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1. UVOD

1.1. OSNOVNE ZNACAJKE PROCESA BIOMINERALIZACIJE

Biomineralizacija je sloZzeni biokemijski proces formiranja visoko organiziranih mineralnih
struktura pod kontrolom Zivih organizama (Cuif i sur., 2011; Lowenstam i Weiner, 1989;
Marin i Luguet, 2007). Poznato je preko 60 minerala koji sudjeluju u ovom procesu, a morski
organizmi najcescée koriste tri mineralne vrste: opal (silika), aragonit i kalcit (Weiner i Addadi,
1997; Weiner i sur., 2000). Jednostavniji organizmi poput dijatomeja te odredenih spuzvi
Cesto grade skelete od opalinskih silikata koji postizu zadivljujuc¢e strukture, a mnoge vrste

gotovo jednako uspjesno upotrebljavaju karbonate (Slika 1).

Slika 1

Biomineralne strukture fitoplanktonskih organizama prikupljenih u Jadranskom moru
tijekom terenskih istrazivanja provedenih 2012. godine (neobjavljeni podaci snimljeni FESEM

mikroskopom).
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Biominerali morskih organizama u pravilu nastaju pri ambijentalnim uvjetima vodenog
sustava, pri niskom tlaku i temperaturi, u uvjetima gdje gradivni elementi Cesto nisu
dostupni u dovoljnim kolicinama. Primjerice, Weiner i suradnici (2000) navode kako bi
amorfni silikati vjerojatno bili i prvi izbor mnogih drugih organizama, medutim njihova
dostupnost u oceanima nije dostatna, te su se mnoge vrste morale prilagoditi ostalim
izvorima minerala. Velika rasprostranjenost karbonatnih biominerala ¢esto je objasnjavana
kao evolucijski odgovor organizama na supersaturaciju oceana karbonatima. Ona je bila
znatno izraZzena prije priblizno 540 mijuna godina, u periodu kada su se karbonatni skeleti
eukariota poceli naglo razvijati, neovisno jedni o drugima (Knoll, 1989; Veis, 2008). U takvim
uvjetima se vjerojatno javljala spontana precipitacija kalcij karbonata na povrsini mekih tkiva

slabo pokretnih organizama (Marin i sur., 1996).

Kako bi se obranili od neZeljene kalcifikacije, organizmi su prenamijenili mukozne epitelne
ekskrecije u inhibitorne mehanizme koji lokalno specavaju kalcifikaciju, a kasnije su isti poceli
koristiti te mehanizme za fizioloSku kontrolu procesa biomineralizacije. Ova teorija je
poznata pod nazivom ,anti-kalcifikacijska teorija“ (Marin i sur., 1996; Marin i sur., 2000).
Posljedica razvitka biomineralizacijskih mehanizama je i smanjenje supersaturacije
karbonata, zbog ¢ega su kalcificirajuéi organizmi postali i vazni puferi oceana ( Marin i

Luquet, 2007; Westbroek i Buddemeier, 1994).

Oblik biomineralizacije koja podrazumijeva spontanu precipitaciju minerala potaknutu
izlu€evinama metabolizma je i danas prisutan kod niZih organizama poput bakterija (Ehrlich i
sur., 2009; Mann, 2001; Sarayu i sur., 2014). Ovakav oblik biomineralizacije nema kontrolu
nad svojstvima minerala i nazivamo ga bioloski inducirana mineralizacija. Evolucijski znatno
napredniji te rasireniji oblik je bioloski kontrolirana mineralizacija. To je visoko reguliran
proces kojeg karakterizira uniformnost Cestica, kompleksna morfologija biominerala s dobro

definiranim strukturama i hijerarhijskim organiziranim mineralnim jedinicama.
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Bioloski kontrolirana mineralizacija se bazira na mehanizmima kontrole koji se prema Mannu
(2001) dijele na:
1. kemijske: topivost, supersaturacija, nukleacija, rast kristala;
2. prostorne: stvaranje delineacijskih prostora za mineralizaciju pomocu vezikula i
organskih molekula;
3. strukturne: molekularno prepoznavanje, preferencijalna nukleacija;
4. morfoloske: kontrola mineralnog rasta organskim granicama koje usmjeravaju rast i

5. konstrukcijske: kontrolu izgradnje visoko uredenih hijerarhijska struktura.

Uporabom ionskih pumpi i kanala, kontrolom pH te interakcijom s organskim
komponentama, organizmi aktivno odabiru mineralnu fazu i na taj nacin ¢esto nastaju
minerali koji bi u okoliSnim uvjetima bili nestabilni. loni se moraju prikupiti u zatvoreni
prostor kako bi se postiglo stanje supersaturacije, potrebno za pocetak nukleacije. Ovakav
oblik biomineralizacije moze se odvijati (Mann, 2001; Weiner i sur., 2001);
1. U izvanstani¢énom prostoru —ljusture mekusaca kao Sto je P. fucata (Saruwatari i sur.,
2009) ili N. macromphalus (Marie i sur., 2009);
2. unutar specijaliziranih stanica - spikule morskih jezZinaca kao Paracentrotus lividus
(Vidavsky i sur., 2014) i
3. u medustaniécnom prostoru — rijedak tip, kod jednostani¢nih organizama koji

formiraju kolonije kao $to su koralinske alge (Borowitzka, 1982).

Glavni regulator procesa su organske makromolekule koje stvaraju povoljne uvjete i
predlozak za nukleaciju, odreduju tip polimorfa te vode proces mineralnog rasta (Addadi i
sur., 2006). Opceniti nacin formiranja biomineralnih struktura koji se moZe primijeniti na
mnoge biominerale su predlozili Coélfen i Antonietti (2005). Autori tvrde da se u uvjetima
supersaturacije spontano formiraju nakupine kristala nanometarskih dimenzija koje tvore
nukleuse, i kada se prikupi kriticna masa, dolazi do strukturno definiranog periodi¢nog
slaganja, odnosno do stvaranja kriticnog kristalnog nukleusa te nastanka nano-amorfne
prekursorske faze izgradene od nestabilne forme, amorfnog kalcijevog karbonata. Ova faza
ne mora biti u potpunosti neuredena, ve¢ Cesto postoji kratkotrajna uredena struktura koja
se javlja u zreloj fazi kristalizacije. Kiseli polimeri se prihvaéaju na povrSine primarnih
nanocestica ¢ime dolazi do njihove stabilizacije. Nanocestice tako mogu formirati vece

nakupine (klastere) i pomodu orijentiranog prihvacanja nastaju strukture koje su autori
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nazvali mezokristali (Colfen i Antonietti, 2005, 2007). Daljnjim udruzivanjem mezokristali
postaju ,,mono“kristali koji se u biti sastoje od niza orijentiranih nanokristala medusobno
spojenih organskom komponentom, ali makroskopski pokazuju karakteristike monokristala
(Sondi i sur., 2011b). Ako su drugi uvjeti ostali nepromijenjeni, jednom kada otopina vise nije
supersaturirana, stopa nukleacije i kristalnog rasta se smanjuje, sustav dolazi u ravnotezno

stanje, a kristal prestaje rasti.
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1.1.1. ULOGA BIOMINERALA U BIOMIMETICI

Biominerali nastali u okolisnim uvjetima ¢esto imaju znatno naprednija mehanicka svojstva u
usporedbi s njihovim anorganskim inadicama (Katti i Katti, 2006; Stempflé i sur., 2010).
Trenutno nije mogucde proizvesti u istovjetne biomaterijale u laboratorijskim uvjetima, koji bi
posjedovali takva svojstva. Zbog toga se Cesto koriste spojevi, materijali pa i cijeli organizmi
iz prirode. Cesto je dovoljan samo jedan bakterijski enzim za postizanje precipitacije
karbonatnih cestica i njihovu daljnju transformaciju. Primjerice, oponasSanjem procesa
mikrobioloSke precipitacije bakterija uporabom enzima ureaze, mogu se proizvesti
submikrometarske Cestice bezvodnih karbonata Zeljenih strukturnih, kemijskih i morfoloskih

znadajki (Slika 2) (Sondi i Salopek-Sondi, 2005; Skapin i Sondi, 2005; Skapin i sur., 2015).

Slika 2

Formiranje ¢estica manganskog karbonata uporabom ureaze (A) i njihova termalna

transformacija u manganske okside (B) s unaprijed odredenim karakteristikama

(Skapin i sur., 2015).

Nadalje, mogu se uporabiti Zive bakterije koje imaju sposobnost precipitacije karbonata
(Bachmeier i sur., 2002; Li i sur., 2010; Stocks-fischer i sur., 1999;). Primjerice, Sarayu i
suradnici (2014) su demonstrirali kako se ove bakterije mogu nadodati u smjese za popravak
pukotina u zidovima arheoloski vaznih spomenika i slicnih gradevina. Bakterije prirodnim
metabolizmom precipitiraju nanocestice kalcij karbonata na svojoj povrsini, a iste onda mogu

ispuniti i najsitnije pukotine do kojih striktno kemijske smjese ne mogu doprijeti .




1. UvOD

lako su ovakva istraZivanja sve vise aktualna, jedno od najperspektivnijih podrucja uporabe
biomineralizacije je u biomedicini (Clarke i sur., 2011). Tu se najviSe istrazuje uporaba
karbonatnih biominerala, proizvedenih od strane raznih morskih organizama poput
koralinskih algi, spuzvi, jeZinaca, sipa, puZeva i Skoljkasa (Clarke i sur., 2011; Green i sur.,
2014). Primjerice, oblikovanjem sedefnih ljustura izradeni su vijci i plocice koje se mogu
koristiti za popravke kosStanih oStecenja, a veé postoji i komercijalni pripravak na bazi
koraljnog praha, Pro-Osteon® koji se koristi kao zubni ispun (Braye i sur., 1996; Niu i sur.,
2014). Ipak, najve¢u pozornost je privukla mogucénost konverzije kalcij karbonatnih
biominerala u hidroksiapatit i njihove posljedi¢ne ugradnje u koStano tkivo (Braye i sur.,
1996; Clarke i sur., 2011; Zhang i Vecchio, 2013). U usporedbi s klasi¢nima, ovakvi implantati
pokazuju bolju osteokonduktivnost, mogu se koristiti i za donos lijekova u kost, a moguénost

prijenosa zaraznih bolesti svedena je na minimum (vise detalja u Cadez, 2011).

Za uspjeSnu uporabu biomineralnih struktura u biomimetici, nuzno je dobro poznavanje
nativne strukture i morfologije biominerala, te detaljno karakteriziranje organskih
komponenti koje su sastavni dio biominerala. Takoder, proucavanje fiziologije
biomineraliziraju¢ih Zivotinja te njihove evolucijske povijesti nuzno je za razumijevanje
osnovnih nacina funkcioniranja procesa biomineralizacije. Stoga je interdisciplinarni pristup
ovoj tematici jedini nacin razotkrivanja nac¢ina na koji se biominerali formiraju, a tek nakon

toga ée se isti modi uspjesno imitirati u laboratorijskim uvjetima.
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1.1.2. KALCIJ KARBONAT U SASTAVU BIOMINERALA

Prema (Lowenstam i Weiner, 1989), oko 50% poznatih biominerala sadrzi kalcij, a tu spadaju
spojevi poput kalcijevog fosfata, karbonata, oksalata i slicno. Isti autori tvrde kako su
minerali izgradeni od kalcij karbonata najviSe zastupljeni biogeni minerali, i po koli¢ini i po

rasprostranjenosti.

Postoji Sest razli¢itih polimorfa kalcij karbonata (CaCOs), 5 je kristalini¢no, a samo jedan je
amorfni. Vaterit, aragonit i kalcit su jedini ,Cisti“ CaCOs; minerali, a metastabilne odnosno
prijelazne faze su amorfni kalcij karbonat (ACC) i kalcij karbonat monohidrat (CaCH,0,,
monohidrokalcit) s jednom molekulom vode po kalcij karbonatu, te heksahidrat

(CaC03:6H,0, ikait) sa 6 molekula vode (Addadi i sur., 2003; Fricke i Volkmer, 2007).

Od navedenih polimorfa, aragonit i kalcit su najéeS¢e koriSteni za izgradnju Ccvrstih
biomineralnih struktura. Njih organizmi upotrebljavaju za izgradnju skeleta i mehanicku
zastitu, ali i kao uredaje za regulaciju plovnosti, zatim leée za recepciju svjetlosti, otolite za
kontrolu gravitacije i slicno (Lowenstam i Weiner, 1989; Mann, 2001). Amorfni kalcij
karbonat se takoder moZe pronadi u obliku tranzicijske faze nekih morskih organizama,
uglavnom kao prva faza u formiranju aragonitnih/kalcitnih biominerala, dok ga mjesci¢nice
koriste i u potpuno formiranim spikulama, gdje je pronaden i kalcij karbonat monohidrat
(Addadi i sur., 2003). Poznato je da organizmi mogu iskoristiti i vaterit za izgradnju struktura
kao Sto su otoliti riba, biseri Skoljkasa te kao materijal za popravak pukotina na ljusturi (Falini

i sur., 2005; Fricke i Volkmer, 2007; Natoli i sur., 2010).

lako kalcit i aragonit imaju isti kemijski sastav (CaCOs), njihove kristalne strukture su razlicite.
Ortorobni aragonit nema lomne plohe i ima bolje pakiranje jedinicne celije, Sto mu
omogucava vecu otpornost na kalanje u usporedbi s romboedarnim kalcitom (Fricke i
Volkmer, 2007; Weiner i Addadi, 1997). Aragonit ima preferentni rast u c-smjeru te formira
polimorfne strukture slicne sitnim iglicama, dok kalcit formira velike (mono)kristale
romboedarnog oblika, koji su i vise skloni kalanju. Nadalje, aragonit ima veéu gustoéu od
kalcita i predstavlja bolji gradevni materijal pri formiranju guste i kompaktne kristalne
reSetke (Nelyubina i Lyssenko, 2012). lako se oba polimorfa mogu razviti iz pocetnog
amorfnog kalcij karbonata, u morskom okoliSu bogatom magnezijem obi¢no je aragonit
preferirani mineral, posebice kada je naglasak na mehanickoj zastiti (Fricke i Volkmer, 2007).

Naime, magnezij ne moze prodrijeti u strukturu aragonita, ali se lagano ugraduje u kristalnu
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reSetku kalcita, koju posljedi¢no destabilizira pa je Cini joS viSe podloZznom kalanju (Mann,

2001; Meldrum i Hyde, 2001).

Sam odabir minerala koji ¢e se koristiti ovisi o pojedinom organizmu te o okolisnim uvjetima
u kojima je odredena vrsta prvotno nastala (Porter, 2010). Primjerice, kada je u oceanu
omjer Mg/Ca bio manji od 2 (tzv. kalcitno more), vecina vrsta je preferirala izgradnju skeleta
od kalcita, a kada je omjer bio veéi od 2 (tzv. aragonitno more), biominerali su formirani od
aragonita. Medutim, kada je jednom odabran taj polimorf, bez obzira na promjenu okolisnih
uvjeta, vrste i dalje proizvode isti biomineral (Porter, 2010). Ovo se javlja vjerojatno zato Sto
je energetski manje zahtjevno proizvesti taj polimorf nego izmijeniti evolucijske mehanizme
potrebne za promjenu polimorfa. Ovi mehanizmi su prvenstveno regulirani proteinima koji
se nalaze u vrlo malom postotku samog sastava biominerala. Primjerice, kalcij karbonat u
biomineralu moZe zauzeti i do 99% ukupnog sastava (Marin i sur., 2012). Medutim proces
biomineralizacije je kontroliran s ostalim komponentama poput proteina, polisaharida i
slicnih tvari koje se ukupno nazivaju organski matriks (Mann, 2001). Upravo taj meduodnos
organsko — anorganskih komponenti biominerala daje zadivljujuci raspon oblika i formi te je
detaljno proucavanje komponenti organskog matriksa i glavni nacin razumijevanja procesa

biomineralizacije.
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1.1.3. ORGANSKI SASTAV BIOMINERALA

Organski matriks je kompleksna mjeSavina raznih proteina, polisaharida te u manjoj mjeri
lipida, pigmenata i slicnih spojeva koji ¢ine organski dio biomineralne strukture (Farre i
Dauphin, 2009; Ren i sur., 2011). Klasi¢na podjela makromolekula koje sudjeluju u procesu
biomineralizacije bazira se na njihovoj topivosti. Posljedi¢no razlikujemo topivi (proteini;
polipeptidi, proteoglikani) i netopivi (fibrozni proteini, polisaharidi) organski matriks (Fricke i
Volkmer, 2007; Mann, 2001). lako je ovo vrlo kruta klasifikacija, narocito kada se uzme u
obzir velika raznolikost do sada izoliranih proteinskih sekvenci, i dalje je esta u literaturi,

prvenstveno zbog metodologije njihove izolacije, te e biti koristena i u ovoj disertaciji.

Netopivi, hidrofobni organski matriks je potreban kako bi se formirala mreza koja odreduje
mikrometarske odjeljke, odnosno predloske za bududi rast kristala (Fricke i Volkmer, 2007).
Na takav predlozak mogu se pricvrstiti i kontrolne makromolekule topivog organskog
matriksa koje kontroliraju rast biominerala. Topivi matriks Cesto sadrzi tzv. kisele proteine
koji u velikom postotku sadrze asparaginsku i glutaminsku kiselinu (odnosno njihove soli
aspartat i glutamat) (Marin i Luquet, 2007). Takvi proteini imaju jaki negativni naboj na svojoj
hidrofilnoj grupi i tu vjerojatno fiksiraju metalne ione te primjerice u kontaktu s Ca **
zauzimaju formu B-nabrane ploce (Addadi i sur.,, 2006; Worms i Weiner, 1986). lako su
proteini najviSe proucavan dio organskog matriksa, i dalje postoje velike prepreke u
njihovom istraZzivanju, posebice njihova polidisperznost, polianionska svojstva i
posttranslacijske modifikacije (Marin i sur., 2012). Jedna od naj¢escih posttranslacijskih
modifikacija je glikozilacija, s obzirom da glikoproteini preuzimaju razne funkcije u procesima
biomineralizacije. Npr. ¢esto utjecu na formiranje neuredene prekursorske mineralne faze,
utjecu na nukleaciju i rast kristala te svojom ugradnjom mijenjaju gradivna svojstva kristala
(Mann, 2001). In vitro pokusi su pokazali da je ve¢ i sama prisutnost odredenog broja
aminokiselinskih ostataka dovoljna da se kontrolira struktura i oblik cestica kalcijevog
karbonata, te aktivnost enzima nije nuZno potrebna (Sondi i Salopek-Sondi, 2005).
Istovremeno je pokazano kako razlike u slijedu aminokiselina uzrokuju razvoj razli¢itih
morfologija te se pretpostavlja da bi to moglo biti vezano uz stereokemijsku prepoznatljivost,

ali i termodinamicke te kineti¢ke parametre.
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Pri stvaranju biomineralne strukture mnogih morskih organizama vaznu ulogu u
hijerarhijskoj izgradnji i mehanickoj stabilnosti ljustura ima hitin, linearni polisaharid B-(1-4)-
2-acetamido-2-deoksi-D-glukoze. On je sastavni dio ljustura mnogih organizama npr. raznih
mekuSaca i rakova. Smatra se da je hitin jedan od glavnih ¢imbenika kontrole rasta
biominerala, iako taj podatak i dalje nije detaljno istrazen (Marin i sur., 2013). Hitin je nakon
celuloze drugi najcesci prirodni polimer, a strukturno se razlikuju samo u hidroksilnoj grupi,
koja je kod hitina zamijenjena s acetamidom. Postoje tri polimofna oblika hitina; a- hitin s
anti-paralelnom konfiguracijom, B-hitin s paralelnom konfiguracijom i y-hitin koji je
kombinacija prva dva oblika (Slika 2). Anti-paralelna konfiguracija a-hitina povezana
vodikovim vezama mu omogucava c¢vrstu i visoko orijentiranu strukturu, zbog cega se taj

oblik i naj¢esée pojavljuje u prirodi (Meyers i sur., 2008).

Ostale sastavnice kao lipidi i pigmenti ¢ine vrlo mali postotak organskog matriksa i njihova
prisutnost ponekad uopdée nije detektirana. lako su lipidi ¢esto u sastavu proteina tj. u obliku
proteolipida, smatra se da oni ne utjeCu u znacajnijoj mjeri na formiranje biomineralne
strukture, ali ova tvrdnja nije detaljno ispitana. Npr. Goffredo i suradnici (2011) smatraju da
bi lipidi mogli stabilizirati amorfni kalcijev karbonat, s naglaskom na fosfolipide i njihovu
sposobnost izolacije minerala formiranjem vezikula. Pigmenti poput melanina, karotenoida i
poliena su zabiljeZzeni u ljusturama Skoljkasa, iako su vrlo rijetko predmet interesa u

istrazivanjima biominerala (Hedegaard, 2006; Lowenstam i Weiner, 1989).
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1.2. BIOMINERALNE STRUKTURE ARAGONITA MORSKIH
BESKRALJESNJAKA

Morski beskraljeSnjaci koji u svoju strukturu kontrolirano ugraduju aragonit Siroko su
rasprostranjeni duz taksonomskih grupa. Ipak, najviSe znanstvene pozornosti su privukla dva
koljena: zarnjaci i mekusci (Drake i sur., 2014). Kao Sto je ve¢ napomenuto, oni predstavljaju
vrlo obecavajuci izvor biomaterijala za uporabu u biomimetici, a njihova strukturalna

svojstva su i dalje nedovoljno poznata.

1.2.1. BIOMINERALI ZARNJAKA

Najpoznatiji pripadnici Zarnjaka koji formiraju aragonitne strukture su koralji (Lowenstam i
Weiner, 1989). Oni su takoder i medu prvim mnogostani¢nim Zivotinjama koje imaju
sposobnost izgradnje skeleta od kalcij karbonata (Knoll, 1989). Koralji predstavljaju najveci
izvor biogenog kalcij karbonata u polimorfnoj modifikaciji aragonita jer ne pruzaju toliku
pozornost organizaciji biomineralnih struktura koja je vidljiva kod S$koljkasa, Sto im
omogucuje i jako velike stope mineralizacije (Falini i sur., 2013). Oni su vazni i u reguliranju
ekosustava, jer predstavljaju idealan habitat za veliki niz razli¢itih vrsta. Primjerice, veliki
koraljni greben zauzima podru¢je od otprilike 344,400 km?, predstavlja jedno od
najraznovrsnijih stanista na svijetu sa nekoliko tisuéa razli¢itih vrsta i smatra se jedinom
bioloski stvorenom strukturom vidljivom iz svemira (Hutchings i sur., 2008). Klasifikacija
koralja se temelji na gradi njihovog skeleta, za razliku od mekusaca gdje se ona bazira na
anatomskim karakteristikama vrste (Cuif i sur., 2011). U buduénosti zbog razvoja metoda

molekularne filogenije ée zasigurno doéi do klasifikacijskih izmjena kod obje skupine.

Pojam koralj oznacava cijeli skelet, a sam koralit je pojedinacni polip u obliku ¢ase na
osnovici koje je bazalna ploca (Slika 3). Iz nje izlazi vapneni cilindar ili teka koja okruzi
aboralni dio Zivotinje pa je jedan dio tijela izvan skeleta (Slika 3). Ektoderm polipa u kontaktu
sa skeletom se naziva kalikoblasti¢ni ektoderm (eng. calicoblastic ectoderm) i na njegovoj
vanjskoj strani se odvijaju svi biomineralizacijski procesi na analogan nacin kao kod epitela
plasta mekusaca (Cuif i sur., 2011). Na ovaj nacin Zivotinja gradi privremene platforme i
napusta ranije formirano podrucje, bez nuznog rasta samog polipa. Zato postoje dvije
mineraliziraju¢e domene koje se mogu usporediti s dvoslojnom gradom mekusaca (Cuif i

Dauphin, 2005a; Cuif i Dauphin, 2005b). Prva domena su rane mineraliziraju¢e zone koje
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imaju nasumi¢nu orijentaciju i u kontrastu su sa domenom dobro definiranih fibroznih
vlakana. One cine gradivni sistem koralita i na taj nacin formiraju biomineral koji Zivotinja

koristi kao supstrat za pricvrséivanje, ali jednako tako i utociste od predatora (Slika 3).

__Zivo tkivo o o
O ALY | aksijalni

W Il 7 koraliti
Y VY 1 ‘,-;7-\')‘

s'kélet o

S e ! . “tentakule o ;g,)/_\
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‘crijevo & 8N
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Slika 3

Opca anatomija koralja (Zivotinje) i koralita (skeleta) uz prikaz dviju moguénosti grananja
koralita (aksijalno i radijalno).Modificirano prema Kelley, E.

(http://www.coralhub.info/terms/wall).

SKELET KAMENOG KORALJA, CLADOCORA CAESPITOSA

Kameni koralj, Cladocora caespitosa (Scleractinia: Favidae) je endemska vrsta Mediteranskog
mora koja se smatra jednom od glavnih proizvodaca karbonata u Mediteranu (Peirano i sur.,
2001). Spada u kolonijalne vrste, a najveca kolonija je zabiljezena u Mljetskim jezerima gdje
zauzima preko 650 m? (KruZi¢ i PoZar-Domac, 2002). S obzirom da Zivi u simbiotskim
zajednicama s algama zooksantelama koje ne mogu preZivjeti bez sunceve svjetlosti, ovaj
koralj ne obitava ispod 40 m dubine. Kameni koralj pokazuje tipi¢énu faceloidnu formaciju
(eng. phaceloid form) u kojoj pojedini koraliti formiraju vertikalne strukture neovisne od

susjednim (zidovi nisu spojeni) (Montagna i sur., 2007).
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1.2.2. BIOMINERALI MEKUSACA

Preko 100 000 vrsta mekusSaca proizvodi neki oblik ljusture te se nakon koralja smatraju
jednim od najcesc¢ih i najrasprostranjenijih Zivotinja sa sposobnos$¢u biomineralizacije (Marin
i Luquet, 2004). NajceSce proucavani biominerali mekusaca pripadaju Skoljkasima. To su
visoko regulirani mikrolamelarni kompoziti organizirani u ¢vrste strukture ¢ija je primarna
uloga zastita Zivotinje (Fricke i Volkmer, 2007). Kalcit i aragonit u ljusturi odvaja tanki
organski sloj kojeg izluCuje vanjski epitel plasta (Feng, 2011). Izmedu unutarnje strane
ljuSture i gornjeg sloja epitela plasta Skoljkasa nalazi se prostor ispunjen ekstrapalijalnom
teku¢éinom (Marin i Luquet, 2004). Osim ljuSturom i epitelom, ograniCen je i
periostrakumom, vanjskim organskim slojem koji prekriva ljusturu (Addadi i sur., 2006).
Periostrakum nastaje joS u embrionalnoj fazi kada periostrakalni nabor ruba plasta luci
periostracin koji zahvaljujuci kinonu postaje visoko netopiv, a sluzi za stvaranje zatvorenog
ekstrapalijalnog prostora te kao prva potpora rastuéim biomineralima (Marin i Luquet,
2004). U ovom prostoru dolazi do aktivne sekrecije iona kalcija i bikarbonata kako bi nastali
supersaturirani uvjeti potrebni za mineralizaciju. Ekstrapalijalna tekudina sadrzi i razne druge
elemente. Glavna komponenta koja odreduje tijek biomineralizacije ispustena u
ekstrapalijalni prostor je organski matriks kojeg izlucuju specijalizirane stanice kalcificirajuceg

plasta (Furuhashi i sur., 2010; Marin i sur., 2012).

Najcesce strukture se mogu podijeliti u 3 grupe (Subramanyam, 2007 i citirana literatura):
1. sedefna: izvana sloj prizmaticne stukture, unutar ljusture sedefni;

2. listasta: iskrizana lamelarna struktura izvana, unutar ljusture kompleksno iskrizana

lamelarna struktura i

3. iskrizana lamelarna: fibrozna struktura ili kompozitna prizmati¢na struktura izvana,
srednji sloj iskrizane lamelarne i/ili homogene strukture i unutarnji sloj od

kompleksno iskrizane lamelarne strukture i/ili homogene strukture.
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LJUSTURA KUNJKE, ARCA NOAE

Slika 4

Vanijski izgled ljuSture kunjke, Arca noae.

Kunjka, Arca noae (O. Arcoida), karakteristi¢na je za podrucje Mediteranskog mora, a moze
narasti do 10 cm i dozZivjeti 16 godina starosti (Peharda i sur., 2002). Brava joj je
taksodontna, a ljustura ima trapezoidni oblik i na vanjskoj povrsini izrazene radijalne Zljebove
(Oliver i Holmes, 2006) (Slika 4). LjuStura ima listastu strukturu i u potpunosti je izgradena od
aragonita. Unutarnji dio izgraden od kompleksno iskrizanog lamelarnog sloja, a ispunjen je
paralelnim cjevCicama (tubulima) koji se protezu kroz cijelu unutarnju povrsinu ljusture, do

palijalne linije (Waller, 1980).

Prostor od palijalne linije do periostrakuma ispunjen je ponesto drugadijim slojem od onoga
u unutarnjem dijelu i sastoji se od iskrizanih lamelarnih struktura. Ovaj prostor se naziva
marginalni rub plasta i, u usporedbi sa unutarnjim slojem ljusture, lagano je uzdignut. Taj
prostor prekriva tanki fibrozni organski film koji se proteze i na vanjski sloj ljusture. Ljusturu

izvana oblaze debeli sloj periostrakuma (Waller, 1980).

Razlog slabom prouéavanju ovakvog tipa grade ljusture je velika kompleksnost 3D
organizacije iskrizano lamelarne strukture (Nouet i sur., 2012). Ona je izgradena od pravilno
izmjenjujuéih nizova medusobno ukrstenih lamela (lamele prvog reda), koje se formiraju
okomito na rastuci rub Skoljke i sastoje se od gusto poredanih uskih aragonitnih ploha,

odnosno lamela drugog reda (Slika 5). Te plohe su takoder su izgradene od sli¢nih tvorbi,
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odnosno jo$ sitnijih lamela treéeg reda. Osnovna struktura lamele treceg reda su
submikrometarski agregati aragonita medusobno srasli u smjeru c-osi koji se agregiraju u
podjedinice, lamele cetvrtog reda koje zauzimaju oblik heksagonalne ploce (Hayashi i sur.,
2010). Te ploce su definirane kao monokristali izgradeni od sraslih nanocestica petog reda
(Hayashi i sur., 2010, Dauphin i sur., 2003a). Svaka od ovih podjela je okomita na prethodnu,
Sto Cini ovu strukturu najkompleksnijom strukturom mekusaca (Nouet i sur., 2012). Ovakav
nacin pakiranja omogucuje Zivotinji dodatnu mehanicku cvrstoéu, posebno prilagodenu
obrani od predatora. Takoder, Zlijebovi na vanjskoj strani ljusture predstavljaju pogodan
supstrat za prihvat raznih obrastajnih organizama sto kunjki omogucava dodatnu prilagodbu

okolini radi zastite od prirodnih neprijatelja (Slika 4).

4. red
0.1-03 ym
ploha rasta ¢ ’

1. red 2.red

Slika 5

Shematski prikaz iskrizano lamelarne grade ljusture. Modificirano prema Nouet i sur., 2012 i

Dauphin i sur., 2003a.

15



1. UVOD

LJUSTURA PERISKE, PINNA NOBILIS

Slika 6

Izgled ljusture periske, Pinna nobilis, s vidljivim bodljama na gornjem dijelu ljusture.

Periska, Pinna nobilis (Pteriomorphia: Pinnoidea) spada u strogo zasticene endemske vrste u
Mediteranu (Siletic i Peharda, 2003). Ona moZe narasti do 120 cm i dozZivjeti 30 godina
starosti (Zavodnik i sur., 1991). LjuStura ima karakteristican i lako prepoznatljiv oblik lepeze
(Slika 6) koja ima ostre bodlje s vanjske strane koje sluze kao zastita od predatora, ali i za
prihvacanje epibionata, odnosno kamuflazu Zivotinje. Ta vanjska ljustura crvenkaste boje je
izgradena od kalcita na kojem se nalazi i tanak sloj periostrakuma, koji kao i bodlje, sa

starenjem Zivotinje erodira (Marin i sur., 2011).

Periska je u proslosti smatrana glavnim biomineralizacijskim modelom zbog grade njenih
kalcitnih prizmi (Marin i sur., 2011). Taj sloj prekriva vedi dio ljuSture ovog Skoljkasa, a samo
prva polovica unutarnjeg dijela je prekrivena unutarnjim slojem izradenim od aragonita (Cuif
i sur., 1985). Ove slojeve je jednostavno razlikovati zahvaljujuci njihovoj obojanosti. Vanjski

sloj je sastavljen od jednostavnih, paralelno poloZenih velikih prizmi crvenkaste boje koje
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rastu u smjeru c-osi i izgledom podsjeéaju na strukturu pcelinjeg saca, a unutarnji je bijeli i
ogranicen je na podrucje izmedu dva ozZiljka misSi¢a. Ta dva sloja su medusobno odvojena
organskim slojem (Feng, 2011). Specificnost periske je u tome da se ova dva sloja odvojeno
formiraju, za razliku od drugih Skoljkasa kao S$to je primjerice dagnja (Marin i sur., 2011).
Epitelne stanice ruba plasta periske proizvode vanjski, prizmati¢ni sloj koji raste prema
unutra, a zatim stanice koje su postavljene u podrucju brave proizvode sedef. Aragonitni,
odnosno sedefni dio je, kod mladih jedinki je gotovo proziran, dok kod starijih moze biti i do
1 cm debeo na vrSnom dijelu. On je karakteriziran kao sedef naslagan u redove (eng. row —
stack), odnosno sedefna struktura koja omogucuje dodatnu fleksibilnost, razli¢ita od

strukture ciglenog zida, tipicne za sedef drugih Skoljkasa (Carter, 1990).

SIPOVINA OBICNE SIPE, SEPIA OFFICINALIS

Slika 7

Poprecni presjek sipovine obiéne sipe Sepia officinalis, L. vidljive su paralelno poredane
komore, ispunjene okomitim stupovima i medusono odvojene lamelarnim zidovima. Cijelu

strukturu dorzalno natkriva tvrd dorzalni stit.

Sepia officinalis (O. Sepiida), obi¢na sipa pripada rijetkim morskim beskraljeSnjacima koji
imaju skelet unutar tijela. Taj skelet se naziva sipovina ili fragmokon (eng. cuttlebone,
phragmocone) i zahvaljujuéi svom dizajnu, zauzima svega 9% tjelesne mase (Webber i sur.,
2000). Nalazi se zaStiéen u vreci sipovine (eng. cuttlebone sack). Graden je od niza
aragonitnih komora (oko 100 kod odraslih jedinki), medusobno odmaknutih oko 0,6 mm,
anteriorno i lateralno pricvrséenih na dorzalni stit (Denton i Gilpin-Brown, 1961a; Webber i

sur., 2000) (Slika 7). Komore su neovisne jedna od druge, odijeljene lamelarnim zidom i s oko
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6 tankih organskih membrana koje su pri¢vrSéene na gusto poredane stupove Cija je uloga
strukturalna potpora i odrZavanje poroznosti strukture (Denton i Gilpin-Brown, 1961b). Ova
naizgled kontradiktorna svojstva pruzaju Zivotinji potrebnu mehani¢ku potporu i
istovremeno joj daju moguénost precizne kontrole izmjene tekudine i plinova unutar komora,

odnosno regulacije vertikalnih gibanja.

Sam dorzalni stit je izgraden od nekoliko tankih i ¢vrstih slojeva aragonita koji su ugradeni u
mrezu hitina. Ti slojevi se ugrubo mogu podijeliti u vanjski periostrakum (sferuliti¢ni
prizmaticni sloj), srednji ostrakum (laminarni sedefni sloj) i unutarnji hipostrakum (polu-
prizmatic¢ni sloj) (Dauphin, 1980; Subramanyam, 2007). Obod dorzalnog stita (konus) sadrzi
vrlo malo aragonita u svom sastavu i dijeli se na vanjski i unutarnji dio. Vanjski konus ima
strukturu koja podsje¢a na krila koja definiraju granice sifunkularnog prostora ventralnog

dijela sipovine, vaznog za regulaciju plovnosti.

Uloga sifunkularnog prostora je kontrola izmjene plinova i tekucine u sipovini, odnosno
regulacija plovnosti. Komore sipovine rastu brzinom od oko c. Najmlada je po¢etna komora
na trbusnom dijelu sipovine koja istovremeno ¢ini njen donji svod. Tu su biomineralizacijski
procesi uvijek aktivni i grade nove komore od aragonita. Prva komora je uvijek ispunjena
teku¢inom bogatom natrijem i kalijem, u koncentracijama koje su slicne morskoj vodi
(Denton i Gilpin-Brown, 1961b). Tlak u prvih desetak novije formiranih komora je vrlo nizak i
one su ispunjene uglavnom plinom, koji slobodno difundira u njih (Denton i Gilpin-Brown,
1961b; Webber i sur., 2000). Dorzalni i prednji dio sipovine viSe je ispunjen plinom jer
tekucina (koja se Siri s kaudalne strane prema naprijed) tu kasnije dopire. Ovaj plin ima
konstantnu masu, neovisno o promjenama gustoée u sipovini (Denton i Gilpin-Brown,
1961b). Najvece promjene se odvijaju u starijim, posteriornim komorama koje se nalaze blize
membrani i uglavnom su ispunjene teku¢inom. Npr. tokom dana Zivotinja uglavhom miruje
na morskom dnu, pri ¢emu su posteriorne komore sipovine ispunjene tekuéinom i time
odrzavaju horizontalnu poziciju. Po nodéi sipa postaje aktivnija, te ispusti dio tekucine iz
sipovine Sto rezultira stvaranjem mijerljivog vakuuma, smanjenjem gustoce i olakSavanjem
vertikalnog kretanja, odnosno lova (Denton i sur., 1961; Webber i sur., 2000). Ispustanje
tekucine iz posteriornog dijela sipovine rezultira podizanjem straznjeg kraja Zivotinje u

tipi¢nu poziciju sipe kada se sprema za lov po dnu (Denton i Gilpin-Brown, 1961b). Regulacija
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plovnosti se odrzava unosom, odnosno izbacivanjem iona natrija i klora preko sifunkularne
membrane (Denton i sur., 1961). Kada je Zivotinja na dnu mora, ioni su izbaceni iz
sifunkularne vreée, sastav tekucine time postaje hipotonic¢an, Sto uzrokuje ulaz vode u
sipovinu i olakSava zaron Zivotinje. Jednako tako, kada Zivotinja Zeli izroniti, ioni se ubacuju u

tekucinu sipovine i olakSavaju praznjenje komora.

Sipa balansira hidrostatski pritisak morske vode razlikom osmotskih tlakova izmedu krvi i
tekudine u sipovini (Denton i sur., 1961). Zahvaljujuci svojoj gradi, sipovina moZe odrZavati
konstantan volumen neovisno o dubini. To predstavlja evolucijsku prednost u odnosu na
funkcionalno sli¢an plivaéi mjehur riba (Webber i sur., 2000), ciji tlak je jednak vanjskom
hidrostatskom tlaku mora (Denton i Gilpin-Brown, 1961b; Tiseanu i sur., 2005). To zna¢i da
¢e tlak pri dubini od 7 metara u ribljem mjehuru iznositi 8 atm (Sto uzrokuje njegovu
kompresiju, brze tonjenje i teze prilagodbe izranjanju), ali kod sipovine je pri istoj dubini tlak
je i dalje manji od atmosferskog, odnosno gotovo neovisan o dubini. Jednako tako, sipovina
ima sposobnost spore difuzije tekuéine unutar uskih kanala komora, te se pri njenom
izranjanju izjednacavanje tlakova odvija samo u dijelu najblizem sifunkularnoj membrani, a
dublje u sipovini tlak ostaje slican onom s prosjecne dubine boravka i do par sati nakon
izranjanja, Sto olakSava ponovno uranjanje (Denton i sur., 1961a). Na ovaj nacin Zivotinja
prakticki i ne prilagodava svoju plovnost pri kratkoro¢nom odlasku u pliée slojeve. lako sipa
moze kontrolirati osmotske razlike pomocu izjednaéavanja iona u krvi i tekucine sipovine,
maksimalna dubina zarona je odredena otpornos¢u na pucanje sipovine, odnosno njenom
gradom. Zato vrste koje Zive na veéim dubinama imaju zadebljane zidove lamela i blisko
postavljene stupove unutar komora, te njihova sipovina moze podnijeti vece hidrostatske
pritiske, testirane do 200 atmosfera (Denton i Gilpin-Brown; 1961b; Sherrard, 2000). lako je
sipa u prednosti pred ribama Sto se tiCe brzine vertikalnog gibanja i dnevnih migracija,
utro$ak njene energije je veéi od prosje¢nog utroska plivajuéeg mjehura riba (Webber i sur.,
2000). lako bi neki na prvi pogled sipovinu mogli smatrati reliktom, to nije to¢no. Sipovinu
uspjesno upotrebljava preko 120 vrsta sipa, koje spadaju u jednu od najbrojnijih skupina

glavonoZaca u plitkim vodama (Ward i Boletzky, 1984).
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1.3. KONCEPT ISTRAZIVANJA UZ PREGLED DOSADASNIJIH SAZNANJA

lako se biominerali morskih organizama istrazuju vec desetlje¢ima, joS uvijek nije razjasnjen
to¢an mehanizam njihovog formiranja. Razvojem novih tehnika istrazivanja poput FESEM i
AFM mikroskopije te metoda proteinske karakterizacije kao Sto je masena spektrometrija,
stjeu se nove spoznaje o tome da su procesi biomineralizacije mnogo kompliciraniji nego
Sto se smatralo. Osnovna saznanja o biomineralima i procesima biomineralizacije kod
pojedinih skupina morskih organizama su najbolje ilustrirana u knjigama ,On
biomineralization” (Lowenstam i Weiner, 1989), , Biomineralization: Principles and Concepts
in Bioinorganic Materials Chemistry” (Mann, 2001), ,Biomineralization, Vol 54“ (ed. Dove i
sur.,) ,Handbook of Biomineralization” (ed. Bauerlein i sur., 2007) ,Topics in Current
Chemistry, Vol. 270, Biomineralization | i Vol. 271 Biomineralization 11“ (ed. Naka, 2007),
“Mesocrystals and Nonclassical Crystallization” (Colfen i Antonietti, 2008), Biominerals and
Fossils Through Time (Cuif i sur., 2011) te u nizu ¢lanaka od kojih se posebno isticu pregledni
radovi radnih grupa pod vodstvom dr. Colfena (Colfen i Mann, 2003; Colfen i Antonietti,
2005) dr. Meyersa (Meyers i sur., 2008; Chen i sur., 2012) i dr. Weinera (Addadi i sur., 2006;
Levi i sur., 1998; Nudelman i sur., 2006; Weiner i Addadi 1997; Weiner i sur., 2000; Weiner i
sur., 2009; Weiss i sur., 2002). Osim samih svojstava biominerala, u fokusu mnogih
istrazivanja je proucavanje procesa nukleacije i mogucnosti uporabe tih saznanja u

biomimetici (Colfen i Mann 2003; Nudelman i sur., 2006; Qiao i sur., 2011; Zhang i Xu 2013).

Povijest nase radne grupe je takoder blisko vezana uz istraZivanje mineralizacijskih procesa
kalcij karbonata, kako u laboratorijskim uvjetima (Sondi i Matijevi¢, 2001; Sondi i Salopek-
Sondi, 2005; Sondi i sur., 2009; Skapin i Sondi, 2005; Skapin i Sondi, 2010; Wang i sur., 1999),
tako i u prirodi (Lojen i sur., 2010; Sondi i Juraci¢, 2010; Sondi i sur., 2010;Sondi i sur.,
2011a). U prirodi ve¢ dugi niz godina istrazujemo i formiranje aragonitom bogatih
sedimenata u mljetskim jezerima (Lojen i sur., 2010; Sondi i Juraci¢@ 2010;), ali mljetska
jezera imaju joS jednu specificnost — ona su staniste najveceg koraljnog grebena na
Mediteranu (Kruzi¢ i Pozar - Domac, 2002). Istrazivanje biomineralne strukture tog koralja,

objavljeno 2011 godine ¢ini temelj ove doktorske disertacije (Sondi i sur., 2011a).
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Taksonomski gledano, koralji su jedni od prvih Zivotinja koji koriste aragonit za izgradnju
svoje biomineralne strukture. Kao takvi, oni imaju i relativno jednostavnu strukturu
sastavljenu od fibroznih aragonitnih vlakana koji se starenjem transformiraju u kristalografski
dobro definirane oblike. Sli¢nih radova koji bi se mogli usporediti s nasim istraZzivanjem ima
vrlo malo i uglavhom se odnose na druge vrste koralja (Allemand i sur., 2004; Cuif i Dauphin,
2005a,b; Cuif i sur., 1999; Falini i sur., 2013; Przeniosto i sur., 2008), te namjeravamo
dodatno produbiti nasa dosad prikupljena saznanja. Ova disertacija je stoga koncipirana na
nafin da usporeduje mineralizaciju koralja s kompleksnijim procesima u evolucijski
razvijenijim pripadnicima koljena mekusSaca, koji takoder imaju aragonitne biominerale u

svojoj strukturi.

Kunjka, Arca noae, je odabrana kao pocetni predstavnik primitivnog roda Skoljkasa sa Siroko
rasprostranjenim tipom biomineralne strukture, kompleksno iskrizanom lamelarnom
strukturom gradenom isklju¢ivo od aragonita (Waller, 1980). lako je tip strukture poznat,
biomineralizacija ovog Skoljkasa je gotovo u potpunosti zapostavljena u novijoj literaturi te
se pri njenom proucavanju moramo osloniti na procese biomineralizacije slicnih vrsta
(Meyers i sur., 2013; Morton, 2012; Morton i Jones, 2009; Oliver i Holmes, 2006; Waller,
1980).

Slijededi Skoljkas odabran za istrazivanje je periska, Pinna nobilis, kao predstavnik modernog
tipa biomineralne strukture skoljkasa. Njena ljustura je izgradena od dva sloja; vanjskog
kalcitnog i unutarnjeg aragonitnog (Marin i sur., 2011). Ona je bolje zastupljena u literaturi,
iako i sami autori ovih radova govore da su nuzna dodatna istrazivanja (Marin i sur., 2012).
Takoder, vecina radova obraduje gradu kalcitnih prizmi (Checa i sur., 2005; Dauphin, 2003b;
Dauphin, 2002; Marin i sur., 2005; Marin i Luquet, 2005; Pokroy i sur., 2006a, b; Wolf i sur.,
2012), a rijetki opisuju sastav aragonitnog dijela ljusture, i pritom su usmjereni na organski
matriks (Cuif i sur., 1985; Marin i sur., 2000; Marin i Luquet, 2004; Marin i sur., 2011).
Ovakvim odabirom su obuhvaéene dvije krajnosti struktura Skoljkasa (primitivna i
“moderna”) koje ¢e biti komparirane sa strukturom jo$ jednog, evolucijski naprednijeg

mekusca.

Radi se o obic¢noj sipi, Sepia officinalis. 1ako ona nije sesilni organizam i po tome odudara od
ostalih, njena biomineralna struktura je izgradena od aragonita, a posebna je po tome $to je

jedna od rijetkih morskih beskraljeSnjaka koji imaju unutarnji skelet s posebnom funkcijom —
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regulacijom plovnosti (Denton i Gilpin-Brown, 1961a). Njena struktura je visokokompleksna i
striktno prilagodena funkciji, visoko porozna i istovremeno otporna na hidrostatske pritiske
(Gutowska i sur., 2010). Zbog toga je i izrazito interesantan biomineral za biomimeticka
istrazivanja, te se u literaturi najéeSce susrecu radovi gdje sipovinu konvertiraju u
hidroksiapatit (Cadman i sur., 2009; Cadman i sur., 2010; Cadman i sur., 2012; Cadman i sur.,
2013). lako postoji nekolicina radova koji obraduju tematiku njene biomineralne grade
(Florek i sur., 2009; Jia i sur., 2009; Subramanyam, 2007), oni su fokusirani samo na jedan dio
strukture ili sastava te ne obraduju sipovinu kao cjelinu. S obzirom da sipovina ima najvedi
potencijal uporabe u biomimetici, jedinstven endoskelet s vrlo preciznom strukturiranosti,

ona ¢e biti i najdetaljnije karakterizirana u ovom istraZivanju.
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je detaljno opisati morfoloske i strukturne znacajke sloZene biomineralne
strukture aragonita kod obi¢ne sipe (Sepia officinalis) i kunjke (Arca noae) te biokemijske
znacajke njihovih topivih proteinskih frakcija. Dobiveni rezultati ¢e biti usporedeni s
prethodno proucenim biomineralima periske (Pinna nobilis) i kamenog koralja (Cladocora
caespitosa), uz dodatnu karakterizaciju pojedinih uzoraka po potrebi. Osim prema
sistematici, ove vrste su odabrane i prema brzini biomineralizacijskih procesa, te tako koralj i
kunjka spadaju u spororastuée vrste sa godiSnjim rastom od svega par centimetara, dok su
periska i sipa brzorastuée jedinke koje mogu narasti i do 15 cm u prvoj godini. IstraZivanje je
ovako koncipirano s ciljem da pruzi dodatnu potvrdu rasirenosti osnovne hipoteze koja tvrdi
da su temelj formiranja i razvoja sloZenih biomineralnih struktura aragonita morskih
beskraljeSnjaka upravo agregacijski procesi na nanoskali, uvjetovani vrstom organizma i

biokemijskim znacajkama organskog matriksa, s naglaskom na proteinskoj frakciji.

Usporedbom razvijenijih biomineralnih struktura s evolucijski manje specijaliziranim
jedinkama dodatno ce se karakterizirati i nacini prilagodbe ovih biominerala pojedinim
fizioloskim ulogama. Istrazivanje ¢e time doprinijeti boljem razumijevanju procesa pocetnog
rasta i razvoja sloZenih biomineralnih struktura aragonita i njegovog utjecaja na morfoloske
znacajke formiranih biominerala. Cilj istrazivanja je i povecanje osnovnog znanja koje
definira razvoj novih metoda biomimetickih nacina priprave samoorganizirajuéih

biomineralnih struktura aragonita Zeljenih morfoloskih i strukturnih znacajki.
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3. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANJA

3.1. MATERUJALI

3.1.1. Poris KEMIKALIJA

O ©® N o U kW N PRE

11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

a-cijano-4-hidroksi cimetna kiselina (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Aceton (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

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

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

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

Amonijev bikarbonat (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Amonijev peroksodisulfat (APS, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
B-merkaptoetanol (Fluka, Sigma- Aldrich, St. Louis, SAD)

Bio-Rad Protein Assay otopina (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)

. Bis - akrilamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Bromfenol plavilo (Fischer Scientific, New Jersey, SAD)

CHAPS (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)

Coomassie brilijant plavo, R 250 i G250 (Bio-Rad, Hercules, CA, SAD)
Deuterijev oksid (D,0, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Ditiotreitol (DTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Etanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
Glicerol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Glicin (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Jodacetamid (IAA; Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Klorovodicna kiselina (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Natrijev azid (NaNs, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Natrijev laurilsulfat (SDS, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Natrijeva luzina (NaOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.

Octena kiselina (CH3COOH, Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Pokrovno ulje Immobiline Drystrip cover fluid (GE Healthcare, Freiburg, Germany)
Tetrametilendiamin (TEMED, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Tiourea (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Trifluoroctena kiselina (TFA, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Tris pufer (Sigma — Aldrich, St. Louis, SAD)

Vodikov peroksid (H,0,, Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Ultracista klorovodicna kiselina (HCI, Merck, Darmstadt, Njemacka)

Urea (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2. KOMERCIJALNI STANDARDI

[EEN

. Albumin govedeg seruma (BSA; Serva, Heidelberg, Njemacka)

Smjesa proteina niskih molekulskih masa od 14,4 do 97,0 kDa kao standard molekulske mase
pri analizi proteina (Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Velika Britanija)
Multielemetna standardna otopina za HR ICP-MS, CZ 9090 mix 010 (Analytika, Prague, Czech

Republic).

3.1.3. MATERIJAL ZA PROCISCAVANJE | ANALIZU PROTEINA

N oo v A

Celulozne membrane za dijalizu 12-14 kDa (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Kolone PD10 Sephadex G-25 (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Immobilized pH gradient (IPG) trake Readystrip™ pH 3-10NL, 18 cm (Bio-Rad, Hercules, CA,
SAD)

PVDF membrana (Sequi-Blot PVDF Bio-Rad membrane ili IMMOBILON PSQ Millipore)
ACQUITY UPLC kolona za peptide, BEH C18, 3004, 1.7 um, 15 cm (Waters, MA, SAD)
Endoproteinaza Lys-C iz Lysobacter enzymogenes (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)

Tripsin (Promega, WI, SAD)
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3.1.4. UzoRcl

Uz dozvolu uprave Nacionalnog parka Mljet, organizmi od interesa (Tablica 1) su prikupljeni u

Velikom i Malom jezeru na podrucju Nacionalnog parka Mljet (Slika 8). Odmah po prikupljanju

uzorci su Zivi smrznuti kako bi se $to viSe ocuvali u prvotnom stanju. Odmrznuti su neposredno

prije obrade, a biomineralne strukture su odvojene od ostatka tkiva, mehanicki ociséene i

viSestruko isprane s deioniziranom vodom.

Tablica 1. Vrsta organizama, oznake njihovih biomineralnih struktura te mjesta uzorkovanja

organizama koristenih u istrazivanju

Organizam Biomineral Oznaka Lokacija
uzorkovanja
Kunjka (Arca noae) Ljustura Skoljke AN Veliko jezero
Periska (Pinna nobilis) LjuStura Skoljke PN Veliko jezero
Kameni koralj (Cladocora Skelet koralja cC Veliko jezero
caespitosa)
Cijela sipovina SO Otvoreno
Obicna sipa (Sepia officinalis) Vanijski konus K more
Lamele L
Dorzalni Stit DS
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Otvoreno more
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Google
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Slika 8

Lokaliteti uzorkovanja, Nacionalni park Mljet u Dubrovacko — Neretvanskoj Zupaniji. Izvor slike:

Google maps, URL: http://goo.gl/H5waab
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3.2. METODE ODREDIVANIJA MINERALOSKIH, STRUKTURNIH |

MORFOLOSKIH ZNACAJKI BIOMINERALNIH STRUKTURA

3.2.1. RENDGENSKA DIFRAKCIJA NA PRAHU | NATIVNIM _(ORIJENTIRANIM)

UZORCIMA BIOMINERALNIH STRUKTURA

Mineraloski sastav uzoraka je odreden metodom rendgenske difrakcije na prahu (XRD). Uzorci
su pripremljeni mljevenjem u fini prah pomodu visokoenergetskog kuglicnog mlina Pulverisette
7 (Fritsch, Njemacka). Pojedini uzorci su snimljeni u nativhom obliku kako bi se ispitala
preferentna orijentacija njihovih mineralnih struktura. Koristen je rendgenski difraktometar D4
Endeavor (Bruker AXS, Njemacka), s CuKa radijacijom te Sol-X energijsko disperzivnim
detektorom (Bruker AXS, Njemacka). Prilikom snimanja koriSten je korak od 0,02 stupnja s
vremenom snimanja od 5 sekundi. Za odredivanje minerala aragonita su koristene dvije JCPDS

kartice: br. 47-1743 za kalcit te br. 41-1475 za aragonit.

3.2.2. TERMOGRAVIMETRIJSKA ANALIZA [ DIFERENCIJALNA SKENIRAJUCA

KALORIMETRIJA

Termogravimetrijska analiza (TGA) je koriStena u kombinaciji s diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (DSC) kako bi se procijenila koli¢ina organske tvari u uzorku, termalna stabilnost i

fazne transformacije te nacin termalne razgradnje biomineralnih struktura.

Koristen je uredaj Netzsch STA 449 Jupiter thermal analyzer, simultani termoanaliticki
instrument opskrbljen masenim spektrometrom — MS (QMS 403 C Aéoloss quadripole, Netzsch,
SAD). Analiza se provodila na zraku zagrijavanjem uzorka na 1000°C s brzinom zagrijavanja od

10°C/min.
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3.2.3. PRETRAZNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA S EMISIJOM POLJA | ENERGIJSKI

RAZLUCUJUCA/DISPERZIVNA RENDGENSKA ANALIZA

MorfoloSke i strukturne znacajke povrSina biomineralnih struktura na mikronskoj i
submikronskoj skali analizirane su uporabom pretraznog elektronskog mikroskopa s emisijom
polja (eng. Field-Emission Scanning Electron Microscopy, FESEM; Zeiss Supra 35 VP, Njemacka).
Mikroskop je opremljen spektrometrom za energijski razlucujuéu/disperzivhu rendgensku

analizu (eng. Energy-Dispersive X-Ray Spectrometer, EDXS; Inca 400, Oxford instruments, UK).

3.2.4. AFM SUSTAV ZA MIKROSKOPIJU ATOMSKIH SILA

Morfoloske znacajke povrSine uzoraka dodatno su analizirane mikroskopom atomskih sila
Multimode Scanning Probe Microscope (MM-SPM, Bruker, Billerica, SAD) s Nanoscope llla
kontrolnom jedinicom (Veeco Instruments, Santa Barbara, CA). Koristeno je piezolektricno
pretrazivalo s vertikalnom spregom: AS-130V ("J" pretrazivalo), lateralnog raspona 125 um x
125 um i vertikalnog raspona od 5 pum. Ovaj AFM instrument ima moguénost snimanja u
kontaktnom i tapkaju¢éem modu. U kontaktnom reZimu rada koriStene su pretrazne probe od
silicijevog nitrida, SisN4 (eng. Silicon nitride, SN-tips OEC8-10, Bruker, Billerica, UDA nominalna
frekvencija 50-90 kHz, nominalna konstanta opruge 0,73 N/m) u ambijentalnim uvjetima na
zraku. Stopa linearnog skeniranja je optimizirana izmedu 1 i 2 Hz po liniji sa rezolucijom
skeniranja od 512 uzoraka. Prilikom oslikavanja u kontaktnom reZimu rada na jednom kanalu se
generirala topografska slika (eng. height image), dok se na drugom kanalu generirala slika

odstupanja otklona poluge (eng. deflection image).

U tapkaju¢em rezimu rada koriStene su pretrazne probe od silicija dopiranog s antimonom
(TESP, Veeco, nominalna frekvencija 320 kHz, nominalna konstanta poluge 42 N/m) u
ambijentalnim uvjetima na zraku. Linearna brzina skeniranja optimizirana je izmedu 1 i 2 Hz po
liniji s razlu¢ivanjem od 512 toéaka po liniji. Prilikom oslikavanja u tapkaju¢em rezimu rada na
jednom kanalu se generirala topografska slika, dok se na drugom kanalu generirala slika

promjene amplitude (eng. amplitude image). Za dodatnu modifikaciju i poboljSanje prethodno
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snimljenih topografija upotrijebljeni su programi NanoScopeT'\/I v. 6.14R1 (Bruker, Billerica SAD) i
Gwyddion 2.39 (http://gwyddion.net/). Pri izradi kompjutorski generiranih modela temeljenih

na AFM podacima koristen je program Blender 2.73a (http://www.blender.org/).

3.2.5. MASENA SPEKTROMETRIJA VISOKE RAZLUCIVOSTI S INDUKTIVNO

SPREGNUTOM PLAZMOM

Sadrzaj natrija, magnezija, cinka, kadmija, Zeljeza, mangana, stroncija i barija u biomineralnim
strukturama odreden je metodom masene spektrometrije visoke razlucivosti s induktivno
spregnutom plazmom (eng. Resolution Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, HR ICP-
MS; Element 2, Thermo Finnigan, Germany). Prije analize uzorci su detaljno mehanicki ocisc¢eni i
isprani u deioniziranoj vodi te osu$eni na zraku preko noci. Skelet koralja (CC) i ljuStura kunjke
(AN) su tretirani kao jedan uzorak. Kod periske (PN) analiziran je unutarnji, aragonitni dio
ljusture, a sipovina sipe je podijeljena na dorzalni stit (DS) te lamelarni dio (L). Uzorci su usitnjeni
i uronjeni na cetiri sata u 20 %-tnu otopinu vodikovog peroksida. Nakon toga su ponovno dobro
isprani, osuSeni i smrvljeni u prah. Od svakog uzorka odvojen je 0,1 g i tretiran je s
koncentriranom ultrac¢istom klorovodicnom kiselinom, HClI (Merck, Darmstadt, Njemacka) u
omjeru 0,05g uzorka na 1 mL kiseline. Takve otopine su kratko stavljene u ultrazvuénu kupelj na
usitnjavanje, te su dodatno razrijedene s deioniziranom vodom (Milli-Q voda) kako bi se postigli
optimalni koncentracijski nivoi za HR ICP-MS mijerenja. Vanjska kalibracija je koriStena za
kvantifikaciju sa standardima (0,1- 10 pg/L), pripremljena prikladnim otapanjem multielemetne

standardne otopine CZ9090.
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3.3. METODE ODREDIVANJA BIOKEMIJSKIH ZNACAJKI UZORAKA

3.3.1. 1zOLACIJA_ | PROCISCAVANJE _PROTEINA ORGANSKOG _MATRIKSA 1Z

BIOMINERALNIH STRUKTURA

Za izolaciju topivih proteina organskog matriksa minimalna masa pojedinog uzorka sipovine i
ljusSture kunjke iznosila je 20 g, a gdje je bilo moguce, koristene su i dvostruko vece kolicine.
Nakon mehanickog ¢is¢enja, uzorci su uronjeni u 5 % natrijevoj luZini (NaOH) preko noéi na 4°C
kako bi se otklonile sve vanjske necistoce, te nakon ponovnog mehanickog CiS¢enja i detaljnog

ispiranja deioniziranom vodom uzorci su izvagani i smrvljeni u prah.

Dobiveni prah je otapan u 10 %-tnoj otopini hladne octene kiseline (CH3COOH) na 4°C, a pH te
otopine je reguliran dodatkom iste kiseline dok se nije ustalio na pH 4 (preko noci) prema
prilagodenom protokolu Marie i suradnika (2009). Na svakih 100 mL ove otopine dodan jei 1 mL
1 M natrijevog azida (NaNs) kako bi se sprijecilo moguce zagadenje bakterijama, te 1 mL 100
mM otopine fenilmetilsulfonil fluorida (PMSF) kako bi se inaktivirale potencijalno prisutne
peptidaze. Zatim je otopina kratko centrifugirana (5000 g, u trajanju 10 minuta pri 4°C) da se
topivi organski matriks odvoji od taloga. Isti postupak je proveden na uzorcima sipovine i
uporabom razrijedene otopine klorovodi¢ne kiseline (HCl-a) uz dodatak NaNs i PMSF-a, prema
protokolu Sondi i suradnika (2011a). Metoda je bila jednako ucinkovita, ali s octenom kiselinom

su promijene bile blaze i ujednacenije te je ona bila preferirana kiselina za uporabu.

Nadtalog (koji sadrZi topivi organski matriks) je potrebno dijalizirati da bi se uklonila ostatna
kiselina. Nadtalog je stoga premjesSten u membrane za dijalizu (pora 12-14 kDa) i dijaliziran u
dvolitrenoj menzuri uporabom 10 mM Tris - HCl pufera (pH 8). Dijaliza je provedena pri
temperaturi od 4°C u trajanju od 4 dana s 10 izmjena pufera. Nakon dijalize uzorak je jos jednom
centrifugiran (7000 g, u trajanju od 60 minuta pri 4°C), te su uzorci smrznuti i liofilizirani
koristeci instrument FreeZone 2,5 (Labconco, SAD). Liofilizirani uzorci su otopljeni u 10 mM Tris-
HCI puferu (pH 8) do ukupnog volumena od 2,5 mL i centrifugirani (15000 g u trajanju od 15

minuta pri 4°C) kako bi se uklonili mogudi netopivi dijelovi.
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Uzorci su potom bili procis¢eni (odsoljeni) kromatografskom metodom gel filtracije na kolonama
PD10 Sephadex G-25 prema uputama proizvodaca. Gel filtracijom se molekule odvajaju na
osnovi veli¢ine Cestica te se na taj nacin molekule proteina uspjesno separiraju od malih
molekula (manjih od 5 kDa). Ukratko, kolona je prije upotrebe isprana vodom i ekvilibrirana u
puferu (10 mM Tris-HCI, pH 8,0). Kroz kolonu je potom propusteno 2,5 mL uzorka, te 3,5 mL
pufera s kojim su eluirani proteini u uzorku. Nakon ponovnog dodavanja po 3,5 mL pufera u
kolonu, eluirane su i preostale male molekule (soli). Kolona je isprana s 20 mL pufera i

pohranjena u 20 % etilnom alkoholu u hladnjaku do slijedeéeg koristenja.

3.3.2. MJERENJE KONCENTRACIJE PROTEINA

Za odredivanje koncentracije proteina procis¢enih kromatografijom koristena je kolorimetrijska
metoda prema Bradford-u (Bradford, 1976). Mjerenje se zasniva na svojstvu promijene boje
otopine Coomassie brilijant plavo (eng. Coomassie Brilliant Blue) prilikom vezanja na bazicne i
aromatske aminokiseline u proteinima. Ovisno o proteinskom uzorku, koristeno je od 5-20 pl
uzorka koji je razrijeden s deioniziranom vodom do 100 pl ukupnog volumena, te je toj smjesi
dodana komercijalna otopina Bio-Rad Protein Assay (1 mL). Nakon kratkog mijeSanja na Vortex
mijesalici, uzorci su inkubirani 45 minuta pri sobnoj temperaturi, te su izmjerene njihove
apsorbancije na valnoj duljini 595 nm koristenjem spektrofotometra CamSpec M-501
(Cambridge, Engleska). Koncentracija proteina je potom odredena koristenjem standardne
bazdarne krivulje (prethodno pripremljene sa serijom poznatih koncentracija govedeg

serumskog albumina, BSA).

3.3.3. DISKONTINUIRANA SDS- POLIAKRILAMID GEL ELEKTROFOREZA

Elektroforeza oznacava gibanje Cestica u elektricnom polju, a elektroforetska pokretljivost
proteina ovisi 0 omjeru naboja i mase (Sto je omjer visi, pokretljivost je bolja). Poliakrilamid gel
elektroforeza u denaturiraju¢im uvjetima (SDS-PAGE) se temelji na dodavanju anionskog
deterdZenta natrij laurilsulfata (SDS; omjer 1,4 g SDS-a na 1 g proteina) u smjesu proteina koji se

zbog toga denaturiraju i poprimaju negativan naboj te se zato mogu razdvajati samo prema
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molekularnoj masi (Balen i sur., 2011). Diskontinuirana elektroforeza omogucuje bolje
razdvajanje proteina, a osniva se na upotrebi gelova razli¢itih pH vrijednosti: donji (gel za
razdvajanje) i gornji (gel za sabijanje). Razlika izmedu ova dva gela je u puferiranju kroz dva
sustava — gornji gel sadrzi pufer koji ima pH 6,8, a pufer donjeg gela ima pH 8,8. Na ovaj nacin
kada proteini prolaze kroz gornji gel oni se sabijaju, odnosno koncentriraju u usku prugu Sto
rezultira boljim razdjeljivanjem tijekom njihovog prolaska kroz gel za razdvajanje. KoriSteni su

gelovi veli€ine 8,6 x 6,7 cm. Sastav gelova prikazan je u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav gelova za diskontinuiranu SDS-PAGE.

Gel za sabijanje (5 %)

Gel za razdvajanje (12,5 %)

1,525 mL deionizirane H,0
0,625 mL 0,5 M Tris-glicinski
pufer pH 6,8
0,330 mL 30 % akrilamid /Bis
0,025 mL 10 % SDS
0,025 mL 10 % APS
0,0025 pL TEMED

1,675 mL deionizirane H,0
1,250 mL 1,5M Tris - glicinski
pufer pH 8,8
2,000 mL 30 % akrilamid /Bis
0,050 mL 10 % SDS
0,025 mL 10 % APS
0,0025 mL TEMED

Poliakrilamidni gel nastaje polimerizacijom monomera akrilamida u duge lance (duZina ovisi o
koncentraciji) koji se isprepliéu pomoc¢u ugradnje molekule ko-monomera Bis-a (N, N' — metilen-
bis-akrilamid) u tu strukturu. Reakcija je katalizirana dodatkom APS-a (amonij peroksodisulfata) i
TEMED-a (N, N, N', N' — tetrametiletilendiamin) te se formira trodimenzionalna mreza.
Ucestalost unakrsnih veza izmedu lanaca je odredena koncentracijom Bis-a, koji zajedno s
poliakrilamidom odreduje fizikalna svojstva gela, a time i veli¢inu proteina koji se optimalno
razdvajaju. Gelovi s niZim postotkom su bolji za razdvajanje proteina viSih molekularnih masa i
obrnuto. U ovom istrazivanju koriSteni su 12,5 %-tni gelovi Sto omogucava optimalno
razdvajanje proteina molekularne mase od priblizno 10 do 80 kDa. Za pripremu gelova i
provodenje elektroforeze koriSten je uredaj za okomitu elektroforezu proteina (Bio-Rad,

Hercules, CA, SAD). Nakon izlijevanja gela za razdvajanje (Tablica 2) nadslojen je s deioniziranom
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vodom (za ravnanje gela) i ostavljen na sobnoj temperaturi kako bi gel polimerizirao. Nakon
toga je voda uklonjena, a na povrsinu gela za razdvajanje je dodan gel za sabijanje (Tablica 2) u
koji je uklopljen kalup za formiranje jaZica (tzv. ,cesalj“). Nakon sat vremena gel je bio spreman

za analizu proteina.

Prije elektroforetske analize proteini su denaturirani u puferu za nanosenje (0,062M Tris; pH
6,8; 10 % glicerol; 2 % (w/v) SDS; 0,05 % B-merkaptoetanol; 0,05 % bromfenol plavo), te
inkubirani 5 min na 95°C. Tako pripremljeni proteinski uzorci naneseni su u jaZice gela za
sabijanje u koli¢ini maksimalno 20 ul po jaZici. Pri svakoj analizi koriSteni su proteinski standardi
(14,4 do 97,0 kDa). Elektroforeza se provodila u 1x puferu za elektroforezu (25 mM Tris; 14,5 %
(w/v) glicin; 10 % (w/v) SDS; pH 8,3) u trajanju od 1 sat pri 150 V (Laemmli, 1970).

3.3.4. DVODIMENZIONALNA GEL ELEKTROFOREZA

Dvodimenzionalna gel elektroforeza (2-DE) se koristi za detaljniju analizu sloZenih proteinskih
smjesa kako bi se znacajno povecala rezolucija razdvajanja proteina. Sastoji se od izoelektricnog
fokusiranja (IEF) u kojem se proteini razdvajaju na temelju pH gradijenta, nakon cega slijedi
razdvajanje proteina prema molekulskoj masi, veé opisanim postupkom SDS-PAGE

elektroforeze.

Izoelektri¢no fokusiranje se provodi na Sirokim imobiliziranim nosacdima gradijenta pH (3-10 pH).
Oni na sebi sadrze niskomolekularne amfoterne molekule (tj. amfolite bliskih pl vrijednosti za
uspostavu stabilnog pH) u poliakriamidnom gelu. Bez elektricnog polja, amfoliti su nasumicno
rasporedeni u gelu, ali ¢im se polje uspostavi, amfoliti pocinju putovati prema elektrodi, ovisno
o naboju (kiseli se zaustave u blizini anode, ovisno o pH). Amfoliti imaju jaki puferski kapacitet
Sto rezultira kontinuiranim gradijentom pH, s obzirom da je pH okolnog medija jednak pl
vrijednosti svakog amfolita. NanoSenjem proteina na gel, oni migriraju elektricnim poljem od
pozitivnog prema negativnom naboju, pritom otpustajuci ili primajuéi protone sve dok ne
dosegnu svoju izoelektricnu tocku (pl), odnosno pH vrijednost pri kojoj nemaju neto naboj te

gube pokretljivost. Ovakvo koncentriranje proteina omogucava njihovo razdvajanje s obzirom na
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vrlo male razlike u naboju. Da se izbjegne efekt sita, u IEF-u se koriste gelovi s niZom

koncentracijom poliakrilamida (3-5 %).

Esencijalna stavka ove metode je dobra priprema uzorka, svedena na najjednostavniju mogucu
mjeru. Odsoljeni nadtalog svakog uzorka je dodatno uguséen i procis¢en od malih ionskih
molekula (nukleotida, metabolita, fosfolipida itd.) precipitacijom u barem dvostruko vecem
volumenu ledenog acetona na -20°C u periodu od 2 sata uz povremeno okretanje. Nakon
precipitacije otopina je kratko centrifugirana (15000 g, u trajanju od 10 minuta pri 4°C),
preostala tekucina je odlivena, a talog je osuSen na sobnoj temperaturi. Za rehidraciju taloga i
istovremenu potpunu denaturaciju proteina uzorci su otopljeni u 50 do 100 uL pufera za
rehidraciju (9 M urea; 4 % (w/v) CHAPS) u koji je nadodano 5,2 uL/mL smjese amfolita Bio Lyte
3/10, 2 mg/mL DTT te 5 uL/mL bromfenol plavila.

Otopljeni uzorak je apliciran na sredinu keramicke podloge (kadica) i na njega je paZljivo
polozena IPG traka (imobilizirani pH gradijenti s intervalom od 3 do 10 pH, duzZina 17 cm) tako
da je strana na kojoj se nalazi gel okrenuta prema uzorku. Tako pripremljena podloga je
prekrivena rehidracijskim puferom do ukupnog volumena od 300 uL i poklopljena. Nakon 30
minuta pocetne inkubacije podloga je do vrha ispunjena uljem (Plusone Dry strip cover fluid) za
sprijeCavanje kontaminacije i isuSivanja uzorka. Uzorci su rehidrirani na sobnoj temperaturi u
trajanju od 12 do 16 sati (preko nodi) nakon ¢ega su podvrgnuti izoelektricnom fokusiranju
koristenjem Ettan IPFphore uredaja prema programu prikazanom u Tablici 3. lzoelektri¢no
fokusiranje je trajalo dok napon nije dosegao 32 kVh (otprilike nakon 8 sati), nakon cega je

pokrovno ulje uklonjeno, a IPG trake spremljene preko noéi na -20°C do izvodenja SDS-PAGE.
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Tablica 3. Uvjeti izoelektricnog fokusiranja na uredaju Ettan IPGphore za analiticke gelove 2-DE,

pH raspon 3-10.

Koraci Napon (V) Vrijeme (h) Postignuti napon (kVh)

S1 500 1 0,5
S2 1000 1 1,0
S3 8000 8 32,0

Za razdvajanje proteina prema njihovoj molekularnoj masi (druga dimenzija) upotrijebljen je
vertikalni sustav za elektroforezu PROTEAN II XL cell (Bio-Rad, SAD). Prethodno su pripremljeni

15 %-tni gelovi poliakriamida veli¢ine 15 x 15 cm (Tablica 4).

Tablica 4. Sastav SDS-poliakrilamid gela (15 %), veli¢ine 15 x 15 cm.

15 % SDS-PAGE gel Volumen (mL)
0,5 M Tris-glicinski pufer pH 8.8 27,5
30 % akrilamida /Bis 13,75
10 % SDS 0,55
Deionizirana voda 12,925
10 % APS 0,275
TEMED 0,0176

Prije druge faze 2-DE, IPG traka je temperirana na sobnoj temperaturi te je odrezana oko 1,5 cm
sa svake strane da odgovara veli¢ini gela. Tako pripremljena traka je poloZena u plasticni Zlijeb
gdje se odvijala ekvilibracija, odnosno priprema za elektroforezu. Ekvilibracija se odvijala u dva
koraka uporabom pufera za ekvilibraciju (6M urea; 50 mM Tris-Cl pH 8,8; 30 % glicerol; 20 %
(w/v) SDS) koji denaturira i negativno nabija proteine u uzorku. U prvom koraku je u Zlijeb sa IPG

trakom dodana otopina DTT-a pripremljenog u puferu za ekvilibraciju (20 mg/ml) te su trake
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inkubirane na tresilici (Kotterman 3042, Njemacka) u trajanju od 15 minuta. Nakon toga IPG
trake su poloZene u Ciste Zljebove te su 15 min inkubirane u otopini IAA prethodno

pripremljenoj u puferu za ekvilibraciju (25 mg/mL), uz konstantno mijesanje na tresilici.

Nakon postupka ekvilibracije IPG trake su uronjene u Cisti pufer za elektroforezu poloZene na
vertikalni sustav za 2-DE elektroforezu, tako da pozitivna strana bude lijevo (po dogovoru). Na
kvadrati¢ Ethmann papira je naneseno 7 plL standarda molekulskih masa i papiri¢ je poloZen na
SDS gel, desno od IPG trake. Na to je nalivena 0,5 % otopina agaroze (125 mg agaroze; 25 mL

elektrodnog pufera; 25 puL brom fenol plavila) koja je uskoro polimerizirala i fiksirala gel.

Ovako pripremljen gel koristen je za elektroforezu koja se odvijala pri 100 V prvih 30 minuta te
nakon toga je napon povedan na 220 V do kraja elektroforeze (otprilike 5 sati). Nakon
elektroforeze gelovi su obojani standardnim postupkom sa Commasie briliant blue bojilom i
odbojani u toploj vodi. Marie i suradnici (2009) su naveli kako je reproducibilnost sa srebrnim
bojanjem znatno loSija od commasie brilijant plavoga, $to smo i potvrdili u preliminarnom

istrazivanju, te su zato svi gelovi bojani isklju¢ivo Commasie brilliant blue bojilom.

3.3.5. MASENA SPEKTROMETRIJA — NANO LC - MS

Procis¢eni ukupni proteini (pripremljeni na nacin opisan u 3.3.1.) analizirani su metodama
spektrometrije masa uz ionizaciju elektrorasprsenjem (ESI) i matricom potpomognutu ionizaciju
uz desorpciju laserskim zra¢enjem (MALDI). Proteini u smjesi ispitani su odredivanjem njihove
molekulske mase (MALDI spektri) i na temelju fragmentiranja triptickih peptida (ESI spektri) koji
su prethodno generirani proteoliti¢kim cijepanjem svih proteina u smjesi i njihovom separacijom

tekucinskom kromatografijom visoke djelotvornosti (UPLC) prije uvodenja u spektrometar masa.

MALDI spektri intaktnih proteina snimljeni su na spektrometru masa s analizatorom vremena
leta (TOF, Bruker microflex LT, Bremen Germany). Otopina izvornog uzorka je razrijedena
dodatkom ultra Ciste vode (LC-MS Grade, J.T. Baker) do 1 uM koncentracije ukupnog proteina.
MALDI matrica je pripremljena otapanjem 3 mg a-cijano-4-hidroksi cimetne kiseline (MW189.04
Da) u 1 mL 50/50 acetonitril (ACN)/0,1 % trifluorooctene kiseline (TFA). Uzorak za snimanje je

pripremljen nanoSenjem 1 uL razrijedene otopine proteina na MALDI plocicu i dodatkom 1 uL
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otopine MALDI matrice te je ostavljen na zraku da se potpuno osusi. Za desorpciju/ionizaciju
uzorka koriSten je dusikov laser valne duljine 337 nm. MALDI TOF spektar je dobiven kao
prosjecni spektar iz 100 pojedinacnih spektara snimljenih desorpcijom/ionizacijom iz razli¢itih

tocaka na MALDI plocici s ciljem umanjenja efekta nehomogenosti uzorka.

Za proteoliticku razgradnju proteina u uzorku, kromatografsku separaciju nastalih peptida
(NanoAcquity UPLC system,Waters) i njihovu fragmentaciju u spektrometru masa ionske stupice
(LTQ-Orbitrap-XL, Thermo Fisher Scientific upotrijebljeno je oko 1-2 pug ukupnih proteina iz svih
ispitanih uzoraka). Solubilizacija i denaturacija tih proteina su provedene dodatkom 9 pL
denaturacijskog pufera (6M urea, 2 M tiorurea, 20mM Tris HCI, pH 8.0) na liofilizirani ostatak.
Proteini su reducirani na sobnoj temperaturi u trajanju od 1 sat, u 1 pL redukcijske otopine (10
mM DTT-a i 50 mM amonij bikarbonata) koja je u njih nadodana kako bi se u uzorcima postigla
konacna koncentracija DTT —a od 1 mM. Nakon toga su proteini alkilirani u trajanju od 1 sat, u

mraku, uz dodatak jodoacetamida (IAA,konacne koncentracije 5,5 mM).

U pocetnoj fazi proteolize koriStena je rekombinantna endopeptidaza rLys-C (Promega), koja je
aktivna i pri visokim koncentracijama uree. Prije dodatka enzima, pH otopine je prilagoden na 8
dodajudi 1 pL pufera (1M Tris pH=8,0). Omjer enzim/proteinaza pri digestiji je bio 1:10. U svaki
uzorak je nadodan 1 pL enzimatske stok otopine (koncentracija otopine je bila 0,2 pug/ul) i zatim

su uzorci inkubirani 3 sata na sobnoj temperaturi.

Prije dodatka tripsina (Promega) koncentracija uree je razrijedena dodatkom volumena vode
Cetiri puta veéeg od volumena reakcijske otopine. Digestija proteina provedena je dodatkom
tripsina u omjeru enzim:protein 1:10 uz konstantno mijeSanje pri sobnoj temperaturi preko
noci. Reakcija digestije je prekinuta zakiseljavanjem uzoraka na pH 2,5 dodavanjem
trifluorooctene kiseline (TFA), a reakcijska smjesa je inkubirana 10 min pri sobnoj temperaturi uz
mijeSanje. U slucaju precipitacije da bi se uklonile krute cestice iz otopine uzorci su
centrifugirani (14000 rpm, Eppendorf centrifuga 5427, u trajanju od 5 minuta) prije same LC-MS

analize.

Kromatografska separacija peptida pri nanolitarskim protocima (nano-UPLC) je izvrSena na

ACQUITY UPLC koloni za peptide (BEH C18, 3004, 1.7 pm, 15 cm). 1 pL smjese triptickih peptida
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je injektiran na kolonu u otapalu A koje predstavlja vodenu fazu pri UPLC separaciji (0,5 %
octena kiselina) pri protoku od 500 nL/min i posljedi¢no su eluirane kontinuiranim gradijentom
otapala B (80 % acetonitril u 0,5 % octenoj kiselini) 5 % do 90 % u trajanju 87 minuta, pri protoku
od 200 nL/min. Snimani su pozitivni ioni. Prikupljanje podataka je provedeno dinamicki u tzv.
»,modu ovisnom o podacima“ (eng. data-dependent) koji ukljuuje naizmjeni¢no snimanje MS
spektara eluiranih peptida i konsekutivno snimanje vise fragmentacijskih MS/MS spektra iona
peptida koji su detektirani u netom prije snimljenom MS spektru masa. Dinamicki karakter ovog
procesa se ogleda u tome da je nemoguce unaprijed zadati koje peptidne ione instrument treba
fragmentirati vec¢ je potrebno u toku eksperimenta iz svakog snimljenog MS spektra sa kolone
eluiranih peptida izabrati Sto veci broj neredundantnih kandidata za MS/MS fragmentiranje da
bi se prikupio Sto potpuniji skup podataka za analizu. MS spektri su snimljeni u Orbitrap
analizatoru masa pri rezoluciji od 60000 FWHM na m/z = 400 Da, i u rasponu m/z vrijednosti od
300 do 2000 Da. Toénost mjerenja je osigurana uporabom internog kalibranta za rekalibraciju u

realnom vremenu tijekom snimanja svih spektara masa (Olsen i sur. 2005).

Deset najintenzivnijih iona je sekvencijalno izolirano i fragmentirano u analizatoru linearne
ionske stupice koristeci kolizijom-induciranu disocijaciju (eng. collision — induced dissociation,
CID). loni ve¢ odabrani za MS/MS fragmentaciju su dinamicki iskljuceni u trajanju od 90 sekundi.
Obrada sirovih (RAW) podataka je procesuirana s komercijalnim Mascot Distiller (Matrix
Science) programom i rezultiraju¢i MS/MS podatci su pretrazeni pomoc¢u Mascot servera i
NCBInr proteinske baze podataka (verzija 69, 07. sijecanj 2015.) za proteinsku identifikaciju. Da
se procijene lazno pozitivni rezultati, MS/MS spektri su pretrazeni simultano i u laznim bazama
podataka u kojima su sve proteinske sekvence obrnute. Oksidacija (M) je odabrana kao

varijabilna modifikacija.

3.3.6. ANALIZA AMINOKISELINSKOG SLIJEDA PROTEINA METODOM EDMANOVE

ODGRADNIE

Nakon 2-DE gel elektroforeze, proteini su s gela preneseni na PDVF membranu kako bi se mogli

podvrci daljnjoj analizi aminokiselinske sekvence metodom Edmanove odgradnje.
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Prije prijenosa na membranu dijelovi gela s proteinskim mrljama od interesa su izrezani i
tretirani u Towbinovom puferu za prijenos (25 mM Tris; 192 mM (w/v) glicin; 1 % (w/v) SDS; 20
% metanol; pH 8,3). Deset puta veca koncentracija SDS-a omogudila je uspjeSan prijenos

proteina iz gela na PVDF membranu.

PVDF membrana dimenzija koje odgovaraju gelu je prije namakanja u puferu kondicionirana 10
minutnim namakanjem u metilnom alkoholu te ispirana u vodi (oboje uz konstantno gibanje na
tresilici). Zatim su membrana, gel s proteinima, filtar papir (Whatmann 3 MM) i spuZvice
inkubirani 5 do 15 minuta u puferu za prijenos. Za orijentaciju, i gel i membrana su zarezani u
jednom od kutova sa skalpelom. Ovako tretirani materijal je slagan u plasti¢ni drza¢ u obliku
sendvica: na crni dio plasti¢nog drzaca je postavljena namocena spuzvica, pa filtar papir na koji
je postavljen gel; na gel je pailjivo prenesena membrana, pa opet filtar papir i spuzvica.
Valjanjem staklenog Stapiéa po spuzvici su istisnuti zaostali mjehuri¢i koji bi mogli smetati pri
prijenosu. Plasti¢ni drZac je zatvoren i postavljen u kadicu za prijenos (Bio-Rad, Hercules, CA,
SAD), pazeci na polozaj elektroda. U kadicu je stavljen i magnet za mijeSanje. Do vrha kadice je
naliven Towbinov pufer i postavljen poklopac s izvorom struje. Prijenos proteina se odvijao pri

sobnoj temperaturi, 3 sata na 40 V (300 mA), uz stalno lagano mijeSanje pufera.

Nakon zavrSenog prijenosa, gelovi su fiksirani i obojani nekoliko minuta uranjanjem u bojilo
Coomasie brilijant plavo R-250 uz odbojavanje u vrucéoj deioniziranoj vodi. Gelovi su bojani da
bismo provjerili uspjesnost prijenosa. Membrane su dobro isprane s vodom te saturirane u
metilnom alkoholu u trajanju od nekoliko sekundi. Bojane su bojilom Coomasie brilijant plavo
R250 u trajanju od 1-2 minute nakon cega su odbojavane u 50 %-tnoj otopini metanola, uz
promjenu te otopine svake 2 minute. Nakon 2 x 5 min ispiranja u deioniziranoj vodi, komadidi
membrane s prenesenim proteinima su izrezani i nakon susenja na zraku spremljeni na -20°C do

daljnje analize filtar papir (Whatmann 3 MM), spuzvica.

Membrane s proteinima od interesa su poslane na sekvencioniranje automatiziranom
Edmanovom odgradnjom. Sekvencioniranje je izvrSeno pomodu Procise® 492A (Applied
Biosystems, SAD) sekvencionirajuceg sistema u Institutu Jozef Stefan, Odjela za molekularne i
biomedicinske znanosti u suradnji s prof dr.sc. Igorom Krizajem prema ustaljenom protokolu

(Kurtovic i sur., 2014).
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4. REZULTATI

4.1. MORFOLOSKE | STRUKTURNE ZNACAJKE BIOMINERALNIH STRUKTURA
MORSKIH BESKRALJESNJAKA

4.1.1. MINERALNI SASTAV BIOMINERALA MORSKIH BESKRALJESNJAKA

Mineralni sastav uzoraka odreden je metodom rendgenske difrakcije na prahu. Analizirani su
uzorci praha te orijentirani (nativni) uzorci biomineralnih struktura koralja Cladocora caespitosa,
kunjke Arca noae, periske Pinna nobilis i sipe Sepia officinalis. Difraktogrami na slikama 9-11
pokazuju kako su svi uzorci izgradeni od istog minerala, aragonita. ProSirenje pikova

difraktograma ukazuje da uzorci imaju granulirane Cestice u svom sastavu.

U slucaju kunjke (Slika 10) i sipe (Slika 12) ne postoji znac¢ajna razlika izmedu difraktograma
praha i nativnih uzoraka, Sto se smatra karakteristikom polikristala. Medutim, kod periske
difraktogram orijentirane strukture (Slika 11B) prikazuje izrazitu orijentiranost, karakteristi¢nu
za difraktograme monokristala. Struktura koralja je bila previSe porozna za mjerenje rendgenske

difrakcije nativnog koralita te je prikazana samo difrakcija praha tog uzorka.
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Slika 9

Rendgenske difrakcijske slike praha biomineralnih struktura koralja Cladocora caespitosa (a),

kunjke Arca noae (b), periske Pinna nobilis (c) i sipe Sepia officinalis (d).
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Slika 10

Rendgenske difrakcijske slike biomineralne strukture kunjke Arca noae: prah ljusture (a),

orijentirani uzorak ljusture (b).
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Slika 11

Rendgenske difrakcijske slike biomineralne strukture periske Pinne nobilis: prah ljusture (a),

orijentirani uzorak ljusture (b).
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Slika 12

Rendgenske difrakcijske slike biomineralne strukture sipe Sepia officinalis: prah dorzalnog Stita

(a), orijentirani uzorak dorzalnog stita (b), orijentirani uzorak lamelarnog dijela sipovine (c).
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4.1.2. TERMALNE ZNACAJKE BIOMINERALNIH STRUKTURA MORSKIH
BESKRALJESNJAKA

Na temelju termalnog raspada uzorka i posljedi¢nog gubitka mase termogravimetrijska analiza i
diferencijalna termalna analiza s GC-MS masenom spektrometrijom omogucuje procjenu
postotka organske tvari koja je ugradena u biomineralnu strukturu. Prilikom zagrijavanja dolazi

do kemijskih reakcija koje uzrokuju karakteristi¢an otklon na krivuljama (Slika 13).

Prvi lokalni maksimum vidljiv na krivuljama oko 100°C je egzotermna reakcija uzrokovana
evaporacijom vode. Drugi maksimum se javlja oko 300°C i on takoder spada u egzotermne
reakcije uzrokovane degradacijom organskog matriksa (Florek i sur., 2009; Sarin i sur., 2011) te
je popracen sporim i stabilnim padom postotka mase. Zavrsni raspad karbonatne strukture je

vidljiv oko 800°C s velikim endotermnim pikom uocljivim na svim krivuljama.

Ovi podaci se podudaraju sa TIC (eng. total ion current) kromatogramima izmjerenim GC-MS
uredajem, koji prikazuju koncentracije plinova (CO, i H,0) oslobodenih prilikom termalnog

raspada uzoraka (Slika 13).

Analizom ukupnih podataka procjenjuje se da 2,5 % ukupne mase koralja, 2,5 % kunjke, 2 %

periske i 6 % ukupne mase sipovine pripada organskom matriksu.
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Slika 13

TG (crna linija) i DTA (crvena linija), (lijevi stupac) te TIC (ll) krivulje(desni stupac)

temperaturnog raspada biominerala koralja (a), kunjke (b), periske (c) i sipovine (d).
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4.1.3. ELEMENTNI SASTAV BIOMINERALNIH STRUKTURA MORSKIH
BESKRALJESNJAKA

Elementni sastav biominerala koralja, kunjke, periske i sipe utvrden je metodom masene
spektrometrije visoke razlucivosti s induktivno spregnutom plazmom — HR ICP-MS. Rezultati

mjerenja su prikazani u Tablici 5.

Tablica 5. Elementni sastav biominerala koralja C. caespitosa, kunjke A. noae, periske P. nobilis i

sipe S. officinalis.

Biomineral / Element Mg Mn Fe Zn Sr Ba
(ne/g)  (me/g) (ne/g) (ne/g) (ne/g)  (we/g)

Skelet koralja 828,62 3,42 11,30 2,11 9131,84 10,52
LjuStura kunjke 406,29 3,79 13,26 0,31 2486,19 5,63
Sedef periske 222,45 16,22 7,09 0,75 1067,78 1,52
Dorzalni tit sipovine 225,98 2,49 12,91 24,19 2552,73 2,24
Konus sipovine 179,35 3,06 7,32 0,00 2689,86 2,38
Lamele sipovine 248,56 4,93 3,69 1,46 3563,22 10,76

Skelet koralja ima znacdajno viSe magnezija od ostalih ispitanih biominerala. lako ima upola
manje magnezija u svojoj strukturi, u ljusturi kunjke je zabiljezena dvostruko vec¢a koncentracija
ovog elementa nego u sastavnicama biominerala ostalih Skoljkasa. Koncentracija mangana je
stabilna osim kod sedefa periske koji ima sliénu koncentraciju mangana i u svojim prizmama
(10,75 pg/g). Povecanje mangana je vidljivo i u konusu sipovine, koji je puno manje mineraliziran
od dorzalnog stita. U sastavu ovih biominerala maksimalna koncentracija kadmija je iznosila 0,09
ug/g kod koralja, te kod ostalih uzoraka manje od 0,01 pg/g. Utvrdeno je da su stroncij i barij
bogato zastupljeni u svim uzorcima. Visok sadrZaj ova dva elementa je posebno vidljiv u skeletu

koralja. Barij se takoder u velikim koncentracijama ugraduje u lamele sipovine, ali ne i u ostale
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dijelove, dok stroncij u lamelama manje odudara od ostatka sipovine, iako je i dalje povisen u

odnosu na druge uzorke.

4.1.4. MORFOLOSKE ZNACAJKE BIOMINERALNE STRUKTURE KORALJA

Kameni koralj, Cladocora caespitosa pokazuje tipicnu koraljnu strukturu koja se sastoji od niza
aksijalnih koralita i njihovih pojedinih radijalnih grana koje ¢ine osnovnu gradevnu jedinicu

koraljne kolonije (Slika 14A).

Slika 14

FESEM mikrofotografija opceg izgleda kamenog koralja C. caespitosa (A), poprecni presjek (B),

nativna povrsina na aksijalnoj grani (C) i kanal koralita u kojem su naseljene bakterije (D).
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Poprecni presjek koralita prikazuje radijalno poredane septe koje se centralno spajaju u
kolumelu (Slika 14B), a izvana prelaze u rebra i daju karakteristican nazubljeni izgled vrSnog

dijela koralita.

lako koraliti makroskopski djeluju kao kompaktne ponavljajuce jedinice, FESEM mikroskopijom
je pokazano kako postoje dva razli¢ita tipa povrsina, ovisno o starosti koralita. Strelice na Slici 14
A prikazuju lokacije mjesta uzorkovanja struktura prikazanih na slikama 15i 16. Na vrSnom dijelu
nativnog, nedavno formiranog koralita (oznaka a na Slici 14A) uocljiva su glatka vlakna koja
predstavljaju karakteristicne strukture koralita u rastu. Ona i dalje nemaju dobro definirane
kristalografske forme, relativno su malih dimenzija, s osnovnim koraljnim vlaknom promjera oko
150 nm, i duzinom od 2-3 um (Slika 15). Mjestimi¢no se kroz uzorak mogu pronaci i precipitirani

kristaliti koji se morfoloSki mogu okarakterizirati kao kalcit (Slika 15B).

Slika 16 predstavlja stariji, formirani dio koralita (oznaka b na Slici 14A) i prikazuje kristalografski
znatno bolje orijentirane forme s karakteristi¢nim veéim kristalitima, poredanim u nakupine od
4-6 pum duljine i 500 nm promjera. U svim dijelovima koralita bez obzira na starost izrazen je rast
aragonitnih minerala u smjeru c-osi uz agregaciju sitnih submikrometarskih cestica koje se

vertikalno slazu i time formiraju substrukturu koralita.

Kroz oba dijela primijeéena je i pojava tubula (Slike 15A,B i 16B,D) s vrlo diferenciranim
bridovima i nasumi¢nim pojavljivanjem kroz uzorak. Osim tubula, povrsina nativnog uzorka je

ispunjena Zljebovima i utorima koji pruzaju dodatno uporiste Zivotinji (Slika 15C,D).
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Slika 15

FESEM mikrofotografije vrSnog dijela koralita (A); nasumi¢no formirani kalcitni kristali (B),
submikrometarske Cestice neuredene forme (C), uveéanje pokazuje organski matriks (D) koji

okruzuje sferi¢ne nakupine (E, F), osnovnu gradevnu jedinicu Cine agregirane nanocestice.
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Slika 16

FESEM mikrofotografije unutarnjeg dijela koralita (A); vrsni (B) i centralni (C) dio septe pokazuje
orijentirane kristalite. Pod ve¢im povecanjem vrsnog dijela (D) vidljive su definirane kristalne

forme s usmjerenim rastom, sastavljene od agregiranih nanocestica (E, F).
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Slika 17

AFM prikazi povrsine koralita snimljeni u kontaktnom modu i vizualizirani na razlic¢itim skalama;
skeletalna nanogranularna (A, B) podrucja nativnog dijela septuma kaliksa u usporedbi sa

starijim dijelom koralita gdje se vide gusto pakirani prizmati¢ni aragonitni kristali (Ci D).
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AFM prikazi povrSine koralita snimljeni u kontaktnom modu omogucavaju dobivanje
kvantitativnih podataka o veli¢ini pojedinog nanozrnca, odakle je vidljivo da nedavno formirani
nanogranulirani aragoniti imaju promjer izmedu 100 i 200 nm (Slika 17A,B), a stariji aragonitni
kristaliti dobro definirane kristalne forme mikrometarskih dimenzija (Slika 17C,D). Fazni prikaz
tapkaju¢eg moda snimanja AFM uredajem omogucuje razlikovanje raznih faktora poput
elasti¢nosti, adhezije, deformacije i slicnog. S obzirom na velike razlike u svojstvima organske i
anorganske faze biominerala, moze se smatrati da tamnije linije vidljive na Slici 17 oznacavaju
nakupljenu organsku tvar, a svjetlije obojan dio je tvrdi mineral koji na drugaciji nacin stupa u
interakciju sa Siljkom AFM uredaja. Zbog toga se moze zakljuciti kako se agregirane Cestice

aragonita nalaze okruzene organskom tvari.

Slika 18

AFM prikazi povrsine koralita snimljeni u tapkaju¢em modu na povrsini od 500 x 500 nm;

topografski (A), amplitudni (B) i fazni (C) nacin prikaza snimke istog mjesta na uzorku.
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4.1.5. MORFOLOSKE ZNACAJKE BIOMINERALNE STRUKTURE KUNJKE

Kunjka, Arca noae (Slika 14A) pripada primitivnom rodu skoljkasa koji imaju bravu ispunjenu
homodontnim zubima (Slika 19B) i kompleksno iskrizanu lamelarnu strukturu ljusture, izgradenu
od hijerarhijski poredanih kristala (Slika 19C-D). Od umba do palijalne linije ljuStura je proSarana
tubulima koji prolaze kroz cijelu debljinu ljusture, a dopiru i do povrsine (Slika 19C,D). To je prva
regija ljusture nakon koje slijedi uzdignuta zona marginalnog plasta, vidljiva i golim okom kao

sjajni sloj uz sam unutarnji rub skoljke.

Slika 19

Osnovne znacajke ljusture kunjke (A): FESEM mikrofotografije brave sa homodontnim zubima
(B), te poprecnog presjeka ljusture kunjke (C); kompleksno iskrizana struktura ljusture prosarana

tubulima (C).
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Zubi brave su najizloZeniji dio Skoljke, jer je bisus za pri¢vrscivanje smjesten na suprotnom bridu
ljusture, pa je ovo dio okrenut prema moru (Slika 20A). Primjerice, kod dagnje (M. edulis) bisus
je smjesten uz bravu i umbo pa je ona mala i zasti¢ena jer se nalazi blizu mjesta pricvrséivanja.
Kod kunjke su zubi izuzetno Siroko rasprostranjeni unutar brave; prostiru se po cijeloj duZini
brida ljusture, smjeStenog posteriorno od umba (Slika 20B). Dodatnu zaStitu pruzaju i snazni
plohama ljusture, u blizini brave. Dakle, iako se radi o primitivnom $koljkasu, vidljivo je da je
visokospecijalizirana za obranu od predatora. Iskrizano- lamelarna struktura je i najrasireniji tip
strukture koju upotrebljavaju Skoljkasi, Sto dodatno oznacava kako se radi o

visokospecijaliziranoj strukturi zadivljujucih svojstava.

Tome u prilog ide i grada same ljusture, sastavljena od pravilno poredanih aragonitnih slojeva,
orijentiranih u razli¢itim smjerovima ¢ime se dodatno stabilizira njena struktura (Slika 20, B-D).
Ona je karakterizirana kao iskrizano- lamelarna struktura. Unutarnja povrsina ljusture je glatka,
prekrivena aragonitnim Stapi¢ima poredanim u listaste slojeve (eng. foliated laths), prikazanim
na Slikama 20 i 21. Slika 20 A-D prikazuje unutrasnjost ljusture nakon tretmana natrijevim
hipokloritom izvrSenog da bi se uklonila organska tvar. Vide se rane mineralizacijske zone (Slika
20B) izgradene od nanocestica velikih otprilike 50 nm oko kojih su poredani aragonitni Stapici,
takoder sastavljeni od agregiranih nanocestica slicne velicine (Slika 20C). Netretirana povrsina
ljusture u blizini zuba brave ima listastu gradu ispunjenu izduzenim plosnatim ploc¢icama Sirokih

otprilike 500 nm (Slika 20E-F).

Poprecni presjek ljusture kunjke (Slika 21) otkriva niz tubula, medusobno poredanih gotovo
paralelno duz unutarnjeg dijela ljusture kunjke, sve do ruba plasta. Na poprecnom presjeku
vidljivo je takoder kako tubuli prodiru kroz cijelu ljusturu, od umba sve do periostrakuma.
Struktura kompleksno iskrizano- lamelarno iskrizanog aragonita je vidljiva u popre¢nom
presjeku (Slika 21). Takve strukture izgraduju paralelni nizovi aragonitnih Stapi¢a promjera svega
100-150 nm, nastali medusobnom agregacijom te su zbog toga formirani u nizove duge nekoliko

desetaka mikrometara (Slika 21E,F).
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Slika 20

FESEM mikrofotografije homodontnih zubi brave ljusture kunjke tretirane s 15 % H,0,/15 min

(A-D). Topografija unutarnje povrsine nativne ljusture pokazuje listastu gradu (E i F).
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Slika 21

FESEM mikrofotografija poprecnog presjeka ljusture kunjke; kompleksno iskrizana lamelarna
struktura je ispunjena nizom tubula (A-D): pojedini sloj ima visokoorijentirane paralelno

posloZene aragonitne Stapice (E-F).
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Prikaz unutarnje povrsine ljusture kunjke je vidljiv na slikama 20 i 22. Listasti slojevi se

izmjenjuju u pravilnim razmacima, na otprilike svakih 1 um.

Slika 22

Topografski AFM prikazi povrsine ljusture kunjke snimljeni u kontaktnom modu i vizualizirani na

razlic¢itim skalama.
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Slika 23

Topografski AFM prikazi povrsine ljusture kunjke snimljeni u tapkajuéem modu: topografski (A),

amplitudni (B) i fazni (C) nacin prikaza snimke istog mjesta na uzorku.

Pod veéim poveéanjem snimljenim kontaktnim modom ljuStura izgleda homogeno i bez
znacajnih granulacija, medutim takva struktura snimljena tapkaju¢im modom prikazuje znatno
drugaciju gradu. Slika 23 prikazuje kako se radi o nanogranuliranoj strukturi, pogotovo vidljivoj
na faznom prikazu (Slika 23C) koji omogucuje razlikovanje razlika u svojstvima povrsine. On
prikazuje sitne granule, velike nekoliko desetaka nanometara koje se medusobno spajaju u vece

agregate.
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4.1.6. MORFOLOSKE ZNACAJKE BIOMINERALNE STRUKTURE PERISKE

Periska, Pinna nobilis gradi ljusturu od dva dijela (Slika 24A); velike kalcitne prizme poligonalnih
oblika Stite ljuSturu izvana dok sedefni sloj izgraden od aragonita prilijeze na njih s unutarnje
strane. Osnovna gradevna jedinica tog sloja su sedefne plocice (Slike 24, 25). One pocinju rasti
na debelom organskom sloju koji ih odvaja od prizmi (Slika 24A) u formi koja strukturom
podsjeca na stepeniSte, odakle je i dobila ime (eng. stair step manner) (Carter 1990). Plocice
sedefa periske su medusobno paralelne i znatno izduZenije od klasi¢nih. Pojedine plocice su

debele oko 500 nm, a velike oko 5 x 10 um i sastavljene od agregiranih nanocestica (Slika 25).

Slika 24

FESEM mikrofotografije (A) poprecnog presjeka ljusture periske, usporedni prikaz snimljen
pomocu polarizacijskog i elektronskog mikroskopa; velike narancaste kalcitne prizme su
orijentirane okomito na bijeli sedef. Poprecni prikaz sedefnih plocica (B) prikazuje slaganje u

formi stepenica, a same plocice (C,D) su sastavljene od agregiranih nanozrnaca (D).
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Slika 25

FESEM mikrofotografije aragonitne povrsine ljusture periske; usporedba sedefnih plocica u
nastanku (lijevo) i njihov zavrsni izgled (desno). Pseudoheksagonske sedefne plocice medusobno
srastaju (A) i formiraju sedefni sloj (B); poc€etni pseudoheksagonalni oblik plocice (C); plocice
rastu vertikalno jedna na drugoj te se moZze razabrati 5 slojeva (D); nanostruktura plocica za

vrijeme formiranja (E) koja se razaznaje i u kona¢nom izgledu (F).
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Strukura sedefa aragonita pokazuje karakteristicnu pravilnost izmjenjivanja slojeva visokih
otprilike 500 nm (Slika 26A), sastavljenih od niza aragonitnih plocica koje medusobno srastaju.
One su velike otprilike 5-10 um, a sredina im je lagano udubljena (Slika 26B). lako je tipi¢na
nanogranulacija teZze uocljiva, vidi se kako je pojedina plocica sastavljena od niza sitnih Cestica

velikih svega nekoliko desetaka nanometra (Slika 26C,D).

Slika 26

Topografski AFM prikazi povrsine ljusture periske snimljeni u kontaktnom modu i vizualizirani na
razliCitim skalama. Izgled unutarnjeg sloja ljuSture otkriva aragonitne plocice poredane u obliku
stepenica, karakteristi¢ne za ovu vrstu (A). PloCice su srediSnje lagano udubljene (B), a gradene

su od niza submikrometarskih Cestica (C, D).
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H.

Slika 27

Topografski AFM prikazi povrsine ljusture periske snimljeni u tapkaju¢em modu: topografski (A),

amplitudni (B) i fazni (C) nacin prikaza snimke iste lokacije uzorka.

Slika 28

Kompjutorski generiran prikaz povrsine ljusture periske uporabom AFM podataka prikazanih na
Slici 26 A kako bi se dodatno naglasile karakteristike povrsine sedefne plocice. Dio naznacen

narancastom bojom se odnosi na podrucja bogata organskom tvari.

Sedefne plocice sadrze viSe organske tvari u podruéju oznaéenom narancastom bojom na Slici
28 prema Checa i suradnicima (2013). Vidljivo je kako se zapravo na tom podrucju stvaraju novi
agregati aragonita koji se s rastom spajaju i formiraju novu plocicu, odnosno novi sloj aragonita.

Takva struktura novih, nesraslih agregata je vidljiva i na Slici 27.
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4.1.7. MORFOLOSKE ZNACAJKE BIOMINERALNE STRUKTURE SIPOVINE

Obi¢na sipa, Sepia officinalis, ima sipovinu podijeljenu na komore koje su ispunjene gusto
poredanim stupovima (Slika 29). Svaki stup obloZen je ¢vrstim organskim slojem koji prerasta
sam stup i tvori paralelno poredana uporista duz komore, najbolje uocljiva na Slici 29 A. Osim
tog organskog sloja, stupove karakteriziraju i linije rasta (Slika 29B,C). Vece povecanje (Slika 29D)
otkriva zrnatu strukturu stupa ispod organskog omotaca koja ukazuje da se procesi agregacije

zaustavljaju nakon odredenog stupnja udruzivanja Cestica.

Slika 29

FESEM mikrofotografije lamelarnog dijela sipovine; komore lamelarnog dijela su ispunjene
stupovima i odjeljenje paralelnim lamelarnim zidovima (A-B) koji su i dorzalno i ventralno

povezani sa lamelarnim zidom (C); te bogato obloZeni organskim slojem (D).
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Slika 30

FESEM mikrofotografije lamelarnog dijela sipovine, grada lamelarnog zida. (A) Segment
podnozZja jednog stupa; (B, C) zidovi su gradeni od vise slojeva Ciji broj nije jednolik, ali ima
pravilnu raspodjelu precizno izmjenjucih smjerova rasta (D). Nanostrukturiranost stupa koji i
nakon zavrSetka formiranja zadrzava granuliranu strukturu (E) koja je istovremeno i vrlo

orijentirana u smjeru c-osi (F).
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Komore sipovine su ispunjene stupovima koji im pruzaju mehanicku ¢vrsto¢u, nuzno potrebnu
za opiranje tlakovima u dubinama, medutim lamelarni zidovi osiguravaju delineaciju i neovisnost
komora. Na taj nacin sipovina mozZe pravilno regulirati omjer plinova i tekuéine, ovisno o dubini
na kojoj se Zivotinja nalazi. Lamelarni zidovi su izgradeni od vise slojeva pravilno poredanih
aragonitnih minerala (Slika 30). Slojevitost nije jednaka na svim podrucjima, i njihova debljina se
takoder izmjenjuje. Ovisno o mjestu uzorkovanja moguce je pronaci od tri do Sest pa i viSe
podslojeva (Slika 30C,D). Zavrsni (prijelazni) sloj u blizini stupa je znatno deblji od ostalih i njegov
rast je orijentiran u smjeru c-osi, okomito na ostale podslojeve lamelarnog zida (Slika 30B,C). Ti
podslojevi su paralelno poredani, nejednolike debljine i rastu u slojevima, tzv. LbL rast (eng.
Layer by Layer). Oni stalnom promjenom smjera rasta minerala omogucavaju dodatnu
strukturnu ¢vrstoéu lamelarnog zida (Slika 30C,D). Svaki sloj se sastoji od niza nanocestica

poredanih jedna na drugu tako da tvore listaste strukture.

Na povrsini lamelarnog zida koji je ventralno okrenut prema sifunkularnoj vreci pocinje se
formirati nova komora (Slika 31A,B). Prije srastanja lamelarnog zida u komoru se luci gelasti
organski matriks na kojem se pocinju formirati aragonitne nakupine (Slika 31B,C). Paralelno sa
srastanjem lamelarnog zida, srastaju i aragonitne nakupine i pocinju rasti u smjeru c-osi. Sam
oblik organskog matriksa koji je sekretiran u pocetku nastanka nove komore odreduje konacéni

izgled stupova koji najéesée poprimaju sigmodalan oblik (Slika 31D-F).

Strukture slicne stupovima u ranoj fazi rasta mogu se pronadi i na dorzalnoj strani sipovine,
tocnije na kaudalnom dijelu dorzalnog Stita. One se nazivaju tubuli i imaju znatno kompaktniju,
zaobljenu gradu koja podsjeéa na brezuljke (Slika 32A,B). Na prednjoj strani dorzalnog Stita
tubuli su manje izrazeni iako je to podrucje i dalje vrlo mineralizirano, a struktura ima ostrije
konture i ve¢u kompaktnost. Aragonitne plohe na pojedinim segmentima tvore sraslace (Slika

32C,D).

67



4. REZULTATI

Slika 31

FESEM mikrofotografije predstavljaju rast nove komore na ventralnoj povrsini sipovine: nakon
srastanja lamelarnog zida i popunjavanja prostora ispunjenog organskom tvari stupovi pocinju
intenzivno rasti u visinu (A-B), medutim u vrijeme pocetnog formiranja stupova jos$ nije srastao
do kraja (C,). U toj fazi su vidljive novo formirane nakupine aragonitnih nanocestica okruzene

organskom tvari koja izgledom podsjecéa na gel (D-F).
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Slika 32

FESEM mikrofotografije najtanjeg dijela dorzalnog Stita sipovine (mediokaudalno). Poprecni
presjek (A-C); uveéanje jedne izbocine (D); uvecani prikaz segmenta dorzalnog Stita, sraslaci

aragonita (E, F).
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Aragonitne plohe u dorzalnom Stitu su paralelne s c- osi $to ukazuje na to da je centralni dio
dorzalnog Stita zadebljao u smjeru najbrzeg rasta (Cusack i Chung, 2013) (Slika 33A-D). Grada
konusa sipovine je najbolje vidljiva nakon Sto se ukloni organski dio (tretman s 1 % NaOCl/4

dana), kada se isticu medusobno srasle pseudoheksagonalne plocice aragonita (Slika 33E,F).

Slika 33

FESEM mikrofotografije dorzalnog Stita sipovine. Sraslaci aragonita su bogato obloZeni
organskom tvari (A ,B); nakon tretmana s 1 % NaOCIl/4 dana da se ukloni organski materijal

vidljiva je heksagonalna grada aragonitnih sraslaca (C, D).
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Slika 34

Topografski AFM prikazi sipovine snimljeni u kontaktnom modu: topografija ventralne povrsine
(A, B) i poprecni presjek lamelarnog zida u nastanku (C, prikaz odstupanja otklona poluge).
Poprecni presjek kroz strukturu lamelarnog zida (D, prikaz odstupanja otklona poluge, umetnuta

slika).
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AFM prikazi pokazuju kako je sipovina izgradena od agregiranih nanocestica velikih 100 do 300
nm (Slika 33A,B) koji u popre¢nom presjeku formiraju lamelarne strukture na kojima se i dalje
nadziru nanocestice (Slika 34C). JoS sitnije nanocestice velike 10 nm (Slika 34D) vidljive su u
poprecnom presjeku lamelarnog zida dobivenog samo odizanjem dorzalnog Stita i mjerenjem

nativnog izgleda lamela ispod $tita.

Slika 35

AFM prikaz ventralne povrsine sipovine snimljena u tapkajuéem modu na povrsini od 800 x 800

nm: topografski (A), amplitudni (B) i fazni (C) nacin prikaza snimke istog mjesta na uzorku.

Nanoagregacijski procesi su najizrazeniji na ventralnoj povrsini sipovine, odnosno mjestu
nastanka nove komore. Medutim, kroz cijelu sipovinu se ponavlja homogena struktura

nanoagregata veli¢ine od otprilike 100 x 100 do 200 x 500 nm.

Dorzalni stit je hrapaviji i tvrdi od lamelarnog dijela. Sredisnji dio je znatno hrapaviji, u samom
centru je uzet uzorak, ali je prehrapav za mjerenje nativne strukture AFM-om. Zbog toga je s
prednjeg dijela dorzalnog stita sipovine uzet uzorak na cijoj povrsini su takoder pronadene
tvorbe slicne mjehuri¢ima (Slika 36 A,D) gradene od agregata sa skalenoedarskom strukturom.
Kako sam Siljak AFM-a moZe snimanjem uzrokovati artefakte sa trokutastim formama, snimljeno
je nekoliko razlicitih mjesta na uzorku i svi pokazuju sliénu strukturu, te se moze smatrati da se

ne radi o artefaktima (Slika 36B). Agregati su prosje¢no veliki 150 nm do 1 um, ali mogu
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formirati i veée tvorbe zaobljenog oblika (Slika 36C). Slika 36D prikazuje rani tubul u izgradnji

koji nema znakova skalenoedarskih tvorbi veé je formiran od agregiranih nanocestica.

Slika 36

Topografski AFM prikazi glatkog dijela dorzalnog Stita na kranijalnom dijelu sipovine, snimljeni u
kontaktnom modu: skalenoedarski oblik tubula u kasnijim fazama rasta (A-C), a rana forma ima

naznake nanoagregacijskih procesa (umetnuta Slika u D je prikaz odstupanja otklona poluge).
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Lateralno od hrapave centralne pozicije na dorzalnom Stitu dobiven je mjerljiv uzorak i uocena
je zanimljiva mreZa koja podsjeca na organsku te je moguce da se radi o otisku hitinskih vlakana
(Slika 37A). Sli¢na struktura je pronadena i na samom konusu, odnosno na njegovom prozirnom

dijelu koji se nakon susenja odvoji od sipovine (Slika 37B).

Za potvrdu ovog nalaza netopivi dio organskog matriksa je prikupljen nakon postupka izolacije
organske tvari octenom kiselinom za potrebe proteinske analize (prema postupku za izolaciju
proteina) i dodatno je ispran, razrijeden i analiziran (Slika 37C,D). Nerazrijeden uzorak i dalje
zadrzava izgled mrezZe sliéne onoj snimljenoj na nativnom uzorku (Slika 37A,B), a nakon
dodatnog razrijedenija se ukazuju pojedina vlakna. Ona su visoka izmedu 0,7 i 1,5 um, a Siroka

izmedu 300 i 600 nm (Slika 37D).

U slijedeéem pokusu su uzorci pripremljeni na nacin da je o¢uvan mineralni dio, a tretmanom s
hipokloritom (1 % NaOCI/4 dana) uklonjen je suviSni organski dio. Na Slici 37 su prikazani
dobiveni rezultati. lzgleda da se na dorzalnom Stitu dio netopivog organskog matriksa i dalje
odrzava i cijela struktura izgleda i dalje obloZena organskim matriksom (Slika 38A,B). lako bi se
slicno moglo pomisliti i za ventralnu povrSinu lamelarnog dijela sipovine (Slika 38C, Slika
umetnuta u C, prikaz odstupanja otklona poluge), na vecem povecanju (Slika 38D, Slika
umetnuta u D, prikaz odstupanja otklona poluge) je vidljivo da taj izgled potjece od agregiranih
nakupina aragonita, a ne organske tvari, kao Sto je to slucaj kod dorzalnog stita (Slika 38B, Slika
umetnuta u B, prikaz odstupanja otklona poluge). Prema tome bi se moglo naslutiti kako se u
lamelarnom dijelu nalazi puno vise topivog organskog matriksa, za razliku od dorzalnog Stita,

bogatog netopivim organskim matriksom.
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Slika 37

Topografski AFM prikazi snimljeni u kontaktnom modu rada: rubni centralni dio dorzalnog stita
(A), uvecani prikaz hitinskih vlakana vizualiziranih na nativnom uzorku (bijeli kvadrat na slici A)
(B), izolirane hitinske niti otapanjem karbonata; analiza vertikalnog presjeka duz naznacenih

linija na hitinskim vlaknima (D).
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Slika 38

Topografski AFM prikaz snimljen u kontaktnom reZimu rada. Svi uzorci su tretiranis 1 %
natrijevim hipokloritom u trajanju od 4 dana uz konstantno mijeSanje kako bi se uklonio dio
organske tvari s povrsine uzorka. Dorzalni §tit (A i B) te ventralna lamela (Ci D). Prikaz greske

(umetnuta slika u Ci D) ukazuju kako su linije koje djeluju organske u biti sastavljene od

nanometarskih aragonitnih nakupina.
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4.2. BIOKEMIJSKE ZNACAJKE BIOMINERALNIH STRUKTURA MORSKIH
BESKRALJESNJAKA

Topivi proteini organskog matriksa uspjesno su izolirani i prociséeni iz biomineralne strukture
koralja, ljusture kunjke te sipovine i njenih pojedinih dijelova. Pri tome su koli¢éine ukupnih
proteina izoliranih iz sipovine oko 10 puta vece u odnosu na koli¢ine proteina koje je bilo
moguce izolirati iz skeleta koralja i ljuSture kunjke (Tablica 6). Nadalje, pojedini dijelovi sipovine
kao npr. lamele su bogatije sadrZajem proteina u odnosu na vanjski konus ili dorzalni Stit

sipovine.

Tablica 6. Odnos pocetne mase uzorka, koncentracije i prinosa ukupnih topivih proteina
organskog matriksa skeleta koralja (Cladocora caespitosa), ljusture kunjke (Arca

noae) i sipovine (Sepia officinalis).

Uzorak Ukupna masa Koncentracija Prinos proteina
uzorka (g) proteina (mg/mL) (mg/g)
Koralj (CC) 40 0,2 0,02
Kunjka (AN) 25 0,35 0,05
Cijela sipovina (SO) 20 2,5 0,44
Dorzalni stit sipovine (DS) 15 1,1 0,26
Konus sipovine (K) 15 2,4 0,56
Lamele sipovine (L) 45 3,2 0,27

Ukupni proteini organskog matriksa su nakon izolacije i proc¢is¢avanja razdvojeni elektroforezom
u poliakrilamidnom gelu u denaturirajuéim uvjetima. Profil ukupnih proteina organskog matriksa

skeleta koralja, ljusture kunjke i sipovine prikazan je na Slici 39.
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Slika 39

Profil ukupnih proteina skeleta koralja (C; kDa = standardi proteina, CC = skelet koralja), ljusture
kunjke (B; kDa = standardi proteina, AN = kunjka) i sipovine (A; kDa = standardi proteina, L =
lamele, DS = dorzalni stit, K = konus), razdvojenih elektroforezom u poliakrilamidnom gelu u

denaturirajuéim uvjetima (SDS-PAGE).

Proteini izolirani iz koralita koralja prikazuju najizraZzenije proteine pri 15, 40 i 80 kDa (Slika 39A).
U proteinskom izolatu ljusture kunjke izrazeniji su proteini molekularnih masa oko 17, 30, 40, 45
i 50 kDa (Slika 39B). Najizrazenije proteinske vrpce u ekstraktu proteina lamelarnog dijela
sipovine su velike otprilike 20, 35, 40, 66 i 80 kDa. Profil proteina izoliranih iz dorzalnog Stita
(kojem je uklonjen konus) pokazuje da su vrpce izrazenije oko 10, 14, 27, 35, 66 i 95 kDa (Slika
39(). Sli¢éno Stitu, u konusu su prisutni neki od proteina zabiljezenih u dorzalnom Stitu poput 35,
66 i 95 kDa, ali s jasnije izrazenim proteinom mase oko 27 i 30 kDa te puno slabije vidljivim
proteinskim vrpcama niskih molekularnih masa. Proteini dorzalnog Stita i konusa se znatno

razlikuju od proteina lamela, $to je u skladu s vrlo razli¢itom prirodom tih dviju struktura.
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Dvodimenzionalna gel elektroforeza (2-DE) potvrduje da u uzorcima kunjke (Slika 40) i sipovine
(Slike 41 i 42) prevladavaju kiseli proteini Cije su vrpce pozicionirane na gelovima prema nizim
pH vrijednostima (oko pH vrijednosti 3-5). Proteini Cesto imaju ,Smirasti“ uzorak koji je
primijecen i kod jednodimenzionalnih elektroforeza. U slu€aju proteina izoliranih iz ljusture
kunjke Cesto se pojavljuju proteinske mrlje u horizontalnim nizovima pri istoj molekularnoj masi,
a razli¢itim pH. Takva raspodjela upuduje da se vjerojatno radi o glikoformama odnosno o
posttranslacijskim modifikacijama istog proteina. Uzorak kunjke je bilo znatno teze vizualizirati
pomoc¢u 2-DE (Slika 42) te primjerice proteini manje molekularne mase jasno vidljivi na

jednodimenzionalnom gelu (Slika 39 B) ovdje nisu jasno identificirani.

Molekularne mase proteina vidljivih na gelovima jedno- (Slika 39) i dvodimenzionalne (Slika 41)
elektroforeze topivog organskog matriksa sipovine se podudaraju. Lamele sipovine su
karakterizirane s nekoliko izraZenijih pruga pri cemu su proteini niskih molekulskih masa oko 10-
14 kDa uglavnom bazi¢nog karaktera. Proteini molekulskih masa 17, 30 i 67 kDa imaju Siri
izoelektri¢ni raspon. Primjerice, protein molekularne mase 67 kDa proteZe se gotovo kroz cijeli
spektar, s najizrazenijim to¢kama od pH 4 do pH 6. Dorzalni §tit sipovine ima manje raznolike
proteine (Slika 42) u odnosu na lamelarni dio, Sto je prethodno pokazano i
jednodimenzionalnom SDS-PAGE (Slika 39). NajizraZzeniji su bazi¢ni proteini (pH 8- 9),
molekulske mase oko 8 kDa, te kiseli proteini (pH 3-5) molekulske mase oko 35 kDa. | u uzorku

dorzalnog Stita vidljivi su vodoravni ,Smirovi“ koji mogu ukazivati na glikozilirane proteine.
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Slika 40

Prikaz ukupnih proteina ljusture kunjke razdvojenih dvodimenzionalnom elektroforezom u 15 %

gelu poliakrilamida.
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Slika 41

Prikaz ukupnih proteina lamelarnog dijela sipovine razdvojenih dvodimenzionalnom

elektroforezom u 15 % gelu poliakrilamida.
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Slika 42

Prikaz ukupnih proteina dorzalnog Stita sipovine razdvojenih dvodimenzionalnom

elektroforezom u 15 % gelu poliakrilamida.
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Proteini biomineralnih struktura kunjke i sipovine analizirani su i tekué¢inskom kromatografijom
sa spektrometrijom masa (Nano LC-MS). Prvobitne analize pojedinih proteinskih vrpci izrezanih
nakon SDS-PAGE nisu rezultirale kvalitetnim spektrima. Stoga su slijedeée analize provedene
koristeci otopine ukupnih proteina (Slika 43). Proteinska identifikacija pomoc¢u Mascot programa
(Matrix Science, Ltd) rezultirala je s mnogo nedodijeljenih proteinskih pikova, a cesto se javljaju i
lazno pozitivni rezultati. lako je ocito da u uzorcima postoje brojni proteini, usporedba s
proteinskim bazama podataka (Swiss-Prot i MSDB) nije dala znacajne rezultate. Histogrami (Slika
43) pokazuju nekoliko peptida s visokim ionskim bodovanjem, a analizom je utvrdeno da se radi
o peptidima poput keratina, aktina i tripsina. Ti peptidi, iako potencijalno odgovarajuci za ovu
studiju ne mogu se iskljuciti kao kontaminacije pri rukovanju (Hodge i sur., 2013) te zbog toga
nisu navedeni u popisu rezultata prikazanih tablicama 7-9. Vedéina proteina vidljiva na
histogramima se nalazi u podrucju s malim ionskim bodovanjem, $to je oznaka da postoji velika
skupina neidentificiranih proteina u uzorku (Slika 43). Kod sva tri ispitana uzorka primijeceni su

sli¢ni rezultati, jedino na histogramu kunjke se vidi kako je porteinsko bodovanje

U uzorku proteina kunjke najveda sliénost (Tablica 7) je pronadena s dihidrofolat reduktazom iz
Bacteroides sp. gdje postoji 6 statisticki znacajnih preklapanja aminokiselinskih sekvenci. Kako je
to protein s najvisSim preklapanjem, napravljeno je sravnjenje identificiranih peptida kunjke i
kompletne proteinske sekvence dihidrofolat reduktaze iz Bacteroides sp. (gi|496043202).

Utvrdena je podudarnost od 17 % sekvence (Slika 44a).

Statisticki znacajna preklapanja peptida u ukupnim proteinima sipovine pronadena u bazama
podataka prikazana su u Tablici 8. Jedino preklapanje s viSe od dvije statistic¢ki znacajne peptidne
sekvence pokazuje imunoglobulin G, i to kod 7 razlicitih vrsta organizama. Ostala statisticki
znacajna preklapanja su vezana uz odredene peptide ATP-aznih podjedinica i translokaza koja ne

ukazuju na specificne proteine.
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Slika 43

Prikaz masenog spektra i pripadajuceg histograma koji prikazuje rezultate pretrazivanja

cjelokupne baze podataka pomodéu Mascot programa: ukupni proteini ljusture kunjke (a), ukupni

proteini sipovine (b), proteini dorzalnog Stita sipovine (c), proteini lamela sipovine (d).
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Tablica 7. Rezultati ukupne Mascot analize proteina kunjke Arca noae. Prikazani su proteini s

bodovanjem vec¢im od 65 koji pokazuju statisticki zna¢ajnu homologiju.

Aminokiselinska sekvenca sa

infestans T30-4]

. Identifikacijski | Masa . vt s
Protein broi (Da) Bodovanje | statisticki znacajnim
y preklapanjem (p>0,05)
R.IDFVNGFTESYGDPLGVK.A*
oL K.AEYYTFLMNGLMTQLVR.I
Dihidrofolat
. K.DGNITDVTVSYNEDYVEQMLR.Y*
reduktaza gi|496043202 | 76329 | 1079
. K.ELVYYLTQAALEGRDILFDQNGK.Y
[Bacteroides sp.]
K.VITAAILAGDLYPATAIGINLPNAN
WIR.A
Transcripcijski
regulator LysR i
> gi| 494664965 | 34639 | 82 R.VTLTSAGVTLLAQIER.V *
obitelji
[Acidiphilium sp.]
Hipotetski protein
] . K.IMRQADVTPDILQR.S +
[Methylobacteriu | gi|498369972 | 44228 | 80 L
. Oxidation (M)*
m mesophilicum]
Hipotetski protein
[Phytophthora gi|301111472 | 86880 | 78 M.QQSAEDAAAELQR.R*

*jedinstvena sekvenca za ovaj protein

Tablica 8. Rezultati ukupne Mascot analize proteina sipovine Sepia officinalis. Prikazani su
proteini s individualnim ionskim bodovanjem ve¢im od 51 koji pokazuju statisticki
znacajan identitet ili ekstenzivnu homologiju.

Proteini cijele sipovine

o Aminokiselinska sekvenca sa
. Identifikacijski . et v .
Protein broi Masa | Bodovanje | statisticki znacajnim
ro
) preklapanjem (p>0,05)
) K.TFTVTEKPEVIDASELTPAVTTY
Imunoglobulin G- )
Lo ) gi|124267 47538 | 92 K.L* K.GETTTEAVDAATAEK.V*
vezuci protein G
7 setova

Nastavak tablice je na slijedecoj strani

85




4. REZULTATI

Nastavak tablice s prethodne strane:

rplL genetski

K.FGVSAAAAVAVAAGPVEAAEE

produkt E. coli gi| 15804576 12288 | 116
KTEFDVILK.A

0157:H7
Podjedinica ATP- . K.FIGAGAATVGVAGSGAGIGTVF

gi|179255 10480 | 107
aze9 GSLIIGYAR.N 180 setova
ADP-ATP . R.GLYQGFSVSVQGIIIYR.A*

gi|339723 29331 | 73
translokaza >30 setova
Proteini dorzalnog Stita sipovine

. Aminokiselinska sekvenca sa
. Identifikacijski . el o s
Protein broi Masa | Bodovanje | statisticki znacajnim
ro
! preklapanjem (p>0,05)
Imunoglobulin G- . K. TFTVTEKPEVIDASELTPAVTTY
.o . gi|124267 47538 | 78
vezuci protein G K.L* 8 setova
Hipotetski protein .
. . gi|289168906 | 93205 | 69 K.SQELIAGVDK.L* 7 setova
smi_2079 [S. mitis ]
Proteini lamelarnog dijela sipovine
o Aminokiselinska sekvenca sa
. Identifikacijski . . L.
Protein broi Masa | Bodovanje | statisticki znacajnim
ro
) preklapanjem (p>0,05)

Poliubikvitin . K.ESTLHLVLR.L

gi|336111806 | 12094 | 124
[Chelon labrosus] K.TITLEVEPSDTIENMRPR.S*
RplL genetski . K.FGVSAAAAVAVAAGPVEAAEE

gi| 15804576 12288 | 116
produkt KTEFDVILK.A* 12 setova
Proteolipid protein K.NYQDYEYLIDVIHAFQYVIYGTA
PLP [Pelodiscus gi| 15991391 20790 | 94 SFFFLYGALLLAEGFYTTGAVR.Q*
sinensis) 3 seta
Glikozilatni
transkripcijski )

gi|119960892 | 27185 | 81 K.SIGDIDSLLADLK.L*
regulator [A.
aurescens TC1]
Mijelin proteolipid K.NYQDYEYLINVIHAFQYVIYGTA
protein [Homo gi| 187417 30841 | 79 SFFFLYGALLLAEGFYTTGAVR.Q,
sapiens] * 34 seta
Imunoglobulin G- . K. TFTVTEKPEVIDASELTPAVTTY

gi| 124267 47538 | 72

vezudi protein G

K.L* 8 setova

*jedinstvena sekvenca za ovaj protein
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U proteinima dorzalnog Stita sipovine (Tablica 8) nije pronadeno statisti¢ki znacajno preklapanje
proteina kod dvije sekvence, veé samo ista peptidna sekvenca imunoglobulina G kao i u
prethodnom slucaju, koja se javlja i u lamelarnom dijelu sipovine. U lamelama sipovine je
zabiljezeno i preklapanje najveéeg broja proteina s 2 peptidne sekvence. S obzirom da se baza
podataka temelji na statisti¢koj vjerojatnosti, ona je tim preciznija Sto je viSe sli¢nih peptida vec
uneseno u bazu. Na Zalost, kod ovako specifi¢nih peptida u relativno slabo istrazenom podrudju
biomineralizacije morskih beskraljesSnjaka s proteomskog aspekta cesti su problemi pri
identifikaciji (Marie i sur., 2009). Zbog toga je osim cjelokupne baze (Tablica 8, Slika 43)

pretraZena i suZzena baza koja se odnosi samo na taksonomsku skupinu mekusaca (Tablica 9).

Da bi se dodatno specificirali rezultati, uzorak je ispitan koristeci specificnu bazu podataka za
mekusce. Ubikvitin je jedni protein koji se nalazi u rezultatima pretraZivanja obje baze. Rezultati
ukazuju na slicnost peptida u dorzalnom Stitu sipovine s proteinima poput hitin sintaze 1, a
lamela s fikolinom-2 i ubikvitinom (Slika 44). lako je relativno maleno preklapanje sekvenci s
danim proteinima (ubikvitin 8,6 %, fikolin-2 3,75 %) ta preklapanja su statisti¢ki znac¢ajna Sto
znaci da se ta sekvenca nalazi u uzorku. U ostalim rezultatima koji imaju veéu moguénost
slu¢ajne pojave zabiljeZzena je sekvenca hitin sintaze C.gigas u svim dijelovima sipovine
(gi|405957609), te se uz ubikvitin pojavljuje i E3 ubikvitin protein ligaza mib 1, (gi|405972091).
Prema tipu proteina, za ocekivati je da bi se ovi proteini ipak trebali nalaziti u uzorku, ali zbog

statisticke nesigurnosti nisu navedeni u tablicama 8-9.
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Tablica 9. Rezultati suZzene Mascot analize proteina sipovine Sepia officinalis. Prikazani su

proteini s individualnim ionskim bodovanjem veéim od 24 koji pokazuju statisticki znacajan

identitet ili ekstenzivnu homologiju.

Proteini cijele sipovine

L Aminokiselinska sekvenca sa
. Identifikacijski . aevp s v .
Protein broi Masa | Bodovanje | statisticki znacajnim
) preklapanjem (p>0,05)
Fikolin-2
[Crassostrea gi| 405964369 36954 | 107 R.RFDGSENFYR.S™
gigas]
Proteini dorzalnog Stita sipovine
L Aminokiselinska sekvenca sa
. Identifikacijski . . L.
Protein broi Masa Bodovanje | statisticki znacajnim
ro
) preklapanjem (p>0,05)
Tripartit motiv-
sadrzedi protein gi|405962460 | 108410 | 36 K.DALKYSELCLQK.E*
56 [C.gigas]
Hitin sintaza 1 [C. .
. gi|405957609 | 189277 | 32 K.YNGISEICR.I*
gigas]
Proteini lamela sipovine
Aminokiselinska sekvenca sa
) Identifikacijski ) e . ..
Protein broi Masa | Bodovanje | statisticki znacajnim
) preklapanjem (p>0,05)
Fikolin-2 [C. )
. gi| 405964369 36954 | 98 R.RFDGSENFYR.S*
gigas]
Ubikvitin
[Biomphalaria gi|12240012 14949 | 58 K.ESTLHLVLR.L* 21 set
glabrata]
Fikolin-2,
parcijalni .
gi| 405964370 20887 | 35 R.FDGSEDFYR.S*
[Crassostrea
gigas]

*jedinstvena sekvenca za ovaj protein
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A

MAVTATILASCGGAKTTTAEADKEDYTVEQFADLOILRYKVPEFETLTLKOQKELVYYLTQAALEGRDILED
ONGKYNLRIRRMLEAVYTNYKGDKSAPDFKNMEVYLKRVWESNGIHHHYGMEKEVPGESQDFLKQAVLGTD
AQLLPLSEGQTAEQLCDELFPVMFDPAILAKRVNQADGEDLVLTSACNYYDGVTQQEAESEYGAMKDPKDE
TPVSYGLNSRLVKEDGKIQEKVWKVGGLYTQAIEKIVYWLKKAETVAENDAQKAVISKLIQFYETGSLKDE
DEYATILWVKDLDSRIDEVNGFTESYGDPLGVKASWESLVNEFKDLDATHRTEITISSNAQWEFEDHSPVDKSEK
KEKVKGVSAKVITAATILAGDLYPATAIGINLPNANWIRAHHGSKSVTIGNITDAYNKAAHGNGENEEEFVCN
DEERQRIDQYGDLTGELHTDLHECLGHGSGKLLPGVDPDALKAYGSTIEEARADLFGLYYVADPKLVELKL
VPDAEAYKAEYYTEFLMNGLMTQLVRIEPGNNIEEAHMRNRQLIARWVFEKGAPDKVVEMVKKDGKTYVVVN
DYEKVROQLFGELLAEIQRIKSTGDFEGARTLVENYAVKVDPALHAEVLARYKKLNLAPYKGFINPVYELVT

DKDGNITDVIVSYNEDYVEQMLRYSKDYSPLPSVNN

B
MOIFVKTLTGKTITLEVEPSDTIENVKAKIQDKEGIPPDQORLIFAGKQLEDGRTLSDYNIQKESTLHLVL
RLRGGITEPSLRILASKENCDKMICRKCYARLHPRATNCRKRKCGHTSNIRPKKKLK

C
MLHGERFSGPVVTVVATVGQKQCVKECLARPNLCKGINYQRKHLLCEVVSSTEKSESSQDYAKASIEQMDE
INSCRACTANQKCVQLKNNSTYCVKDDVDMADCTGYSSISPFLPNGLYRIKLPVVGHVTAFCVMDIDGGGW
TVFQRREDGSENEFYRSWAEYKNGEFGNITAEFWEFGNEKLHHLLSQGSFELRMDMSDETDQTRYVKYTHVDVM
DESSKYTISISGYSGNVGDCEFTGNHIINSMKETTKDODNDMDASNNCGILFPSGWWHRSCHCSNPNGLYLA
GTNDKEGQGINYEPWLGYYYSLRTVRLMVRKVGKKI

Slika 44

A) Sravnjenje dihidrofolat reduktaze iz Bacteroides sp. (gi|496043202) i polipeptida
identificiranih u Skoljki kunjke. Crveno su oznacena preklapanja sa sekvencom proteina kunjke
koja iznose 17 %; B) Sravnjenje ubikvitina iz Biomphalaria glabrata (gi|12240012) i polipeptida
identificiranih u lamelama sipovine. Crveno su oznacena preklapanja sa sekvencom proteina
sipovine koja iznose 8,6 %; C) Sravnjenje fikolina-2 iz Crassostrea gigas (gi|405964370) i
polipeptida identificiranih u lamelama sipovine. Crveno su oznaéena preklapanja sa sekvencom
proteina sipovine koja iznose 3,75 %.
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S obzirom na poteskoce u identifikaciji proteina masenom spektrometrijom u ukupnom
proteinskom uzorku, te kako bi se dobila detaljnija informacija o proteinima organskog matriksa
biomineralnih struktura, uzorci su analizirani dvodimenzionalnom elektroforezom. Najistaknutiji
proteini nakon razdvajanja dvodimenzionalnom elektroforezom, preneseni su potom na
membranu te su bili podvrgnuti analizi N-terminalnog sekvencioniranja. Rezultati Edmanove
odgradnje pojedinih proteina lamela i dorzalnog Stita sipovine te ljusture kunjke prikazani su u
Tablici 10. Proteini lamelarnog dijela sipovine dijele istu N-terminalnu sekvencu (EASDS), ali
imaju razli¢ite pl i molekularne mase, te se vjerojatno radi o razlicitim posttranslacijskim

modifikacijama istog proteina (glikoforme i proteoliticki procesuirani oblici).

Opce je poznato da su proteini povezani s biomineralizacijom mekuSaca razliCiti bez jasno
izrazenih homologa. Nazalost metodom pretrage i usporedbe (BLAST algoritam) dobivenih
proteinskih sekvenci (iz Tablice 10) s dostupnim proteinima u bazi podataka NCBI (National
Center for Biotechnology information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) nismo uspjeli identificirati
doticni protein. Slijedom navedenoga mozZe se zakljuciti da sipovina ima vrlo specificne proteine

koji za sada nisu identificirani i prezentirani u postoje¢im bazama podataka.

Identifikacija pojedinih proteina metodom dvodimenzionalne elektroforeze u kombinaciji s
analizom Edmanove odgradnje bila je uspjesnija u sluéaju ljusture kunjke gdje je pronadena
homologija s SLC43A proteinom Kako bi se dodatno ispitala pouzdanost metoda masene
spektrometrije i Edmanove odgradnje, izradena je i posebno prilagodena baza u koju su uneseni
podaci prikazani u tablici 10. Kao Sto je i ocekivano, za te peptide je pronadena tocna sekvenca,
medutim to i dalje ne otkriva njihov identitet, ve¢ samo pokazuje kako su oni prisutni u oba

uzorka, ali ne i u bazi podataka.

90



4. REZULTATI

Tablica 10. Rezultati N-terminalnog sekvencioniranja metodom Edmanove odgradnje proteina iz

sipovine i kunjke.

KUNJKA
Protein Ljustura NCBI ID
Protein N-terminalna sekvenca
~67 kDa pPARPGPGLRL SLC43A*, Solute carrier
family 43 member
SIPOVINA
Dorzalni stit
Protein N-terminalna sekvenca NCBI ID
~ 10 kDa VVFRHPHFVCHNVPD -
~ 35 kDa EVTLCVTSQQETMTNXSoFIoN -
Lamele
Protein N-terminalna sekvenca
~ 70 kDa EADSD, DNLXL -
~ 40 kDa EADSDGKKSEELMNKNPDA -
~ 25 kDa EADSX -
~ 20 kDa EADSDGKSSEELMNK -
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5.1. BIOMINERALIZACIJSKI PROCESI NA NANOSKALI

U ovom radu detaljno su istrazene morfoloske strukturne i biokemijske znacajke sloZenih
biomineralnih struktura aragonita kod cetiri morska beskraljeSnjaka s ciljem da se detaljno
karakterizira njihova grada i dodatno utvrdi postojanost tvrdnje o rasirenosti mehanizama
agregacije na nanoskali. Istrazeni biominerali se razlikuju u gradi, ali i u funkciji: koralit kamenog
koralja (Cladocora caespitosa), sluzi kao supstrat, Skoljke kunjke (Arca noae) i periske (Pinna

nobilis) kao zastita, a sipovina obicne sipe (Sepia officinalis) za regulaciju plovnosti.

Analizom mineraloskih znacajki te uporabom naprednih tehnika nanovizualizacije poput FESEM i
AFM mikroskopije pokazano je kako se ispitani biominerali koralja, kunjke, periske i sipe sastoje
od agregiranih submikrometarskih Cestica aragonita okruzenih slojem organskog matriksa.
Izgledno je kako su pocetne faze nastanka biomineralne strukture ovdje ispitanih organizama
medusobno vrlo komparabilne jer rezultiraju aragonitnim nanocesticama veli¢ine od 50 do 300
nm. Te nanocestice istovremenim odvijanjem procesa agregacije i koalescencije poprimaju
gotovo sferican oblik i ¢ine osnovnu gradevnu jedinicu aragonitnih biominerala. Unato¢ tome
$to mnogi biominerali imaju zajedni¢ke karakteristike poéetnog formiranja, nastanak ovakvih
Cestica i dalje nije u potpunosti razrijeSen (Cuif i sur., 2011). Nasi rezultati odgovaraju hipotezi o
orijentiranom prihvacanju iona na organskom matriksu, gdje nastaju prvotne neuredene forme
amorfnog kalcijevog karbonata (Niederberger i Colfen, 2006). Selektivna fuzija tih formi dovodi
do razvoja kristalografski uredenog kalcijevog karbonata, u ovom sludaju aragonitnih
nanocCestica. Nanocestice se udruzuju u vece nakupine te se medusobno spajaju. Organski
matriks prijeCi potpunu agregaciju nanocestica pri ¢emu nastaju submikrometarske nakupine
koje se, vodene matriksom, formiraju u orijentirane i hijerarhijski uredene strukture. Ovakve
strukture cesto zadrzavaju polikristalinsku morfologiju, a individualni nanokristali su
kristalografski uredeni na nacin da imaju opticka svojstva monokristala te se karakteriziraju kao
mezoskopski strukturirani kristali, ili skra¢eno, mezokristali (Célfen, 2007). Od ovdje istrazenih
struktura do sada su kao mezokristalinske strukture potvrdeni sedef periske i fibrozne
podjedinice koralja (Marin i sur., 2011)Medutim, postoje strukture koje ne zadovoljavaju oba

ova uvjeta (agregacija na nanoskali i opticka svojstva monokristala). Primjerice, Nouet i suradnici
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(2012) tvrde kako se iskrizano lamelarna struktura ljusture N. undata ne moZe smatrati
mezokristalom, iako se sastoji od nanogranularnih podjedinica. Jednako tako, za ostale iskrizano
lamelarne tipove ljustura do sada nisu pronadene poveznice s mezokristalima. Nisu pronadeni ni
literaturni podaci o povezanosti sipovine i mezokristalinske grade. Ono $to povezuje ove
strukture sa onima od mezokristala je njihova nanostrukturna grada. |z dostupnih podataka se
stoga moZe zakljuciti da su procesi agregacije na nanoskali rasprostranjeniji od procesa

formiranja mezokristala.

Doprinos razumijevanju formiranja biominerala je vidljiv na Slici 31 koja prikazuje ranu fazu
nastanka komore sipovine. Vidljiva je sekrecija gelu-slicnog organskog matriksa iz jos nepotpuno
formiranih lamelarnih zidova, na Cijoj ¢e se povrsini razviti nov sloj stupova. Na rubnom dijelu
organskog matriksa prvotno se formiraju aragonitne nakupine u vise nukelacijskih lokacija
istovremeno, koji ¢e se daljnjim rastom spojiti u stupove komora. Ovo je prema nasSim
saznanjima jedini primjer koji jasno pokazuje kako su rubni dijelovi organskog matriksa kljucni
pri formiranju ranih mineralizacijskih zona, dok je sredisnji dio gelu-slicnog matriksa u tom
stadiju joS ,prazan” . Sa zrenjem dolazi do spajanja ovih zona i formiranja osnove za rast
stupova. Nanocestice koje su sastavni dio pojedine zone okruZuje organska tvar, a cijela
nakupina je omotana slojem organskog porijekla koji sadrzi B-hitin (Denton i Gilpin — Brown,
1961a). Ova konstrukcija je odrzana i u potpuno formiranim stupovima gdje su na popre¢nom
presjeku vidljive visokoorijentirane nanocestice aragonita bogate isprepletenom organskom

tvari, a izvana je stup prekriven hitinskim omotacem (Denton i Gilpin-Brown, 1961a) (Slika 30).

Slican sistem rasta mozemo pronadi i kod sedefa periske. Esteban-Delgado i suradnici (2008)
navode kako sedef nastaje tek nakon S$to prizme prestanu rasti jer tada dolazi do njihovog
postepenog prekrivanja interprizmati¢nim organskim slojem. Zbog toga se i prve sedefne plocice
pojavljuju u ravnini s bridovima prizmi, pseudoheksagonalnog oblika kao posljedica njihovog
preferentnog rasta u a-b smjeru, a rastom ih prostorna kompeticija orijentira u pravilno
poredane strukture (Checa i Rodriguez-Navarro, 2005). Izrazito interesantna i pravilno poredana
mezokristalinska struktura karakterizira gradu sedefnih plocica periske. Na Slici 28 prikazan je
kompjutorski generirani model rasta sedefnih plocica periske koji se temelji na stvarnim

podacima prikupljenim pomocu AFM uredaja. Zbog veli¢inske distorzije, prikaz visine plocica je
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znatno detaljniji nego u stvarnosti te dodatno naglasava novoformirane strukture na nanoskali.
Narancasta boja oznacava podrucja bogata organskim matriksom (Checa i sur., 2013), koja se
poklapaju sa mjestima izbijanja novih aragonitnih izdanaka. Ti izdanci se postepeno spajaju i
formiraju novi nivo plocica. Opis moguceg rasta sedefa periske su ponudili Marin i suradnici
(2011) i on se temelji na rastu sedefa ispitanog kod drugih skoljkasa. Oni tvrde kako iako
prisutnost hitina nije dokazana u perisci, moZe se pretpostaviti da on prije mineralizacije
organizira interlamelarni predlozak za rast sedefa. Unutar slojeva hitina ugraduju se hidrofobni
proteini, u kombinaciji s proteinima topivim u kiselini. Takvi proteini su cesto bogati
karboksilatnim grupama za koje je laboratorijski pokazano da bi mogle imati ulogu u nukleaciji
(Tong i sur.,2004), dok bi polimeri bogati sulfatima mogli koncentrirati kalcijeve ione u blizini
karboksilatnih grupa (Cuif i sur., 2008). Marin i suradnici (2011) navode kako se na temelju
ovako opisanog predloska formira amorfni kalcijev karbonat, koji sazrijeva u aragonit. Nadalje,
pretpostavljaju da ploCice sedefa rastu od centra i to prvo vertikalno, a zatim lateralno.
Medutim, Slika 26 jasno prikazuje kako je sredina sedefne plocice udubljena te kako se novi
aragonitni izdanci formiraju na stranama plocica, prema modelu pjes¢anog sata, opisanog od
strane Chece i suradnika (2013) i dodatno karakteriziranog modelom prikazanim na Slici 28.
Ocito je da se centralni dio zadnji spaja, a ne prvi, te je iz istog razloga udubljen. Moguce je da se
na taj nacin osigurava lokalizacija organskog matriksa na vrhu sedefnog tableta te su time kiseli
proteini bitni za nukleaciju uhvaéeni u strukturu, a hidrofobni predlozak se potiskuje u stranu i
istisne pri sjedinjavanju dviju plocica, Sto se poklapa s modelom Marina i suradnika (2011).

Takav gel polimerizira i formira intertabularni netopivi matriks.

Checa i suradnici (2013) nisu mogli prepoznati povrsinska svojstva sedefnih plocica koja su ovdje
opisana jer su pri karakterizaciji biominerala koristili poliranje, ¢ime se izgubila nativna struktura
plocica, a olak$ala AFM vizualizacija, koja je zbog prirode same tehnike snimanja otezana kod
neravnih uzoraka. Medutim vidljivo je kako se na taj nacin gube izrazito vrijedni podaci, koji su
ovim istrazivanjem dodatno potvrdeni na novom uzorku Skoljke snimljene u tapkajuéem modu

rada (Slika 27).

Sipovina koristi velike koli¢ine gelu slicnog matriksa pri formiranju aragonitnih izbocina koje ée

se medusobno spojiti i formirati stup komore. Dakle, princip je vrlo slican sedefnim plo¢icama,
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ali razlika je u tome $to intertabularni matriks razdvaja sedefne plocice, dok se stupovi komore
sipovine ne pribliZavaju jedan drugome vec ostaju u zoni organskog matriksa i zahvaljujuci tome
poprimaju sigmoidalan oblik (Slika 31), a ostatak prostora ostaje neispunjen, ¢cime se omogucuje
funkcioniranje plovnosti sipe (Denton i Gilpin- Brown, 1961a). Moguce je da se i kod sipe u
organskom omotacu bogatom hitinom nalaze proteini sli¢cni mucinu, no nazalost iako je izvrSena
karakterizacija proteinskog matriksa s posebnim naglaskom na hitinom bogate zone, ovim
istrazivanjem ta pretpostavka nije potvrdena. Ako oni postoje, za ocekivati je da su izgurani
rastom aragonitnih nukleusa te da zajedno s hitinom ¢ine omotac vidljiv na slikama 29 i 33. U
svakoj komori postoji 6 horizontalnih organskih membranskih izbocenja, koja navodno pomazu
u usmjeravanju toka vode (Denton i Gilpin-Brown, 1961b). Moguée je da imaju i dodatnu
funkciju, odnosno se rastom stupova u visinu u jednom trenutku omotaci dva susjedna stupa
dotaknu i time ponovno formiraju temelj za razvoj novog lamelarnog zida. Potvrda ove
pretpostavke je i u samoj strukturi donjeg dijela lamelarnog zida koja je izgradena na isti nacin
kao i stupovi (Dauphin, 1980) (Slika 30). Organizmi uporabom ovih mehanizama mogu brzo i
efikasno izgraditi mehanicki i funkcionalno napredne biominerale aragonita. Sipa novu komoru
formira u otprilike tjedan dana, a u prvoj godini na ovaj nacin naraste oko 15 cm (Denton i
Gilpin-Brown, 1961b). Periska takoder ima slicnu stopu rasta u prve tri godine Zivota, s
prosje¢nim napredovanjem od 15 cm/god (Marin i sur., 2011). Za razliku od njih, kunjka u istim
okolisnim uvjetima naraste 1cm/god (Peharda, 2002). Kunjka posjeduje jednu od najcesce
zastupljenih struktura kod mekusaca, iskrizano lamelarnu strukturu, ¢ija su svojstva i nacin
formiranja slabo poznate. Na AFM faznom prikazu se najbolje vidi kako je i naizgled jedinstvena
povrsina unutarnje strane ljusture kunjke u biti izgradena od niza agregiranih Cestica okruzenih
organskom tvari, Sto je uzorak koji se ponavlja u svim ispitanim organizmima. Nouet i suradnici
(2012) su predlozili model rasta iskrizano lamelarne strukture koji se sastoji od 2 faze: slaganje
amorfnog prekursora na organo-mineralne Cestice te koalescencija sferoidnih jedinica tijekom
rasta kristalne fronte. Sli¢cne faze su vidljive i u rastu koralja. Cuif i Dauphin (2005b) opisuju kako
se koralj Siri koncentri¢no iz centara kristalizacije u kojima su vidljive rane mineralizirajuée zone,
a proces rasta ima 2 faze. U prvoj se na par mikrometara debelom povrSinskom sloju septe

nalazi gelu slican matriks koji se sinkrono proizvodi za svaku septu i ovdje nastaju sitni,
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nasumic¢no poredani kristali (Falini i sur., 2013). Te strukture su zatim prekrivene mineralnim

slojevima koji progresivno formiraju vlakna.

lako se mozZe na prvi pogled Ciniti neobi¢nim usporedivati dvije sistematski relativno udaljene
skupine, slicnost u opéem modelu izgradnje biomineralnih struktura koralja i Skoljkasa je velika
(Cuif i sur., 2011). Oboje koriste mehanizme ekstracelularne kalcifikacije u kojima glavnu ulogu
imaju epitelne stanice (kalikoblastican epitel koralja, te epitelne stanice plasta Skoljkasa). Obje
strukture definiraju granice biomineralizacijskog podrucja, zbog ¢ega se moraju pomicati i ,rasti
zajedno sa biomineralom. Pri tome koraliti koriste skelet kao supstrat, a meko tkivo im je u veéoj
ili manjoj mjeri izloZzeno vanjskim utjecajima, dok skoljkasi primjenjuju obrnutu strategiju i grade
svoju ljusturu oko mekog tkiva. Kako se kod skoljkasa mineralizacijska zona nalazi uz sam rub
plasta (time uglavnom i uz rub ljusture) one obi¢no nisu znatno zadebljale u visinu, odnosno
rastu viSe u duZinu i Sirinu. Za razliku od njih, koralj stvara novi sloj na ostacima starog, koji moze
potjecati i od prethodne Zivotinje i ima znatno manju preciznost organizacije svoje strukture
(Falini i sur., 2013). Stoga se kaze da koralji rastu u tri, a Skoljkasi u dvije dimenzije (Cuif i sur.,

2011).

Moguca oznaka smanjene selektivnosti pri izgradnji skeleta koralja u usporedbi s ostalim ovdje
ispitanim biomineralima je znatno veci udio stroncija i barija u koraljnoj strukturi (Tablica 5).
Naime, stroncij i barij su veéi elementi od kalcija kojeg mogu zamijeniti pri izgradnji aragonita, a
to dovodi do promijene u dimenzijama njegove reSetke Sto rezultira i razlicitim karakteristikama.
U kalcitnoj reSetci tu ulogu ima magnezij, medutim on ne mozZze udéi u strukturu aragonita.
Poznato je da magnezij mozZe biti vezan s organskom sastavnicom biominerala (Schone i sur.,
2010). Magnezijevi ioni mogu utjecati na stabilizaciju amorfnog kalcijevog karbonata, faze koja
ima veliki utjecaj u po¢etnom stadiju formiranja nanocestica biominerala (Addadi i sur., 2003 i tu
citirani radovi). Zbog toga se pronadene koncentracije magnezija u koraljnom skeletu (828,617
ug/g) vjerojatno odnose na one koje su bile pohranjene u organskoj tvari, s mogudéim
inhibitornim efektom na biomineralizacijske procese (Carter, 1990). Skelet koralja ima jednak
postotak organske tvari u svom sastavu kao i ljustura kunjke, koji iznose 2,5 % (Slika 13).
Medutim, zbog svoje grade ljustura kunjke je znatno otpornija na utjecaj temperature, te joj je

zavrsni raspad pri zagrijavanju pomaknut za gotovo 100° C u usporedbi s ostalim ispitanim
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vrstama, i time je raspad najsli¢niji anorganskom aragonitu (Slika 13), unato¢ tome $to ima udio
organskog matriksa istovjetan onome u koralju. Obje strukture imaju i visoke koncentracije
magnezija, s time da ga ljustura kunjke ima upola manje (406,289 ug/g) od skeleta koralja
(828,617 pg/g). Medutim, ta koncentracija je i dalje dvostruko veca u usporedbi s ostalim

ispitanim biomineralima (cca 179 — 248 ug/g).
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Slika 46

Usporedba koli¢ine stroncija i magnezija u biomineralima koralja, kunjke, periske i sipovine sa
koli¢inama tih elemenata prisutnim u tipi¢nim strukturama mekusaca (udio stroncija u skeletu
koralja koralja je oko 9000 ppm pa iz tog razloga nije vidljiv na slici). Modificirano prema Cuif i

Dauphin (2011).

Cuif i Dauphin (2005a) navode da sloj bogat magnezijem sluzi kao signal za zaustavljanje
mineralizacije tijekom rasta koralja jer je pozicioniran na vrhu svakog sloja rasta. Raspodjela
magnezijevih iona u tom sloju je neovisna o slicnim elementima veznim za organsku tvar, poput

sumpora, Sto je oznaka visoke selektivnosti pri regulaciji i organizaciji rasta biominerala. Ta
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velika koncentracija magnezija vjerojatno utjeCe i na smanjenu brzinu rasta biominerala ove

dvije vrste, u usporedbi s mineralima kunjke i sipe.

Slika 46 prikazuje prosje¢nu koncentraciju metala stroncija i magnezija u tipi¢nim strukturama
mekusSaca. lako sipa spada u mekusce, vidljivo je kako se koncentracija metala u pojedinim
djelovima sipovine ne moZe komparirati sa koncentracijama u tipi¢nim strukturama skoljkasa, za
razliku od kunjke i periske, Ciji elementni sastav odgovara referentnim vrijednostima njihovih
tipova struktura (Slika 46). Koralj, kao Sto je i o€ekivano, najvise odudara od navedenih podataka
jer se radi o sistematski udaljenoj vrsti koja, kao $to je ve¢ napomenuto, ima znatno manje
reguliranu biomineralizaciju s velikim udjelom stroncija ugradenim u aragonitnoj strukturi
(Tablica 5, Slika 46). Barij ima slicnu sposobnost ugradnje u aragonitnu strukturu kao i stroncij.
Njega takoder ima znatno vise u skeletu koralja (10,518 ug/g) nego u ostalim ispitanim vrstama
s iznimkom lamela sipovine (10,763 pg/g). Lamele, osim Sto imaju slicne koncentracije barija,
sadrze i vise mangana (4,932 pg/g) koja je najvisa u sedefu periske (5982,861ug/g). Povecdanje
mangana je vidljivo i u konusu, dijelu sipovine koji je puno manje mineraliziran od dorzalnog
Stita. Ovaj element je vezan uz organski matriks (Cuif i Dauphin, 2011), a trend njegove vece
koncentracije je komparabilan s ve¢im postotkom organske tvari izmjeren u biomineralima

periske i sipovine pomodu termalnih analiza.
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5.2, UTJECAJ ORGANSKOG MATRIKSA NA FORMIRANIJE
BIOMINERALNIH STRUKTURA

Proucavanje organskog matriksa biominerala je i dalje u pocetnim fazama gdje mnoga
istrazivanja ne donose jasne rezultate zbog kompleksnosti proteina ukljucenih u ovaj proces i
njihovih modifikacija poput glikozilacija, sulfhidriranih polisaharida te fosforilacija aminokiselina
serina i treonina (Marin i sur., 2001, 2008). Ocito je da se radi o specificnim proteinima koji ne
mogu biti jednostavno identificirani koriStenjem postojeéih baza podataka koje se zasnivaju na
proteomu mikroorganizama, Covjeka te odredenih biljnih vrsta. Trenutno nedostaju specificne
baze podataka biomineralnih struktura razli¢itih organizama koje bi olaksale identifikaciju
nepoznatih proteina od interesa. Proteini su ¢esto vrlo raznoliki, bez jasnih strukturnih ili
funkcionalnih veza, a uloga im je éesto vezana uz transport iona, enzimatsku aktivnost, ili

izgradnju strukture (Nagasawa, 2004).

S obzirom na nacin izolacije primije¢ene su zajednicke karakteristike proteina koji se tijekom
izolacije otapaju u kiselini. lako se pri tom postupku koriste nagrizajuce kiseline, smatra se da
proces dekalcifikacije ne utjeCe znacajno na svojstva organskog matriksa jer dekalcificirajuéa
otopina i matriks imaju slican pH (Dauphin, 2006). Topivi proteini organskog matriksa najcesée
su bogati kiselim aminokiselinama (Asp, Gly) zbog €ega i imaju izoelektriénu tocku ispod 4 te se
navode kao fiksatori iona kalcija u procesu biomineralizacije (Worms i Weiner, 1986; Cuif i sur.,
2011). Proteini koji se ne otapaju u kiselini tijekom te izolacije su uglavnom smatrani proteinima
matriksa, odnosno proteinima koji zajedno s hitinom i drugim sastavnicama grade organsku
mreZu na kojoj ¢e se odvijati nukleacija (Addadi i sur., 2006; Xie i sur., 2011). Sulfihdrirani kiseli
proteoglikani i polisaharidi su potrebni jer imaju sposobnost stvaranja polimernih mreza koje
utjecu na gradu minerala u nastanku (Cuif i Dauphin, 2005a; Marin i sur., 2011). Vezanje iona
kalcija se najvjerojatnije odvija preko negativno nabijenih lanaca aspartatnih i glutamatnih
ostataka ceSc¢e povezivanih s kiselim proteinima, uz utjecaj posttranslacijskih modifikacija, a na
principu molekularnog prepoznavanja na povrsini organskog matriksa (Addadi i sur., 2006;

Marin i sur., 2011; Nudelman i sur., 2006). Heterogena priroda takvih proteina, njihova razlicita
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lokalizacija i brojna posttranslacijska svojstva odbacuju moguénost uniformne funkcije proteina

organskog matriksa (Fricke i Volkmer, 2007).

Proteini slicnih svojstava su pronadeni i u ovom istraZzivanju, izolirani iz skeleta koralja, ljusture
kunjke i sipovine (Tablica 6). Nakon detaljne karakterizacije uporabom masene spektrometrije i
Edmanove odgradnje nismo bili u mogucnosti to¢no identificirati ove proteine na temelju
pretrazivanja proteinskih baza podataka. Slicne rezultate su postigli i drugi autori analizirajudi
primjerice proteine sedefa indijske ladice, ¢ak i kada su koristili pojedine odsjecke s 2D gela

(Marie i sur., 2009), a ne otopine kao u ovdje prikazanom istrazZivanju.

Skelet koralita je prethodno analiziran MALDI-TOF masenom spektrometrijom (4800 Plus MALDI
TOF/TOF Analyzer, USA) (Sondi i sur., 2011a). Kod proteina molekularne mase 80 kDa
pronadena je slicnost 5.7% sekvence s ugljicnom anhidrazom Sulfurilhydrogenibium sp. YO3A0P1
(identifikacijski broj YP_001930770). U usporedbi sa sekvencama ugljicne anhidraze koralja
Stylophora pistillata (GenBank: ACE95141.1 i ACA53457.1) identi¢nost od 20 i 28% je pokazano
za ne-konzervirane regije ugljicne anhidraze, ali s drugim ugljicnim anhidrazama, osim par
konzerviranih regija gotovo i nema preklapanja (Sondi i sur., 2011a). Dakle i ovdje je ocito da se

radi o proteinima specificnim za vrstu.

Kod najrasirenije, iskrizano lamelarne strukture ljusture skoljkasa situacija je joS manje poznata
jer je ona manje istrazivana s obzirom da je vrlo jako mineralizirana (tj. treba puno vise
materijala i truda za izolaciju mijerljivih proteina) i komercijalno nije toliko interesantna kao
sedef. Najpoznatiji protein koji je izoliran iz iskrizano lamelarne strukture i to iz ljusSture
slatkovodnog puza B. glabrata je dermatopontin koji podsje¢a na onaj sisavaca i indicira mogu¢
razvitak od istog evolucijskog prethodnika (Marxen i Becker, 1997). Nije pronadena slicnost s
proteinima izoliranim iz kunjke iako dijele tip strukturne grade. U ljusturi kunjke je pronadena
najveca slicnost aminokiselinske sekvence s dihidrofolat reduktazom (Tablica 9), te je prikazano i
njihovo sravnjenje (Slika 43) koje pokazuje podudaranje u 17% sekvence. Dihrdofolat reduktaza
ima ulogu u regulaciji folata, molekule koja je zaduZena za transport atoma ugljika i zabiljezena
je u svim organizmima (Goodsell, 2015). Ostali identificirani peptidi se sravnjuju u manje od 20

aminokiselinskih ostataka te ne ukazuju na specifi¢ne rezultate (Tablica 9).
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Mascot analizom je pronadeno parcijalno sravnjenje sekvence s hitin sintazom 1 Crassostrea
gigas (identifikacijski broj gi|405957609, Tablica 7). Postojanje B-hitina je ve¢ dokazano u
sipovini (Okafor, 1965, Vino i sur., 2012) pa je unato¢ malom sravnjenju sekvence, vrlo

vjerojatna prisutnost hitin sintaze u dorzalnom Stitu sipovine.

Istrazivanje organskog matriksa sipovine se bazira na vrlo ograni¢enom broju radova gdje nije
radena detaljna proteomska analiza. Jedina detaljnija karakterizacija proteina i to samo iz
dorzalnog Stita sipovine prikazana je u doktoratu dr. sc. G. Subramanyam (2007) gdje su
karakterizirana tri nova proteina, Sep7, Sep8 i Sepl17. Ni jedan od njih nije pokazivao homologiju
s poznatim aragonitnim proteinima, a Sep7 i Sep8 imaju strukturu B-nabrane ploce, induciraju i
stabiliziraju formiranje vaterita, te ispoljavaju koncentracijski ovisno samo-slaganje koje rezultira
nanoagregatima. Ti proteini su pronadeni i u izoliranim uzorcima sipovine uporabom posebno
izradene Mascot baze podataka koja se sastojala od sekvenci odredenih Edmanovom

odgradnjom (Tablica 10) i podataka iz Subramayanam (2007).

U lamelarnom podrucju do sada nisu karakterizirani proteini te ovo istrazivanje predstavlja
osnovu za bududa istraZivanja. Suzena Mascot analiza pokazala je sli¢nost s fikolinom-2 C. gigas
(gi| 405964369, gi| 405964370, Tablica 9), lektinom cija se aktivnost veZze uz N-acetilglukozamin,
odnosno sastavnicu hitina (Masuta i Misao, 2010). Takoder, identificiran je i imunoglobulin G
(gi|124267, Tablica 8) za kojeg je karakteristichno medudjelovanje s fikolinom u imunoloskoj
zastiti. Pronadena je i sekvenca ubikvitina (gi|12240012, tablica 9), proteina koji se cesto

povezuje s biomineralizacijom i ulogom vezanja na specifi¢ne plohe aragonita (Fang i sur., 2012).

Ocito je da se i kod sipovine i kod ljusture kunjke radi o visokospecijaliziranim proteinima
pretezno kiselog karaktera. Rezultati N-terminalnog sekvencioniranja metodom Edmanove
odgradnje pokazuju dominaciju Glu i Asp aminokiselinskih ostataka, uz vrlo malo metionina u
svojoj strukturi (Tablica 10). Ovo je poznata karakteristika proteina topivog organskog matriksa
biominerala (Joubert i sur., 2010; Marie i sur., 2009, 2011; Suzuki i Nagasawa, 2013; Zhao i sur.,
2012). U dosad poznatim proteinskim sekvencama takoder je zabiljeZzeno Cesto ponavljanje
dijela sekvence, te modularni multidomenski proteini kao vjerojatna posljedica procesa
premjestanja egzona, Sto dovodi do pojave sliénih domena u naizgled nepovezanim proteinima

(Xie i sur., 2011). Najvise su proucavani proteini bisera odnosno sedefa, prvenstveno zbog

101



5. RASPRAVA

njihovog komercijalnog potencijala (Nagasawa, 2004). Prvi potpuno sekvencionirani protein je
nakrein koji sadrzi domene slicne ugljicnoj anhidrazi s umetnutim Gly-X-Asn ponavljaju¢im
jedinicama za ione kalcija, a sam protein djeluje na nacin da kontrolira koncentraciju
bikarbonatnih iona i utjeCe na rast inhibicijom procesa kalcifikacije (Miyamoto i sur., 2005,
Suzuki i Nagasawa, 2013). Inhibitornu funkciju ima i mukoperlin, jedini diferencirani protein
matriksa aragonita u ljusturi periske, bogat prolinskim i serinskim ostatcima (Marin i sur., 2000,
2003). Predlozen model nastanka sedefa periske podupire hipotezu da bi mukoperlin pri rastu
minerala mogao biti istisnut u intertabularni prostor (zona pritisnuta s dvije bo¢ne strane plocice
sedefa), gdje je i lokaliziran histoloskim bojanjem (Marin i sur., 2000, 2011). Autori opisuju
mukoperlin kao protein bogat aminokiselinama serina i prolina te glikozilacijama i zakljucuju da
se radi o sekretornom mucinu koji je vrlo specifi¢an jer, za razliku od nakreina, ne reagira s
ekstraktima kalcitnog sloja ljusSture periske, ve¢ samo sa sedefnim ekstraktima. Histoloskim
bojanjem je pokazano da je mukoperlin smjeSten samo u sedefnom sloju i to najvise u
intertabularnim zonama, a neSto manje u interlamelarnom matriksu. Uloga mucina kod drugih
Zivotinjskih vrsta €esto je vezana uz kalcifikaciju. Primjerice, mucini sline sprecavaju kalcifikaciju,
vezu se na hidroksiapatit zuba i sprecavaju njegovu demineralizaciju, a u urinu sprecavaju
nastanak kalcij oksalata ili uri¢ne kiseline (Marin i sur., 2011). Moguce je da su na ovaj nacin
mukoperlin i njemu sli¢ni proteini umreZeni u hitinski omotac gdje kontroliraju oblik biominerala
te usmjeravaju rast sedefnih plocica prema sredistu, kao Sto je ranije opisano u predstavljenom
modelu pocetnog rasta sedefa periske. Lustrin, mrezni protein sedefa je takoder karakteriziran
serinskim i prolinskim ostatcima, koji uz glicin i cistein ¢ine 50% ukupnog aminokiselinskog
sastava ovog proteina, karakteriziranog kao elastomer sa svojstvima adhezije, smjeSten unutar
mrezZe mineraliziranog matriksa petrovog uha (Shen i sur., 1997). U sedefu su zabiljezeni i razni
drugi proteini, posebice vezani uz kontrolu kristalnog rasta i morfologiju poput N 16 (pearlin)
koji sudjeluje u slaganju pocetne mreze za mineralizaciju (Ponce i Evans, 2011), MSI7 koji
inducira kalcifikaciju (Schen i sur., 1997), N 14 koji pokazuje svojstva ugljine anhidraze (Suzuki i
Nagasawa, 2013) i slicno. Ovdje izolirani i analizirani proteini ne pokazuju sli¢nosti sa literaturno
opisanim i okarakteriziranim proteinima sedefa. Medutim, mogu biti indikativni u razumijevanju

opéeg procesa rane faze mineralizacije. Primjerice, naznake postojanja sulfhidriranih
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modifikacija bi mogle biti indikacija postojanja sli¢nih granula onima iz sekreta plasta P. fucata.
Tu su identificirana dva tipa organskih granula P. fucata: metakromatske u kojima koncentracija
sulfatnih grupa raste do pocetka kalcifikacije (nakon ¢ega opada), i eozinofilne koje postaju dio
organskih zidova ili periostrakuma (Suzuki i Nagasawa, 2013). Periostrakum je lokacija pocetne
kalcifikacije, gdje se prije kristalizacije kalcij karbonata javlja amorfna faza koju organski matriks i
okolni ioni mogu stabilizirati dovoljno dugo da nastane bioloski kompozit prema gore opisanom
modelu (Addadi i sur., 2006; dePaula i Silveira, 2009; Gower, 2008). Proteini koji sudjeluju u
nukleaciji aragonita su uglavnom lokalizirani u centru mineralizacijskih zona te u prostoru kao
$to je interlamelarni prostor sedefa (Marin i sur., 2011; Nudelman i sur., 2006). Mrezni proteini
u sedefu bogati aminokiselinskim ostacima alanina i glicina ispunjavaju prostor izmedu dva
interlamelarna sloja u hidratiziranom gelu prije biomineralizacije (Nudelman i sur., 2006). U ovaj
proces su mogudée upleteni i lipidi, steroli, trigliceridi i masne kiseline, koje su takoder
zabiljeZzene kao sastavni dio organskog matriksa (Farre i Dauphin, 2009). Iz navedenog je ocito
kako za procese biomineralizacije nije zaduzen jedan protein ve¢ medudjelovanje proteinskih
kompleksa koji jedino zajednickim, to¢no tempiranim djelovanjem u odgovaraju¢im uvjetima

rezultiraju biomineralnim svojstvima.

lako je nesumnjivo da je ovakav specifiCan organski matriks zasluzan za toliku raznolikost
struktura koje se mogu pronaéi kod biomineraliziraju¢ih organizama, stupanj njegove
raznolikosti i specificnosti je vec¢i nego Sto se ocekivalo pa divergentna evolucija proteina
matriksa nije vjerojatna (Nagasawa, 2004). Raznolikost proteina koji su izolirani iz ljuStura
kalcificiraju¢ih organizama govori kako su se evolucijski ti mehanizmi vrlo rano razvili i
specificirali (Marin i Luquet, 2004). Sto je manje organske tvari u biomineralnoj strukturi, to je
metabolicki ,jeftinije” proizvesti tu strukturu. Medutim, takvim strukturama je potreban duzi
period rasta. Zbog toga sipa, koja Zivi prema principu ,,Zivi brzo i umri mlad” mora trositi puno
energije na proizvodnju biominerala, $to je upravo moguc razlog izoliranosti ovakve strukture,
za razliku od strukturnog mehanizma kunjke ili koralja koji su znatno viSe rasprostranjeni. Slicno
je i kod sedefa gdje je evolucijski vidljiva tendencija smanjenja njegove proizvodnje i supstitucija
s energetski povoljnijim materijalima. Tijekom procesa evolucije te zahvaljujuci fizioloskim

adaptacijama izgledno je kako su ovi organizmi od pocetno slicnog mehanizma biomineralizacije
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prilagodili strukturne karakteristike specificnim fizioloSkim potrebama organizama. Tu
prvenstveno prednjaci sipa koja svoj biomineral koristi kao jedinstven sustav za regulaciju
plovnosti. Zbog toga je dodatno potrebno ulaganje velike koli¢ine organskog matriksa koji

osigurava pravilnu izgradnju visoko porozne strukture.
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5.3. MOGUCNOSTI UPORABE BIOMINERALIZACIJE ZA RAZVOJ NOVIH
METODA | PROIZVODNJU BIOMATERIJALA

Struktura sipovine je intrigantna za istraZivanje jer pokazuje veliki potencijal uporabe u
biomedicini zbog njene grade i visoke poroznosti (Clarke i sur., 2011; Cade?, 2011). Prostorni
razmaci u sipovini iznose 200 do 600 um, sto je idealan medij za osteogenezu (Cadman i sur.,
2009). Zbog toga se sipovina u novije doba najvise ispituje s ciliem njene uporabe kao
zamjenskog materijala za kost, odnosno moguénosti njene konverzije u hidroksiapatit te
uporabe kao bioimplantata (Cadman i sur., 2012, 2013; Ivankovic i sur., 2010; Okumus i Yildirim,
2005; Orli¢ i sur., 2006; Rocha i sur., 2005). U slicne svrhe se ispituju i ljusture Skoljkasa, s
naglaskom na sedef (Clarke i sur., 2011). Sedef je ve¢ komercijaliziran u obliku praha
ProOsteon® koji se koristi kao dentalni ispun i postize vrlo dobre rezultate (Clarke i sur., 2011;
Cade?, 2011; Rousseau, 2011; Westbroek i Marin, 1998). Osim same osteogenske aktivnosti,
ovakvi materijali imaju i dodatnu moguénost za uporabu kao dostavljadi lijekova, jer bi svojom
gradom mogli omoguditi i ravnomjernije otpustanje lijekova pri zarastanju (Cade?, 2011).
Nadalje, zbog razlicite fiziologije ovakav tip biomaterijala ne predstavlja opasnost od prijenosa
zaraznih bolesti sto dodatno naglasava vaznost ovakvih istrazivanja u buduénosti (Clarke i sur.,

2011).

Osim uporabe ve¢ formiranih biomineralnih struktura, veliki potencijal uporabe postoji i u
bioinspiriranim nacinima priprave naprednih materijala koji su ve¢ u mnogim poljima znatno
unaprijedile industriju (Chen i sur., 2012; Flammang, 2010; Meyers i sur., 2011). lako je moguce
u laboratorijskim uvjetima postic¢i precipitaciju Cestica kalcijevog karbonata u ambijentalnim
uvjetima uporabom samo otopine soli u prisutnosti organskih tvari poput uree (Wang i sur.,
1999), dodatkom prikladnog enzima ovom procesu ta reakcija se znatno ubrzava te se javlja i
metastabilna faza, bitna pri razumijevanju fiziologije Zivih organizama (Raz i sur., 2003; Sondi i
Matijevi¢, 2001). U ovim pokusima je pokazano kako je ve¢ sama prisutnost enzima dovoljna za
poticanje mineralizacije, odnosno aktivnost organizma nije potrebna da se razviju biominerali sa

specificnim karakteristikama (Sondi i Salopek-Sondi, 2005). Ova metoda je uspjesSno razvijena i u
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sustavima precipitacije manganskog karbonata te njegove konverzije u manganske okside a
takva, biomimeticki inspirirana pretvorba, ima Siroku mogucénost uporabe u raznim industrijama
(Skapin i sur., 2015). IstraZivanja laboratorijski inducirane precipitacije karbonata uporabom
enzima ureaze u razliitim sustavima su pokazala kako bogat karboksilni karakter kiselih
aminokiselinskih ostataka omogucava kontrolu amorfne faze na nacin da stabilizira inace vrlo
nestabilan polimorf CaCOs, vaterit (Sondi i Salopek-Sondi, 2005). Dodatno pojednostavljenje
procesa, proucavanjem samo jedne aminokiseline i njenog utjecaja na biomineralizaciju je
pokazalo kako aminokseline mogu stericki sprecavati daljnju agregaciju biominerala u nastanku
¢ime dolazi i do stabilizacije polimorfa poput amorfnog kalcijevog karbonata ili vaterita te kako i
najmanja promjena u aminokiselinskoj sekvenci moze dovesti do razlicitih zavrsnih svojstava
biokristala (Ren i sur., 2011; Sondi i Salopek - Sondi, 2005; Tong i sur., 2004). Naravno da
aminokiselinski sastav nije jedini faktor koji utjece na rast biominerala jer on ovisi i o aditivima,
okolisnim uvjetima, prostornim ogranicenjima i slicnom (Addadi i sur, 2006; Cuif i sur., 2011). Za
biomineralizacijske procese je posebno vaZan utjecaj magnezija, koji moze promijeniti
termodinamicke uvjete interakcijom s nanokristalitima kalcita pri velikom omjeru Mg/Ca, kao
$to je to sluéaj u moru (50-60 mM Mg®* vs. 12 mM Ca?**) do te mjere da ¢e se sprijeliti
formiranje kalcita, te stabilizirati ACC faza (Gower, 2008). Takoder, dodatak inhibitora ¢e utjecati
na stabilnost primarnih Cestica pri njihovom nastanku, te je agregacija jedini nacin da se one

povecaju (Meldrum i Hyde, 2001; Prieto, 1994).

Bitan faktor pri formiranju primarnih Cestica u laboratorijskim uvjetima predstavlja i negativan
naboj Cestica pri agregaciji. S obzirom da su Cestice dovoljno male, elektrostatska barijera
njihovog negativnog naboja nije dovoljno velika te pri njihovim sudarima one vrlo brzo mogu
agregirati u nano-nakupine, Sto i predstavlja osnovu procesa agregacije na nanoskali, u ovom

slu¢aju potaknute biomimeticki (Sondi i sur., 2008, 2010).

Sfericne Ccestice anhidridnih spojeva kalcijevog karbonata slicne onima postignutim
laboratorijskim pokusima se ¢esto mogu naci i Siroko rasprostranjene u prirodi, te se moze
smatrati da je uporaba mehanizma orijentirane agregacije u prirodnim sistemima znatno
rasprostranjenija nego Sto se prije smatralo (Célfen, 2007; Sondi i sur., 2010, 2011a). Pojava

organski inducirane anorganske precipitacije kalcijevog karbonata takoder slijedi proces
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inicijalnog formiranja nanokristalinskih Cestica i njihove agregacije u veée nakupine vidljivih
nanoagregata (Sondi i sur., 2011b). lako ovaj proces nije voden organskim matriksom na nacin
kao Sto je to kod biomineralizacije morskih organizama, njihova morfologija na nanorazini
otkriva mnoge slicnosti mehanizama pocetnog formiranja. S obzirom da proteine organskog
matriksa karakterizira veliki broj kiselih aminokiselinskih ostataka, razmatrano je da bi pocetni
sloj karboksilatnih ostataka mogao privlaciti i usmjeravati ione kalcija u epitaksijalno vodenu
biomineralizaciju posredovanu stereokemijskim slaganjem, medutim ovo nije uspjeSno

dokazano (Fricke i Volkmer, 2007).

Na Zalost, na temelju same precipitacije biominerala u laboratoriju uporabom samo jednog
izoliranog proteina teSko ¢e se razumjeti nacin na koji se formiraju biominerali u prirodi.
Takoder, predvidanje nacina na koji biominerali nastaju je ambiciozan i riskantan posao,
pogotovo na temelju ve¢ stvorenog, odraslog biominerala koji je osuSen (izvan prirodnog
okruzenja). Nadalje, trenutno je poznat samo mali dio proteina u sastavu biominerala, a Jackson
i suradnici (2006) su pokazali kako u izgradnji biomineralnih struktura sudjeluju i druge
sastavnice koje se ne ugraduju u biomineralnu strukturu te je njihova funkcija pri izgradniji

biominerala trenutno ignorirana (Marin i sur., 2011).

Koje su poveznice koncepta mezokristala i nanoagregacijskih procesa, je li to iskljuéivo dio
kemijskog procesa ili je on bioloski kontroliran te moZzemo li barem djelomi¢no upotrijebiti
saznanja u biomimetici i prije nego li otkrijemo sve tajne biomineralizacijskih procesa na
nanorazini samo su neka od pitanja koja su ovdje raspravljena. Za jasnije odgovore potrebna su
svakako dodatna istrazZivanja. Ako je koncept agregacije na nanorazini stvarno toliko rasiren, za
pretpostaviti je da ée biti prisutan i u sistematski jednostavnijim organizmima, kao i u onim
kompleksnijim. Usporedbom Cetiri tipa biominerala kod morskih beskraljesnjaka koji imaju i
razliCite stope biomineralizacije, dobiven je uvid u kompleksnost ovih mehanizama na nanoskali,
te su predloZeni koncepti i dalje odrzivi. Daljnji koraci u istrazivanju su usmjereni u izolaciju
specificnih proteina iz organskog matriksa, njihovo de-novo sekvencioniranje te ispitivanje
utjecaja na laboratorijski induciranu biomineralizaciju uporabom samo jednog proteina, smjese

svih topivih proteina, te izmjenom nukleacijskih supstrata, po uzoru na sli¢na istrazivanja (Levi i
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sur., 1998; Ma i sur., 2012; Qiao i sur., 2011; Zhang i sur., 2012). Nadalje, prema ve¢ uhodanoj
metodi biomimeticki inducirane precipitacije anhidrida kalcijevog karbonata, planirana je
uporaba novih enzima koji bi mogli imati potencijalnu ulogu u biomineralizaciji, poput ugljicne
anhidraze. VaZnost ovakvih ispitivanja nije samo u razumijevanju bioloskih procesa
mineralizacije, ve¢ i u razvoju novih metoda razvoja cestica s unaprijed odredenim
karakteristikama koje imaju i znacajan industrijski potencijal, te u boljem razumijevanju tih

struktura koje imaju znadajan potencijal uporabe u biomedicini.
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U ovom radu detaljno su istrazene morfoloske, strukturne i biokemijske znacajke
slozenih biomineralnih struktura aragonita kod Ccetiri morska beskraljeSnjaka:
kamenog koralja (Cladocora caespitosa), kunjke (Arca noae), periske (Pinna nobilis) i
obicne sipe (Sepia officinalis).

Metodom rendgenske difrakcije utvrdeno je da su sve ispitane biomineralne
strukture izradene iskljucivo od aragonita. Utvrdene su strukturne znacajke aragonita
na nativnim uzorcima, prvenstveno veli¢ina i orijentacija nano-kristalita. Termicka
istrazivanja su pokazala da 2,5% ukupne mase biomineralne strukture koralja, 2,5%
kunjke, 2% periske i 6% ukupne mase sipovine pripada organskom matriksu.

Stroncij i barij su bogato zastupljeni u svim biomineralnim strukturama kao posljedica
njihove ugradnje (izomorfne zamjene) u kristalnu strukturu aragonita. U strukturu
skeleta koralja se lakSe ugraduju elementi poput stroncija, barija i magnezija u
usporedbi s drugim ispitanim organizmima. Ljustura kunjke takoder sadrzi dvostruko
vece koncentracije magnezija (406,29 ug/g) od ostalih mekusaca (179-226 pg/g), no
one su i dalje upola manje od koralja (828,62 ug/g). Ovo ukazuje na smanjenu
kontrolu izomorfnih zamjena kod organizama jednostavnije bioloske grade.
Biomineralna struktura koralja i kunjke ima karakteristicnu pojavu ranih
mineralizacijskih zona koncentricnog oblika sa sferi¢cnim Cesticama aragonita 50 nm
veliCine, te starije, potpuno formirane zone ispunjene paralelnim nizovima
aragonitnih Stapica promjera 100-150 nm, poredane u nizove duge nekoliko desetaka
mikrometara.

Sipovina obi¢ne sipe ima kompliciranu strukturnu gradu koja se sastoji od viseslojnih
lamelarnih zidova sa pravilnom raspodjelom slojeva Ciji se smjerovi rasta precizno
izmjenjuju i sluze kao temelj za rast stupova, odnosno formiranje komore. Strukturu
prekriva dorzalni Stit koji je bogat netopivim organskim matriksom. Iz njega su
izolirana i karakterizirana hitinska vlakna promjera od 300 do 600 nm.

Na temelju morfoloske i strukturne karakterizacije sipovine obi¢ne sipe po prvi puta
je opisan proces nastanka nove komore. Uporabom AFM podataka generiran je i
kompjutorski model nastanka novog sloja sedefa periske koji je nadopunio do sada

postojedi prijedlog izgradnje te strukture.
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Strukturna i morfoloSka karakterizacija svih uzoraka ukazuje da je njihova grada na
nanoskali vrlo sliéna. Sastoji se od sitnih granula, velikih nekoliko desetaka
nanometara, okruZenih organskim slojem koji prije¢i njihovu daljnju agregaciju.
Pokazano je kako su strukture formirane ekstracelularnom precipitacijom, procesom
orijentirane agregacije na nanoskali.

Uspjesno su izolirani ukupni proteini organskog matriksa iz biomineralnih struktura
sipovine, kunjke i koralja. Najveée koliCine proteina izmjerene su u sipovini (0,44
mg/g) dok su ljustura kunjke i skelet koralja sadrzavale oko 10 puta manje proteina
(0,05i0,02 mg/g).

Jednodimenzionalnom elektroforezom u denaturirajué¢im uvjetima (SDS-PAGE) ukupni
proteini izolirani iz biomineralnih struktura su razdvojeni i identificirane su
najizraZzenije proteinske vrpce prema molekulskim masama: 20, 35, 40, 60 i 67 kDa u
supovini; 17, 40, 45 i 50 kDa u ljusturi kunjke te 15, 40 i 80 kDa u skeletu koralja.
Dvodimenzionalnom gel elektroforezom (2-DE) dodatno su analizirani uzorci
proteina. Potvrdeno je da su proteini ve¢inom kiselog karaktera, pozicionirani na gelu
u podrucju pH 3-5.

Analiza proteina sipovine i kunjke tekuéinskom kromatografijom sa spektrometrom
masa (Nano LC-MS) nije rezultirala pronalaskom komplementarnih proteina u bazama
podataka. Oc¢ito je da se radi o visokospecifiécnim proteinima koji do sada nisu
zabiljezeni u bazama podataka, a pokazuju odredeni stupanj sli¢nosti s hitin sintazom,
fikolinom-2, ubikvitinom i imunoglobulinom G.

Dodatna analiza najistaknutijih proteina sipovine izoliranih iz 2-DE gelova metodom
Edmanove odgradnje je rezultirala identifikacijom N-terminalne sekvence za 2
proteina dorzalnog Stita, te 4 proteina lamelarnog dijela. Zabiljezeno je i éesto
ponavljanje sekvence EADS u lamelama sipovine kod sva 4 proteina Sto ukazuje da se
radi o razli¢itim posttranslacijskim modifikacijama istog proteina (glikoforme i
alternativno proteoliticki procesuirani oblici). Pretrazivanjem baze podataka za
protein mase od oko 67 kDa i pH 3 izoliranog iz ljusture kunjke pokazano je 100%
preklapanje s proteinom ,solute carrier family 43 member” koji je karakteriziran kao

membranski protein.
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Detaljnom usporedbom morfloskih, strukturnih i biokemijskih znacajki sloZzenih biomineralnih
struktura aragonita morskih beskraljeSnjaka utvrdena je postojanost hipoteze o raSirenosti
mehanizama agregacije na nanoskali. Istrazeni biominerali se razlikuju u gradi, ali i u funkciji:
koralit kamenog koralja (Cladocora caespitosa) sluzi kao supstrat, Skoljke kunjke (Arca noae) i
periske (Pinna nobilis) kao zastita, a sipovina obicne sipe (Sepia officinalis) za regulaciju
plovnosti. lako su organizmi morali prilagoditi svoje biomineralne strukture pojedinim ulogama,
provedenim analizama morfoloskih i strukturnih znacajki aragonitnih biominerala pokazano je

da istrazeni biominerali imaju vrlo slicna svojstva na nanorazini.

AFM i FESEM mikrofotografije podupiru hipotezu da se pocetna mineralizacija odvija u gelu-
slicnom organskom matriksu koji kontrolira cjelokupan proces te rezultira nakupinama
orijenitranih i agregiranih nanocestica aragonita, okruzenih tankim organskim omotacéem koji
sprecava daljnju agregaciju minerala. Time je pokazano kako Cetiri razli¢ita organizma prilikom
ekstracelularnog formiranja hijerarhijski organizirane biomineralne strukture upotrebljavaju isti
pocetni mehanizam orijentirane nanoagregacije. Nanovizualizacijom nativnih biominerala je po
prvi puta opisana pocetna faza nastanka nove komore sipovine, a dodatno su produbljena

saznanja o rastu i razvoju sedefa periske.

Kako bi se detaljno ispitao sastav organskog matriksa, biokemijskim metodama su izolirani i
analizirani proteini za koje se smatra da imaju utjecaj na procese formiranja biomineralnih
struktura. Izolirani proteini su uglavnom posttranslacijski modificirani s niskom pl vrijednosti.
lako je vidljivo kako svi uzorci imaju bogat proteinski udio u organskom matriksu, radi se o

visokospecifiénim proteinima koji nisu do sada registrirani u bazama podataka.

Rezultati ovog istrazivanja omogucuju bolje razumijevanje mehanizama formiranja slozenih
biomineralnih struktura aragonita kod morskih beskraljeSnjaka na nanorazini. Oni takoder
doprinose i prosirenju osnovnog znanja koje definira metode biomimeticke priprave aragonitnih

materijala Zeljenih morfoloskih i strukturnih znacajki.
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Thorough comparison of morphological, structural and biochemical properties of complex
aragonitic biomineral structures from marine invertebrates has confirmed the hypothesis that
aggregation mechanisms on the nanoscale are more widespread than it was previously
assumed. These biominerals have different structures and functions: scleractinian coral
(Cladocora caespitosa) use its biomineral as a substrate for growth, shells from Noah's ark (Arca
noae) and noble fan mussel (Pinna nobilis) are used for protection and cuttlebone from the
common cuttlefish (Sepia officinalis) is used for the buoyancy control. Even though these
organisms needed to adapt their structures to specific roles, here conducted analysis of the
morphological and structural biomineral properties show that these biominerals have very

similar nanostructural characteristics.

AFM and FESEM microphotographs have supported the hypothesis that the initial
mineralization is ongoing in a gel-like organic matrix that controls the process of
biomineralization and results with the clusters of oriented and aggregated aragonitic
nanoparticles, surrounded with a thin organic coating that prevents further mineral
aggregation. Therefore, this research shows that four different organisms during the
extracellular formation of their hierarchically organized biomineral structures use the same
starting mechanism, an oriented nanoaggregation. For the first time a new growth model of a
cuttlebone chamber is described using the nanovisualization techniques on the native
biomineral structures. It also enabled further clarification of the nacreous tablet formation in

the noble fan mussel.

For detailed examination of organic matrix, biochemical methods are used for extraction and
analysis of proteins that supposedly have a role in the formation of biomineral structures.
Isolated proteins mostly have posttranslation modifications and low pl value. It is visible that all
samples have large ratio of different proteins in organic matrix but these are very specific

proteins that cannot be indentified in the protein databases.

Research results provide a better understanding of complex aragonitic biomineral formation
mechanisms at the nanoscale. They contribute to the expansion of knowledge base that defines
bioimimetic preparation of aragonitic materials with desired morphological and structural

features.
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