  S  H  H  E  Y  T  A  L  S  T  L  T  N  K  I  C  K  R  L  T  Q  I  Q  D  R  K  M 
 2089 GTATTGTCGCACCATGAATACACGGCTCTTTCCACCCTCACTAACAAAATATGCAAGCGCCTCACCCAAATTCAAGATAGAAAGATG 

 L  E  V  V  E  G  S  I  K  D  K  E  L  E  Q  D  M  Q  A  L  V  K  L  V  L  E  E  N  G 
 2176 CTGGAAGTTGTGGAGGGGAGCATAAAGGATAAGGAACTGGAACAAGATATGCAGGCGTTGGTGAAGTTAGTGCTTGAAGAAAATGGC 

 G  G  M  D  R  S  I  K  Q  T  F  L  S  V  F  K  T  F  Y  Y  S  A  Y  H  D  D  E  T  T 
 2263 GGCGGCATGGACAGAAGCATCAAACAGACATTTTTGTCGGTTTTCAAGACTTTTTACTACAGCGCCTACCACGATGATGAGACCACC 

 G  A  H  I  F  K  V  L  F  G  P  V  V  * 
 2350 GGTGCTCATATCTTCAAAGTACTCTTTGGACCGGTCGTATGA 
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4.1.2. Изолација пуне дужине цДНК гена SfKSL који кодира 

милтирадиен синтазу биљке Salvia fruticosa 

Иста цДНК библиотека која је коришћена за идентификацију гена 

SfCPS, помогла је као основа за изоловање следећег гена у биосинтетском 

путу карнозичне киселине. У библиотеци је пронађа секвенца (контиг 66) 

коју је одликовала хомологија са фамилијом каурен синтаза (KS) из NCBI  

базе података за секвенце пептида. Контиг 66 није обухватао цели ОРФ, 

због чега је било неопходно изоловати недостајуће делове пуне секвенце 

гена. PCR техником на већ постојећој цДНК библиотеци умножени су 

делови секвенце за коју се показало да није идентична контизи 66. 

Поређења са хомологим секвенцама NCBI базе података показала су да у 

односу на контиг 66, нова секвенца поседује још већу сличност са 

фамилијом каурен синтаза, посебно са каурен синтазом филогенетски 

сродне биљке Salvia miltiorrhiza. Из тог разлога је одлучено да се као нови 

кандидат за KS изабере баш та новоизолована секвенца. Међутим, 

покушаји да се постојећа цДНК библиотека искористи за изоловање пуне 

дужине гена нису уродили плодом. Због тога је као матрица за 

амплификацију потпуне цДНК овог гена, коришћена цДНК жлезданих 

длака биљке S. fruticosa, као и у случају SfCPS. Изоловани ген означен је 

као SfKSL (Salvia fruticosa kaurene synthase-like) и чини га ОРФ од 1755 

базних парова који кодира протеин од 584 амино киселина (Слика 13). 

Филогенетске анализе кодираног протеина потврдиле су његову 

структурну припадност групи KS протеина. TargetP 1.1 софтвер је 

предвидео пластидну локализацију зреле форме изолованог гена 

(предложена дужина N-терминалног транзитног пептида била је 49 амино 

киселина). Као и код секвенце SfCPS, у секвенци SfKSL протеина 

идентификован је сличан мотив богат аспартатом, DDxxD, у овом случају 

карактеристичан за дитерпен синтазе класе I. Овај мотив неопходан је за 

везивање супстрата за протеин, за шта је неопходно и присуство Мg2+ јона 

као кофактора. Такође, SfKSL протеин не садржи у својој структури 

унутрашњи γ-домен, што га чини дитерпен синтазом дводоменске, αβ, 

структуре. 
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Слика 13. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена SfKSL биљке 
Salvia fruticosa. Сивa подлога обележава секвенцу потенцијалног N-терминалног 
транзитног пептида. Црни правоугаоник обележава конзервирани DDxxD мотив. 

 

4.1.3. Филогенетска анализа гена SfCPS и SfKSL 

На основу аминокиселинских секвенци које одговарају изолованим 

дитерпен синтазама, конструисано је филогенетско стабло (Слика 14). 

Најсличнији протеин SfCPS-у јесте лабда-13-ен-8-ол дифосфат синтаза 

(SsLPPS) врсте Salvia sclarea (Caniard и сар., 2012; Schalk и сар., 2012), а 

такође га одликује и велика сличност са копалил дисфофат синтазом из 

биљке Salvia miltiorrhiza (SmCPS) (Gao и сар., 2009).  Заједно са наведеним 

ензимима биљака које припадају породици Lamiaceae, још два ензима, 

NtCPS2 дувана (Sallaud и сар., 2012) и CcCLS из врсте Cistus creticus (Falara 

 M  L  L  T  F  N  I  T  D  A  T  L  S  H  G  V  I  L  R  R  R  E  N  F  P  R  H  A  F 
   1 ATGCTTCTTACCTTCAACATCACCGATGCCACTCTCTCGCATGGAGTAATTCTGAGAAGGAGAGAGAATTTTCCACGTCATGCATTC 

 Q  I  F  P  A  I  A  A  T  K  R  S  F  N  A  V  C  S  L  G  T  P  P  T  D  L  I  G  K 
  88 CAAATCTTTCCGGCCATCGCCGCTACTAAGCGATCGTTTAACGCCGTTTGCAGCCTCGGAACTCCTCCAACTGATTTGATCGGGAAA 

 I  K  E  K  F  N  G  K  D  D  N  P  L  A  A  A  A  A  I  Q  S  A  A  N  I  P  S  S  L 
 175 ATAAAAGAGAAATTCAACGGGAAAGATGATAATCCTCTGGCTGCCGCTGCGGCCATCCAATCCGCGGCGAATATACCATCGAGCCTG 

 C  I  I  D  T  L  Q  R  L  G  V  D  R  Y  F  Q  S  E  I  D  S  I  L  E  E  T  Y  R  S 
 262 TGTATAATCGACACCCTCCAGAGGTTGGGCGTCGACCGATACTTCCAATCCGAAATCGACTCAATTTTAGAGGAAACATACAGATCA 

 W  R  E  K  D  S  E  I  Y  S  D  V  T  T  H  A  M  A  F  R  L  L  R  V  K  G  Y  E  V 
 349 TGGAGAGAGAAAGATAGCGAAATATATTCGGACGTTACTACTCATGCAATGGCGTTCAGACTTTTGCGAGTAAAAGGATATGAAGTT 

 S  S  E  E  L  A  P  Y  A  E  Q  E  R  V  D  L  Q  T  I  D  V  A  T  V  I  E  L  Y  R 
 436 TCATCAGAGGAACTGGCTCCGTATGCTGAGCAAGAGCGTGTTGATCTGCAAACGATTGACGTGGCGACGGTGATCGAGCTTTACAGA 

 A  A  Q  E  R  I  S  E  E  E  S  S  L  E  K  L  L  G  W  T  T  T  F  L  K  Q  Q  L  L 
 523 GCAGCACAAGAGAGAATAAGTGAAGAAGAAAGCAGTCTTGAGAAACTACTTGGTTGGACCACCACCTTTCTCAAGCAACAGTTGCTC 

 T  N  S  I  P  D  N  K  L  H  K  Q  V  E  Y  Y  L  K  N  Y  H  G  I  L  D  R  M  G  V 
 610 ACCAACTCCATTCCTGACAACAAGTTGCACAAACAGGTGGAATACTACTTGAAGAACTACCATGGGATATTAGACAGAATGGGAGTT 

 R  R  N  L  D  L  Y  D  I  S  H  Y  R  S  L  R  A  W  F  P  N  L  C  N  E  D  F  L  S 
 697 AGACGAAACCTCGACCTATATGACATAAGCCATTATCGATCTCTGAGAGCTTGGTTCCCTAATCTGTGTAATGAAGATTTCCTGTCA 

 F  A  R  Q  D  F  N  M  C  Q  A  Q  H  R  E  E  L  E  Q  L  Q  R  W  Y  S  D  C  R  L 
 784 TTTGCGAGGCAAGATTTTAATATGTGCCAAGCCCAGCACCGGGAAGAACTTGAGCAACTGCAGAGGTGGTATTCTGATTGTAGGTTG 

 D  T  L  K  F  G  R  N  V  L  R  V  A  N  F  L  T  S  A  I  I  G  D  P  E  L  S  E  V 
 871 GACACATTGAAGTTTGGAAGAAATGTACTGCGCGTTGCTAATTTTTTGACTTCAGCAATTATTGGTGATCCCGAATTGTCTGAAGTT 

 R  I  V  F  A  Q  H  I  I  L  V  T  L  I  D  D  L  F  D  H  G  G  T  K  Q  E  S  Y  K 
 958 CGTATAGTTTTTGCCCAACATATTATTCTCGTTACACTAATTGATGATTTATTCGATCATGGCGGAACTAAGCAAGAGTCATACAAG 

 I  L  E  L  V  K  E  W  K  E  K  S  A  A  E  Y  G  C  E  E  V  E  I  L  F  T  A  V  Y 
1045 ATCCTTGAATTAGTAAAAGAATGGAAAGAGAAGAGCGCTGCAGAATATGGTTGCGAGGAAGTTGAAATCCTTTTCACAGCGGTATAC 

 N  T  V  N  E  V  V  E  R  A  H  A  A  Q  G  R  S  V  K  D  F  L  I  K  L  W  V  Q  I 
1132 AACACAGTGAATGAAGTGGTAGAGAGGGCTCATGCCGCACAAGGGCGCAGTGTCAAAGACTTTCTAATTAAACTGTGGGTTCAAATC 

 L  S  I  F  K  I  E  L  D  T  W  S  D  E  T  E  L  S  L  D  E  Y  L  S  N  S  W  V  S 
1219 CTATCAATTTTCAAGATAGAATTAGATACATGGAGCGATGAGACGGAACTGAGCTTGGATGAATACTTGTCTAATTCGTGGGTGTCA 

 I  G  C  R  I  C  I  L  M  S  M  Q  F  M  G  I  K  L  T  D  E  M  L  L  S  E  E  C  I 
1306 ATTGGGTGCAGAATCTGCATTCTCATGTCGATGCAATTCATGGGTATAAAATTAACCGATGAAATGCTTCTGAGTGAAGAGTGCATC 

 D  L  C  R  H  V  S  M  V  D  R  L  L  N  D  V  Q  T  F  E  K  E  R  K  E  N  T  G  N 
1393 GATTTGTGTAGGCATGTTTCAATGGTCGACCGCCTGCTCAACGACGTGCAGACCTTTGAAAAGGAACGCAAGGAAAATACAGGAAAT 

 S  V  S  L  L  L  A  A  N  K  D  D  S  A  F  T  E  E  E  A  I  T  K  A  K  E  M  A  E 
1480 AGCGTGAGCCTTCTGCTAGCAGCTAACAAGGACGACAGCGCCTTTACCGAAGAGGAAGCTATTACAAAGGCAAAAGAAATGGCGGAA 

 W  N  R  R  Q  L  M  K  I  V  Y  I  K  G  N  K  F  P  R  K  C  R  D  M  F  L  K  V  C 
1567 TGGAACAGGAGACAGCTGATGAAGATTGTGTATATAAAAGGAAACAAATTCCCAAGAAAATGCAGAGATATGTTTCTCAAGGTATGC 

 R  I  G  C  Y  L  Y  A  S  G  D  E  F  T  S  P  Q  Q  M  M  E  D  M  K  S  L  V  Y  E 
1654 AGGATTGGGTGTTACTTGTATGCAAGCGGCGATGAATTCACATCTCCACAACAAATGATGGAAGATATGAAATCCTTGGTTTATGAG 

 P  V  G  E  * 
1741 CCCGTTGGAGAATAG 
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и сар., 2010), чине засебну грану одвојену од осталих ензима типа CPS. Сви 

наведени ензими припадају великој групи дитерпен синтаза класе II.  

 

Слика 14. Филогенетска анализа ензима SfCPS и SfKSL која представља њихову 
повезаност са осталим биљним дитерпенима абиетанског типа. Филогенетско 
стабло је конструисано на основу neighbor-joining методе користећи MEGA 5 
софтвер (Tamura и сар., 2011). Описи скраћеница назива протеина и њихови 
приступни бројеви наведени су у Табели П1 Прилога. 
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Слика 15. Приказ поређења аминокиселински секвенци ензима SfCPS, SsLPPS, 
SmCPS, NtCPS2, CcCLS и HvCPS. Црним правоугаоником уоквирен је мотив DxDD 
богат аспартатом. Секвенца N-терминалног транзитног пептида је подвучена, а 
стрела указује на претпостављено место протеолизе.  

SfCPS        1 ........MTSMSSLNLTPAIIRRLQPAAKVHLPEFYAACAWLNSSSKHAPLT..CQTRRKQLSKVTECRVANLDTSQL.SEKHTSPIQT 
SsLPPS       1 ........MTSVNLSRAPAAIIRRRLQLQ....PEFHAECSWLKSSSKHAPFTLSCQIRPKQLSQIAELRVTSLDASQA.SEKDISLVQT 
SmCPS        1 .....MASLSSTILSRSPAARRRITPASAKLHRPECFATSAWMGSSSKNLSLS..YQLNHKKIS......VATVDAPQV.HDHDGTTVHQ 
NtCPS2       1 MQVIITSSHRFFC....HHLHQLKSPTSLSAQKAEFKKHGPRNW.LFQTEGSLLYKPVRLNCATSDASYLGNVNEYLES..DHSKNSEEK 
CcCLS        1 MAFTFTSAHLFLPVTENHSVHVNYSIPPGNWRLWSTAKGGSNKLDIRRLRCSARRTPEPLAQGSNGGRDGVEAIQRLQTIADDKIDGGAN 
HvCPS        1 .......MLLLLPLACPPSGYGHGPRTRALAVKGPCRFRGKGDAALVETAGLRVALQITQASSVSSSNGLQTNLVRNDIRILEQTEEPCE 
 
 
SfCPS       80 PD..EVNEKMGDYIEYVKNLLMTSGDGRISVSPYDTSIIALIKDLKGRDA...PQFPSCLEWIARNQRADGSWGDQ.FFCIYDRILNTLA 
SsLPPS      78 PHKVEVNEKIEESIEYVQNLLMTSGDGRISVSPYDTAVIALIKDLKGRDA...PQFPSCLEWIAHHQLADGSWGDE.FFCIYDRILNTLA 
SmCPS       77 GH..DAVKNIEDPIEYIRTLLRTTGDGRISVSPYDTAWVAMIKDVEGRDG...PQFPSSLEWIVQNQLEDGSWGDQKLFCVYDRLVNTIA 
NtCPS2      84 DIQVSRTIQMKGLTEEIKHMLNSMEDGRLNVLAYDTAWVSFIPNTTNNGNDQRPMFPSCLQWIIDNQLSDGSWGEEIVFCIYDRLLNTLV 
CcCLS       91 ELGIVVWDLIRDGVDAVKSMFDSMGDGDISISAYDTAWVALVKDVNGSGG...PQFPSSLQWIVDNQLPDGSWGDSEVFSAYDRLLKTLA 
HvCPS       84 LDDYCVTEFEQPLVDKVRMMLGSMSDGEINVSAYDTAWVALVPSLDDGDS...PQFPTTLRWILDNQLPDGSWGDAALFSAFDRVINTLA 
 
 
SfCPS      164 CVVALQSWNLHAHMIQKGVTYVNENVHKLKDGNIE...HMTSGFEIVVPALVQRARXLGIQGLPYDHPLIKEIANTKQGRLKKIPKDMIY 
SsLPPS     164 CVVALKSWNLQSDIIEKGVTYIKENVHKLKGANVE...HRTAGFELVVPTFMQMATDLGIQGLPYDHPLIKEIADTKKQRLKEIPKDLVY 
SmCPS      162 CVVALRSWNVHAHKVKRGVTYIKENVDKLMEGNEE...HMTCGFEVVFPALLQKAKSLGIEDLPYDSPAVQEVYHVREQKLKRIPLEIMH 
NtCPS2     174 CVIALTLWNTCLHKRNKGVMFIKENLSKLETGEVE...NMTSGFELVFPTLLEKAQQLDI.DIPYDAPVLKDIYARREVKLTRIPKDVIH 
CcCLS      178 CVVALKSWNIRPDKCQKGLKFFRDNISKLEKENVEASAQMLSGFEVVFLSLIEVARRLDI.QIPLHSPVFEDLIARRNLKFAKIPLDLMH 
HvCPS      171 CVVALTKWSLGPDKCRRGLSFLEENMWRLAEEDLE...SMPIGFEIAFPSLLEVAKSLSI.GFPYDHHALQRIYANREVKLKRIPMEMMH 
 
 
SfCPS      251 QTPTTLLFSLEGLED..LDWEKILKLQSGDGSFLTSPSSTAQVFMKTKDEKCLKFIENAVRNCDGGAPHTYPVHVFPRLWAVDRLQRLGI 
SsLPPS     251 QMPTNLLYSLEGLGD..LEWERLLKLQSGNGSFLTSPSSTAAVLMHTKDEKCLKYIENALKNCDGGAPHTYPVDIFSRLWAIDRLQRLGI 
SmCPS      249 KIPTSLLFSLEGLEN..LDWDKLLKLQSADGSFLTSPSSTAFAFMQTKDEKCYQFIKNTIDTFNGGAPHTYPVDVFGRLWAIDRLQRLGI 
NtCPS2     260 TIPTTVLFSLEGLRD.DLDWQRLLKLQMPDGSFLISPASTAFAFMETNDEKCLAYLQNVVEKSNGGAR.QYPFDLVTRLWAIDRLQRLGI 
CcCLS      267 NVPTSLLNSLEGMTGVELDWEKLLKLQSQDGSFITSPSSTAFALMQTNDTKCLGYLKFVVQKFNGGAPGQYPVEIFERIWVVDRLQRLGI 
HvCPS      257 KIPTSILHSLEGMPG..VDWQKILRLQSSDGSFLYSPSATACALMQTGDAKCFEYIDRIVKKFNGGVPNVYPVDLFERIWSVDRLERLGI 
 
 
SfCPS      339 SRFFQKEIKYF.LDHINSVWTENG.VFSGRDSEFCDIDDTSMGIRLLKMHGYNVDPNALNHFKQPDGKFSCYGGQMIESASPTYNLYRAA 
SsLPPS     339 SRFFQHEIKYF.LDHIESVWEETG.VFSGRYTKFSDIDDTSMGVRLLKMHGYDVDPNVLKHFKQQDGKFSCYIGQSVESASPMYNLYRAA 
SmCPS      337 SRFFEPEIADC.LSHIHKFWTDKG.VFSGRESEFCDIDDTSMGMRLMRMHGYDVDPNVLRNFKQKDGKFSCYGGQMIESPSPIYNLYRAS 
NtCPS2     348 SYYFAEEFKEL.LNHVFRYWDEENGIFSGRNSNVSDVDDTCMAIRLLRLHGYDVSPDALNNFK.DGDQFVCFRGEVDGSPTHMFNLYRCS 
CcCLS      357 SRYFQLEIKECCLDYAFKHWTQYGSSWA.RNTPVYDLDDTCMAFRILRLHGYDVSAEAFRHFE.KNGVFFCFGWETTQSVTVNFNLYRAT 
HvCPS      345 SRYFKQEIKQC.LDYVHRHWTDEGICWA.RNSTVIDVDDTSMAFRLLRLHGYDVSPSVFGKFE.KDGEFFCFVGQSTQAVTGMYNLNRAS 
 
 
SfCPS      427 QLRFPGEEILEEATKFAYNFLQEKIANNQFQEKWVISEHLIDEVKLGLKMPWYATLPRVEAAYYLQYYAASDNVWIGKVFYRMPEISNDT 
SsLPPS     427 QLRFPGEEVFEEATKFAFNFLQEMLVKDRLQERWVISDHLFDEIKLGLKMPWYATLPRVEAAYYLDHYAGSGDVWIGKSFYRMPEISNDT 
SmCPS      425 QLRFPGEEILEDAKRFAYDFLKEKLANNQILDKWVISKHLPDEIKLGLEMPWLATLPRVEAKYYIQYYAGSGDVWIGKTLYRMPEISNDT 
NtCPS2     436 QVLFPGEKILEEAKNFTYNFLQQCLANNRCLDKWVIAKDIPGEIWYALEFPWYASLPRVEARYYIEQYGGADDIWIGKTLYRMPDVNNNV 
CcCLS      445 QVAFPGENILKEAKQFSFNFLMKKQAAREFQDKWVILKDFPGELKYALEFPWYASLPRVETRFYVEQYGGDNDVWIGKTLYRMPYINNNV 
HvCPS      432 QVRFPGEDLLQRAGRFSYEFLREREAHGTIRDKWIIAKDLPGEVKYTLDFPWYASLPRVEARVYLDQYGGDNDVWIGKTLYRMLLVNNNT 
 
 
SfCPS      517 YKXLAVXDFNRCXAQHQFEWIYMQEWYHRSSVSEFGISKKELLRAYFLAAATIFEPDRTQEELVWAKTQIVSKMITSFVT.NGTTLSLDQ 
SsLPPS     517 YKELAILDFNRCQTQHQLEWIHMQEWYDRCSLSEFGISKRELLRSYFLAAATIFEPERTQERLLLAKTRILSKMITSFVNISGTTLSLD. 
SmCPS      515 YHDLAKTDFKRCQAKHQFEWLYMQEWYESCGIEEFGISRKDLLLSYFLATASIFELERTNERIAWAKSQIIAKMITSFF..NKETTSEED 
NtCPS2     526 YLQAAKLDYNRCQSQHRFEWLIMQEWFEKCNFQQFGISKKYLLVSYFLAAASIFEVEKSRERLAWAKSRIICKMITSYYNDEATTWTTRN 
CcCLS      535 YLELAKLDFNNCQALHRKEWETMQKWFMESKLDEFGVSSKTLLESYFLAAASIFEPERSTERLAWAKTAFLMETIGSYFDDEMNSKDLRK 
HvCPS      522 YLELAKRDFNRCQVQHQLEWHGLQKWFIENGLETFGVTLRDVLRVYFLAAACIFEPSRATERLAWAKVSVLANIITKNLHSDLSGNEMME 
 
 
SfCPS      606 KTALLSQIGHNFDGLDEIIS.AMKDHGLA.....RTLLTTFQQLLDGFDRYTRHQLKNAWSQWFMKLQQGEANGGEXAX........... 
SsLPPS     606 .........YNFNGLDEIISSANEDQGLA.....GTLLATFHQLLDGFDIYTLHQLKHVWSQWFMKVQQGEGSGGEDAV........... 
SmCPS      603 KRALLNELG.NINGLNDT.NGAGREGGAG.....SIALATLTQFLEGFDRYTRHQLKNAWSVWLTQLQHGEA...DDAE........... 
NtCPS2     616 SL....LMEFKVSHDPTRKNGNETKEILVLKNLRQFLRQLSEETFEDLGKDIHHQLQNAWETWLVFLREEKNACQEETE........... 
CcCLS      625 AF....VQEFKNIYE.RRMEAKGTKWNLII.....ILLTTLNHLTEVCGRDINSYLCHSWEKWMMMWEPEGDRYKGAAE........... 
HvCPS      612 RFMHGGIYEGNSNISWRKGDAKEDSLVGALEQLIDLLAQEALLVGEE.PMYINNLLRRAWIEWMMEQINREDDTSDTSVIQAGSCMVHDK 
 
 
SfCPS      679 ....LQANMLNICAGLIAFNEDVLSHHEYTALSTLTNKICKRLTQIQDXKMLEV.....VEGSIKDKELEQDMQALVKLVLEEN.GGGMD 
SsLPPS     671 ....LLANTLNICAGL...NEDVLSNNEYTALSTLTNKICNRLAQIQDNKILQV.....VDGSIKDKELEQDMQALVKLVLQEN.GGAVD 
SmCPS      672 ....LLTNTLNICAGHIAFREEILAHNEYKALSNLTSKICRQLSFIQSEKEMGVEGEIAAKSSIKNKELEEDMQMLVKLVLEKY.GG.ID 
NtCPS2     691 ....LLVRTINLSGGYMTH.DEILFDADYENLSNLTNKVCGKLNELQ..NDKVTGGS.......KNTNIELDMQALVKLVFGNT.SSNIN 
CcCLS      694 ....LLSNSINLSSGRLFS.NDTLSHPNYEKLVTLSNKLCHQLGNSRRGNHNEDSDI.......KDTKIEIAMQELVQLVHQNS.SDDIS 
HvCPS      701 QTYLLLVKIIEICGGRYGEASSMINNMDCAWFIELASSICDSLHRKRLLSQDTEKNEVMVRH..MDEKIEAGMQELARNVLQSAHGDGAS 
 
 
SfCPS      759 RSIKQTFLSVFKTFYYSAYHDDETTDAHIFKVLFGPVV 
SsLPPS     748 RNIRHTFLSVFKTFYYDAYHDDETTDLHIFKVLFRPVV 
SmCPS      756 RNIKKAFLAVAKTYYYRAYHAADTIDTHMFKVLFEPVA 
NtCPS2     766 QDIKQTFFAVVKTFYYSAHVSEEIMNFHISKVLFQQV. 
CcCLS      771 MDLKQTFFAVVRSFYYAAHCDRGTINSHIVKVLFESVV 
HvCPS      789 SETKQTVLSIVRSCYYAANCPLHVLDGHVLKVIFEHVF 
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Слика 16. Приказ поређења аминокиселински секвенци ензима SfKSL, SmKSL, 
SsSS, ShSBS, SlPHS и NtABS. Црним правоугаоником уоквирен је мотив DDxxD 
богат аспартатом. Секвенца N-терминалног транзитног пептида је подвучена, а 
стрела указује на претпостављено место протеолизе.  

SfKSL        1 .......................................................................................... 
SmKSL        1 .......................................................................................... 
SsSS         1 .......................................................................................... 
ShSBS        1 MIVGYRSTIITLSHPKLGNGKTIS.SNAIFQRSCRVRCSHSTPSSMNGFEDARDRIRESFGKVELSPSSYDTAWVAMVPSKHSLNEPCFP 
SlPHS        1 MIVGYRSTIITLSHPKLGNGKTIS.SNAIFQRSCRVRCSHSTTSSMNGFEDARDRIRESFGKLELSPSSYDTAWVAMVPSRHSLNEPCFP 
NtABS        1 MVLGLRSKIIPLPDHKLGNIKLGSVTNAICHRPCRVRCSHSTASSM...EEAKERIRETFGKIELSPSSYDTAWVAMVPSRYSMNQPCFP 
 
 
SfKSL        1 .......................................................................................... 
SmKSL        1 .......................................................................................... 
SsSS         1 .......................................................................................... 
ShSBS       90 QCLDWIIENQREDGSWGLNPSHPLLLKDSLSSTLACLLALTKWRVGDEQIKRGLGFIETQSWAIDNKDQISPLGFEIIFPSMIKSAEKLN 
SlPHS       90 QCLDWIIENQREDGSWGLNPTHPLLLKDSLSSTLACLLALTKWRVGDEQIKRGLGFIETYGWAVDNKDQISPLGFEVIFSSMIKSAEKLD 
NtABS       88 QCLDWILENQREDGSWGLNPSHPLLVKDSLSSTLASLLALRKWRIGDNQVQRGLGFIETHGWAVDNKDQISPLGFEIIFPCMINYAEKLN 
 
 
SfKSL        1 ..........................MLLTFNITDATLSHGVILRRRENFP.RHAFQIFPAIAATKRSFNAVCSLGTPPTDLIGKIKEKF 
SmKSL        1 ..........................MSLAFNPAATAFSGNGARSRRENFPVKHVTVRGFPMITNKSSFAVKCNLTT..TDLMGKIAEKF 
SsSS         1 ..........................MSLAFNVGVTPFSGQRVGSRKENFPVQG....FPVTTPNRSRLIVNCSLTT..IDFMAKMKENF 
ShSBS      180 LNLAINKR.DSTIKRALQNEFTR...........NIEYMSEGVGELCDWKEIIKLHQRQNGSLFDSPATTAAALIYHQHDKKCYEYLNSI 
SlPHS      180 LNLPLNLHLVNLVKCKRDSTIKR...........NVEYMGEGVGELCDWKEMIKLHQRQNGSLFDSPATTAAALIYHQHDQKCYQYLNSI 
NtABS      178 LDLPLDPNLVNMMLCERELTIERALKNEFEGNMANVEYFAEGLGELCHWKEMM.LRQRHNGSLFDSPATTAAALIYHQYDEKCFGYLNSI 
 
 
SfKSL       64 NGKDDNPLAAAAAIQSAANIPSSLCIIDTLQRLGVDRYFQSEIDSILEETYRSWREKDSEIYSDVTTHAMAFRLLRVKGYEVSSEELAPY 
SmKSL       63 KGEDSN.FPAAAAVQPAADMPSNLCIIDTLQRLGVDRYFRSEIDTILEDTYRLWQRKERAIFSDTAIHAMAFRLLRVKGYEVSSEELAPY 
SsSS        59 KREDDK.FPTTTTLRSE.DIPSNLCIIDTLQRLGVDQFFQYEINTILDNTFRLWQEKHKVIYGNVTTHAMAFRLLRVKGYEVSSEELAPY 
ShSBS      258 LQQHKNWVPTMYPTK....IHSLLCLVDTLQNLGVHRHFKSEIKKALDEIYRLWQQKNEQIFSNVTHCAMAFRLLRMSYYDVSSDELAEF 
SlPHS      259 FQQHKNWVPTMYPTK....VHSLLCLVDTLQNLGVHRHFKSEIKKALDEIYRLWQQKNEQIFSNVTHCAMAFRLLRMSYYDVSSDELAEF 
NtABS      267 LKLHDNWVPTICPTK....IHSNLFLVDALQNLGVDRYFKTEVKRVLDEIYRLWLEKNEEIFSDVAHCAMAFRLLRMNNYEVSSEELEGF 
 
 
SfKSL      154 AEQERVDL....QTIDVATVIELYRAAQERISEEESS.LEKLLGWTTTFLKQQLLTNSIPDNKLHKQVEYYLKNYHGILDRMGVRRNLDL 
SmKSL      152 ADQEHVDL....QTIEVATVIELYRAAQERTGEDESS.LKKLHAWTTTFLKQKLLTNSIPDKKLHKLVEYYLKNXHGILDRMGVRQNLDL 
SsSS       147 GNQEAVSQ....QTNDLPMIIELYRAANERIYEEERS.LEKILAWTTIFLNKQVQDNSIPDKKLHKLVEFYLRNYKGITIRLGARRNLEL 
ShSBS      344 VDEEHFFAIS.GKYTSHVEILELHKASQLAIDHEKDDILDKINNWTRTFMEQKLLNNGFIDRMSKKEVELALRKFYTISDLAENRRCIKS 
SlPHS      345 VDEEHFFATN.GKYKSHVEILELHKASQLAIDHEKDDILDKINNWTRAFMEQKLLNNGFIDRMSKKEVELALRKFYTTSHLAENRRYIKS 
NtABS      353 VDQEHFFTTSSGKLMNHVAILELHRASQVAIHERKDHILDKISTWTRNFMEQKLLDKHIPDR.SKKEMEFAMRKFYGTFDRVETRRYIES 
 
 
SfKSL      239 YDISHYRSLRAW..FPNLCNEDFLSFARQDFNMCQAQHREELEQLQRWYSDCRLDTLKFGRNVLRVANFLTSAIIGDPELSEVRIVFAQH 
SmKSL      237 YDISYYRTSKAANRFSNLCSEDFLAFARQDFNICQAQHQKELQQLQRWYADCKLDTLKYGRDVVRVANFLTSAIIGDPELSDVRIVFAQH 
SsSS       232 YDMTYYQALKSTNRFSNLCNEDFLVFAKQDFDIHEAQNQKGLQQLQRWYADCRLDTLNFGRDVVIVANYLASLIIGDHAFDYVRLAFAKT 
ShSBS      433 YEENNFKILKAAYRSPNIYNKDLFIFSIRNFELCQAQHQEELQQFKRWFEDYRLDQLGIAERYIHDTYLCAVIVVPEPELSDARLLYAKY 
SlPHS      434 YEENNFKILKAAYRSPNINNKDLLAFSIHDFELCQAQHREELQQLKRWFEDYRLDQLGLAERYIHASYLFGVTVIPEPELSDARLMYAKY 
NtABS      442 YKMDSFKILKAAYRSSGINNIDLLKFSEHDFNLCQTRHKEELQQMKRWFTDCKLEQVGLSQQYLYTSYFIIAAILFEPEYADARLAYAKY 
 
 
SfKSL      327 IILVTLIDDLFDHGGTKQESYKILELVKEWKEKSAAEYGCEEVEILFTAVYNTVNEVVERAHAAQGRSVKDFLIKLWVQILSIFKIELDT 
SmKSL      327 IVLVTRIDDFFDHRGSREESYKILELIKEWKEKPAAEYGSEEVEILFTAVYNTVNELAERAHVEQGRSVKDFLIKLWVQILSIFKRELDT 
SsSS       322 SVLVTIMDDFFDCHGSSQECDKIIELVKEWKENPDAEYGSEELEILFMALYNTVNELAERARVEQGRSVKEFLVKLWVEILSAFKIELDT 
ShSBS      523 VLLLTIVDDQFDSFASTDECLNIIELVERWDDYASVGYKSEKVKVFFSTLYKSIEELVTIAEIKQGRSVKNHLLNLWLELVKLMLMERVE 
SlPHS      524 VMLLTIVDDHFESFASKDECFNIIELVERWDDYASVGYKSEKVKVFFSVFYKSIEELATIAEIKQGRSVKNHLINLWLELMKLMLMERVE 
NtABS      532 AIIITAVDDFFDCFICKEELQNIIELVERWEGYSTVGFRSERVRIFFLALYKMVEEIAAKAETKQGRCVKDHLINLWIDMLKCMLVELDL 
 
 
SfKSL      417 W.SDETELSLDEYLSNSWVSIGCRICILMSMQFMGIKLTDEMLLSEECIDLCRHVSMVDRLLNDVQTFEKERKEN.TGNSVSLLLAANKD 
SmKSL      417 W.SDDTALTLDDYLSASWVSIGCRICILMSMQFIGIKLSDEMLLSEECIDLCRHVSMVDRLLNDVQTFEKERKEN.TGNSVTLLLAANKD 
SsSS       412 W.SNGTQQSFDEYISSSWLSNGSRLTGLLTMQFVGVKLSDEMLMSEECTDLARHVCMVGRLLNDVCSSEREREENIAGKSYSILLATEKD 
ShSBS      613 WFSGKTIPSIEEYLYVTSITFGARLIPLTTQYFLGIKISEDILESDEIYGLCNCTGRVLRILNDLQDSKKEQKED.SVTIVTLLM..K.. 
SlPHS      614 WCSGKTIPSIEEYLYVTSITFCAKLIPLSTQYFLGIKISKDLLESDEICGLWNCSGRVMRILNDLQDSKREQKEV.SINLVTLLM..K.. 
NtABS      622 WKIKSTTPSIEEYLSVACVTIGVPCFVLTSLYLLGPKLSKDVIESSEVSALCNCTAAVARLINDIHSYKREQAES.STNMVSILI..TQS 
 
 
SfKSL      505 DSAFTEEEAITKAKEMAEWNRRQLMKIVY..IKGNKFPRKCRDMFLKVCRIGCYLYASGDEFTSPQQMMEDMKSLVYEPVGE........ 
SmKSL      505 DSSFTEEEAIRIAKEMAECNRRQLMQIVY..KTGTIFPRQCKDMFLKVCRIGCYLYASGDEFTSPQQMMEDMKSLVYEPLTIHPLVANNV 
SsSS       501 GRKVSEDEAIAEINEMVEYHWRKVLQIVY..KKESILPRRCKDVFLEMAKGTFYAYGINDELTSPQQSKEDMKSFVF............. 
ShSBS      698 ..SMSEEEAIMKIKEILEMNRRELLKMVLVQKKGSQLPQICKDIFWRTSNWADFIYLQTDGYRIAEEMKNHIDEVFYKPLNH........ 
SlPHS      699 ..SMSEEEAIMKIKEILEMNRRELLKMVLVQKKGSQLPQLCKDIFWRTSKWAHFTYSQTDGYRIAEEMKNHIDEVFYKPLNH........ 
NtABS      709 QGTISEEEAIRQIKEMMESKRRELLGMVL.QNKESQLPQVCKDLFWTTINAAYSIHTHGDGYRFPEEFKNHINDVIYKPLNQYSP..... 
 
 
SfKSL          ... 
SmKSL      593 RGK 
SsSS           ... 
ShSBS          ... 
SlPHS          ... 
NtABS          ... 
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Насупрот томе, SfKSL  припада дитерпен синтазама класе I. Најближи 

секвенца ензиму SfKSL у филогенетском стаблу јесте каурен синтаза биљке 

Salvia miltiorrhiza (SmKSL) (Gao и сар., 2009), а прва следећа јесте 

склареол синтаза биљке Salvia sclarea (SsSS) (Caniard и сар., 2012; Schalk и 

сар., 2012). Као и SmKSL и SsSS, и секвенца протеина SfKSL  је краћа од 

осталих KS и  KSL ензима за приближно 210 амино киселина. То одговара 

дужини γ- домена, који је код наведених ензима изгубљен током 

еволуције. Прикази поређења најсроднијих секвенци, са назначеним 

високо конзервираним мотивима, дати су у Сликама 15 и 16. 

4.1.4. Функционална карактеризација гена SfCPS и SfKSL 

Висока хомологија изолованих гена са познатим и окарактерисаним 

дитерпен синтазама сама по себи не говори довољно о крајњем производу 

активности ензима које кодирају. Често се дешава да филогенетско 

груписање аминокиселинских секвенци дитерпен синтаза не буде у складу 

са производима који су резултат њихове каталитичке активности. Због тога 

је након изолације описаних гена приступљено испитивању њихове 

функције, уз помоћ различитих система за експресију хетерологих гена, 

након чега су производи in vitro и in vivo есеја испитивани уз помоћ GC-MS 

методе. Детаљни резултати ових експеримената описани су у наставку. 

4.1.5. Функционална in vitro карактеризација гена SfCPS 

експримираног у бактерији Escherichia coli 

Метода која је коришћена за расветљење функције гена SfCPS јесте 

експресија у бактерији Escherichia coli, праћена in vitro карактеризацијом. 

У ту сврху припремљена је „скраћена“ секвенца гена из које је уклоњен 

регион који кодира транзитни пептид (дужине 90 нуклеотида- 30 амино 

киселина), на основу предвиђања TargetP 1.1 софтвера. Индукција 

експресије такве „зреле“ верзије гена обављена је затим у бактерији E. coli.  
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Слика 17. SDS-PAGE анализа резултата оптимизације услова експресије гена 
SfCPS у бактерији Escherichia coli. А, Индукција бактеријске културе на оптичкој 
густини 0,5. Б, Индукција бактеријске културе на оптичкој густини 1,0. 1-4, 
концентрација IPTG-а 0,4 SmM. 5-8, концентрација IPTG-а 1,0 SmM. Време 
инкубације након индукције: 1, 5, 4h; 2, 6, 8h; 3, 7, 12h; 4, 8, 18h. C: контрола 
(неиндуковани узорак). M, протеински маркер. Стрелица показује траку протеина 
SfCPS. 

Ефикасна експресија хетерологног гена у бактерији E. coli зависи од 

посебних структурних карактеристика испитиваног гена и транскрибоване 

mRNK. Због тога је често неопходно установити оптималне услове за 

постизање високог приноса протеина. Такав приступ примењен је и у 

случају гена SfCPS, испитивањем различитих параметара бактеријске 

експресије. Тестирана је индукција синтезе протеина помоћу изопропил-β-

D-тиогалактозида (IPTG) у две различите концентрације (0,4 mM и 1,0 

mM). Даље, испитан је утицај четири различита времена инкубирања 

након индукције (4 h, 8 h, 12 h, 18 h), и такође две различите вредности 

A:
M      1       2       3       4      C      5       6       7       8

116.0

66,2

45,0

Б:
M      1       2       3       4      C      5       6       7       8

116.0

66,2

45,0



Резултати 
 

93 
 

оптичке густине бактеријске културе (OD600=0,5 и OD600=1) у тренутку 

индукције. По анализирању резултата бактеријске експресије под 

различитим условима, установљено је да се највећи принос протеина 

добија када се култура гаји на собној температури у трајању од 4 сата, 

после индукције са о,4 mM IPTG, у тренутку када  је оптичка густина 

достигла вредност 0,5 (Слика 17). Ови услови су даље примењени за 

производњу протеина ради његовог пречишћавања и коришћења у 

ензимским есејима. 

Пречишћавање протеина обележених уз помоћ His-tagging методе 

обављено је на начин описан у поглављу Материјал и методе. 

Афинитетно пречишћавање је било успешно и резултовало је веома 

чистим протеином, судећи по SDS-PAGE анализи (Слика 18). 

 

Слика 18. SDS-PAGE анализа резултата пречишћавања протеина SfCPS. 1, 
контрола- неиндуковани узорак. 2, индуковани узорак. 3, невезани протеини. 4, 
прво прање. 5, друго прање. 6, треће прање. 7, прво испирање. 8, друго испирање. 
9, треће испирање. M, протеински маркер. Стрелица показује траку протеина 
SfCPS. 

За утврђивање оптималних услова за извођење ензимског есеја, 

експерименти оптимизације су такође изведени. Пик довољног 

интензитета на GC-MS-у добијен је када је као супстрат коришћен GGDP 

концентрације 60 μM, а реакциона смеша је инкубирана преко ноћи. 

Оптимална концентрација алкалне фосфатазе била је 0,025 јединица/μl, а 

 

M         1          2          3           4           5           6            7           8           9
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инкубирање у трајању од 4 сата на 37 °C показало се као довољно за 

уклањање фосфатних група са производа реакције. 

SPME се није показао као корисна метода за узорковање испарљивих 

дитерпена, јер је уочена селективност приликом апсорпције једињења 

ослобођених током киселе хидролизе енсимских реакција, што није давало 

поуздане резултате након GC-MS анализе. Из тог разлога, као метода за 

узорковање производа реакције коришћена је екстрација органским 

растварачем. За постизање довољно високе концентрације производа, 

било је неопходно концентровати органски екстракт уз помоћ вакум 

упаривача пре даље анализе. Од два органска растварача који су 

коришћени за екстракцију испарљивих једињења, за даље експерименте 

изабран је хексан јер се показао као ефикаснији од етил-ацетата за 

екстракцију дитерпена. Хексан се такође одликује вишом стопом 

испаравања, што смањује време неопходно за упаравање узорка. 

Органски екстракти ензимских есеја затим су испитивани помоћу GC-

MS анализе. Кисела хидролиза узорка произвела је углавном маноол, који 

је познат резултат хидролизе копалил дифосфата. Међутим, излагањем 

узорака ензимској хидролизи помоћу алкалне фосфатазе, дефинитивно је 

установљена функција ензима SfCPS. Дефосфорилисани производ 

реакције коју катализује овај ензим идентификован је као копалол, уз 

помоћ поређења са Wiley базом података масених спектара (Registry of 

Mass Spectral Data, Palisade Corporation, Newfield, NY, САД), што је 

недвосмислено указивало на то да SfCPS катализује реакцију циклизације 

GGDP-а у CDP (Слика 19). 
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Слика 19. Функционална карактеризација ензима SfCPS у бактерији E. coli. а, 
GC-MS профил (275 m/z екстрахован хроматограм) дефосфорилисаног производа 
активности „зрелог“ протеина SfCPS инкубираног са GGDP. б, GC-MS профил 
контролне реакције- изостављен супстрат. в, Масени спектар пика 1 (копалол). 
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4.1.6. Функционална карактеризација гена SfKSL  

За карактеризацију следећег гена у биосинтетском ланцу ка 

карнозичној киселини, уз експресију у бактерији E. coli, коришћена су још 

два метода. Један од њих је био експресија у квасцима, а други привремена 

експресија у врсти Nicotiana benthamiana.  

4.1.7. Функционална in vitro карактеризација гена SfKSL 

експримираног у бактерији Escherichia coli 

Први корак у испитивању функције изолованог гена SfKSL била је 

његова карактеризација експресијом у бактеријама комбинована са in vitro 

карактеризацијом, слично као и у случају гена SfCPS. Бактерије су у ову 

сврху синтетисале „зрелу“ верзију протеина, умањену за транзитни пептид 

дужине 49 амино киселина.   

За бактеријску експресију коришћени су слични услови као и за SfCPS, 

са том разликом што су бактеријске културе после индукције  остављене да 

инкубирају 16 сати на собној температури. Експримирани, хистидинима 

обележен протеин након тога је пречишћен. 

Функционална in vitro карактеризација коришћењем ензимског есеја 

обављена је инкубацијом пречишћеног SfKSL протеина заједно са 

протеином SfCPS, што је обезбедило неопходан супстрат у виду CPP. Као 

супстрат за SfCPS, у реакцију је додат и GGDP. GC-MS анализа производа in 

vitro реакције екстрахованог хексаном резултирала је у детектовању пика 

који није постојао на хроматограму контролне реакције. Масени спектар 

овог пика највише је одговарао недавно окарактерисаној супстанци под 

називом милтирадиен (Gao и сар., 2009) (Слика 20).  
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Слика 20. Функционална карактеризација ензима SfKSL у бактерији E. coli. а, 
GC-MS профил (272 m/z екстрахован хроматограм) производа заједничке 
активности „зрелих“ протеина SfCPS и SfKSL инкубираних са GGDP. б, GC-MS 
профил контролне реакције — изостављен SfCPS. в, Масени спектар производа 
налик милтирадиену (пик 2). 

 

Слика 21. SPME анализа производа истовремене активности ензима SfCPS и 
SfKSL у квасцима (Saccharomyces cerevisiae). а, GC-MS хроматограм који 
приказује производе реакције. б, Масени спектар производа налик милтирадиену 
(пик 2). в, Масени спектар абиетатриена (пик 3). 
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4.1.8. Функционална карактеризација гена SfKSL у квасцима 

(Saccharomyces cerevisiae) 

Есеји експресије у квасцима обављени су коришћењем соја S. cerevisiae 

под називом АМ104, који је поседовао GGDPS ген из биљке Cistus creticus 

интегрисан у хромозом квасца. Овај сој након трансформације 

истовремено са обе дитерпен синтазе назван је АМ104-1, и гајен је у виду 

течне културе како би дошло до синтезе производа ензимских реакција. 

Након периода инкубације, испарљива једињења су узоркована из 

атмосфере изнад културе коришћењем SPME система. GC-MS анализа 

прикупљених једињења указала је на постојање идентичног производа 

реакције као и у случају бактеријског есеја (слика 21). Као нови пик, поред 

потенцијалног пика за милтирадиен, уочен је и пик који по масеном 

спектру највише одговара абиетатриену. 

4.1.9. Функционална карактеризација гена SfKSL есејом 

привремене експресије у врсти Nicotiana benthamiana 

За in planta есеј привремене експресије, листови биљке N. benthamiana 

истовремено су инокулисани бактеријама Agrobacterium tumefaciens које 

су носиле бинарне векторе са пуним дужинама гена SfCPS и SfKSL. Заједно 

са генима чија функција се испитивала, листови су инокулисани и 

конструктом који је носио ген за протеин p19, како би се искористила 

његова улога у супресији биљног „gene silencing“ одговора. Након пет дана, 

уследила је екстракција инокулисаних листова хексаном и GC-MS анализа. 

Резултат ове анализе био је сличан резултату добијеном приликом 

испитивања експересије уз помоћ бактерија и квасаца, а то је детекција 

пика чији је масени спектар најсличнији спектру милтирадиена (Слика 

22Б, пик 1 и 22В, а). Као и у случају експресије гена SfKSL у квасцима, 

детектован је и пик који одговара абиетатриену (Слика 22Б, пик 2 и 22В, 

б). 
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4.1.10. Карактеризација производа ензимске активности 

протеина SfKSL помоћу NMR спектроскопије 

Структурна карактеризација једињења произведеног комбинованом 

активношћу „зреле“ верзије протеина SfCPS и SfKSL постигнута је уз помоћ 

NMR анализе.  

 

Слика 22. Анализа хексанских екстраката квасаца и инокулисаних листова врсте 
Nicotiana benthamiana. Производња супстанце налик милтирадиену. А, Есеји 
експресије у квасцима. a, GC-MS профил хексанске фракције пречишћене на 
силика гел колони. Фракција садржи производе културе квасца трансформисане 
генима SfCPS и SfKSL (пик 1 и 2). б, GC-MS профил нетрансформисаног соја 
AM104. Б, Есеји експресије у врсти N. benthamiana. a, GC-MS профил листова 
врсте N. benthamiana инокулисаних генима SfCPS и SfKSL (пик 1 и 2). б, GC-MS 
профил листова N. benthamiana инокулисаних празним pGA643 вектором. В, 
Масени спектри синтетисаних једињења. a, пик 2 (милтирадиен). б, пик 3 
(абиетатриен). 
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У ту сврху, повећана је запремина претходно описаног експресионог 

система у квасцима са циљем производње довољне количине једињења за 

NMR анализе. 3,75 литара течне културе квасца екстраховано је хексаном, 

након чега је уследило пречишћавање екстракта на силика гел колони. GC-

MS анализом лоциран је производ од интереса у фракцији 1, елуираној 

чистим хексаном (Слика 22А). Овај поступак пречишћавања као резултат 

је имао добијање 20 мг фракције, што се показало као довољно за анализу 

уз помоћ NMR спектроскопије, која је обављена на Хемијском факултету 

Аристутеловог универзитета у Солуну, од стране др Константиноса 

Тсолеридиса. На темељу 1D и 2D NMR спектроскопије (1H, 13C, DEPT, COSY 

H-H, HMQC и HMBC) установљено је да пречишћено једињење које настаје 

као производ активности протеина SfKSL, по својој структури одговара 

милтирадиену (слика 23). 

 

 

 

 Слика 23. Структура милтирадиена. А. 3D модел (штапићи и лоптице) 
израчунат по АМ1 (Austin Model 1) методу. Сивом лоптице представљају атоме 
угљеника, а плаве лоптице представљају атоме водоника. Б. Структура 
милтирадиена са означеним хемијским помацима за протоне (плаво) и угљенике 
(црвено). Стрелице означавају геминална (2JCH) и вицинална (3JCH) спрезања 
између угљеника и протона у хетеронуклеарном HMBC (Heteronuclear Multi Bond 
Correlation) спектру. У случају циклохексадиенског прстена могу се уочити и 
спрезања на даљину ─ 4JCH. Истом бојом стрелица су приказане корелације 
одређеног протона са суседним угљеницима. Разлика између 18- и 19-метил група 
утврђена је на основу спрезања између 5-H и 19-CH3 које се налазе у анти 
позицијама и скоро су копланарни. 
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4.1.11. Функционална карактеризација дитерпен синтаза 

рузмарина 

Функција две дитерпен синтазе рузмарина, копалил дифосфат синтазе 

(RoCPS) и потенцијалне каурен синтазе (RoKSL1), испитана је експресијом 

у квасцима. Оба гена добијена су од Др Алана Тисијеа (Институт за 

биохемију биљака, Лајбниц, Немачка). Коришћен је АМ113 сој квасца, а 

испитана је функција како пуне дужине протеина (RoCPSf и RoKSL1f), тако 

и њихове „зреле“ верзије (RoCPSm и RoKSL1m). Следеће комбинације гена 

су тесиране: RoCPSf x RoKSL1f, RoCPSf x RoKSL1m, RoCPSm x RoKSL1f и 

RoCPSm x RoKSL1m, а одговарајући сојеви названи су  АМ113-2, АМ113-3, 

АМ113-4 и АМ113-5, редом. Течне културе квасца екстраховане су хексаном, 

а затим су екстракти анализирани помоћу GC-MS методе (Слика 24).  

 

 

 

Слика 24. Хетеролога експресија гена RoCPS и RoKSL1 у соју квасца AM113. A, 
Хроматограми укупних јона који приказује производе излучене у течну културу 
квасаца који ко-експримирају RoCPSm+RoKSL1m, RoCPSf+RoKSL1m, 
RoCPSm+RoKSL1f и RoCPSf+RoKSL1f. Сој квасца AM113 коришћен је као 
нетрансформисана контрола. f – протеин пуне дужине, m – „зрели“ протеин; Б, 
Масени спектар милтирадиена (пик 2) и абиетатриена (пик 3).  
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Милтирадиен и абиетатриен су детектовани у културама сојева АМ113-2 
и АМ113-4, које су синтетисале следеће комбинације протеина: RoCPSf x 
RoKSL1f и RoCPSm x RoKSL1f. 

4.2. Анализа транскриптома жлезданих длака грчке жалфије и 

рузмарина уз помоћ 454 секвенционирања 

4.2.1. Одабир биљног материјала  

Од кључне важности за успешну примену анализе транскриптома у 

идентификацији гена укључених у биосинтезу карнозинске киселине било 

је коришћење одговарајућег ткива, које се одликује високом 

концентрацијом овог једињења, а самим тим и високом стопом његове 

синтезе. У ту сврху, извршена је анализа садржаја фенолних једињења 

различитих ткива (жлездане длаке, листови без длака), различитих 

развојних стадијума листова и различитих генотипова грчке жалфије и 

рузмарина. Сви узорци су послати на анализу у Plant Research 

International (Универзитет и истраживачки центар, Вагенинген, 

Холандија), која је обављена од стране др Рика де Воса (Ric de Vos). 

Коришћена је LC-PDA-LTQ-Orbitrap FTMS метода оптимизована за 

фенолне дитерпене. 

Први корак у испитивању локализације карнозинске киселине и 

производа њене оксидације, карнозола, у листовима грчке жалфије, 

представљала је анализа разлике у хемијском садржају између изолованих 

жлезданих длака, листова са којих су жлездане длаке уклоњенe, и целих, 

нетакнутих, листова. За анализу су припремљени узорци младих и зрелих 

листова три различита генотипа: S. fruticosa пореклом са локалитета 

Врисес (Крит, Грчка), S. fruticosa пореклом са локалитета Кавуси (Крит, 

Грчка) и S. fruticosa дибијена из комерцијалног семена (B & T World Seeds), 

а као техника за изолацију жлезданих длака коришћена је абразија сувим 

ледом. Хемијском анализом овако припремљених узорака, установљене су 

јасне разлике у концентрацији испитиваних једињења. У жлезданим 

длакама младих листова генотипа „Кавуси“ детектована је највећа 

концентрација како карнозола, тако и карнозинске киселине.  
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У следећем кораку анализирана је хемијски састав листова на 

различитој удаљености од вршног дела изданка жалфије. Такође је 

испитан и утицај благе суше и светлосног стреса на садржај карнозола и 

карнозичне киселине. Резултати су показали да је количина карнозичне 

киселине значајно виша код биљака претходно изложеним стресу. 

Установљено је такође и благо опадање нивоа фенолних дитерпена са 

старењем листова како код биљака изложеним стресу, тако и код биљака 

гајених у нормалним условима.  

Да би се прецизније утврдило место акумулације фенолних дитерпена у 

листовима грчке жалфије, следило је испитивање хемијског садржаја 

жлезданих длака и листова без жлезданих длака три различита узрасна 

ступња грчке жалфије. За припрему узорака жлезданих длака испробана је 

нова техника изолације жлезданих длака са површине листова 

(површинска абразија bead-beater апаратом). Показало се да ова техника 

ефикасно уклања жлездане длаке са површине листова грчке жалфије, па 

су на овај начин добијени узорци послати на даљу фитохемијску анализу. 

Анализа је указала на висок садржај карнозинске киселине у жлезданим 

длакама, док је карнозол преовладавао у листовима са којих су жлездане 

длаке биле уклоњене. 

Хемијска анализа рузмарина отпочела је експериментом чији је циљ 

било утврђивање популације која се одликује највишим садржајем 

фенолних дитерпена. Две популације су испитиване: биљке R. officinalis 

одгајене из комерцијалних семена (B & T World Seeds, Aigues-Vives, 

Француска) и R. officinalis пореклом са локалитета Солун (Грчка). Да би се 

установило постоји ли разлика у хемијском садржају између листова 

различите старости, за сваку популацију одвојено су анализирани млади и 

старији листови. Анализа је издвојила популацију комерцијалног 

рузмарина (B & T World Seeds), као значајно богатију једињењима 

карнозол и карнозична киселина. Такође, није утврђена значајна разлика 

у садржају испитиваних једињења између два анализирана узрасна 

стадијума листа.  
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Даље, анализирана је разлика у хемијском садржају између листова 

позиционираних на различитим удаљеностима од вршног дела изданка 

жалфије, код комерцијалног (B & T World Seeds) генотипа. Резултати су 

показали веома благо опадање нивоа фенолних детерпена са старењем 

листова. 

Хемијска анализа жлезданих длака (изолованих површинском 

абразијом bead-beater апаратом) и „голих“ листова три узастопна узрасна 

стадијума указала је на различиту локализацију фенолних једињења, 

слично као у случају грчке жалфије. Жлездане длаке одликовале су се 

високим садржајем карнозичне киселине, док је ниво карнозола био 

многоструко нижи. Садржај карнозола био је низак и у односу на исти у 

листовима без жлезданих длака. 

4.2.2. Изолација жлезданих длака и укупне РНК  

На основу резултата фитохемијске анализе LC-PDA-LTQ-Orbitrap FTMS 

методом, као биљни материјал за анализу транскриптома, изабране су 

жлездане длаке младих листова благо стресираних биљака генотипа 

“Кавуси” грчке жалфије. За анализу транскриптома рузмарина, изабране 

су жлездане длаке млађих стадијума развића листова комерцијалног 

генотипа (B & T World Seeds). За добијање РНК довољно доброг квалитета 

за потребе секвенцирања читавог транскриптома, било је неопходно да се 

пронађе оптимална метода како за изолацију жлезданих длака са 

површине листова, тако и за изолацију саме РНК из тако добијеног 

материјала. Од техника за изолацију жлезданих длака тестирана је 

површинска абразија bead-beater апаратом и абразија сувим ледом. 

Такође, два различита комерцијална сета за изолацију РНК су испитана 

(Spectrum  Plant  Total  RNA  Kit (Sigma, САД) и PureLink RNA Mini Kit 

(Ambion, САД)). РНК добијена из жлезданих длака изолованих 

површинском абразијом bead-beater апаратом, показивала је знаке благе 

деградације. Насупрот томе, изолација жлезданих длака уз помоћ сувог 

леда показала се веома успешном. Длаке су на овај начин биле ефикасно, 

без озлеђивања, уклоњене са површине листова, што је утврђено 
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испитивањем уз помоћ оптичког микроскопа (слика 25). Такође, 

контаминација узорака жлезданих длака другим ћелијама листа била је 

минимална.  

 

 Слика 25. Микроскопске фотографије  жлезданих длака изолованих са 
површине листова рузмарина (А, Б) и грчке жалфије (В, Г). Б и Г. Појединачне 
жлездане длаке. 1. Жлездане ћелије прекривене кутикулом. 2. „огољене“ 
жлездане ћелије.   

Процена квалитета изоловане РНК из S. fruticosa урађена је у 

компанији Plataforma de Transcriptòmica (Parc Cientific de Barcelona и 

Universitat de Barcelona, Шпанија), док су компанији Bioprobe Lp R&D 

Laboratories (Солун, Грчка) послати узорци R. officinalis. Анализа је 

обављена помоћу Agilent 2100 Bioanalyzer система (Agilent Technologies, 

САД). Софтвер 2100 Expert процењује квалитет РНК уз помоћ RIN (RNA 

Integrity Number) вредности и срачунава 28S/18S однос рибозомалне РНК 

за сваки узорак укупне РНК. RIN вредност је важан показатељ квалитета 

РНК. Овим анализама установљено је да су различите методе изолације 

РНК (комплети Spectrum  Plant  Total  RNA и PureLink RNA Mini), биле 

другачије ефикасности код две различите биљне врсте. За грчку жалфију, 

изолација уз помоћ Spectrum  Plant  Total  RNA  комплета резултирала је 

добијањем РНК чија је RIN вредност износила 8,1 (Слика 26), док је за 

рузмарин, тек коришћење комплета PureLink RNA Mini произвело 

задовољавајуће резултате. РНК добијена на тај начин била је веома 

високог квалитета (RIN=9,7, Слика 27). Будући да је квалитет изоловане 

РНК жлезданих длака како грчке жалфије, тако и рузмарина, задовољавао 
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прописане услове (RIN вредност у опсегу од 7 до 10), изолована РНК 

послата је затим на секвенцирање транскриптома у компанији Vertis 

Biotechnologie AG (Немачка). 

 
Слика 26. Анализа квалитета укупне РНК жлезданих длака биљке S. fruticosa 
добијене помоћу система Agilent 2100 Bioanalyzer. А, Електроферограм РНК 
узорка. Обележени су пикови који одговарају 18S и 28S рибозомској РНК. Х оса 
означава дужину РНК фрагмената у нуклеотидима, а Y оса јединице 
флуоресценције. Б, Синтетичка слика гела која приказује траке 18S и 28S 
рибозомске РНК. Plataforma de Transcriptòmica (Parc Cientific de Barcelona и 
Universitat de Barcelona, Шпанија). 

 
Слика 27 Анализа квалитета укупне РНК жлезданих длака биљке R. officinalis 
добијене помоћу система Agilent 2100 Bioanalyzer. А, Електроферограм РНК 
узорка. Обележени су пикови који одговарају 18S и 28S рибозомској РНК. Х оса 
означава време у секундама, а Y оса јединице флуоресценције. Б, Синтетичка 
слика гела која приказује траке 18S и 28S рибозомске РНК. Bioprobe Lp R&D 
Laboratories (Солун, Грчка). 

A Б28S

18S
28S

18S
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4.2.3. Секвенцирање, повезивање фрагмената и 

идентификација гена потенцијално укључених у синтезу 

карнозичне киселине 

Секвенцирање транскриптома жлезданих длака обављено 

помоћу  454  GS FLX  Titanium платформе, док је повезивање прочитаних 

секвенци у контиге обављено уз помоћ Newbler runAssembly модула 

(Roche, САД), што је резултирало добијањем 29912 асемблираних секвенци 

за грчку жалфију и 57254 асемблираних секвенци за рузмарин. Просечна 

дужина секвенци у случају грчке жалфије износила је 1099 bp, док је код 

рузмарина износила 1377 bp. Детаљи збирне статистике асемблирања 

секвенци грчке жалфије и рузмарина наведени су у табели 7.  

 

Табела 7. Збирна статистика асемблирања секвенци врста S. fruticosa и R. 
officinalis добијених помоћу  454  GS FLX  Titanium платформе. 

Врста Salvia fruticosa Rosmarinus officinalis 

Број асемблираних секвенци 29912 57254 

Укупна дужина секвенци 27782418 78835481 

Просечна дужина секвенци 1099 1377 

Максимална дужина секвенци 10338 12058 

N50 дужина секвенци 1230 1831 

 

4.2.3.1. Функционална анализа асемблираних секвенци 

Уз помоћ FastAnnotator интернет сервиса за анотацију транскрипата 

обављена је функционална анализа свих секвенци рузмарина дужих од 500 

bp и грчке жалфије дужих од 200 bp. Транскрипти су анотирани 

додељавањем GO (Gene ontology) термина, EC (Enzyme Commission) 

бројева и проналажењем функционалних домена. 
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4.2.3.2. Функционална анализа асемблираних секвенци грчке 

жалфије 

Укупно је FastAnnotator интернет сервисом анализирано 29835 

асемблираних  секвенци. Дистрибуција секвенци по просечним дужинама 

приказана је на слици 28. 

 

Слика 28. Дистрибуција просечних дужина асемблираних секвенци врсте S. 
fruticosa добијених помоћу  454  GS FLX  Titanium платформе. 

Од укупног броја анализираних секвенци, за 20668 секвенци утврђени 

су GO (Gene ontology) термини (Слика 29). Од тога, за 18060 секвенци 

одређена је припадност различитим биолошким процесима, за 17779 

секвенци утврђена је припадност одређеним ћелијским компонентама, а за 

16950 секвенци додељени су термини који одређују молекуларну функцију 

(други GO ниво).  

Претрагом конзервираних функционалних домена која је обављена 

коришћењем Pfam базе података протеинских фамилија (Finn и сар., 

2014), пронађено је 13379 секвенци које су у себи поседовале бар један 

домен (са 50 % минималном покривеношћу дужине домена). У табели 8 

претстављено је 15 најчешћих Pfam фамилија.   
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За укупно 2158 секвенци одређени су EC бројеви, којих је било све 

заједно 523, и који су повезани са 146 KEGG метаболичких путева. 

Најзаступљенијих 30 KEGG метаболичких путева предсатављено је у 

табели 9. Међу идентификованим метаболичким путевима, 29 је 

припадало секундарном метаболизму. 

 

Табела 8. Најчешћих 15 Pfam фамилија асемблираних секвенци врсте S. 

fruticosa. 

Pfam приступни 
број 

Pfam 
фамилија 
протеина  

Укупан број 
асемблираних 
секвенци 

PF13855  LRR_8 931 
PF00069  Pkinase 737 
PF01576  Myosin_tail_1 670 
PF07714  Pkinase_Tyr 634 
PF13041  PPR_2 577 
PF13868  Trichoplein 423 
PF00400  WD40 416 
PF10174  Cast 410 
PF05557  MAD 392 
PF12799  LRR_4 377 
PF01535  PPR 345 
PF12796  Ank_2 322 
PF12128  DUF3584 321 
PF12854  PPR_1 317 
PF00076  RRM_1 303 
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Слика 29. Онтологија гена (Gene Ontology — GO) за 29835 асемблираних 
секвенци врсте S. fruticosa установљена уз помоћ Blast2GO софтвера. 
Представљене су три GO категорије: а. биолошки процеси, б. ћелијска 
компонента, в. молекуларна функција. 
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Табела 9. 30 најзаступљенијих KEGG метаболичких путева асемблираних секвенци врсте 
S. fruticosa. 

Метаболички пут 
Укупан број 
асемблираних 
секвенци 

Број ензима 

Метаболизам пурина  654 53 
Метаболизам скроба и сахарозе  444 40 
Сигнални пут рецептора Т-ћелија  365 2 
Метаболизам пиримидина  257 32 
Биодеградација и метаболизам ксенобиотика  238 15 
Метаболизам пирувата  232 25 
Метаболизам тиамина  223 6 
Метаболизам амино и нуклеотидних шећера 207 41 
Гликолиза/глуконеогенеза  205 26 
Метаболизам глицеролипида 197 21 
Метаболизам фенилаланина 193 23 
Биосинтеза фенилпропаноида  178 14 
Фиксација угљеника код фотосинтетичких организама  171 21 
Метаболизам галактозе 168 19 
Сигнални систем фосфатидилинозитола  166 17 
Метаболизам цистеина и метионина 163 37 
Интерконверзија пентозе и глукуроната  163 16 
Оксидативна фосфорилација  163 8 
Метаболизам глицерофосфолипида 163 27 
Метаболизам цијано-аминокиселина  150 14 
Метаболизам глиоксилата и дикарбоксилата  144 29 
Метаболизам  глицина, серина и треонина  136 30 
Метаболизам инозитол-фосфата  132 21 
Биосинтеза флавоноида  131 13 
Метаболизам триптофана 129 16 
Метаболизам порфирина и хлорофила  127 31 
Метаболизам метана 126 22 
Метаболизам аргинина и пролина 123 36 
Метаболизам глутатиона 123 17 
Метаболизам алфа-линолеинске киселине 122 10 
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4.2.3.3. Функционална анализа асемблираних секвенци 

рузмарина 

FastAnnotator интернет сервисом је анализирано укупно 48733 

асемблираних  секвенци. Дистрибуција секвенци по просечним дужинама 

приказана је на слици 30. 

 

 

Слика 30. Дистрибуција просечних дужина асемблираних секвенци врсте R. 

officinalis добијених помоћу  454  GS FLX  Titanium платформе. 

 

Од укупног броја анализираних секвенци, за 37944 секвенци утврђени 

су GO термини (Слика 31). Од тога, за 33047 секвенци одређена је 

припадност различитим биолошким процесима, за 33672 секвенци 

утврђена је припадност одређеним ћелијским компонентама, а за 31359 

секвенци додељени су термини који одређују молекуларну функцију 

(други GO ниво).  

Претрагом конзервираних функционалних домена обављеном 

коришћењем Pfam базе података протеинских фамилија, пронађено је 
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29906 секвенци које су у себи поседовале бар један домен (са 50 % 

минималном покривеношћу дужине домена). У табели 10 претстављено је 

15 најчешћих Pfam фамилија.   

За укупно 5219 секвенци одређени су EC бројеви, којих је било све 

заједно 656, и који су повезани са 144 KEGG метаболичких путева. 

Најзаступљенијих 30 KEGG метаболичких путева предсатављено је у 

табели 11. Међу идентификованим метаболичким путевима, 33 је 

припадало секундарном метаболизму. 

 

Табела 10. 15 најчешћих Pfam фамилија асемблираних секвенци врсте R. 

officinalis. 

Pfam приступни 
број 

Pfam 
фамилија 
протеина  

Укупан број 
асемблираних 
секвенци 

PF01576  Myosin_tail_1 2326 
PF00069  Pkinase 1906 
PF07714  Pkinase_Tyr 1657 
PF00076  RRM_1 1596 
PF14259  RRM_6 1406 
PF10174  Cast 1349 
PF13868  Trichoplein 1220 
PF00400  WD40 1210 
PF13893  RRM_5 1184 
PF13041  PPR_2 1172 
PF05557  MAD 1140 
PF12128  DUF3584 1110 
PF05701  WEMBL 972 
PF09606  Med15 923 
PF00769  ERM 855 
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Слика 31. Онтологија гена (Gene Ontology — GO) за 48733 асемблираних секвенци врсте 
R. officinalis установљена уз помоћ Blast2GO софтвера. Представљене су три GO 
категорије: а. биолошки процеси, б. ћелијска компонента, в. молекуларна функција. 
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Табела 11. 30 најзаступљенијих KEGG метаболичких путева асемблираних 
секвенци врсте R. officinalis. 

Метаболички пут 
Укупан број 
асемблираних 
секвенци 

Број ензима 

Метаболизам пурина  1011 56 
Метаболизам скроба и сахарозе  663 42 
Метаболизам пиримидина 532 33 
Сигнални пут рецептора Т-ћелија 529 2 
Гликолиза/глуконеогенеза 416 26 
Метаболизам пирувата  334 28 
Сигнални систем фосфатидилинозитола 331 19 
Метаболизам глицеролипида 327 21 
Метаболизам амино и нуклеотидних шећера 312 42 
Метаболизам фенилаланина 312 24 
Метаболизам глицерофосфолипида 310 29 
Биодеградација и метаболизам ксенобиотика 297 16 
Метаболизам цистеина и метионина 283 40 
Биосинтеза фенилпропаноида 265 14 
Метаболизам метана 261 23 
Циклус лимунске киселине  252 19 
Оксидативна фосфорилација 252 9 
Метаболизам тиамина 246 7 
Разградња валина, леуцина и изолеуцина 243 19 
Фиксација угљеника код фотосинтетичких 
организама 

241 21 

Метаболизам инозитол-фосфата  238 21 
Метаболизам аргинина и пролина 229 40 
Метаболизам глутатиона 228 18 
Метаболизам  глицина, серина и треонина  222 31 
Метаболизам галактозе 219 20 
Пут пентозо-фосфата 219 17 
Метаболизам триптофана 201 17 
Разградња масних киселина 199 15 
Метаболизам глиоксилата и дикарбоксилата  195 30 
Интерконверзија пентозе и глукуроната  191 17 
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4.2.3.2. Идентификација гена кандидата за синтезу 

карнозинске киселине 

Анализа EST базе података резултирала је идентификацијом секвенци 

које представљају потенцијалне кандидате за гене укључене у 

биосинтетски пут карнозичне киселине. Два контига из EST базе података 

грчке жалфије одговарала су већ окарактерисаним генима SfCPS и SfKSL 

(поглавље 4.1.). Реч је о контигу Sfru.N01.C012304 и Sfru.N01.C007690. 

Такође, у EST бази података жлезданих длака рузмарина пронађене су 

секвенце хомологе са изолованим генима жалфије. Једна секвенца је 

изабрана као кандидат за CPS ген (Roff.N01.C023303), док су за KSL ген 

пронађена два кандидата (Roff.N01.C024308 и Roff.N01.C014868). На 

основу већ познатих података о генима других биљних врста, 

претпостављено је да следеће кораке у биосинтетском путу до карнозичне 

киселине катализују ензими који припадају фамилији цитохром P450 

(CYP) монооксигеназа.  У EST базама података пронађено је 9 секвенци 

грчке жалфије и 7 секвенци рузмарина које су изабране као највероватнији 

гени кандидати за кодирање CYP ензима (Табела 12).  

Табела 12. Цитохром P450 кандидати за синтезу карнозичне киселине и њихова 
анотација. 

врста EST контиг анотација 

S. fruticosa 
 

Sfru.N01.C007784/85 CYP71AxSf3 
Sfru.N01.C002897 CYP71AxSf1 
Sfru-N01.C005075 CYP71AySf1 
Sfru.N01.C005693 CYP72AxSf1 

Sfru.N01.C007652/53 CYP96xSf2 
Sfru.N01.C012726 CYP96xSf1 
Sfru.N01.C013081 CYP72xSf1 
Sfru.N01.C001944 CYP71DSf2 
Sfru.N01.C002373 CYP71ASf1 

Sfru.N01.C016156/Sfru.N01.C021415 CYP76Sf2 

R. officinalis 
 

Roff.N01.C033986 CYP71AxRo1 
Roff.N01.C034529 CYP71AyRo1 
Roff.N01.C034470 CYP72AxRo4 
Roff.N01.C034550 CYP72AxRo2 
Roff.N01.C034293 CYP96xRo1 
Roff.N01.C034476 CYP96xRo2 

Roff.N01.C027381/82 CYP72xRo1 
Roff.N01.C021640 CYP76Ro3 
Roff.N01.C021643 CYP76Ro4 
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Анализа протеинских секвенци које одговарају генима кандидатима, 

показала је присуство региона карактеристичних за цитохром P450 

ензиме, у које спадају домен за везивање хем јединице, PERF мотив, 

KETLR мотив и место за везивање О2 (Табела 13). 

Табела 13 Протеински региони карактеристични за цитохроме P450, пронађени 
у секвенцама изабраних кандидата.  

 

Назив региона Секвенца 

Домен за везивање хем  јединице F(G/N)xG(R/P)RxCxG 

PERF мотив PxR(F/W) 

KETLR мотив xExxRx 

Место за везивање О2 (A/G)Gx(E/D)(T/S)(T/S) 
 

4.3. Изолација и функционална карактеризација цитохрома 

P450 грчке жалфије и рузмарина потенцијално укључених 

у синтезу карнозичне киселине 

4.3.1. Изолација и анализа секвенци цитохрома P450 грчке 

жалфије  

Цитохром P450 кандидати успешно су изоловани из цДНК жлезданих 

длака грчке жалфије. Слика 32 приказује упоређене секвенце протеина 

које транслирају изоловани гени, са означеним регионима 

карактеристичним за цитохром P450 монооксигеназе. У наставку су 

детаљније описани сви изоловани гени, а у поглављу Прилог (Слике П1-

П15) се налазе и све генске секвенце. 

Sfru.N01.C002897 (CYP71AxSf1): Изолована секвенца разликовала 

се у само 3 амино киселине од почетног контига Sfru.N01.C002897. ОРФ 

гена састоји се од 1398 базних парова, односно 466 амино киселине (Слика 

П1).  

Sfru.N01.C007784/85 (CYP71AxSf3): Контиг Sfru.N01.C007784 и 

Sfru.N01.C007785 међусобно се разликују у само једној амино киселини, па 
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се могу посматрати као варијанте истог гена. Прајмери су дизајнирани 

тако да се везују за обе секвенце. Први покушај изолације пуне дужине 

гена резултирао је у добијању секвенце која се разликовала од оба почетна 

контига, али је сличност и даље била висока (идентичност секвенце- 98,8 

%). Због тога је и задржан назив ове секвенце по почетној анотацији-  

CYP71AxSf3. ОРФ овог гена састоји се од 1509 базних парова, а протеин који 

кодира чини 502 амино киселине (Слика П2). Након овог, уследио је још 

један покушај изолације контига Sfru.N01.C007784/85. Секвенца која је 

добијена том приликом показивала је већу сличност са контигом 

Sfru.N01.C002897 (97,12 % идентичност) него са почетним контигом (86,34 

% идентичност). Та секвенца названа је CYP71AxSf4, и чини је ОРФ од 1497 

базних парова или 498 амино киселина (Слика П3).  

Sfru.N01.C007652/53 (CYP96xSf2): Контизи Sfru.N01.C007652 и 

Sfru.N01.C007653 идентични су у свом аминокиселинском саставу, па су 

сматрани истим геном приликом изолације. Први покушај изолације гена 

резултирао је умножавањем секвенце која се разликује донекле од контига 

у аминокиселинском саставу (98,73 % идентичност секвенци). Резултат 

поновљене амплификације био је добијање секвенце идентичне са 

контигом. Ова секвенца је дефинитивно названа CYP96xSf2, и дужина јој је 

1491 bp/496 ak, док је претходно изолована добила назив CYP96xSf3, и њен 

ОРФ чини 1485 bp/494 ak (Слике П4 и П5).  

Sfru.N01.C016156/Sfru.N01.C021415: Поређење са NCBI базом 

података указало је на могућност да два контига представљају делове  

једног истог гена, при чему се контиг Sfru.N01.C016156 налази на 5' крају, а 

Sfru.N01.C021415 на 3'крају секвенце. То је и потврђено након успешне 

амплификације PCR техником гена у пуној дужини, а уз помоћ прајмера 

дизајнираних на основу секвенца оба контига. Изолован је ген чији су 

почетни и завршни делови били идентични контизима, а дужина му је 

била 1479 bp тј. 492 ak. Ген је анотиран као CYP76AAxSf2 (Слика П6).  
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Sfru-N01.C005075 (CYP71AySf1): Разлика између изоловане 

секвенце и контига огледала се само у две амино киселине. ОРФ чини 1500 

базних парова, тј. 499 амино киселина (Слика П7).  

Sfru.N01.C005693 (CYP72AxSf1): Изолована секвенца разликовала 

се од контига у само једној амино киселини и њен ОРФ је био дужине 1326 

базних парова, тј. 441 амино киселину (Слика П8).  

Sfru.N01.C008404 (CYP72AxSf2): Сличност изоловане секвенце у 

односу на контиг веома је висока (99,42 % идентичност). Дужина гена је 

1557 bp, док је дужина транслираног протеина 518 амино киселина (Слика 

П9).  

Sfru.N01.C012726 (CYP96xSf1): Разлика у аминокиселинском 

саставу између изоловане секвенце и контига огледала се у само две амино 

киселине. ОРФ гена чини 1490 bp, односно 499 ak (Слика П10).  

Sfru.N01.C013081 (CYP72xSf1): Изолована је секвенца која одговара 

контигу, уз само 2 разлике у аминокиселинском саставу. Дужина протеина  

је била 515 амино киселина (1548 bp) (Слика П11).  

Sfru.N01.C001944 (CYP71DSf2): Изолација гена резултирала је 

добијањем две различите секвенце. Једну је одликовала висока хомологија 

са контигом Sfru.N01.C001944 (98,5 % идентичност секвенци), и њен ОРФ 

је чинило 1584 базних парова, тј. 527 амино киселина (Слика П12). Друга 

изолована секвенца показала је већу сличност са контигом 

Sfru.N01.C001949 (99,62 %), означена је као CYP71DSf3, а њен ОРФ је 

чинило 1578 базних парова, тј. 525 амино киселина (Слика П13).  

Sfru.N01.C002373 (CYP71ASf1): И у случају контига 

Sfru.N01.C002373, као резултат PCR амплификације добијене су две 

различите секвенце. Једна је показала велику сличност са полазним 

контигом (97,22 % идентичност), док је друга показала сличност са 

контигом Sfru.N01.C002378 (97,22 % идентичност), и названа је  
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CYP71ASf4. Дужина ОРФ-а гена CYP71Asf1 и CYP71Asf4 била је 1515 bp (504 

ak) и  1512 bp (503 ak), редом (Сликe П14 и П15).  
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Слика 32. Упоређене протеинске секвенце изолованих цитохрома P450 грчке 
жалфије. Конзервисани региони су уоквирени (место за везивање О2, PERF мотив, 
KETLR мотив и домен за везивање хем јединице, редом). 

                   331                                                 385 
 CYP71AxSf1  (236) LLKVEEDG-LQLP-----LTTENIKSVLVDMLTGGSETSSTTIDWAMSEMLKNPI 
 CYP71AxSf3  (273) LLQLQEDG-LELP-----LTDEHVKSVLLDMLVAGSETSSTVIEWAMAEMLKNPR 
 CYP71AxSf4  (269) LLKVEEDG-LQLP-----LTTENIKSVLVDMLTGGSETSSTTIDWAMSEMLKNPI 
 CYP71AySf1  (273) LLGIHKCDIPGVS-----IDLISVKGVLLDVFAAGTETTTTTLIWLMTELLRHPT 
  CYP71ASf1  (278) LLQFQRENASRSP-----IDDDTTKAIVLDMFAAGTDTTSSTLEWAMTELIRNPA 
  CYP71ASf4  (278) LLQFQRENASRSP-----IDDDTIKAIVLDMFAAGTDTTSSALEWAMTELIRKPA 
  CYP71DSf2  (297) LLRVKERGELEFP-----IGYDNIKAVLLDMFTGGTETSSSSLDWVMTELMRNPQ 
  CYP71DSf3  (295) LLRVKERGELEFP-----IGYDNIKAVLLDMFTGGTETSSSSLDWVMTELMRNPQ 
 CYP72AxSf1  (294) MLESNFQEIQQNGNNRFGLTIDEVIEECKLFYFAGQETTSILLVWTLVLLSRYTD 
 CYP72AxSf2  (297) LLESNQREMEQGG---ARMSIDEVAEECKLFYLAGQESTATMMTWTLVLLSRYPD 
  CYP72xSf1  (293) LLESNAKEMKQHGNE-SGMCIEEVIEECKLFYFAGQETTSSLLVWTMILLSKHDD 
CYP76AAxSf2  (271) LVDALDAKDYKLK------TEH-LTHLMLDLFVGGSETSTTEIEWIMWELLASPE 
  CYP96xSf1  (273) FEKVYREKNISSSNG----LRDFLKDTSLSLMFAGRDTTSTCLTWLFWLVAQNPA 
  CYP96xSf2  (272) FEKMYKEKNLGPVSG----LRDFLKDTSLSLIFAGRDTTSTSLTWLFWLIAQNPA 
  CYP96xSf3  (270) FEKMYKEKNLGPVSG----LRDFLKDTSLSLIFAGRDTTSTSLTWLFWLIAQNPA 
                   386                                                 440 
 CYP71AxSf1  (285) ALEKAQEEVRQVFDEEG---TVDESRIPQLKYLKSVVKETLRMHPPAPLLLPRKC 
 CYP71AxSf3  (322) ILEKAQEEVRRVFDKEG---TVDESRIHELKYLKSVVKETLRVHPPAPLILPRIC 
 CYP71AxSf4  (318) ALEKAQEEVRQVFDEEG---TVDESRIPQLKYLKSVVKETLRMHPPAPLLLPRKC 
 CYP71AySf1  (323) VMKKLQNEIRGAMKGKHR---ITDDDLLKFPYLKAVIKETFRLHPPL-PVFGRVT 
  CYP71ASf1  (328) TMKTLQNEVREVAGSKV---EVDEEDLEKMPYLKAVLKESLRLHSPIPLLVPRES 
  CYP71ASf4  (328) TMKTLQNEVREVAGSKV---EVDEEDLEKMPYLKAVLKESLRLHSPVPLLVPRES 
  CYP71DSf2  (347) AMAKVQAEIRQVMRGRSNT-SIEEEDIQKMNYLKLVIMESHRLHPQG-SIIPRLS 
  CYP71DSf3  (345) AMAKVQAEIRQVMRGRSNT-SIEEEDIQKMNYLKLVIMESHRLHPQG-SIIPRLS 
 CYP72AxSf1  (349) WQERAREEVVRVFGEEN----PNFDGINRLKIVNMILHEVLRLYPSA-LALERSV 
 CYP72AxSf2  (349) WQTKAREEVLRVLGNQT----PNLESLNQLRILNMILHEVLRLYPPL-VTLDRQI 
  CYP72xSf1  (347) WQARARDEVMQVFGRGK----PDYQELNHLKTVNMILHEALRLYPPA-VMFTRFT 
CYP76AAxSf2  (319) KMAKVKAELKSVMGGEK---VVDESMMPRLPYLQAVVKESMRLHPPGPLLLPRKA 
  CYP96xSf1  (324) TERKILEELEAELGMKRKWRGFTTEESHKLVYLHGALCESLRLFPPVALEHKAPV 
  CYP96xSf2  (323) AEAKIREEIETEMEKKWR--FFTAQESHRLKYLHGALCESLRLFPPVAMEHKAPM 
  CYP96xSf3  (321) AEAKIREEIETEMEKKWR--FFTAQESHRLKYLHGALCESLRLFPPVAMEHKAPM 
                   441                                                 495 
 CYP71AxSf1  (337) GETCEINGYEICAETKIIINAWAVNRDPKYWED-ADCFKPERFMDS-LVDFKGNH 
 CYP71AxSf3  (374) GETCEINGYEIPAETKIIVNAWAVNRDPKYWED-PDCFKPERFLDN-LVDFRGNH 
 CYP71AxSf4  (370) GETCEINGYEICAETKIIINAWAVNRDPKYWED-ADCFKPERFMDS-LVDFRGNH 
 CYP71AySf1  (374) RDHVNLMGYEIAPKILVVINAWAIGRDPAYWDE-PEKFMPERFLNL-SMDFKGFD 
  CYP71ASf1  (380) TKDTKVLGYDVMSGTRVMINVWAIARDPSLWKN-PEEFCPDRFVDT-SIDFRGLH 
  CYP71ASf4  (380) TQDTKVLGYDVVSGTRVMINAWAIARDPLLWEN-PEEFRPERFLET-SIDFRGLH 
  CYP71DSf2  (400) RESRQISGYTIPERMKVLVNVWAIQRDPNHWAD-PKTFKPERFLDHPTLDFAGND 
  CYP71DSf3  (398) RESRQISGYTIPQRMRVLVNVWAIQRDPNHWAD-PETFKPERFLDHPTLDFAGND 
 CYP72AxSf1  (399) SEETKLGKLTLPAGVRVSTSIIMVHHDRQTWGDDAAEFNPERFSEGVSKCG---- 
 CYP72AxSf2  (399) AEQTKLGKYVLPEGVGISAPLIMLHQDRGVWGDDALEFNPQRFSQGVAKAQKGGQ 
  CYP72xSf1  (397) HKEARFGKIRIPAGVQLVLPVLALHHDTRLWGDDATNFKPERFAEGVSKATQG-Q 
CYP76AAxSf2  (371) ESDQVVNGYLIPKGAQVLINAWAMGRDPSLWKN-PDSFEPERFLDQ-KIDFKGTD 
  CYP96xSf1  (379) EADVLPSGHQLHRNGKLIISFYSVGRMESVWGKDCLEFKPERWIGPSGKIKHEPS 
  CYP96xSf2  (376) RPDILPSGHYLRENSKLIVCFYSVGRMESVWGKDCLEFKPERWITASGKIKHEPS 
  CYP96xSf3  (374) RPDILPSGHYLRENSKLIVCFYSVGRMESVWGKDCLEFKPERWITASGKIKHEPS 
                   496                                                 550 
 CYP71AxSf1  (390) YEYIPFGAGRRMCPGIGFGLANVELPLAMFLYHFDWELGGGTKPQDLDMEEKFGA 
 CYP71AxSf3  (427) FQYIPFGAGRRMCPGIGFGLANVDLPLAMFMYHFDWELDGGMKPQDLDMEEKFGA 
 CYP71AxSf4  (423) FQYIPFGAGRRMCPGIGFGLANVDLPLAMFMYHFDWELDGGMKPQDLDMEEKFGA 
 CYP71AySf1  (427) FHLIPFGFGRRICPGLGFATATVEHVVASLVLEFDWALGDGAKGGDLDVTELLGL 
  CYP71ASf1  (433) FELTPFGAGRRGCPGATFAVAVDELALAKLVHKFNFGLPNGVKLGELDMSESTGI 
  CYP71ASf4  (433) FELTPFGAGRRGCPGATFAVAVDELALAKLVHKFDFGLPNEVKWEELDS-ESSGI 
  CYP71DSf2  (454) ARYLPFGSGKRVCPGIAFGSASVALPLAQLLYDFDWKLPRGVDAQAMNMIEHFGI 
  CYP71DSf3  (452) FRYLPFGSGKRVCPGIAFGSASVALPLAQLLYDFDWKLPRGVDAQAMNMIEHFGI 
 CYP72AxSf1  (450) GMFFPFGWGPRICIGQNFAMIEAKLVLSMILRRFSFELSPSYTHAPMAV-----F 
 CYP72AxSf2  (454) GLYFPFGSGPRICIGQNFAMAEAEVVLAMMLRRFSFQLSPSYTHAPTQS-----L 
  CYP72xSf1  (451) PKFIPFGLGPRICIGQNFAMLEAKMAMAMILQNYSFKLSPSYIHAPHKV-----I 
CYP76AAxSf2  (424) YELIPFGSGRRVCPGMPLANRILHTVTATLVHNFDWKLER-PEASDAHKGVLFGF 
  CYP96xSf1  (434) YKFPAFNAGPRTCLGKEMAFVQMKMVAAAILHGYEVRVVEGQAVAPRDS-----I 
  CYP96xSf2  (431) YKFPAFNAGPRTCLGKEMAFIQMKMVAAAIIYHYRVELVEGHPVYPRDS-----I 
  CYP96xSf3  (429) YKFPAFNAGPRTCLGKEMAFIQMKMVAAAIIYHYRVELVEGHPVYPRDS-----I 
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4.3.2. Изолација и анализа секвенци цитохрома P450 

рузмарина 

Секвенце Roff.N01.C033986 (CYP71AxRo1), Roff.N01.C034529 

(CYP71AyRo1), Roff.N01.C034550 (CYP72AxRo2), Roff.N01.C034470 

(CYP72AxRo4), Roff.N01.C034293 (CYP96xRo1), Roff.N01.C034476 

(CYP96xRo2), Roff.N01.C027381/82  (CYP72xRo1), Roff.N01.C021640 

(CYP76AAxRo3) и Roff.N01.C021643 (CYP76AАxRo4) успешно су изоловане 

из цДНК жлезданих длака рузмарина. Дужине гена и одговарајућих 

протеина наведене су у табели 14, генске секвенце налазе се у прилогу 

(Слике П16-П24), а високо конзервисани региони су означени у приказу 

поређења протеинских секвенци (Слика 33). 

 

Табела 14. Дужине изолованих цитохром P450 гена рузмарина и протеина које 
они кодирају.. 

 

назив Број базних парова Број амино киселина 

CYP71AxRo1 1698 565 

CYP71AyRo1 1509 502 

CYP72AxRo2 1554 517 

CYP72AxRo4 1557 518 

CYP72xRo1 1506 501 

CYP76AAxRo3 1482 493 

CYP76AАxRo4 1485 494 

CYP96xRo1 1509 502 

CYP96xRo2 1551 516 
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Слика 33. Упоређене протеинске секвенце изолованих цитохрома P450 
рузмарина. Конзервисани региони су уоквирени (место за везивање О2, PERF 
мотив, KETLR мотив и домен за везивање хем јединице, редом). 

 

 

 

                   386                                                 440 
 CYP71AxRo1  (354) SLLVDLLAAGTETSSTAIEWAMSELLRNPRVLQKAQEEVRQVFDEEG-----YVD 
 CYP71AyRo1  (297) ALLLDVFIGGTDTISTSLDWVMSELLRHPTVMEKLQREVRGILQQKQ-----HIT 
 CYP72AxRo2  (319) EECKLFYFAGQETTSTLLVWTLVLLSRHPDWQTRAREEVLRVFGNQ------KPN 
 CYP72AxRo4  (320) EECKLFYFAGQETTSSLLVWAMVLLSRYPDWQTSAREEVLQVFGNQ------TPH 
  CYP72xRo1  (317) DECKLFYMAGQETTSTLLVWTMILLSKHPDWQARARDEVLQVLVSD------KPD 
CYP76AAxRo3  (290) HLMLDLFVGGSETSTTEIEWIMWELLANPEKMAKMKAELKSVMGEEK-----VVD 
CYP76AAxRo4  (290) HLMLDLFVGGSETSTTEIEWIMWELIAHPDKMVKVKAELKSVMGEEK-----VVD 
  CYP96xRo1  (290) DTSLSLIFAGRDTTSTSLTWLFWLIAQNPATERKIREEIETELDLKEDKKWRFFT 
  CYP96xRo2  (295) DTSLNLMFAGRDTTSTCLTWLFWLVGQNPRSETKILEELEAELCLKR--KWRTFT 
                   441                                                 495 
 CYP71AxRo1  (404) ESRIPQLKYMLSVLKETLRMHPPAPLLLPRKCREACEVNGYEIPAETKIIVNAWA 
 CYP71AyRo1  (347) QDDLEKMHYMKAVIKETMRLHPPFPLLGARVASKDVQIKGYDVAAGTIVMINAWA 
 CYP72AxRo2  (368) FDALNHLKIMNMILHEVLRLYPSVVAIS-REVTEDTKLGKYMLPAGVRVFLPMIM 
 CYP72AxRo4  (369) FDGLNQLKIVTMILYEVLRLYSPIVSLR-RQVSKESKVGELTLPAGVHFLVPIIS 
  CYP72xRo1  (366) FQELNHLQVVTMIFHEVLRLYPAAVMLS-RTIHKETRVGNVTLPAGVQLFLATLV 
CYP76AAxRo3  (340) ESQMPRLPYLQAVVKESMRLHPPGPLLLPRKAESDQVVNGYLIPKGAQVLINAWA 
CYP76AAxRo4  (340) ESNMPRLPYLQAVVKESMRLHPPGPLLLPRKAESDQVVNGYLIPKGTQVLINAWA 
  CYP96xRo1  (345) ARESHRLKYLHGALCESLRLFPPVAMEHKAPMRPDILPSGHYLRENSKLIVCFYS 
  CYP96xRo2  (348) AEESQRLVYLHGALCESLRLYPPVALEHKAPVRPDVLPSGHELQRNGKLIISFYS 
                   496                                                 550 
 CYP71AxRo1  (459) VNRDPKYWEDPHCFK-PERFLDSSVDFKGN-HFEYIPFGAGRRICPGMTFGLANV 
 CYP71AyRo1  (402) MGRDLILWDEPENFT-PDRFWNSSIDFKGI-DFELIPFGAGRRRCPGITYATATM 
 CYP72AxRo2  (422) LHHDHEIWGDDALEFNPERFSQGVSKAQKR-QGMYFPFGWGPRICIGQNFAMAEA 
 CYP72AxRo4  (423) LHHDREIWGDDALEFNPQRFSEGVLKAQRK-QGVFFPFGWGPRICVGQTFAMLEA 
  CYP72xRo1  (420) VQHDCKIWGDDAKEFNPERFSEGVSKATRG-KFVYLPFGGGPRICIGQNFAMLEA 
CYP76AAxRo3  (395) IGRDHSIWKNPDSFE-PERFLDQKIDFKGT-DYELIPFGSGRRVCPGMPLANRIL 
CYP76AAxRo4  (395) MGRDPSIWKNPDSFE-PERFLDQKIDFKGQ-DYELIPFGSGRRVCPGMPLANRIL 
  CYP96xRo1  (400) VGRMESVWGKDCLEFKPERWISPTGKIKHEPSYKFPAFNAGPRTCLGKEMAFIQM 
  CYP96xRo2  (403) VGRMESVWGKDCLEFKPERWISPTGKLKHEPSYKFPAFNAGPRTCLGKEMAFVQM 
                   551                                                 605 
 CYP71AxRo1  (512) QFPLALFLYHFDWKLGGGIKPQDLDMEEGFGITSPRRNNLVLVPAIKRPLPAIK- 
 CYP71AyRo1  (455) ELVLANLVQKFDWKLPNGAEAKHLDMNESPGVTVHRAIPLLAVASRSK------- 
 CYP72AxRo2  (476) KVALAMMLQRFSFELS----PSYTHAPFATVTTRPQHGAHLLLHKL--------- 
 CYP72AxRo4  (477) KVALALILQRFMFELS----PSYTHAPVTVVTVQPQHGAYLLLHKL--------- 
  CYP72xRo1  (474) KMALALILKHYWFELS----PSYAHAPDMVLTLQPQFGAPLIMHRLH-------- 
CYP76AAxRo3  (448) HTVTATLVHNFDWKLERP-EASDAHRGVLFGFAVRRAVPLKIVPFKV-------- 
CYP76AAxRo4  (448) HTVTATLVHNFHWELERPDASHAEHQGVLFGFAVRRAVPLKIVPFKA-------- 
  CYP96xRo1  (455) KMVAATIIYHYSVKLVEG----HQVYPRDSIILQAKHGLRVRLCRINSSTQL--- 
  CYP96xRo2  (458) KMVVAAIVYGYKVRVVEG----QAVSPRDSIILQARDGLKVALSKRDY------- 
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4.3.3. Филогенетска анализа изолованих цитохрома P450 

Филогенетско стабло конструисано Neighbor–Joining методом, помоћу 

MEGA 5 софтвера, уврстило је цитохром P450 кандидате у неколико 

различитих фамилија (Слика 34). Највећи број кандидата припада CYP71 

фамилији, добро познатој по својој улози у метаболизму терпена. У овиру 

ове фамилије, протеини кандидати груписали су се у неколико одвојених 

подгрупа. CYP71DSf2 и CYP71DSf3 филогенетски су били најближи 

валенцен оксидази врсте Cichorium intybus (CiCYP71AV8; Cankar и сар., 

2011). Овај ензим врши хидроксилацију C2 позиције (+)-валенцена, 

производећи транс-нооткатол, који даље може бити оксидован до (+)-

нооткатона. Ензими CYP71АxRo1, CYP71AxSf3, CYP71AxSf1 и CYP71AxSf4 

показали су највећу сличност са цитохромом P450 потенцијално 

укљученим у биосинтетски пут глицеолина соје (GmCYP71D9; Latunde-

Dada и сар., 2001). CYP71АyRo1, CYP71АySf1, CYP71АSf1 и CYP71АSf4, 

грписали су се заједно са ментофуран синтазом питоме нане (MpCYP71A32; 

Bertea и сар., 2001), а сродан им је и ензим авокада (PaCYP71A1; Bozak и 

сар., 1990), који врши епоксидацијu нерола и гераниола.  Клану CYP71 

припадају и ензими CYP76Ro3, CYP76Ro4 и CYP76Sf2, који су се јасно 

груписали са окарактерисаним CYP76 ензимима породице Lamiaceae, 

RoCYP76AH4 и SmCYP76AH1, који врше синтезу феругинола од 

милтирадиена (Guo и сар., 2013; Zi и Peters, 2013). Протеини CYP96xSf2, 

CYP96xSf3, CYP96xRo1, CYP96xRo2 и CYP96xSf1 сродни су са цитохромом 

P450 врсте Arabidopsis thaliana (AtCYP96A15; Greer и сар., 2007), чија је 

улога синтеза секундарних алкохола и кетона у кутикуларном воску 

изданка. CYP72xRo1, CYP72xARo2, CYP72AxRo4, CYP72xSf1, CYP72AxSf1 и 

CYP72AxSf2 показали су велику хомологију са цитохром P450 ензимом 

врсте Glycyrrhiza uralensis, који учествује у синтези глициризина 

(GuCYP72A154; Seki и сар., 2011). 
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Слика 34. Филогенетска анализа цитохром P450 кандидата која представља 
њихову повезаност са осталим биљним цитохромима P450 укљученим у синтезу 
терпена. Филогенетско стабло је конструисано на основу neighbor-joining методе 
користећи MEGA 5 софтвер (Tamura и сар., 2011). Описи скраћеница назива 
протеина и њихови идентификациони бројеви наведени су у Табели П2 Прилога. 

  

 NtCYP71D16
 NtCYP71D20

 MpCYP71D13
 MsCYP71D18

 CiCYP71AV8
 CYP71DSf2
 CYP71DSf3

 ElCYP726A1
 GmCYP71D9

 CYP71AxRo1
 CYP71AxSf3

 CYP71AxSf1
 CYP71AxSf4

 PaCYP71A1
 CYP71AyRo1

 CYP71AySf1
 MpCYP71A32
 CYP71ASf1

 CYP71ASf4
 GmCYP93E1

 GaCYP706B1
 PhCYP76A4

 CYP76Ro3
 CYP76Ro4

 CYP76Sf2
 RoCYP76AH4

 SmilCYP76AH1
 OsCYP76M7

 HtCYP76B1
 SaCYP76F37v1
 SaCYP76F38v1

 SaCYP76F39v1
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 CrCYP76B6
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 SmCYP76B4
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 AtCYP85A1
 PsCYP720B4

 AtCYP88A3
 GuCYP88D6

CYP85 klan

 CYP96xSf2
 CYP96xSf3
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 CYP96xSf1

 AtCYP96A15
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1 0 0
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4.3.4. Функционална карактеризација изолованих цитохромa 

P450  

4.3.4.1. Функционална карактеризација феругинол синтаза 

грчке жалфије и рузмарина у квасцима 

За испитивање активности цитохром P450 монооксигеназа коришћени 

су есеји експресије у квасцима. У ту сврху, различити сојеви квасаца који 

производе милтирадиен као прекурсор - АМ104-1 и АМ113-1 (поседовали су 

конструкте са SfCPS и SfKSL генима), и АМ113-4 (са RoCPSm и RoKSL1f 

генима), додатно су трансформисани векторима који су носили цДНК гена 

кандидата8. Сви сојеви додатно су били трансформисани и цитохром P450 

редуктазом (CPR2), потребном за каталитичку активност цитохрома P450. 

Након периода инкубације, течне културе су екстраховане хексаном и 

екстракти су анализирани GC-MS методом. На овај начин је утврђено, да 

један ген из грчке жалфије (CYP76Sf2), и два гена из рузмарина (CYP76Ro3 

и CYP76Ro4), користећи милтирадиен као супстрат, катализују синтезу 

првог фенолног једињења у биосинтетском путу карнозинске киселине, 

феругинола. Ново једињење идентификовано је на основу поређења са 

Wiley базом података масених спектара, а цитохроми P450 именовани су 

као SfFS (Salvia fruticosa ferruginol synthase), RoFS1 и RoFS2 (Rosmarinus 

officinalis ferruginol synthase 1 и 2)(Слика 35).  

                                                           
8 Све сојеви описани су у одељку Материјал и методе. 
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Слика 35. Хетеролога експресија гена за феругинол синтазу у квасцу (S. 
cerevisiae). А, GC-MS хроматограми производа квасаца трансформисаних са 1, 
SfCPS, SfKSL и SfFS (CYP76AAxSf2) и 2, SfCPS, SfKSL и празан вектор 
pWTDH3myc. Б, GC-MS хроматограми производа квасаца трансформисаних са 3, 
RoCPSm, RoKSL1f и RoFS1 (CYP76AAxRo3), 4, RoCPSm, RoKSL1f и RoFS2 
(CYP76AaxRo4), и 5, RoCPSm, RoKSL1f и празан вектор pWTDH3myc. 4, Пик који 
одговара феругинолу. C, Масени спектар пика 4. 

 

4.3.4.2. Функционална карактеризација изолованих цитохром 

P450 монооксигеназа привременом експресијом у 

дувану (Nicotiana benthamiana) 

4.3.4.2.1. Функционална карактеризација феругинол синтаза у 

дувану (Nicotiana benthamiana) 

Следећи корак у испитивању активности феругинол синтаза грчке 

жалфије и рузмарина били су in planta есеји привремене експресије. 

Обављена су два експеримента, од којих је првим испитана каталитичка 

активност феругинол синтазе грчке жалфије. цДНК гена SfFS клонирана је 

у бинарни вектор за експресију, и као таква, уведена у бактерију 

Agrobacterium tumefaciens. Листови врсте Nicotiana benthamiana 
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инокулисани су затим мешавином култура бактерије A. tumefaciens којe су 

садржале наведене конструкте, а такође и гене SfCPS и SfKSL. Након пет 

дана, инокулисани листови екстраховани су хексаном. Екстракти су 

анализирани GC-MS техником. Анализа хроматограма није резултирала 

детекцијом пика за феругинол. Из тог разлога, обављен је сличан 

експеримент, у којем су, уз испитиване гене, листови дувана инокулисани 

и конструктом који је носио ген за протеин p19, како би дошло до супресије 

биљног „gene silencing“ одговора. Такође, листови су инокулисани и 

конструктом који је носио ген за цитохром P450 редуктазу врсте 

Arabidopsis thaliana (AtCPR1, NCBI референтни број: NP_194183.1). Уз ген 

SfFS, том приликом испитани су и RoFS1 и RoFS2 гени. Листови врсте N. 

benthamiana инокулисани су мешавином култура бактерије A. tumefaciens 

којe су садржале наведене конструкте. Инокулисани листови су након пет 

дана екстраховани хексаном, а добијени екстракти су анализирани GC-MS 

техником. Анализом хроматограма, мали пик феругинола уочен је само у 

случају истовремене експресије гена SfCPS, SfKSL и RoFS2 (слика 36), док у 

случају гена SfFS и RoFS1, никакав производ ензимске реакције није 

детектован.  

 

Слика 36. Производња феругинола у листовима врсте Nicotiana benthamiana.. А, 
GC-MS профил (286 m/z екстрахован хроматограм) листова врсте N. benthamiana 
инокулисаних назначеним генима. 1.  хроматограм који приказује пик 
феругинола настао активношћу гена SfCPS,  SfKSL и RoFS2, уз помоћ гена P19 и 
AtCPR2. 2.  негативна контрола. В, Масени спектар пика 4 (феругинол).  
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4.3.4.2.2. Испитивање активности CYP71 кандидата у дувану 

(Nicotiana benthamiana) 

Након установљавања да припадници CYP76 породице грчке жалфије и 

рузмарина имају активност феругинол синтаза, започет је процес 

испитивања активности и осталих гена кандидата. У ту сврху, коришћена је 

метода обједињеног прелиминарног тестирања, која подразумева 

истовремену инокулацију листова N. benthamiana са више гена 

истовремено. Појединачно тестирање сваког гена кандидата понаособ 

уследило би тек након уочавања активности детекцијом пика на 

хроматограму.  У оквиру ове дисертације, извршено је једно прелиминарно 

тестирање, које је обухватало гене припаднике CYP71 породице, 

прецизније гене CYP71AyRo1, CYP71AySf1, CYP71AxRo1, CYP71AxSf1 и 

CYP71AxSf3. цДНК ових гена клонирана је у бинарни вектор за експресију, 

и затим уведена у бактерију A. tumefaciens. Листови врсте N. benthamiana 

истовремено су затим инокулисани мешавином култура бактерије A. 

tumefaciens којe су садржале наведене конструкте, а такође и гене SfCPS, 

SfKSL и SfFS. Након пет дана, инокулисани листови екстраховани су 

хексаном. Екстракти су анализирани GC-MS техником, што је резултирало 

уочавањем два нова пика на гасном хроматограму (Слика 37).  

 

Слика 37. Анализа хексанских екстраката листова врсте Nicotiana benthamiana 
инокулисаних изабраним CYP генима кандидатима. A, GC-MS профил листова 
инокулисаних генима SfCPS, SfKSL, SfFS, CYP71AyRo1, CYP71AySf1, CYP71AxRo1, 
CYP71AxSf1 и CYP71AxSf3. Б. GC-MS профил листова инокулисаних генима SfCPS, 
SfKSL и  SfFS. В, Масени спектар пика 5. Г, Масени спектар пика 6. 
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То је указало на то да један или више тестираних гена кодира ензим 

који је у стању да користи неки од супстрата присутних у 

трансформисаним листовима дувана. Молекулска маса једињења којем је 

одговарао пик 1, била је идентична маси феругинола (286 Da), међутим 

мала разлика у изгледу масеног спектра указала је да је ипак реч о неком 

другом једињењу, које такође настаје хидроксилацијом абиетатриена. Само 

на основу масеног спектра, није било могуће утврдити прецизно на ком од 

угљеника се десила оксидација. За једињење којем одговара пик 2, на 

основу масеног спектра и молекулске масе (288 Da), може се 

претпоставити да такође настаје хидроксилацијом. Међутим, резултати 

указују на то да је супстрат у овој реакцији милтирадиен. Ни у овом 

случају, позиција хидроксилације није позната.
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Карнозинска киселина, у многим досадашњим истраживањима, 

показала је бројне биолошке активности и самим тим и велики потенцијал 

за примену у фармацеутској индустрији. Уз то, карнозинска киселина 

последњих деценија показује велики значај за индустрију хране, а такође и 

за производњу различитих козметичких препарата. Тренутно, једини 

начин за добијање карнозинске киселине јесте њена екстракција из 

биљног ткива, за шта је неопходна велика количина биљног материјала. 

Најчешће се за екстракцију користи рузмарин, биљка релативно ниског 

приноса. Количина карнозинске киселине коју је могуће изоловати из 

биљног материјала је релативно ниска, и зависи од многих фактора. На 

садржај карнозинске киселине утиче у великој мери генетски профил 

биљака, али не мање значајни су и услови под којима се биљке гаје. На 

крају, пречишћавање и добијање чисте супстанце је тежак и компликован 

процес. Због свега тога, јавља се велика потреба за алтернативним и 

унапрђеним техникама производње овог вредног једињења. Изучавање 

биосинтезе карнозинске киселине на молекуларном нивоу отвара нове 

могућности у погледу побољшања биљне продуктивности коришћењем 

биотехнолошких метода. Познавање гена биосинтетског пута карнозинске 

киселине омогућава повећану продукцију овог дитерпена у аутологом 

домаћину, употребом генетских модификација. Такође, коришћење метода 

синтезе карнозинске киселине у хетерологим домаћинима постаје на овај 

начин могуће.  

Идентификација гена одређених биосинтетских путева, коришћењем 

података о транскриптому изолованих жлезданих длака, успешно је 

спроведена код многих биљних врста. EST база података оформљена за 

жлездане длаке питоме нане (Mentha x piperita) омогућила је, у периоду од 

само неколико година, клонирање и карактеризацију свих гена укључених 

у биосинтетски пут монотерпена p-ментана (Bertea и сар., 2001; K. Ringer, 

2003; Davis и сар., 2005; K. L. Ringer и сар., 2005). Такође, успешно су 

идентификовани и гени пластидног MEP пута којим се синтетишу 

прекурсори терпена (Lange и сар., 1998; Lange и Croteau, 1999). Даље, на 

основу података о EST секвенцама босиљка (Ocimum basilicum) (D R Gang и 
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сар., 2001) идентификоване су и окарактерисане функције гена који 

кодирају монотерпен синтазе (β-мирцен, терпинолен, (+)-линалоол и 

гераниол синтазе) и сесквитерпен синтазе (гермакрен D, α-зингиберин и γ-

кардинен синтазе, између осталог) (Iijima, Davidovich-Rikanati, и сар., 

2004; Iijima, Gang, и сар., 2004). Слична EST база података оформљена је и 

за оригано (Origanum vulgarе), што је омогућило идентификацију гена и 

потврду функција три монотерпен и три сесквитерпен синтазе (Crocoll и 

сар., 2010). Ензим β-феландрен синтаза из лаванде (Lavandula 

angustifolia) такође је окарактерисан коришћењем сличног принципа 

(Demissie и сар., 2011). Осим горе поменутих EST база података за врсте 

које припадају породици Lamiaceae, постоје подаци о транскриптому 

жлезданих длака и за припаднике неколико других биљних породица, који 

су такође представљали основу за проналажење гена терпенских 

биосинтетских путева. Секвенционирање жлезданих длака неколико 

припадника породице Solanaceae (Solanum lycopersicum, S. 

pimpinellifolium, S. habrochaites, S. pennellii и Nicotiana tabacum), показало 

се плодоносним за изолацију више биосинтетских гена монотерпена и 

сесквитерпена (Fei и сар., 2004; Leonhardt и сар., 2009; Schilmiller и сар., 

2009; Harada и сар., 2010; Bleeker и сар., 2011; H. Cui и сар., 2011; McDowell 

и сар., 2011). Секвенционирање транскриптома жлезданих длака врсте 

Artemisia annua из породице Asteraceae (Wei Wang и сар., 2009; Weathers и 

сар., 2011), омогућило је расветљавање пута биосинтезе артемизинина, 

битне компоненте савремене формулације за лечење маларије (Sinclair и 

сар., 2009). Значајно је и секвенционирање жлезданих длака врсте Cistus 

creticus (Cistaceae), које је резултирало карактеризацијом гермакрен C и 

копал-8-ол дифосфат синтазе (Falara и сар., 2008, 2010). Коначно, 

секвенционирање је обављено и на жлезданим длакама две врсте породице 

Cannabaceae, Humulus lupulus (хмељ) и Cannabis sativa (конопља), што је 

довело до изолације неколико гена биосинтетских путева терпена (G. Wang 

и сар., 2008; Marks и сар., 2009; Taura и сар., 2009; Wei Wang и сар., 2009).  

На сличан начин као у наведеним истраживањима, у овој дисертацији 

описана је анализа транскриптома жлезданих длака грчке жалфије и 
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рузмарина, комбинована са компаративном метаболиком, која се показала 

као користан приступ за изолацију гена биосинтетског пута карнозинске 

киселине. Оваква методологија омогућила је идентификацију и 

карактеризацију гена који учествују у биосинтези прва три прекурсора 

биосинтетског пута овог једињења. Уз то, изоловани су и додатни гени 

кандидати, потенцијално одговорни за следеће кораке у ланцу реакција. 

Ово не само да је начинило основу за даља испитивања биосинтетског пута 

карнозинске киселине, већ и значајно доприноси широкој области која се 

бави истраживањем терпен синтаза биљака. 

5.1. SfCPS катализује синтезу копалил дифосфата 

цДНК библиотека жлезданих длака листова биљке S. fruticosa 

(Chatzopoulou и сар., 2010) омогућила је идентификацију секвенце за коју 

се претпоставило да би могла да обавља функцију копалил дифосфат 

синтазе. Филогенетска анализа изоловане цДНК гена кандидата указала је 

на његову сродност са генима за CPS других биљака, док је анализом 

секвенце кодираног протеина идентификован високо конзервирани DxDD 

мотив богат аспартатом, карактеристичан за дитерпен синтазе класе II. 

Због тога је претпостављено да и SfCPS катализује реакцију 

карактеристичну за све ензиме класе II, а која је иницирана протонацијом 

супстрата. У овој реакцији, супстрат је GGDP, док CDP настаје као производ 

реакције. За потврду активности дитерпен синтазе, коришћен је приступ 

који користи експресију у E. coli за добијање довољне количине 

испитиваног протеина. Синтетисани протеин је коришћен у ензимском 

есеју, уз присуство GGDP. Потенцијални производ реакције, CDP, поседује 

дифосфатну групу, и као такав не може бити детектован GC-MS анализом. 

Због тога је производ ензимског есеја конвертован из дифосфата у алкохол 

употребом алкалне фосфатазе. На тај начин, CDP је конвертован у 

копалол, дефосфорилисани копалил дифосфат, а копалол је успешно 

детектован GC-MS анализом. Тиме је урађена коначна потврда функције 

изолованог гена SfCPS, и доказано да се ради о дитерпен синтази. 
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Сличну реакцију циклизације једињења GGDP катализују и многи други 

CPS ензими, а производ може бити један од три стереоизомера CDP, ent-, 

syn- и normal-CDP (Peters, 2010). Стереоизомер који се најчешће јавља код 

биљака јесте ent-CDP. Велики број терпен синтаза класе II одговорних за 

ову рекцију до сад је описано, а CDP у тој конформацији најчешће је 

прекурсор гиберелина, биљних хормона, док остале конформације дају 

прекурсоре за једињења секундарног метаболизма (Peters, 2010). Normal-

конформација CDP-а је најзаступљенија, и познато је неколико ензима 

који су за њу специфични (Vogel и сар., 1996; Schepmann и сар., 2001; 

Martin и сар., 2004; Ro и Bohlmann, 2006; Tomonobu Toyomasu и сар., 

2008; Gao и сар., 2009), док је syn-конформација изузетно ретка. 

Интересантно је да код пиринча, једна од ent-CDP синтаза (OsCPS4) не 

учествује у синтези гиберелина, већ лабданских дитерпена (Prisic и сар., 

2004). Конформација се након првог корака циклизације ензимом класе II 

ретко мења, па је на основу чињенице да карнозинску киселину одликује 

normal-конформација, претпостављено да се и њена синтеза одвија преко 

таквог прекурсора. Такође, недавно је идентификован и ензим SmCPS, CDP 

синтаза биљке Salvia miltiorrhiza (кинеска жалфија), која је прекурсор у 

синтези таншинона. Биосинтеза ових дитерпена одвија се највероватније 

преко карнозинске киселине, а производ активности ензима SmCPS јесте 

CDP normal-стереохемије. Све то представљало је јасну индикацију да и 

код грчке жалфије можемо очекивати исти случај. Међутим, тек 

карактеризацијом следећег ензима у низу дефинитивно је потврђена 

конформација синтетисаног копалил дифосфата.  

Анализе сродности показале су блиске филогенетске везе ензима SfCPS 

са другим дитерпен синтазама класе II које учествују у синтези 

секундарних метаболита. Осим SmCPS ензима кинеске жалфије, веома 

близу ензиму SfCPS на филогенетском стаблу налазе се и ензими укључени 

у синтезу копал-8-ол дифосфата (лабда-13-ен-8-ол дифосфат) из врста S. 

sclarea (SsLPPS), Cistus creticus (CcCLS) и Nicotiana tabacum (NtCPS2) 

(Falara и сар., 2010; Caniard и сар., 2012; Sallaud и сар., 2012). Сви ови 

ензими катализују синтезу дифосфатних дитерпена normal-стереохемије. 
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На основу груписања описаних дитерпен синтаза на филогенетском 

стаблу, може се претпоставити да су ти ензими настали дупликацијом 

предачког CPS гена, највероватније укљученог у примарни метаболизам, 

тј. синтезу гиберелина. Судећи по структури филогенетског стабла, 

највероватније је да су CPS ензими секундарног метаболизма еволуирали 

након раздвајања голосеменица и скривеносеменица. Такође је значајно да 

SfCPS припада групи монофункционалних дитерпен синтаза, заједно са 

још неколико ензима голосеменица и скривеносеменица (Gao и сар., 2009; 

Keeling и сар., 2010; Caniard и сар., 2012; Sallaud и сар., 2012; Hall и сар., 

2013), и једним ензимом из ликофите Selaginella moellendorffii (G. Li и сар., 

2012). 

5.2. SfKSL као синтаза милтирадиена 

CDP интермедијер настао активношћу дитерпен синтаза класе II, даље 

се конвертује у дитерпенске олефине циклизацијом катализованом 

дитерпен синтазама класе I, које су специфичне за CDP одређене 

стереохемије. Ови ензими обележавају се најчешће као KSL (eng. kaurene 

synthase-like), јер се претпоставља да су еволуирали од предачког ензима, 

каурен синтазе (KS), који је неопходан за синтезу биљних хормона 

гиберелина. У цДНК библиотеци жлезданих длака грчке жалфије 

(Chatzopoulou и сар., 2010) пронађена је секвенца која је означена као 

потенцијални кандидат дитерпен синтазе класе I, а због поседовања 

конзервираног мотива DDxxD у транслираној амино-киселинској 

секвенци, и због високе хомологије се осталим, до сад описаним, каурен 

синтазама. Овом гену кандидату додељен је назив SfKSL. Испитана је 

способност SfKSL ензима да као супстрат користи CDP настао активношћу 

ензима SfCPS и да га претвара у трициклични олефин. За синтезу 

карнозинске киселине био би значајан само ензим који је специфичан за 

normal-конформацију копалил дифосфата, јер би се супротном случају 

било јасно да се ради о ензиму укљученом у биосинтетски пут гиберелина.  

Испрва, функционалност изолованог гена SfKSL испитана је на сличан 

начин као и у случају гена SfCPS, ензимским есејима у којима је коришћен 
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ензим експримиран у E. coli, и на тај начин је установљена његова 

активност и способност да конвертује CDP у ново једињење. Масени 

спектар тог једињења показао је високу сличност са недавно 

окарактерисаним милтирадиеном (Gao и сар., 2009). Будући да се многа 

једињења абиетанског типа одликују међусобно сличним масеним 

спектрима, веома је тешко само на основу GC-MS анализе са сигурношћу 

судити о њиховој тачној структури. Из тог разлога, одлучено је да се обави 

и анализа уз помоћ NMR спектроскопије, како би се прецизно испитала 

природа синтетисаног једињења. Ова спектроскопска метода може 

пружити изузетно корисне структурне информације, али је за њену 

примену неопходно обезбедити релативно високу количину испитиваног 

једињења. Из тог разлога, синтеза производа заједничке реакције ензима 

SfCPS и SfKSL обављена је коришћењем система за експресију у квасцима. 

Како би се испитала функционалност читавог система, изведени су есеји 

мањег обима, а синтеза производа реакције је испитана SPME анализом. 

Оба гена за дитерпен синтазе (SfCPS и SfKSL) истовремено су уведена у 

ћелије квасца, које су уз то, унутар свог хромозома носиле и ген за GGDP 

синтазу врсте Cistus creticus (CcGGDPS), чиме је обезбеђен и полазни 

прекурсор (Pateraki и Kanellis, 2008). Након потврде синтезе једињења 

налик милтирадиену у квасцима, прешло се на есеје већег обима, при чему 

су течне културе након инкубације екстраховане хексаном. Након тога, 

хексански екстракт је пречишћен на силика колони. Овај процес 

резултирао је обезбеђивањем довољне количине новог једињења чију је 

структуру било потребно испитати. NMR анализом установљено је да 

једињење синтетисано заједничком активношћу ензима SfCPS и SfKSL, 

поседује исте структурне карактеристике као милтирадиен. На тај начин, 

ензим SfKSL, дефинитивно је функционално окарактерисан као синтаза 

милтирадиена. Испитивање активности овог ензима додатно је обављено 

коришћењем есеја привремене експресије у врсти Nicotiana benthamiana. 

Показано је да је и овај метод испитивања функције ензима такође 

ефикасан, јер је резултирао синтезом милтирадиена у значајној количини. 

Будући да милтирадиен одликује normal-конформација, може се посредно 

закључити и да се прекурсор овог једињења, CDP, такође одликује истом 
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стереохемијом. Све ово указује на то да су SfCPS и SfKSL, ензими грчке 

жафије, хомологи ензимима SmCPS и SmKSL кинеске жалфије, јер и једни 

и други доводе до синтезе милтирадиена (Gao и сар., 2009).  

GC-MS анализа производа реакција катализованих ензимима SfCPS и 

SfKSL, како у квасцу, тако и у листовима N. benthamiana, указала је на 

постојање пика за још једно једињење, чији је масени спектар показивао 

највећу сличност са дитерпеном абиетатриеном. На који начин ово 

једињење настаје није сигурно. Једна могућност је спонтана ароматизација 

оксидацијом милтирадиена у присуству кисеоника, а такође није 

искључена ни улога ензимске активности неког до сад неидентификованог 

ендогеног биљног протеина. Анализа GC-MS хроматограма хексанског 

екстракта из in vitro ензимског есеја са пречишћеним SfKSL протеином 

експримираним у бактерији E. coli, није резултирала идентификацијом 

пика за абиетатриен. Међутим, узевши у обзир чињеницу да је интензитет 

пика милтирадиена на GC-MS хроматограму био веома низак, постоји 

могућност да је абиетатриен био присутан у екстракту, међутим, његова 

количина је била испод границе детекције GC-MS технике. 

Анализа амино-киселинске секвенце ензима SfKSL, указала је да се овај 

монофункционални протеин, због недостатка унутрашњег γ-домена, 

одликује дводоменском структуром. Већина биљних дитерпен синтаза 

одликује се, са друге стране, αβγ-тридоменском структуром. Слични са 

SfKSL, по недостатку γ-домена, јесу и већ поменути ензим SmKSL кинеске 

жалфије и склареол синтаза врсте Salvia sclarea (SsSS) (Hillwig и сар., 2011; 

Caniard и сар., 2012). У случају сва три ензима, хомологија са осталим KSL 

секвенцама почиње тек након унутрашњег γ-домена, што указује на то да 

се ови протеини састоје само од α и β домена, слично као и код моно- и 

сесквитерпен синтаза. Претпоставка је да се губитак γ-домена вероватно 

догодио код заједничког претка дводоменских ензима, од којег су 

еволуирали прекурсори моно- и сесквитерпен синтаза (Hillwig и сар., 2011). 

Док је γ-домен неопходан за каталитичку активност карактеристичну за 

ензиме класе II, активно место монофункционалних дитерпен синтаза 

налази се на α-домену. Филогенетске анализе указале су на груписање 
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дитерпен синтаза класе I породице Lamiaceae у једну грану и њихово 

одвајање од дитерпен синтаза секундарног метаболизма припадника 

породице Solanaceae, који такође чине засебну грану на филогенетском 

стаблу. Ови ензими, cis-абиенол синтаза дувана (NtABS), феландрен 

синтаза парадајза (SlPHS) и сантален/бергамотен синтаза дивљег 

парадајза (ShSBS), иако веома блиски са ензимима SfKSL, SsSS и SmKSL, 

разликују се од њих управо по поседовању γ-домена у својој структури 

(Leonhardt и сар., 2009; Schilmiller и сар., 2009; Sallaud и сар., 2012). Све то 

указује на могућност да је описано губљење γ-домена релативно нов 

догађај у еволуцији дитерпен синтаза и да се догодило након раздвајања 

породица Solanaceae и Lamiaceae. Међутим, постоје индиције да се сличан 

губитак догодио и раније у еволуцији терпен синтаза, јер је недостатак овог 

домена недавно уочен и код пшенице, која припада монокотилама (Hillwig 

и сар., 2011). Претпоставка је да су се ови догађаји десили независно један 

од другог, а постоје индиције да је оваквих губитака ензимских домена 

било и више током еволуције биљака. 

5.3. Идентификација нових гена кандидата уз помоћ 454 

секвенционирања 

Активношћу дитерпен синтаза SfCPS и SfKSL и синтезом милтирадиена 

завршава се формирање основног трицикличног карбонилног скелета. За 

даљу синтезу карнозинске киселине из милтирадиена неопходне су 

комплексне реакције измене структуре. Како би се разумеле молекулске 

основе механизама ових трансформација, приступљено је покушају 

идентификације гена од значаја, како грчке жалфије, тако и рузмарина. 

5.3.1. Биљни материјал  

Функционално-геномички приступ изолацији гена заснован на 

секвенционирању нове генерације до сад се показао као веома успешан у 

случају дитерпен синтаза. Посебно значајно за овај рад било је недавно 

обављено „класично“ EST секвенционирање транскриптома жлезданих 

длака грчке жалфије (Chatzopoulou и сар., 2010), на основу којег су 
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успешно изоловани и окарактерисани гени SfCPS и SfKSL (поглавље 4.1.). 

Међутим, коначан број прочитаних секвенци наведеним 

секвенционирањем, као и њихова просечна дужина били су релативно 

ниски, што је указало на слабу покривеност анализираног транскиптома. 

Гени од интереса за ову дисертацију, као и већина гена секундарног 

метаболизма, одликују се релативно ниским нивоом експресије у ткивима 

биљке. Како би се повећала вероватноћа проналажења свих гена који су 

одговорни за биосинтезу карнозинске киселине, одлучено је да се понови 

секвенционирање транскриптома грчке жалфије, уз коришћење 

напреднијих техника секвенционирања. Нове методе секвенционирања 

генома и транскриптома развијају се великом брзином, омогућавајући све 

дубљу анализу геномских основа функционисања биљака. 

Секвенционирање нове генерације обезбеђује све већи број „прочитаних“ 

секвенци, чије дужине су све веће, а време неопходно за читање сваког 

узорка постаје значајно краће (Liu и сар., 2012). Из тог разлога, обављено је 

секвенцирање транскриптома жлезданих длака грчке жалфије помоћу 454 

GS FLX Titanium платформе (пиросеквенцирање), како би се обезбедила 

основа за следеће кораке изолације и функционалне карактеризације гена 

кандидата. Испитивање биосинтетског пута карнозинске киселине 

проширено је анализом транскриптома рузмарина, још једне врсте коју 

одликује изузетно висок садржај фенолних дитерпена. Ова медитеранска 

врста филогенетски је блиска са жалфијом, па је претпостављено и да је 

сличност гена биосинтетског пута карнозинске киселине висока.  

Како су гени SfCPS и SfKSL успешно идентификовани на основу EST 

анализе транскриптома жлезданих длака грчке жалфије, одлучено је да се 

ове секреторне структуре користе као почетни материјал и за проналажење 

гена кандидата за следеће кораке биосинтетског пута. У прилог избору 

жлезданих длака за анализу секвенционирањем ишли су и резултати LC-

MS анализе. Ова анализа имала је за циљ идентификацију материјала са 

највишим садржајем карнозинске киселине, тј. утврђивање услова гајења 

биљака, стадијума њиховог развића и најпогоднијег ткива за 

секвенционирање и проналажење гена кандидата за синтезу овог 
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фенолног дитерпена. Анализа хемијског садржаја LC-PDA-LTQ-Orbitrap 

FTMS методом идентификовала је жлездане длаке младих листова грчке 

жалфије генотипа „Кавуси“ као најбогатији извор карнозинске киселине. У 

случају рузмарина, материјал који је коришћен за секвенционирање биле 

су жлездане длаке млађих стадијума развоја комерцијалног генотипа (B & 

T World Seeds).  

Виша концентрација фенолних дитерпена детектована у генотипу 

„Кавуси“ грчке жалфије, у односу на генотип „Врисес“, у складу је са 

резултатима ранијих истраживања, која су показала да је садржај 

етеричног уља биљака грчке жалфије које расту на свом пририодном 

станишту, острву Крит, веома варијабилан (Karousou и Kokkini, 1997). Село 

Кавуси налази се на источном делу острва Крит, које се у односу на село 

Врисес (западни део острва), одликује вишим средњим годишњим 

температурама, вишом осунчаношћу, и нижом количином падавина. 

RAPD анализа клонова грчке жалфије показала је да је ова варијабилност у 

хемијском саставу биљака генетске природе, и да највероватније 

претставља адаптацију на варијабилне услове спољашње средине 

(Melpomeni Skoula и сар., 1999). Генетска основа диверзитета хемијских 

профила након тога додатно је потврђена гајењем биљака грчке жалфије 

пореклом са различитих делова острва Крит (M Skoula и сар., 2000). 

Клонови, за које су раније биле утврђене разлике у саставу етеричног уља и 

у садржају укупних фенолних једињења, задржали су те разлике и током 

раста у контролисаним условима (стакленик и огледно поље) (M Skoula и 

сар., 2000). Утицај генетских фактора на садржај карнозинске киселине 

запажен је и код рузмарина (Hidalgo и сар., 1998). Све ово наводи на 

закључак да су разлике у садржају фенолних дитерпена између 

различитих генотипова, утврђене у овој дисертацији, највероватније 

генетске природе и представљају адаптације на услове животне средине 

области са којих су различити генотипови потекли.  

Производња фенолних дитерпена код испитиваних врста различито је 

регулисана током развића биљака, тако да су се млади листови одликовали 

већим садржајем ових једињења у односу на старије листове. Ова појава 
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примећена је и раније код рузмарина и жалфије (S. officinalis) (Hidalgo и 

сар., 1998; Tounekti и сар., 2012). Такође, повећан садржај лабданских 

дитерпена у младим листовима забележен је и код још једне медитеранске 

врсте — Cistus creticus (Falara и сар., 2008). Висока концентрација 

фенолних дитерпена са антиоксидативном улогом у младим, осетљивим 

ткивима, указује на значај ових једињења за савладавање различитих 

стресогених фактора спољашње средине. 

Примена благе суше и интензивног осветљења индуковала је повећану 

синтезу карнозинске киселине у листовима грчке жалфије, па је и тај 

третман примењен на биљкама пре прикупљања материјала за анализу 

транскриптома секвенционирањем. Утицај суше на садржај фенолних 

дитерпена и сезонска варирања у садржају истих детаљно су испитивани 

код врста породице Lamiaceae (Hidalgo и сар., 1998; Munné-Bosch и сар., 

1999; Munné-Bosch и Alegre, 2000; Nogués и Baker, 2000; del Baño и сар., 

2003; Luis и Johnson, 2005; Maria J. Jordán и сар., 2013). Ова испитивања 

дала су мешовите резултате. У већини истраживања забележено је 

смањење садржаја фенолних дитерпена у биљкама изложеним утицају 

суше и интензивног осветљења током летњег периода, јер је долазило до 

конверзије ових једињења у високо оксидоване абиетане (González и сар., 

1992; J. G. Luis и сар., 1994). Међутим, Луис (Luis) и сарадници (2007) 

уочили су повећање концентрације фенолних дитерпена изазвано UV-B 

светлошћу, код рузмарина, а Хидалго (Hidalgo)a и сарадници (1998), 

запазили су поступно повећање садржаја карнозинске киселине током 

пролећа и лета. Овакви неусаглашени резултати досадашњих студија 

указују на неопходност додатних испитивања, како би се у потпуности 

расветлио тачан механизам одговора биљака на дејство стресогених 

фактора. 

Компаративна хемијска анализа садржаја фенолних једињења 

идентификовала је жлездане длаке као ткиво у којем се врши биосинтеза 

карнозинске киселине. Са друге стране, карнозол, резултат 

дехидрогенације карнозинске киселине, заступљенији је у листовима са 

уклоњеним жлезданим длакама. Оваква дистрибуција два сродна фенолна 



Дискусија 
 

143 
 

једињења може се објаснити на два начина. Једна претпоставка јесте да се 

конверзија карнозинске киселине у карнозол одвија унутар жлезданих 

длака, и да се настало једињење транспортује након тога у листове. Друга 

могућност јесте транспорт карнозинске киселине у листове, након чега 

долази до синтезе карнозола. До одговара на ово питање неопходна су 

додатна испитивања.  

Наведене анализе указују на значај пажљивог одабира ткива, 

одговарајућег ступња развића и услова гајења, за резултате функционалне 

геномике, посебно дубинског секвенционирања транскриптома, у циљу 

изолације и карактеризације гена који учествују у синтези карнозинске 

киселине.  

5.3.2. Анализа транскриптома и одабир гена кандидата 

Као што је претпостављено, 454 секвенционирање пружило је велику 

количину нових информација о генима транскрибованим у жлезданим 

длакама грчке жалфије и рузмарина. Укупан број секвенци асемблираних 

након претходне EST анализе грчке жалфије био је 904 (Chatzopoulou и 

сар., 2010). Тај број се, након пиросеквенционирања, попео на 29912. У 

случају рузмарина, број секвенци био је још већи, и износио је 57254. Све 

секвенце дуже од 200 базних парова упоређене су са NCBI базом података 

за секвенце пептида blasx алгоритмом. За 78% асемблираних секвенци 

грчке жалфије пронађени су хомолози, а проценат идентификованих 

секвенци рузмарина износио је 85. Асемблиране секвенце које нису 

одговарале ни једном протеину из базе података, највероватније припадају 

метаболизму специфичном за трихоме. Проценат неанотираних секвенци 

сличан је са процентом истих код других биљних врста, где је варирао у 

опсегу од 22% до 35% (Lange и сар., 2000; D R Gang и сар., 2001; 

Chatzopoulou и сар., 2010). Утврђивањем GO (Gene ontology) термина 

установљено је да процеси секундарног метаболизма карактеришу 0,75% 

анотираних секвенци грчке жалфије, а најзаступљенији биолошки процеси 

били су ћелијски процеси (23%) и метаболички процеси (21%). У 

секундарни метаболизам код рузмарина убројано је 0,55% секвенци, а 
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најзаступљенији биолошки процеси, као и код грчке жалфије, били су 

ћелијски процеси (22%) и метаболички процеси (21%). Најзаступљеније 

молекуларне функције биле су везивање (42% и 44%) и каталитичка 

активност (40% и 38%). Проценат секвенци везаних за секундарни 

метаболизам у односу на остале метаболичке процесе био је релативно 

низак. Међутим, неопходно је узети у обзир чињеницу да за 30 % секвенци 

грчке жалфије и 22 % секвенци рузмарина нису утврђени GO термини. 

Највероватније је да се управо у овој групи налазе гени специјализованог 

метаболизма, који су за сада још недовољно познати и чије секвенце не 

постоје у релевантним базама података.  

Иако је процентуална заступљеност гена секундарног метаболизма међу 

асемблираним секвенцама била релативно ниска, велики број 

метаболичких KEGG путева повезаних са секундарних метаболизмом је 

идентификовано (29 метаболичких путева код грчке жалфије и 33 код 

рузмарина). Међу секвенцама рузмарина, налазе се сви гени који кодирају 

за ензиме како MVA, тако и MEP биосинтетског пута. Међу секвенцама 

грчке жалфије, једини гени који недостају јесу дифосфомевалонат 

декарбоксилаза (MVA пут) и 4-(цитидин 5'-дифосфо)-2-C-метил-D-

еритритол киназа (CMK, MEP пут). Од пренилтрансфераза, код рузмарина 

су идентификоване геранил дифосфат синтаза и геранилгеранил 

дифосфат синтаза, а код грчке жалфије геранил дифосфат синтаза. 

Значајан број гена даљих путева синтезе терпена такође је изолован. За 

монотерпен синтазе и дитерпен синтазе код грчке жалфије било је 

присутно по 15 гена кандидата, а за сесквитерпен синтазе 4 гена. Код 

рузмарина, идентификовано је 15 потенцијалних гена за монотерпен 

синтазе, 8 за дитерпен синтазе и 3 за сесквитерпен синтазе. Такође, укупно 

250 асемблираних секвенци одликовала је сличност са генима који 

кодирају за цитохром P450 ензиме, за које је позната повезаност са 

биосинтезом различитих терпена. Све горе поменуте секвенце указују на 

локализацију биосинтетских путева мноштва различитих секундарних 

метаболита у жлезданим длакама испитаних представника породице 

Lamiaceae.  
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Иако се са сигурношћу не може проценити покривеност транскриптома 

описаним 454 секвенционирањем, будући да комплетне геномске секвенце 

грчке жалфије и рузмарина нису до сада познате, јасно је да је ова анализа 

дала значајне нове податке у вези генске експресије жлезданих длака 

испитаних врста. На тај начин направљена је основа не само за изолацију 

гена биосинтетског пута карнозинске киселине, већ и за будући рад на 

расветљавању генетске позадине различитих биолошких процеса. 

5.3.3. Карактеризација гена и идентификација феругинол 

синтаза  

5.3.3.1. Синтеза милтирадиена активношћу дитерпен синтаза 

рузмарина у квасцима 

Међу асемблираним секвенцама, пронађене су секвенце која одговарају 

изолованим генима SfCPS и SfKSL (контизи Sfru.N01.C012304 и 

Sfru.N01.C007690), а присутне су и сродне секвенце Sfru.N01.C10038 и 

roffu.N01.C10039, које највероватније кодирају ензиме биосинтетског пута 

гиберелина. Такође, и међу асемблираним секвенцама рузмарина, 

идентификоване су секвенце хомологе са изолованим генима жалфије 

(Roff.N01.C023303 ─ RoCPS, Roff.N01.C024308 ─ RoKSL1 и 

Roff.N01.C014868 ─ RoKSL2). Изолација ових дитерпен синтаза и њихова 

карактеризација есејима привремене експресије у дувану обављена је у 

лабораторији др Алана Тисијеа. Анализе функције изолованих гена 

рузмарина показале су да је резултат активности ензима које они кодирају, 

исти као и код хомологих гена грчке жалфије, тј. синтеза милтирадиена. 

Ови резултати потврђени су и експериментима експресије у квасцима, 

описаним у овом раду, а гени рузмарина који синтетишу милтирадиен 

коришћени су као основа за развијање система чији је циљ био 

карактеризација следећег ензима у биосинтетском путу карнозинске 

киселине. 
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5.3.3.2. Цитохром P450 кандидати и карактеризација 

феругинол синтаза грчке жалфије и рузмарина 

Неопходне реакције од милтирадиена до карнозинске киселине 

укључују ароматизацију C-прстена, праћену хидроксилацијама на 

позицијама C-11 и C-12, и оксидацијом метил групе на позицији C-20 до 

карбоксилне киселине. Многе од наведених биолошких трансформација 

катализују цитохром P450 ензими. Селекција гена кандидата припадника 

ове групе изузетно је захтеван процес, пре свега због високе 

специфичности цитохрома P450 за супстрате. Такође, и хомологија између 

секвенци P450 протеина које обављају сличне или исте функције код 

различитих врста, на нижем је нивоу него код других класа ензима. Након 

пажљиве и детаљне анализе цитохром P450 ензимских секвенци из 

транскриптома грчке жалфије и рузмарина, извршен је одабир кандидата 

за даље реакције биосинтетског пута. Првобитно, десет цитохром P450 

кандидата одабрано је за грчку жалфију, док је за рузмарин одабрано 

седам највероватнијих кандидата. Од тих 17 секвенци, седам гена 

припадало је CYP71 фамилији (CYP71AxSf3, CYP71AxSf1, CYP71AySf1, 

CYP71DSf2, CYP71ASf1, CYP71AxRo1 и CYP71AyRo1), 5 је припадало CYP72 

фамилији (CYP72AxSf1, CYP72xSf1, CYP72AxRo4, CYP72AxRo2 и 

CYP72xRo1), и четири CYP96 фамилији гена (CYP96xSf2, CYP96xSf1, 

CYP96xRo1 и CYP96xRo2). Накнадно је за изолацију и испитивање 

функције одабрано још три гена (CYP76Sf2, CYP76Ro3 и CYP76Ro4), као 

представника CYP76 фамилије. Такође, приликом покушаја изолације, 

осим секвенци гена кандидата, неспецифично су умножене и секвенце 

назване CYP71AxSf4, CYP96xSf3, CYP71DSf3 и CYP71ASf4. Све наведене 

фамилије цитохрома P450 изабране су због чињенице да у другим биљним 

врстама припадници ових фамилија учествују у метаболизму секундарних 

метаболита, а неки од њих, специфично, катализују реакцију 

хидроксилације супстрата. CYP71 највећа је фамилија цитохром P450 

ензима у свим биљним врстама, и припада клану који носи исти назив. 

Први клонирани ген за цитохром P450 протеин, за који је показано да га 

одликује активност хидроксилазе монотерпена, припада управо овој 
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фамилији гена, и изолован је из авокада (Bozak и сар., 1992). Од 54 

припадника породице CYP71 код врсте Arabidopsis thaliana, испитане су 

функције само гена CYP71A12, CYP71A13 и CYP71B15. Показало се да 

CYP71A13 катализује конверзију индол-3-ацеталдоксима у индол-3-

ацетонитрил у биосинтетском путу фитоалексина по називу камалексин 

(Nafisi и сар., 2007). Такође, припадници фамилије CYP71D катализују 

хидроксилацију лимонена код питоме нане (Haudenschild и сар., 2000), и 

6-хидроксилацију флавона код соје (Latunde-Dada и сар., 2001). CYP76 

фамилија гена такође је део клана CYP71. За неколико припадника ове 

фамилије показало се да имају улогу у биосинтези терпена, прецизније у 

оксидацији монотерпена и дитерпена (Collu и сар., 2001; Swaminathan и 

сар., 2009; Sung и сар., 2011; Q. Wang и сар., 2012). Клан CYP72, којем 

припада фамилија CYP72, повезана је са метаболизмом великог броја 

углавном хидрофобних једињења у која спадају масне киселине и терпени, 

затим са катаболизмом хормона (бразиностероиди, гиберелин) и са 

биосинтезом цитокинина (Nelson и Werck-Reichhart, 2011). Секологанин 

синтаза врсте Catharanthus roseus (CYP72A1) укључена је у биосинтетски 

пут индолних алкалоида (Irmler и сар., 2000). Код врсте Glycyrrhiza 

glabra, CYP72A154 катализује синтезу глициретинске киселине 

хидроксилацијама 11-оксо-b-амирина и синтезу 30-хидрокси-бамарина 

хидроксилацијом b-амирина (Seki и сар., 2008). Такође, код врсте 

Medicago truncatula, CYP72A63 катализује синтезу 30-хидрокси-бамарина 

и 11-дезоксиглициретичне киселине хидроксилацијом b-амирина (Seki и 

сар., 2008). Фамилија CYP96 припада клану CYP86, и по досадашњим 

истраживања, јединствена је за скривеносеменице. Код Arabidopsis 

thaliana, идентификовано је 15 претставника ове фамилије цитохрома 

P450, од којих је само ензим CYP96A15 функционално окарактерисан 

(Greer и сар., 2007). У питању је алкална оксидаза средишњег дела ланца, 

неопходна за биосинтезу површинског воска.  

За анализу функције одабраних гена кандидата, изабрана је метода 

експресије у квасцима. Ова метода омогућава трансформације ћелија са 

више конструката истовремено, а такође омогућава и конструисање сојева 
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са измењеним нивоом синтезе супстрата неопходних за испитиване 

ензиме. Као директан прекурсор за цитохроме P450 чија активност је 

понаособ испитивана, био је неопходан милтирадиен, чија је синтеза 

унутар ћелија квасца обезбеђена трансформацијом конструктима који су 

носили гене SfCPS и SfKSL, а основни супстрат GGDP обезбеђен је 

хромозомском интеграцијом гена GGDPS врсте Cistus creticus. Такође, на 

трећем вектору који је уведен у ћелије, налазио се и ген за NADPH: 

цитохром P450 редуктазу (SfCPR или PtCPR2). На тај начин, конструисани 

су сојеви који су обезбеђивали како супстрате за све ензиме у низу, тако и 

трансфер електрона са кофактора NADPH уз помоћ CPR ензима. Хексански 

екстракти течних култура квасца анализирани су GC-MS методом. Укупно 

је испитано 24 цитохром P450 гена кандидата (15 из грчке жалфије, и девет 

из рузмарина).  

Овако постављени есеји функционалне карактеризације резултирали су 

идентификацијом ензима CYP76Sf2 грчке жалфије, и два ензима 

рузмарина, CYP76Ro3 и CYP76Ro4, за које се показало да имају функцију 

синтезе феругинола. Два CYP76 ензима рузмарина, због исте функције које 

обављају, представљају две различите изоформе, и сличност у њиховом 

амино-киселинском саставу износи 94,5%. Непосредно након добијања 

наведених резултата, Гуо са сарадницима (2013), известио је о изоловању и 

карактеризацији ензима CYP76AH1 кинеске жалфије, за који се показало 

да има исту функцију, тј. резилтат његове активности јесте такође синтеза 

феругинола. У почетку, претпоставка је била да CYP76AH1 обавља како 

ароматизацију милтирадиена тако и хидроксилацију C-12 атома 

новонасталог једињења. Међутим, убрзо након тога, објављени су 

резултати изолације феругинол синтазе и из рузмарина (Zi и Peters, 2013), 

која је названа CYP76AH4. То истраживање је, између осталог, имало за 

циљ и да установи тачан редослед реакција од милтирадиена до 

феругинола. Показало се да абиетатриен, једињење које се и у есејима 

описаним у овој дисертацији јавља увек заједно са милтирадиеном, настаје 

спонтаном оксидацијом, и као такво претставља супстрат за CYP76 ензиме. 

Ови ензими затим врше хидроксилацију на C-12 атому, чиме настаје 
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феругинол. Иако се описана оксидација дешава спонтано, није искључена 

ни могућност да in planta долази до ензимски катализоване ароматизације 

феругинола (Zi и Peters, 2013).  

Публиковани цитохром P450 ензим рузмарина, CYP76AH4 (Guo и сар., 

2013), представља изоензим цитохром P450 протеина рузмарина, чија је 

карактеризација описана у овој дисертацији. Сличност између ензима 

CYP76AH4 у саставу амино киселина износила је 85,1% са CYP76Ro3 и 

83,3% са CYP76Ro4. CYP76AH1 кинеске жалфије, због истоветне функције 

коју обавља, може се сматрати ортологом све три феругинол синтазе 

рузмарина. Улога у биосинтези терпена доказана је до сада и у случају 

неколико CYP76 ензима других биљних врста. Ово се односи пре свега на 

цитохроме P450 пиринча, који имају улогу у биосинтези дитерпена. 

Хидроксилацију C-11 атома ent-касадиена, која је веома слична реакцији 

коју катализују ензими CYP76Sf2, CYP76Ro3 и CYP76Ro4, код пиринча 

врше ензими CYP76М7 и CYP76М8 (Swaminathan и сар., 2009; Q. Wang и 

сар., 2012). Такође, сличну реакцију обављају и ензими CYP76B6 

(Catharanthus roseus) и CYP76B10 (Swertia mussotii), који катализују 

хидроксилацију C-8 атома гераниола (Collu и сар., 2001; J. Wang и сар., 

2010; Sung и сар., 2011).  

Након успешно обављених есеја експресије у квасцима и детекције 

феругинола као следећег једињења биосинтетског пута карнозинске 

киселине, обављени су и покушаји функционалне карактеризације 

феругинол синтаза есејима привремене експресије у дувану. Почетни 

експеримент, којим је испитана активност ензима SfFS, није резултирао 

детекцијом пика за феругинол. За ефикасно функционисање цитохром 

P450 ензима од велике важности је присуство NADPH: цитохром P450 

редуктаза, чија ефикасност у вршењу реакција редукције може значајно да 

варира, и често зависи од самог ензима на који преносе редукујући 

еквивалент. Из тог разлога, претпостављено је да ендогена NADPH: 

цитохром P450 редуктаза врсте N. benthamiana не омогућава довољну 

ефикасност ензима SfFS, па је у следећем експерименту коришћена 

редуктаза врсте Arabidopsis thaliana (AtCPR1). Овај флавопротеин већ се 
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показао као погодан за правилно функционисање неколико цитохром 

P450 ензима везаних за биосинтезу терпена, а посебно је значајно његово 

успешно коришћење у есејима карактеризације феругинол синтаза 

CYP76AH1 и CYP76AH4 (Guo и сар., 2013; Zi и Peters, 2013). Такође, у циљу 

супресије биљног „gene silencing“ одговора, коришћен је и протеин p19. 

Резултат на описан начин поновљених есеја, у случају ензима SfFS, био је 

идентичан. Међутим, за ензим RoFS2, уочена је активност и пик 

феругинола, веома мале површине, детектован је на хроматограму. Овакви 

резултати указују на неопходност додатних експеримената оптимизације 

услова прелазних есеја, и проналажење узрока ниске ефикасности 

феругинол синтаза у in planta систему. Једна од могућности јесте 

коришћење другачијег соја бактерије A. tumefaciens, а такође и продужење 

времена инкубације биљака након инфилтрације.  

5.3.3.3. Активност ензима CYP71 фамилије 

Функција гена CYP71AyRo1, CYP71AySf1, CYP71AxRo1, CYP71AxSf1 и 

CYP71AxSf3 испитана је есејима привремене експресије, уз помоћ методе 

обједињеног прелиминарног тестирања, тј. инокулацијом листова N. 

benthamiana са свим наведеним кандидатима гена истовремено. Листови 

врсте N. benthamiana инокулирани су и генима SfCPS, SfKSL и SfFS, у циљу 

производње супстрата за реакцију катализовану цитохром P450 ензимима. 

Предност оваквог приступа јесте могућност истовремене провере 

активности веће групе гена у једном експерименту. Само у случају 

позитивног резултата, тј. детекције синтезе једног или више нових 

једињења, приступа се детаљнијој анализи сваког гена понаособ, и 

утврђивање порекла новог производа реакције.  

Анализа GC-MS хроматограма пре свега је указала на то да није дошло 

до синтезе феругинола. Иако ово једињење није било присутно у 

трансформисаним листовима дувана, два нова пика су уочена на гасном 

хроматограму. Из тога произилази да су једињења која одговарају овим 

пиковима синтетисана коришћењем милтирадиена или абиетатриена као 

супстрата. Пик са краћим ретенционим временом поседује молекулску 
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масу од 286 Da, исту као и феругинол. Ово наводи на закључак да је и ово, 

непознато једињење, настало хидроксилацијом абиетатриена, са том 

разликом што се оксидација није одиграла на С-12 угљенику. Тачно место 

оксидације није било могуће утврдити само на основу масеног спектра. 

Судећи по молекулској маси једињења (288 Da), други пик највероватније 

настаје хидроксилацијом директно милтирадиена, али и у овом случају 

није јасно који је од угљеника био подвргнут оксидацији.  

Како би се утврдио тачан механизам настанка детектованих једињења, 

неопходна је анализа активности сваког од гена појединачно. Синтетисана 

хидроксилована једињења могу бити резултат активности два различита 

ензима, али постоји могућност да обе реакције катализује само један од 

цитохром P450 протеина. Познато је да ови ензими често нису 

специфични само за један супстрат, већ могу да врше оксидацију више 

различитих једињења (Ro и сар., 2005; Wu и сар., 2013). Није сигурно ни то 

да је показана активност примарна ензиму који је катализује, или је 

његова основна in planta функција оксидација неког другог једињења. Због 

тога је, након што се тачно идентификује ензим или ензими који 

катализују синтезу уочених непознатих једињења, важно тестирати и 

њихову активност у присуству феругинола као супстрата. Такође, 

неопходно је извршити анализу преосталих изолованих гена кандидата, 

како у дувану, тако и у квасцима. 

Последњи резултати испитивања ензимске функције указују на велику 

вероватноћу да се међу изолованим генима кандидатима грчке жалфије и 

рузмарина пронађу многи, ако не и сви, учесници процеса биосинтезе 

карнозинске киселине.  

5.3.3.4. Допринос резултата докторске дисертације познавању 

биосинтетског пута карнозинске киселине 

У овој дисертацији, експресијом у бактерији E. coli, квасацима и in 

planta есејима, показано је да три гена грчке жалфије, SfCPS, SfKSL и SfFS, 

кодирају ензиме који катализују синтезу феругинола из GGDP-а (Слика 
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38). Идентификовани су и гени рузмарина, RoFS1 и RoFS2, задужени за 

синтезу истог дитерпена (Слика 38). Будући да је феругинол прекурсор у 

синтези карнозинске киселине, ови резултати омогућавају будућа 

истраживања преосталих корака биосинтезе овог значајног биљног 

метаболита. Идентификација и изолација кључних ензима укључених у 

синтезу карнозинске киселине отклања битну препреку за примену 

биотехнолошких метода и омогућава генетски инжењеринг овог 

секундарног метаболита у природним домаћинима, другим биљним 

врстама, а такође и у микроорганизмима. Поред великог потенцијала за 

фармацеутску примену, карнозинска киселина, као природни 

антиоксиданс, може бити од велике користи као природни адитив у 

индустрији хране и козметичких средстава. У читавом свету све је 

израженији тренд замене вештачких адитива онима које долазе из 

природних извора, па би уз већ постојеће адитиве на бази екстракта 

рузмарина и жалфије, и пречишћена карнозинска киселина добијена 

различитим биотехнолошким процесима могла наћи широку 

комерцијалну примену. 

Поред карнозинске киселине, сам феругинол поседује многе биолошке 

активности, које су у великој мери сличне активностима које поседује 

карнозинска киселина (Muhammad и сар., 1992; Ono и сар., 1999; Iwamoto 

и сар., 2003; Rodríguez и сар., 2006). С обзиром на то да је присутан у 

екстрактима листова рузмарина и жалфије, велика је вероватноћа да део 

биолошких активности ових биљака долази управо од феругинола. Из тог 

разлога, ензими окарактерисани у овој дисертацији могу и сами по себи 

бити од великог значаја, омогућавајући производњу феругинола генетским 

инжењерингом за примену у фармацеутској индустрији.  
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Слика 38. Шематски приказ окарактерисаних корака биосинтетског пута 
карнозинске киселине грчке жалфије и рузмарина. Фотографије листа грчке 
жалфије преузета је са http://gernot-katzers-spice-pages.com/engl/Salv_off.html, а 
фотографија вршног дела изданка рузмарина преузета је са 
http://heallthytips.blogspot.com/2013/01/simple-spices-to-reduce-high-blood.html.  

Транскрипција гена који учествују у биосинтези одређених метаболита 

обавља се под одређеним условима спољашње средине и у специфичним 

биљним ткивима. Из тог разлога, за идентификацију гена од интереса 

неопходно је познавање тачног места складиштења и синтезе секундарних 

метаболита. Ова дисертација идентификовала је жлездане длаке грчке 

жалфије и рузмарина, као ткиво у којем се одвија синтеза карнозинске 

киселине. У сврху локализације овог једињења, као и гена њеног 

биосинтетског пута, развијена је ефикасна метода изолације жлезданих 

длака, која је била праћена оптимизованом методом изолације РНК 

високог квалитета. Идентификација жлезданих структура одговорних за 
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производњу и складиштење карнозинске киселине, корисна је са 

економског становишта јер омогућава развијање метода за повећање 

приноса овог једињења. Не треба занемарити ни еколошки аспекат ових 

открића, што доприноси бољем разумевању биљних адаптација на услове 

спољашње средине и на њихову интеракцију са другим организмима. 

Резултати испитивања молекуларних основа синтезе карнозинске 

киселине не доприносе само разумевању његовог метаболизма код грчке 

жалфије и рузмарина, већ и код свих других врста код којих је карнозинска 

киселина присутна. То представља веома значајан допринос широкој 

области која се бави изучавањем генетских и биохемијских основа 

секундарног метаболизма. 
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- Синтеза и складиштење карнозинске киселине одвија се у 

жлезданим длакама грчке жалфије (S. fruticosa) и рузмарина (R. 

officinalis). 

- Жлездане длаке млађих развојних ступњева садрже вишу 

концентрацију карнозинске киселине у односу на старије развојне 

ступњеве, а синтезу и акумулацију овог једињења индукују и блага суша и 

интензивно осветљење. 

- Секвенционирање нове генерације, примењено на жлезданим 

длакама, ефикасан је метод за идентификацију и изолацију гена 

секундарног метаболизма код грчке жалфије и рузмарина, јер обезбеђује 

широку покривеност транскиптома овог високо специјализованог ткива. 

- Након изолације и функционалне карактеризације гена SfCPS у E. 

coli, квасцима (S. cerevisiae) и дувану (N. benthamiana), утврђено је да 

ензим SfCPS грчке жалфије припада класи II дитерпен синтаза, који 

катализује синтезу копалил дифосфата из геранилгеранил дифосфата.  

- Ензим SfKSL грчке жалфије припада класи I дитерпен синтаза и 

катализује синтезу милтирадиена из копалил дифосфата.  

- Дитерпен синтазе, окарактерисане код грчке жалфије  филогенетски 

су најсродније дитерпен синтазама врста Salvia miltiorrhiza и Salvia 

sclarea.  

- Цитохром P450 монооксигеназа CYP76Sf2 грчке жалфије, и 

CYP76Ro3 и CYP76Ro4 рузмарина, катализују синтезу феругинола. 

Функција три гена који кодирају ове ензиме окарактерисана је хетерологом 

експресијом у квасцима и анализом њихове каталитичке активности. 

Идентификован је и изолован још 21 цитохром P450 ензим грчке жалфије 

и рузмарина, чија је функционална карактеризација у току.  

- Функционална карактеризација гена биосинтетског пута 

карнозинске киселине уз помоћ бактерије E. coli, ефикасна је метода за 

испитивање активности појединачних гена, док експресија у квасцима (S. 
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cerevisiae) и дувану (N. benthamiana) омогућава експресију више гена 

кандидата истовремено.  

- На основу свих приложених резултата, може се извести закључак да 

су копалил дифосфат, милтирадиен, абиетатриен и феругинол вероватни 

прекурсори биосинтетског пута карнозинске киселине. 
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Слика П1. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена CYP71AxSf1 
биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П2. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71AxSf3 биљке Salvia fruticosa. 
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Слика П3. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена CYP71AxSf4 
биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П4. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена CYP96xSf2 
биљке Salvia fruticosa. 
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Слика П5. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена CYP96xSf3 
биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П6. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена SfFS биљке 
Salvia fruticosa. 
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Слика П7. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71AySf1 биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П8. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP72AxSf1 биљке Salvia fruticosa. 
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Слика П9. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP72AxSf2 биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П10. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP96xSf1 биљке Salvia fruticosa. 
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Слика П11. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена CYP72xSf1 
биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П12. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71DSf2 биљке Salvia fruticosa. 
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Слика П13. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71DSf3 биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П14. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71AxSf2 биљке Salvia fruticosa. 
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Слика П15. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71ASf4 биљке Salvia fruticosa. 
 

 
Слика П16. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71AxRo1 биљке Rosmarinus officinalis. 



Прилог 
 

210 
 

 

 
Слика П17. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP71AyRo1 биљке Rosmarinus officinalis. 
 

 
Слика П18. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP72AxRo2 биљке Rosmarinus officinalis. 
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Слика П19. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP72AxRo4 биљке Rosmarinus officinalis. 
 

 
Слика П20. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP96xRo1 биљке Rosmarinus officinalis. 
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Слика П21. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP96xRo2 биљке Rosmarinus officinalis. 
 

 
Слика П22. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP72xRo1 биљке Rosmarinus officinalis. 
 



Прилог 
 

213 
 

 
Слика П23. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP76AAxRo3 (RoFS1) биљке Rosmarinus officinalis. 
 

 
Слика П24. Нуклеотидна и аминокиселинска секвенца цДНК гена 
CYP76AAxRo4 (RoFS2) биљке Rosmarinus officinalis. 
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Табела П1. Протеинске секвенце коришћене за филогенетске анализе цитохром 
P450 кандидата и њихови приступни бројеви. 
 
 

Скраћени 
називи 
протеина 

Врста функција Приступни бројеви 

AbCAS Abies balsamea cis-абиенол-синтаза  AEL99953.1 
AgAS Abies grandis абиетадиен-синтаза  Q38710.1 
AtCPS Arabidopsis thaliana ent-копалил дифосфат-синтаза  NP_192187.1 
AtKS Arabidopsis thaliana ent-каурен-синтаза   AAC39443.1 
CcCLS Cistus creticus копал-8-ол дифосфат synthase  ADJ93862.1 
CaCPS Coffea arabica ent-копалил дифосфат-синтаза ACQ99373.1 
CaKS Coffea arabica ent-каурен-синтаза   ACQ99376.1 
CsCPS Croton sublyratus копалил дифосфат-синтаза BAA95612.1 
CsKS Cucumis sativus ent-каурен-синтаза   BAB19275.1 
CmCPS1 Cucurbita maxima ent-копалил дифосфат-синтаза 1  AAD04293.1 
CmCPS2 Cucurbita maxima ent-копалил дифосфат-синтаза 2  AAD04292.1 
CmKS Cucurbita maxima ent-каурен-синтаза   Q39548.1 
GbLS Ginkgo biloba левопимарадиен синтаза   AAL09965.1 
HaCPS Helianthus annuus копалил дифосфат-синтаза CBL42915.1 
HaKS Helianthus annuus каурен-синтаза   CBL42917.1 
HvCPS Hordeum vulgare ent-копалил дифосфат-синтаза AAT49065.1 
HvKSL1 Hordeum vulgare ent-каурен-синтаза   AAT49066.1 
JsCPS/KS Jungermannia subulata ent-каурен-синтаза   BAJ39816.1 
NtCPS2 Nicotiana tabacum 8-хидрокси-копалил дифосфат-синтаза CCD33018.1 
NtABS Nicotiana tabacum cis-абиенол синтаза   CCD33019.1 
OsCPS Oryza sativa japonica ent-копалил дифосфат-синтаза NP_001046550.1 
OsKSL7 Oryza sativa japonica ent-каса-12,15-диен синтаза   Q00G37.2 
OsKS1 Oryza sativa japonica ent-каурен-синтаза   BAE72099.1 
OsKSL10 Oryza sativa japonica Ent-сандаракопимарадиен синтаза   Q2QQJ5.2 
OsKSL6 Oryza sativa japonica iso-каурен-синтаза   ABH10733.1 
OsSynCPS Oryza sativa japonica syn-копалил дифосфат-синтаза NP_001052171.1 
PpCPS/KS Physcomitrella patens ent-каурен-синтаза   BAF61135.1 
PaIS Picea abies изопимарадиен синтаза   AAS47690.2 
PaLAS Picea abies левопимарадиен синтаза   AAS47691.1 
PgCPS Picea glauca ent-копалил дифосфат-синтаза ADB55707.1 
PgKS Picea glauca ent-каурен-синтаза   ACY25275.1 
PsiCPS Picea sitchensis ent-копалил дифосфат-синтаза ADB55709.1 
PsiKS Picea sitchensis ent-каурен-синтаза   ADB55710.1 
PsCPS Pisum sativum ent-копалил дифосфат-синтаза O04408.1 
PtKS Populus trichocarpa ent-каурен-синтаза   XP_002311286.1 
RcKS Ricinus communis ent-каурен-синтаза  (потенцијална)  XP_002533694.1 
RcKSL1 Ricinus communis ent-каурен-синтаза  (потенцијална)  XP_002525841.1 
RcKSL2 Ricinus communis ent-каурен-синтаза  (потенцијална)  XP_002525836.1 
RcKSL3 Ricinus communis ent-каурен-синтаза  (потенцијална)  XP_002525842.1 
SmCPS Salvia miltiorrhiza копалил дифосфат-синтаза ABV57835.1 
SmKSL Salvia miltiorrhiza каурен-синтаза   ABV08817.1 
SsLPPS Salvia sclarea лабд-13-ен-8-ол дифосфат синтаза   AFU61897.1 
SsSS Salvia sclarea склареол синтаза   AFU61898.1 
SdCPS Scoparia dulcis ent-копалил дифосфат-синтаза BAB03594.1 
SdKS Scoparia dulcis ent-каурен-синтаза   AEF33360.1 
SmCPS/KS1 Selaginella moellendorffii лабда-7,13E-диен-15-ол синтаза   AEK75338.1 
ShSBS Solanum habrochaites Сантален и бергамотен синтаза   B8XA41.1 
SlCPS Solanum lycopersicum ent-копалил дифосфат-синтаза NP_001234008.1 
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SlKS Solanum lycopersicum ent-каурен-синтаза   AEP82778.1 
SlPHS Solanum lycopersicum феландрен синтаза   NP_001234629.1 
SrCPS Stevia rebaudiana ent-копалил дифосфат-синтаза AAB87091.1 
SrKS1 Stevia rebaudiana каурен-синтаза   AAD3425.1 
SrKS2 Stevia rebaudiana каурен-синтаза   AAD3424.1 
TcTS Taxus canadensis такса-4(5),11(12)-диен синтаза   AAR13860.1 
TaKSL5 Triticum aestivum неролидол синтаза   BAL41692.1 
VvKS1 Vitis vinifera ent-каур-16-ен синтаза  (потенцијална)  XP_002265005.2 
ZmTPS1 Zea mays синтаза ацикличних сесквитерпена  NP_001105097.1 
ZmCPS Zea mays ent-копалил дифосфат-синтаза NP_001105329.1 
ZmCPS2 Zea mays ent-копалил дифосфат-синтаза 2  AAT70083.1 

 
Табела П2. Протеинске секвенце коришћене за филогенетске анализе ензима 
SfCPS и SfKSL и њихови приступни бројеви. 
 
 

Скраћени називи 
протеина Врста Приступни бројеви 

AtCYP85A1 Arabidopsis thaliana AB035868 
AtCYP88A3  Arabidopsis thaliana AC000098 
AtCYP96A15 Arabidopsis thaliana AY090941 
CaCYP76B4 Camptotheca acuminata  AES93118 
CiCYP71AV8 Cichorium intybus ADM86719 
CrCYP76B6 Catharanthus roseus AJ251269 
ElCYP726A1 Euphorbia lagascae AAL62063 
GaCYP706B1 Gossypium arboreum AAK60517 
GmCYP71D9 Glycine max Y10490 
GmCYP93E1 Glycine max AB231332 
GuCYP72A154 Glycine max AB558153 
GuCYP88D6 Glycyrrhiza uralensis AB433179 
HtCYP76B1 Helianthus tuberosus Y09920,Y10098 
MpCYP71A32 Mentha x piperita Q947B7 
MpCYP71D13 Mentha x piperita AY281027 
MsCYP71D18 Mentha spicata AF124815 
MtCYP716A12 Medicago truncatula FN995112 
NtCYP71D16 Nicotiana tabacum AF166332 
NtCYP71D20 Nicotiana tabacum AF368376 
OsCYP76M7 Oryza sativa AK105913 
PaCYP71A1 Persea americana P24465 
PgCYP716A53v2 Panax ginseng JX036031 
PhCYP76A4 Petunia hybrida AB016061 
PsCYP720B4 Pisum sativum HM245403 
SaCYP76F37v1 Santalum album KC533717 
SaCYP76F38v1 Santalum album KC533715 
SaCYP76F39v1 Santalum album KC533716 
SbCYP51 Sorghum bicolor U74319 
SmCYP76B10 Swertia mussotii GU168041 
SmCYP76B4 Swertia mussotii D1MI46 
VvCYP716A15 Vitis vinifera AB619802 
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и угрожених врста“ (143031Б). У предходном периоду Драгана Божић је 

била ангажована и на једном међународном пројекту„Plant Terpenoids for 

Human Health: a chemical and genomic approach to identify and produce 

bioactive compounds“(FP7 пројекат, бр. 227448). 

Драгана Божић је члан Друштва за физиологију биљака Србије и 

међународне организације FESPB (Federation of European Societies of Plant 

Biology).


