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POPIS KRATICA | SIMBOLA

AA — akrilamid

AgNP — nanocestice srebra
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1. UVOD
1.1. Nanotehnologija

Nanotehnologija ozna¢ava znanstveno podru¢je koje se bavi modeliranjem i
manipulacijom nanomaterijala, nanoalata i nanouredaja koji doprinose pronalasku novih
tehnickih rjeSenja i proizvoda. Nanostrukture su strukture kojima je barem jedna dimenzija
promjera od 0,1 do 100 nm, gdje prefiks ,,nano* oznaéava 10 dio metra.

U danasnje vrijeme nanomaterijali ¢esti su objekt brojnih znanstvenih i tehnoloskih
istrazivanja. Svoju primjenu i potencijal pronalaze u socijalnom, ekoloskom, ekonomskom 1
financijskom aspektu osiguravaju¢i energetski ucinkovite inovacije. Upotrebom
nanotehnologije mogao bi se rijesiti budu¢i problem nedostatka pitke vode na Zemlji.
Nanofilteri, uz nisku energetsku potrosnju, uspjesno filtriraju vodu te uklanjaju organske 1
anorganske tvari te bakterije i viruse, smanjujuci kasniju potrebu za dezinfekcijom vode (Zeki¢
1 sur. 2018). Nanomaterijali se koriste za razvoj u€inkovitijih baterija koje se brze pune te
poboljSanje ekrana na pametnim telefonima (Kumar i sur. 2018). Koriste se i za osiguravanje
sterilnosti prilikom pakiranja hrane, sprjeCavanje gubitka boje u odjeci, proizvodnji krema za
sunCanje 1 mnogim drugim industrijskim sektorima (www.nano.gov). Vazna sposobnost
nanomaterijala je da djeluju kao katalizatori kemijskih reakcija (Kumar i sur. 2018, Zeki¢ i sur.
2018) te se koriste u automobilskoj industriji i postrojenjima za preradu nafte. Integracija
nanomaterijala u solarne panele omogucava efikasniju pretvorbu sunceve energije u elektri¢nu

energiju (wWww.nano.gov) te dodatno osigurava znacajnu ustedu energije (Zeki¢ i sur. 2018).

1.1.1. Nanocestice srebra

Nanocestice (eng. nanoparticles, NP) ubrajaju se u nanomaterijale trodimenzijske
strukture gdje je svaka prostorna dimenzija manja od 100 nm na nanoskali. Nano¢estice mogu
nastati planirano u laboratorijskim uvjetima te nenamjerno djelovanjem prirodnih procesa, kao
Sto su erupcije vulkana, pozari, izgaranje goriva i sl. (Ivankovi¢ 2011).

Jo$ od doba antike poznata je antibakterijska uloga srebra (Yu 1 sur. 2018). Otpusteni
ioni srebra (Ag*) toksi¢no djeluju i na prokariotske i na eukariotske stanice, $to omogucava
Siroku primjenu srebra u medicinskim i komercijalno dostupnim proizvodima, osiguravajuci
supresiju rasta bakterija 1 gljivica (Kvitek i sur. 2011). Razvojem nanotehnologije omoguéena
je sinteza nanocestica srebra (AgNP) te time njihova ¢eS¢a primjena u biomedicinske svrhe.
Globalni problem danas$njice je Cesta bakterijska otpornost na antibiotike koja nastaje zbog
nepravilnog propisivanja i upotrebe antibiotika, upotrebe antibiotika s ciljem poboljSanja

zdravlja Zivotinja namijenjenih za prehrambenu industriju te upotrebe higijenskih proizvoda i

1


http://www.nano.gov/
http://www.nano.gov/

proizvoda za ¢is¢enje s antibakterijskim svojstvima (Ventola 2015). Sve vecu vaznost dobivaju
tvari koje imaju antimikrobnu aktivnost, a istovremeno ne omogucavaju bakterijama razvoj
otpornosti. Kao pogodna alternativa isti¢u se AgNP (Yu isur. 2018), koje u usporedbi s ionskim
srebrom (AgNOj3) pokazuju jacu antibakterijsku aktivnost (Kvitek i sur. 2011). Istrazivanja su
pokazala da osim navedenih svojstava, AgNP imaju i pojacanu antivirusnu i fungicidnu
aktivnost, Sto proSiruje njihovu primjenu na prehrambenu, tekstilnu i kozmeticku industriju
(Wei i sur. 2015). Sve je vjerojatnija i primjena AgNP kao potencijalnih antikancerogenih
lijekova koji bi u odgovaraju¢im koncentracijama uzrokovali oStecenja 1 zaustavljanje
proliferacije tumorskih stanica, a ne bi djelovali citotoksi¢no na zdrave stanice (Kvitek i sur.
2011, Zhang i sur. 2014, Kumar i sur. 2018).

Upotreba AgNP proizlazi iz njihovih svojstava — veli¢ine, oblika, povrSinskog naboja
te omotaca na povrsini. Zbog velikog omjera povrsine 1 volumena povecana im je reaktivnost,
atime i potencijalna toksi¢nost (Buzea i sur. 2007). Sposobnost AgNP da disociraju i agregiraju
utjece na njihovu bioraspolozivost, biolosku aktivnost, stabilnost, interakciju i u¢inak na druge
molekule (Wei 1 sur. 2015). Stopa disocijacije nanocCestica ovisi o kemijskim 1 povrSinskim
svojstvima, a dogada se zbog procesa oksidacije na povrSini Cestice te rezultira otpustanjem
iona Ag* koji zajedno s AgNP uzrokuju povisenje koncentracije molekula reaktivnih kisikovih
vrsta (engl. reactive oxygen species, ROS) rezultiraju¢i pojavom oksidacijskoga stresa,
nekrozom i moguéom apoptozom. Cesto uoéena pojava je agregacija AgNP, medusobno ili s
drugim ionima i molekulama prisutnim u otopini, koja rezultira smanjenjem njihove toksi¢nosti
(Levard isur. 2014, Wei i sur. 2015). U stanici izloZenoj nestabilnim i lako promjenjivim AgNP
dolazi do pojave citotoksi¢nosti i genotoksi¢nosti; naime, AgNP te disocirani ioni Ag*
induciraju pojacano stvaranje molekula ROS koje reagiraju s molekulom DNA, tiolnim
skupinama proteina i lipidima, uzrokuju¢i metabolicke poremecaje, uniStavanje stani¢nih
membrana te u kona¢nici smrt stanice (Zhang i sur. 2014, Wei i sur. 2015, Tkalec i sur. 2019).
Duljom izloZenosti stanice AgNP aktivira se odgovaraju¢i stani¢ni odgovor na aktualnu
nanotoksi¢nost 1 zapocCinju biokemijske promjene, aktivacija gena ukljucenih u oksidacijski
stres, upalni odgovori, regulacija stani¢nog ciklusa, popravak molekule DNA i dr. (Zhang i sur.
2014).

Specifi¢na svojstva AgNP ukazuju na njihov veliki trzisni potencijal i Siroku primjenu.
Ipak, prije svake upotrebe novoga materijala potrebno je provesti studiju o procjeni sigurnosti
i utjecaju na okolis. Zbog velike reaktivnosti otezana je identifikacija i detekcijakoncentracije
AgNP u okoliSu. Takoder, poznato je da ispuStanjem AgNP u okoli§ dolazi do njegove

transformacije (Kabir i sur. 2018). Vazno je napomenuti da toksi¢nost AgNP proizlazi iz
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svojstava samih nanocestica, kao Sto su veliina, oblik, koncentracija, prisutnost omotaca i
povrsinski naboj nanocestice, ali i 0 starosti i izlozenom tkivu samog organizma (Sekhon 2014,
Silva i sur. 2014). Svojstvo koje nanocesticama omogucava Siroku primjenu je velik omjer
povrsine 1 volumena, ¢ime se osiguravaju razli¢ita fizikalno-kemijska svojstva u odnosu na
ranije upotrebljavane materijale ve¢ih dimenzija (Mody i sur. 2010). Navedeno povecava
reaktivnost, ali i djelotvornost nanoc¢estica. Unato¢ svome jedinstvenom znacéaju, nanocestice
imaju nepredvidivu promjenjivost struktura i svojstava, koji povecavaju rizik njihove upotrebe
(Kabir i sur. 2018)

1.1.2. Karakterizacija nanocestica srebra

Stabilnost AgNP u bioloskom mediju moze se odrediti UV-VIS apsorpcijskom
spektrofotometrijom, jednom od metoda za kvantifikaciju organskih tvari u otopini koja se
temelji na interakciji elektromagnetskog zracenja i promatrane tvari. Prilikom analize odreduje
se koncentracija apsorbirane svjetlosti (elektromagnetskog =zracenja) koja uzrokuje
pobudivanje molekula promatrane tvari te izbijanje elektrona iz osnovnog stanja u stanje vise
energetske razine. Poznavanjem valne duljine na kojoj analizirana molekula apsorbira svjetlost
moguce je to¢no odrediti koncentraciju tvari (Nilapwar i sur. 2011). Ovom metodom moguce
je pratiti i stabilnost AgNP u vremenu. PovrSinska plazmonska rezonancija (engl. surface
plasmon resonance, SPR) predstavlja alat za mjerenje apsorbancije nanocestica, a uzrokuje
jako rasprSenje 1 apsorbanciju svjetlosti odredene valne duljine. Narusavanjem stabilnosti
AgNP smanjuje se energetska vrijednost SPR pika te se on pomice od svoje standardne
vrijednosti od 450 nm, pri kojima se AgNP veli¢ine oko 50 nm nalaze u stabilnom stanju

(www.nanocomposix.com).

1.1.3. Omotaci za stabilizaciju nanocestica srebra

Zbog ¢este upotrebe AgNP nerijetko dolazi do njihova otpustanja u okolis, gdje razli¢ite
promjene u okoliSnim uvjetima, kao $to su tlak, temperatura, vlaga i pH, uzrokuju promjenu
kemijskih 1 fizikalnih svojstava te promjene u specijaciji, toksicnosti i stabilnosti nanocestica
(Haramina 2008). Zbog navedenih pojava gotovo je nemoguce odrediti koli¢inu otpustenih
AgNP, koje u razli¢itim uvjetima disociraju, aglomeriraju te stvaraju sloZenije Spojeve.

Tilaki i sur. (2006) analizirali su ponasanje AgNP u tri razli¢ita medija, vodi, acetonui
etanolu, prate¢i njihovu stabilnost 1 opticka svojstva i na taj je nacin dobiven uvid u promjene
u veli€ini 1 obliku AgNP te stopi agregacije. Stabilnost AgNP koje su inkubirane u acetonu

ostala je nepromijenjena, dok su u etanolu ve¢ 48 sati nakon pocetka inkubacije sve AgNP u

3
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potpunosti agregirale i istalozile se, ¢ime se naruSila njihova stabilnost. TaloZzenje AgNP
inkubiranih u redestiliranoj vodi zapocelo je tek nakon dva tjedna. | veli¢ina AgNP inkubiranih
u razli¢itim medijima se promijenila; najmanje AgNP detektirane su u acetonu, a najvece u
etanolu. Oblik AgNP je u svim medijima ostao nepromijenjen.

Kemijskom modifikacijom povrSine nanocestice, moguce je utjecati na stabilnost,
smanjenje potencijalnog Stetnog djelovanja te interakciju s drugim molekulama (Kvitek i sur.
2011, Zhang i sur. 2014, Wei i sur. 2015). Tijekom kemijske sinteze, AgNP se ¢esto okruzuju
organskim ligandima, za $to se uglavnom koriste surfaktanti (npr. cetiltrimetilamonijev
bromid, CTAB), mali ligandi (amini), polimeri (npr. polivinilpirolidon, PVP), polisaharidi i dr.
(Campisi i sur. 2016). Razli¢iti omotaci zbog razli¢itih povrSinskih svojstava djeluju na
razli¢ite nacine, a primarno sprje¢avaju aglomeraciju i disocijaciju AgNP (Zhang i sur. 2014).

PVP je sastavljen od monomera n-vinilpirolidona koji ¢ine polimer veli¢ine oko 40 kDa
(Slika 1). Zbog svoje veli¢ine tesko je uklonjiv s povrSine nanocestice, zbog Cega osigurava
stabilnost. S povr§inom nanocestice povezuje se preko Van der Waalsovih sila te putem
prijenosa naboja. Stabilan je u fizioloskoj otopini, vodi, etanolu, kloroformu i ostalim polarnim
otapalima. Cesticama AgNP daje blago negativan naboj koji u sirokom rasponu pH vrijednosti
(od 3 do 10) ostaje nepromjenjiv. PVP se kao omota¢ koristi za ¢estice koje mogu biti izloZzene

razli¢itim otapalima i solima, osiguravajuci im stabilnost (Www.nanocomposix.com).

n
Slika 1. Kemijska formula molekule PVP.

CTAB je kvaterni amonijev surfaktant sastavljen od 16 ugljikovih atoma dugog repa te
amonijeve glave s tri metilne skupine (Slika 2). Nac¢in vezanja AgNP i molekula CTAB jos nije
dovoljno razjasnjen, no poznato je da na povrSini AgNP stvara dvosloj. Hidrofilni, kationski
kraj molekule povezuje se s povr§inom nanocestice, a hidrofobni rep strsi prema van te se na
njega veze hidrofobni kraj druge molekule CTAB, ¢iji se kationski kraj nalazi na povrSini
dvosloja i1 osigurava pozitivan naboj AgNP. Struktura dvosloja osigurava koloidnu stabilnost
nanocestice (Park 2014).
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Slika 2. Kemijska formula molekule CTAB.

1.1.4. Cistein kao kelator iona srebra

Kao sto je vec i ranije spomenuto, jednom kada se AgNP otpuste u okolis, one mijenjaju
svoja fizikalno-kemijska svojstva i toksi¢nost. Cesto disociraju na slobodne ione Ag* Koji
djeluju toksi¢no na organizme u okolisu te u konacnici i na ¢ovjeka. Aminokiselina cistein ima
krucijalnu ulogu u smanjivanju toksi¢nog uéinka iona Ag™ jer djeluje kao kelator iona metala.
Naime, cistein ima tendenciju interakcije s ionima metala koji se ¢vrsto vezu za tiolnu skupinu
cisteina (Slika 3), Sto osigurava neutralizaciju njihove aktivnosti (Chen i sur. 2013). Promjene
u okolisu, kao sto je vrijednost pH, uvelike utje¢u na protonacijsko stanje i konformaciju samog
cisteina, ¢ime se mijenja njegova sposobnost uspjesnog vezanja iona metala (Handing 1 sur.
2019).

,I"I.l l

Slika 3. Interakcija molekule cisteina i iona Ag".



1.2. Biljni stres

Tijekom evolucije od velike vaznosti biljkama je bilo razviti niz slozenih obrambenih
odgovora na stresne uvjete koji su stalno prisutni u prirodi, a biljka kao sesilni organizam nema
mogucnosti samostalnog udaljavanja od istoga. Biljni stres predstavlja reakciju u biljnoj stanici
koja nastaje kao posljedica djelovanja stresnog ¢imbenika izvan granica optimalnih vrijednosti.
Razlikujemo bioticki (napad patogena, predatora, alelopatija i dr.) i abioticki stres (promjene u
intenzitetu svjetlosti, temperaturi, koli¢ini vode, kisika i dr.). Kad biljka percipira stresni
¢imbenik, aktivira prijenos signala te stvara odgovor na stres potaknut konkretnim dogadajem.
Stvara se specifican odgovor koji je ovisan o vrsti stresnog ¢imbenika te nespecifi¢an odgovor
biljke na stres koji se javlja uvijek neovisno o vrsti stresa. U konacnici, odgovor biljke moze
biti otpornost koja rezultira prevladavanjem nepovoljnih uvjeta te preZivljenjem 1 daljnjim
rastom biljke ili osjetljivost biljke, zbog Cega se javljaju oStecenja 1 poremecaji metabolizma

koji rezultiraju smrcu biljke (Buchanan i sur. 2002, Pevalek-Kozlina 2003).

1.2.1. Oksidacijski stres

Jedan od prvih odgovora biljke na stresne uvjete je pojacano stvaranje molekula ROS
koje imaju vaznu ulogu kao signalne molekule i regulatori biljnih procesa. Najéesce se stvaraju
singletni kisik (*O,), superoksidni radikal (0%), vodikov peroksid (H,O,) i hidroksilni radikal
(+OH). Nastaju u normalnim uvjetima u biljci tijekom procesa fotosinteze i stani¢nog disanja
(Mittler 2002). Ipak, tijekom djelovanja stresnih uvjeta aktiviraju se metabolicki putovi u
kojima dolazi do pojaanog stvaranja molekula ROS. Visoka razina molekula ROS u stanici
uzrokuje pojavu oksidacijskog stresa, stanja u stanici u kojem dolazi do neravnoteze izmedu
proizvodnje molekula ROS i neutralizacije slobodnih radikala antioksidansima, $to se oCituje
oStecenjem stani¢nih komponenti i bioloskih makromolekula (Tkalec i sur. 2019, Xie 1 sur.
2019). Kako bi se stanica obranila, mora aktivirati i strogo kontrolirati antioksidanse, koji se
sastoje od enzimskih i neenzimskih komponenti. U enzimske antioksidanse ubrajaju se
superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT), askorbat peroksidaza (APX), pirogalol
peroksidaza (PPX) i mnogi drugi enzimi, dok se u neenzimske antioksidanse ubrajaju
askorbinska kiselina, glutation, karotenoidi, flavonoidi itd. Porast koncentracije antioksidansa

ukazuje na pojavu oksidacijskoga stresa u stanici (Pandey i sur. 2017).



1.2.2. Antioksidacijski enzimi

Antioksidacijski enzimi vazna su komponentna antioksidacijske obrambene masinerije
koja ima klju¢nu ulogu u odgovoru biljke na stresni uvjet koji je doveo do povecanja
koncentracije molekula ROS.

Superoksid dismutaza je srediSnji enzim u antioksidacijskoj obrani jer katalizira
reakciju dismutacije O% u molekulu kisika (O2) i H,O, prema sljedecoj jednadzbi:

20,7+ 2H" > H,0,+ 0O,

SOD nalazimo u svim stani¢nim odjeljcima biljaka te ga ubrajamo u skupinu metaloenzima.
Prema metalnom kofaktoru razlikujemo enzime SOD sastavljene od iona zeljeza (Fe-SOD),
mangana (Mn-SOD) te bakra i cinka (Cu/Zn-SOD). Navedene izoforme razli¢ito su locirane u
stanici; Mn-SOD lokaliziran je u mitohondrijima, Fe-SOD u kloroplastima dok je Cu/Zn-SOD
prisutan u tri izoforme lokalizirane u citosolu, kloroplastu, peroksisomu i mitohondriju
(Sharma 1 sur. 2012). PoviSena koncentracija enzima SOD tijekom djelovanja stresnog uvjeta
ukazuje na pojavu oksidacijskog stresa u biljkama, ali 1 na poveéanu otpornost biljke na
oksidacijski stres (Gupta i sur. 1993).

Katalaza je enzim antioksidacijskog sustava koji H,0,, koji nastaje tijekom
fotorespiracije, transporta elektrona u lancu prijenosa elektrona u mitohondriju te tijekom [3-
oksidacije masnih kiselina (Sharma i sur. 2012), razlaze na vodu (H20) i Oz (Willekens i sur.
1995) prema jednadzbi:

2 H,0, - 2 H,0 + 0O,

CAT je najcesce lokalizirana u peroksisomu, mjestu na kojem se generira najvec¢a koncentracija
H,0,, dok je u ostalim organelima njena aktivnost slabija. Za svoju aktivnost ne zahtjeva
stani¢ni reducirajuci ekvivalent, Sto je Cini manje osjetljivom na redoks stanje u stanici. U
odnosu na APX, CAT ima manji afinitet prema H,0,. IstraZivanja su pokazala da CAT ima
zaStitnu ulogu u biljkama tijekom izlaganja stresnim uvjetima, ali da intenzitet, vrsta te trajanje
stresa mogu povecati ili smanjiti njenu aktivnost (Sharma 1 sur. 2012). U kritosjemenjaca
poznata su tri gena koji kodiraju za CAT, a moguce ih je klasificirati u tri razreda, ovisno o
mjestu ekspresije (Willekens i sur. 1995).

Askorbat peroksidaza jedan je od najzastupljenijin i esencijalnin enzima
antioksidacijskoga sustava u biljkama (Sharma i sur. 2012). Za svoju aktivnost APX zahtjeva
supstrat, askorbinsku kiselinu, koju oksidira $to omoguéava redukciju H,O, do H,O i
monodihidroaskorbata prema jednadzbi (Mittler i Zilinskas 1993):

2 askorbinska kiselina + H,O, — 2 monodihidroaskorbata + 2 H,O



APX je centralna komponenta askorbat-glutation ciklusa, metabolickog puta u kojemu dolazi
do procesa regeneracije askorbinske kiseline. Navedeni ciklus odvija se u svim stani¢énim
odjeljcima, Sto ukazuje na visoku zastupljenost APX u stanici te vaznost ovoga procesa u
obrambenim odgovorima biljke (Mittler 2002, Sharma i sur. 2012). Poznato je pet izoformi
enzima koje su razli¢ito lokalizirane u stanici (Jiménez i sur. 1997), a svima je zajednic¢ki visoKi
afinitet za H,O,, §to APX ¢ini vrlo u¢inkovitim enzimom u uklanjanju H,O, tijekom djelovanja
stresnih uvjeta (Sharma i sur. 2012).

Pirogalol peroksidaza se ubraja u nespecifi¢ne peroksidaze koje imaju slabu supstratnu
specifi¢nost. Kao donor elektrona, PPX koristi pirogalol te reducira H20. do H>O prema
jednadzbi:

pirogalol + H,O, — purpurogalin + 2 H,0
U normalnim uvjetima u stanici ima vaznu ulogu u procesima diferencijacije stanica, izgradnje
stani¢ne stijenke — lignifikaciji, suberinizaciji, metabolizmu auksina, zarastanju rana te obrani

od patogena (Gaspar i sur. 1991).

1.3. Utjecaj AgNP na biljke

Sve Cesca implementacija AgNP u komercijalne proizvode povecava zabrinutost zbog
njihovog potencijalno $tetnog utjecaja na okolis. Ispustanje AgNP u okoli§ preko industrijskih
odlagalista otpada i otpadnih voda omogucava njithovu akumulaciju u biljnom ekosustavu.
Problem predstavlja i navodnjavanje poljoprivrednih polja kanalizacijskim muljem (Blaser i
sur. 2008). Navedeno, osim Sto ima direktni utjecaj na biljke, preko hranidbenog lanca
indirektno djeluje i na Covjeka te predstavlja potencijalni problem za cijeli ekosustav (Rico i
sur. 2011). Toksi¢nost AgNP ovisi o vrsti i starosti biljke (Tkalec i sur. 2019), o svojstvima
AgNP kao sto su veli¢ina, koncentracija, kemijska svojstva (Cvjetko i sur. 2017) te o stabilnosti
AgNP u bioloSkom mediju (Wei 1 sur. 2015, Biba 1 sur. 2020). IstraZivanja su pokazala da
otpuStene AgNP ulaze u biljku te utjeCu na njezinu klijavost, rast, morfologiju, stopu
fotosinteze, ukupnu ekspresiju proteina te pojavu oksidacijskog stresa (Qian i sur. 2013, Biba
i sur. 2020) (Slika 4).

Oksidacijski stres jedan je od glavnih mehanizama toksi¢nosti AgNP koji za posljedicu
sur. 2014, Cvjetko i sur. 2017, Cvjetko i sur. 2018, Peharec Stefani¢ i sur. 2018). Stanica, kako
bi se obranila od oksidacijskog stresa, aktivira brojne komponente antioksidacijskoga sustava.
Ipak, dosadasnja istrazivanja koja se bave promjenama aktivnosti antioksidacijskoga sustava

usred pojave oksidacijskoga stresa izazvanog toksi¢nim djelovanjem AgNP nisu dala
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jednoznacne rezultate, a fitotoksi¢nost AQNP pokazala se ovisnom o biljnoj vrsti, starosti i vrsti
biljnog tkiva. Yasur i Rani (2013) zabiljezili su pove¢anu aktivnost enzima PPX i SOD nakon
izlaganja klijanaca vrste Ricinus communis 9,27 mM AgNP u odnosu na kontrolu, dok su Jiang
i sur. (2014) detektirali poveéanu aktivnosti enzima CAT i SOD nakon tretmana biljke
Spirodela polyrhiza s 92,70 uM AgNP u usporedbi s kontrolom. S druge strane, u
istrazivanjima na klijancima vrste Pennisetum glaucum (Khan i sur. 2019) i Brassica sp.
(Vishwakarma i sur. 2017) uoceno je smanjenje aktivnosti enzima APX i CAT nakon tretmana
s 1i3 mM AgNP i AgNO; u usporedbi s kontrolom, a autori su navedenu pojavu pripisali
mogucem oStecenju antioksidacijskog sustava uslijed Stetnog djelovanja AgNP i slobodnih
iona Ag®". Nakon izlaganja korjenci¢a luka (Allium cepa) istim koncentracijama AgNP i
AgNOgs, zabiljezen je povecan oksidacijski stres i aktivnost enzima PPX nakon svih tretmana,
iako je znacajnije povecanje izmjereno nakon izlaganja AgNO; u usporedbi s AgNP (Cvjetko
i sur. 2017). U istom radu, tretmani s AgQNP smanjili su aktivnost enzima APX, a nisu djelovali
na aktivnost enzima CAT, dok izlaganje AgNOj nije izazvalo promjene u aktivnosti CAT, ali
je smanjilo aktivnost enzima APX. U radu Peharec Stefani¢ i sur. (2018) oksidacijski stres
zabiljeZen je nakon izlaganja klijanca duhana svim ispitanim koncentracijama AgNO;, dok je
AgNP rezultirao oStecenjima bioloski vaznih molekula samo u najvecoj ispitanoj koncentraciji.
Nadalje, u istom radu izmjerena je povecana aktivnost enzima SOD i APX nakon izlaganja
tretmanima s AgNP, dok je enzim PPX pokazao smanjenje aktivnosti, a promjena u aktivnosti
CAT nije bilo. Ipak, kada su isti tretmani s AgNP ispitani na odraslim biljkama duhana,
oksidacijski stres nije zabiljezen, a enzimi SOD 1 PPX nisu pokazali promjene aktivnosti
(Cvjetko i sur. 2018); s druge strane aktivnost enzima APX bila je smanjena, a CAT povecéana,
Sto pokazuje da je toksicnost AgNP ovisna o starosti biljke. U oba rada veée promjene u
aktivnosti antioksidacijskih enzima zabiljeZene su nakon tretmana Klijanaca i odraslih biljaka
duhana s AgNO; u usporedbi s istim koncentracijama AgNP (Cvjetko i sur. 2018, Peharec
Stefani¢ i sur. 2018), to ukazuje na to da se toksi¢nost AGNP ne moze pripisati isklju¢ivo

disocijaciji iona Ag* s AgNP.
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Slika 4. Shematski prikazana ilustracija interakcije biljaka i AgNP. Preuzeto iz rada Tkalec i sur. (2019).

1.4. Modelni organizam

Duhan (Nicotiana tabacum L.) je jednogodis$nja, zeljasta biljka koja se ubraja u
porodicu pomoc¢nica (Solanaceae). Koristi se u komercijalne svrhe kao poljodjelski proizvod.
Osuseni listovi ove biljke koriste se za Zvakanje i pusenje. Listovi duhana sadrzavaju alkaloid
nikotin koji se sintetizira u korijenu biljke, a djeluje stimulativno na sredis$nji ziv€ani sustav te
izaziva ovisnost. Konzumacija duhana uzrokuje kroni¢ne opstruktivne plu¢ne bolesti koje
dovode do kroni¢nog bronhitisa, emfizema pluca, pojave karcinoma i smrti. Duhan ne
predstavlja zdravstveni problem samo puSac¢ima ve¢ i pasivnim pusacima te nerodenoj djeci
¢ije majke konzumiraju duhan (Devereux 2006).

Duhan se vrlo cesto upotrebljava i1 kao modelni organizam u znanstvenim
istrazivanjima u biljnoj stani¢noj biologiji, kulturi tkiva, molekularnoj biologiji te genetickom
inzenjerstvu zbog jednostavnosti uzgoja, kratkog Zivotnoga vijeka te mogucnosti lake
transformacije (Flick i sur. 1984, Brar i sur. 1994). Istrazivanja na duhanu intenzivno su
provodila dva znanstvenika, Murashige 1 Skoog (1962). Njihov rad omogucio je definiciju i
karakterizaciju hranjive podloge za uzgoj biljaka u uvjetima in vitro, sto je dovelo do znacajnog
povecanja istrazivanja rasta, razvoja te diferencijacije biljaka koje rezultiraju razvojem

mikropropagacijskih metoda te metoda oplemenjivanja biljaka (Ganapathi 2004).
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1.5. Cilj istrazivanja

Svojstva AgNP i proizvoda koji ih sadrze jasno ukazuju na njihovu Siroku primjenu i
veliki trzi$ni potencijal, no svaka nova tehnika sa sobom donosi i nove rizike. Uvodenjem
AgNP u industriju potrebno je provesti procjenu sigurnosti i nedvojbeno razumjeti utjecaj tvari
na okoli$ i ljudsko zdravlje. Ovo istrazivanje usmjereno je na ispitivanje toksi¢nosti 100 uM
AgNO; i AgNP stabiliziranih s omota¢ima PVP (AgNP-PVP) i CTAB (AgNP-CTAB), samih
te u kombinaciji s 500 uM cisteinom, poznatim kelatorom Ag* iona na klijance duhana. Cilj
istrazivanja bio je odrediti stabilnost navedenih kombinacija AGNP i AgNO; u hranjivoj
podlozi % MS te ispitati uzrokuju li navedeni tretmani razlike u ekspresiji topivih proteina te
aktivnosti i ekspresiji enzima antioksidacijskoga sustava (SOD, CAT, APX, PPX). Takoder,
istrazivanjem sam pokusala utvrditi kako omotaci PVP i CTAB te dodatak cisteina utjecu na
stabilnost AgNP u hranjivoj podlozi te izazivaju li takve modifikacije razli¢it odgovor klijanaca
duhana. Usporedni tretman AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOj3, samih i u kombinaciji s
cisteinom, razjasnit ¢e potjece li toksi¢nost AgNP od samih nanodestica ili od iona Ag* koji se

s njih otpustaju.
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2. MATERIJALI | METODE
2.1. Materijali

2.1.1. AgNP

Za provedbu eksperimenta Kkoristila sam 100 uM AgNO; te jednaku koncentraciju
laboratorijski sintetiziranih AQNP-PVP i AgNP-CTAB (Daniel Mark Lyons, Institut Ruder
Boskovi¢) te njihovu kombinaciju s cisteinom koncentracije 500 uM. Razli¢ito stabilizirane
AgNP (Slika 5) sintetizirane su prema protokolu Biba i sur. (2020) te su im odredene osnovne
karakteristike. Veli¢ina ve¢ine AgNP iznosila je oko 50 nm te je prevladavao sferi¢ni oblik.
Naboj AgNP-PVP iznosio je -1,0 + 0,6 mV, a koncentracija stock otopine 0,973 mM, dok je
naboj AgNP-CTAB iznosio 11,4 + 1,1 mV, a koncentracija stock otopine 0,7694 mM.

3 a %2 .'J" 3 b
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. 0 b ‘ .' 2. B
t‘ ’ %‘:‘” o
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Slika 5. AgNP stabilizirane a) polivinilpirolidonom, AgNP-PVP i b) cetiltrimetilamonijevim
bromidom, AgNP-CTAB. Fotografije su snimljene transmisijskim elektronskim mikroskopom.
Preuzeto iz rada Biba i sur. (2020).

2.1.2. Biljni materijal

Pripremila sam hranjivu podlogu Murashige i Skoog s polovicnom koncentracijom
makroelemenata, ¥2 MS (Murashige i Skooge 1962) (Tablica 1). Pripremljenu podlogu
razdijelila sam u tikvice, zatvorila vatom i aluminijskom folijom te sterilizirala u autoklavu
(Bari, Hrvatska).
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Tablica 1. Sastav hranjive podloge MS s polovi¢nom (%2 MS) koncentracijom makroelemenata.

Sastojci % MS
Saharoza 759
Pufer MES
(Sigma, Njemacka) 02509
Mioinozitol
(Sigma, Njemacka) 0059
Bl 50 pL
Makroelementi
(CaCly x 2H;0, Na,EDTA, MgSO, x 7H.0, 2,5 mL
KH2PO4, NHsNOs, KNO3)
Makroelement (FeSQO,) 1,25 mL
Mikroelementi
(HsBO3, MnSO4x H,0, ZnSO4 % 7H,0, KI, 500 pL
Na;Mo0O4 x 2H,0, CuSO4 % 5H,0, CoCl, x 6H,0)
pH 5,6
deH20 do 500 mL

Sjemenke duhana sterilizirala sam inkubacijom u 50%-tnoj otopini natrijeva hipoklorita
(Gram-mol, Hrvatska) na mijesalici (Kartell Labware, Australija) u trajanju od 15 minuta.
Daljnje radnje provela sam unutar laminara (Heraeus, Njemacka). Sjemenke duhana tri puta
sam isprala destiliranom vodom te u konacnici nasadila na pripremljenu hranjivu podlogu.
Sjemenke sam ostavila da rastu u biljnoj komori u sljede¢im uvjetima: temperatura 24 + 1 °C,
intenzitet svjetlosti 90 pmol m? s?, ciklus dana i noéi 16/8 sati na tresilici (Koncept media,
Hrvatska) pri 100 rpm okretaja u trajanju od tri tjedna (Slika 6). Kako bih postigla 100 uM
koncentraciju AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs(Sigma, Njemacka) te 500 uM koncentraciju
cisteina (Sigma, Njemacka) pripremila sam radne otopine potrebne za pojedini tretman i u njih
postavila klijance. Nakon 7 dana tretmana, uzorkovala sam cjelokupne klijance te ih koristila za

daljnje analize.
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Slika 6. Prikaz rasta klijanaca u odgovarajué¢im uvjetima u biljnoj komori. Fotografirala Lucija Kotarski.

Za sve analize koriSteni su netretirani klijanci (kontrola), klijanci tretirani sa 100 uM
AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNOgte klijanci tretirani sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB
ili AQNO;3 uz dodatak 500 UM cisteina.

2.2. Metode

2.2.1. Mjerenje stabilnosti AgNP u hranjivoj podlozi %2 MS

U UV-kiveti pripremila sam po 1 mL 100 uM otopine AgNP-PVP, AgNP-CTAB,
AgNO; te njihovih kombinacija s cisteinom u hranjivoj podlozi %2 MS i u redestiliranoj vodi.
Stabilnost pripremljenih AgNP i AgNO; mjerila sam 7 dana UV-Vis spektrofotometrom
(Analytik Jena, Njemacka). Svakoj otopini mjerila sam spektar u rasponu od 300 do 800 nm u
nultoj minuti, 1., 5., 10., 20., 30. minuti, nakon 1, 2, 3 i 4 h te nakon 2., 3., 4., 5., 6. i 7. dana.
Po zavrsetku svakog mjerenja UV-kivete sam prekrila parafilmom kako ne bi doslo do susenja
podloge te ih pohranila u komori u istim uvjetima u kojima su rasli i klijanci duhana. Dobivene

podatke analizirala sam raCunalnim programom Microsoft Excel.

2.2.2. Ekstrakcija topivih proteina
Na svjeze tkivo klijanaca duhana, priblizne mase 450 mg, dodala sam polivinilpirolidon
(Sigma, Njemacka) priblizne mase 15 mg. Tkivo sam usitnila uz dodatak tekuceg dusika u
hladnom tarioniku. Pripremila sam 1 M K,HPO, otapanjem 8,709 g K,HPO, (Kemika,
Hrvatska) u 50 mL redestilirane vode te 1 M KH,PO, (Kemika, Hrvatska) otapanjem 6,804 g
KH,;PO4 u 50 mL redestilirane vode. U praskasti uzorak postepeno sam dodavala po 1 mL
hladnog 0,1 M kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0. Za pripremu 100 mL navedenog pufera koristila
sam 6,15 mL 1 M K;HPO, i 3,85 mL 1 M KH,PO, te nadopunila destiliranom vodom do
zadanog volumena. Homogenizirano tkivo prebacila sam u tubice (Eppendorf, Njemacka) te
14



centrifugirala (Eppendorf, Njemacka) u trajanju od 15 minuta, na 14 000 rpm, pri temperaturi
od 4 °C. Dobiveni supernatant dekantirala sam u ¢isti set tubica te ponovno centrifugirala u
trajanju od 45 min, na 14 000 rpm, pri temperaturi od 4 °C. Dobiveni supernatant dekantirala
sam u Cisti set tubica. Ukupno je napravljeno 6 replika svakog tretmana koje sam pohranilana
-20 °C te koristila za sljede¢e analize: razdvajanje topivih proteina natrijevom dodecil sulfat -
poliakrilamid gel elektroforezom (engl. sodium dodecyl sulphate - polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE), razdvajanje proteina poliakrilamidnom gel elektroforezom u
nativnim uvjetima, odredivanje aktivnosti enzima na gelu, spektrofotometrijsko odredivanje

aktivnosti enzima i imunokemijsku detekciju proteina na membrani.

2.2.3. Odredivanje koncentracije topivih proteina

Za potrebe daljnjih eksperimenata spektrofotometrijski sam odredila koncentraciju
topivih proteina metodom po Bradfordu (1976) na valnoj duljini od 595 nm. Metoda se temelji
na reakciji vezanja boje Coomassie Brilliant Blue (CBB) G-250 na proteine, zbog ¢ega dolazi
do pojave plavog obojenja ¢iji je intenzitet proporcionalan koncentraciji proteina u uzorku.

Pripremila sam Bradford mati¢nu otopinu sastava: 0,01% CBB G-250 (Sigma,
Njemacka); 31,35% (v/v) etanol (Kefo, Hrvatska); 58,6% (v/v) HaPO, (T.T.T., Hrvatska) te
Bradford radnu otopinu sastava: 2,58% (v/v) etanol; 5,28% (v/v) H3PO,4i 6% (v/v) Bradford
mati¢na otopina. Za odredivanje koncentracije topivih proteina pripremila sam bazdarni pravac
izradom niza razrjedenja mati¢ne otopine govedeg serumskog albumina (engl. bovine serum
albumin, BSA) (Sigma, Njemacka). Pripremila sam niz razrjedenja (0,1 — 1,0 mg mL™?) u
otopini 0,1 M Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,0. U zasebnu tubicu dodala sam 1 mL Bradford
radne otopine 1 20 uL pojedinog razrjedenja. Sadrzaj tubice promijesala sam na vorteks
mjesalici (Ika, Njemacka) te inkubirala 10 minuta u mraku. Svako razrjedenje mjerila sam u
dvjema tehnickim replikama. Na jednak na¢in mjerila sam i uzorke, mijesanjem 1 mL Bradford
radne otopine i 20 pL pojedinog uzorka, takoder u dvjema tehni¢kim replikama. Sadrzaj tubice
prebacila sam u Kivete, izmjerila apsorbanciju pojedinog uzorkate na temelju bazdarnog pravca

odredila koncentraciju uzorka koju sam izrazila kao mg mL™ otopine.

15



2.2.4. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima

2.2.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima SOD

Mjerenje aktivnosti enzima SOD provela sam prema protokolu Beauchamp i Fridovich
(1971). Pripremila sam otopine potrebne za mjerenje slijepe probe, mjerenje maksimuma
apsorbancije neinhibirane kontrole koja sadrzava O?, ali ne i SOD, mijerenje uzoraka
proteinskih ekstrakata te razrjedenja standarda enzima SOD potrebnih za izradu bazdarne
krivulje. Sva su mjerenja bila provedena na valnoj duljini od 560 nm. Za potrebe mjerenja
slijepe probe pomijesala sam 800 pL reakcijske smjese (13 mM metionin; Sigma, Njemacka);
75 UM nitro plavi tetrazolij (engl. nitroblue tetrazolium, NBT; Alfa Aesar, SAD) i 0,1 M
etilendiaminotetraoctena Kiselina (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA; T.T.T.,
Hrvatska) otopljeni u 200 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera, pH 7,8), 190 pL 50 mM Kkalij-
fosfatnog pufera, pH 7,8 te 10 uL. 1 mM riboflavina (Sigma, Njemacka). Navedenu otopinu
nisam izlozila izvoru enzima SOD niti svjetlosti transiluminatora, zbog ¢ega nije doslo do
produkcije O, Jednaku otopinu priredila sam i za mjerenje maksimuma produkcije O koji se
na svjetlosti generiraju redukcijom iz riboflavina. Superoksidni anioni reduciraju NBT u
netopivi plavo obojeni produkt, formazan, ¢iju sam apsorbanciju mjerila. Po 6 replika navedene
otopine izloZila sam djelovanju svjetlosti transiluminatora (15 W) u trajanju od 8 minuta te
zatim izmjerila njthovu apsorbanciju. Ocekivane vrijednosti mjerenja apsorbancije iznose 0,5.
Ukoliko nakon prvog mjerenja nisu dobivene priblizno takve vrijednosti, potrebno je izmijeniti
odnose volumena riboflavina i kalij-fosfatnog pufera. Apsorpcijski maksimum neinhibirane
kontrole potrebno je mjeriti iz razloga Sto se u navedenoj otopini ne otapa sav riboflavin. Za
potrebe mjerenja kontrolnih uzoraka, uzimaju se jednaki volumeni reaktanata kao volumeni
uzeti prilikom dobivanja zadovoljavaju¢ih vrijednosti mjerenja maksimuma asorbancije
neinhibirane kontrole, uz proporcionalno smanjenje volumena Kkalij-fosfatnog pufera za
volumen dodanog uzorka. Vrijednosti mjerenja apsorbancije kontrolnih uzoraka trebaju
prikazati smanjenje apsorbancije od 50% u odnosu na apsorpcijski maksimum neinhibirane
kontrole. Identi¢an postupak mjerenja provela sam sa svim uzorcima te sa serijom razrjedenja
SOD standarda poznatih aktivnosti u rasponu od 0,025 do 1 U pL™. Za izradun aktivnosti SOD
u pojedinom uzorku izradila sam bazdarnu krivulju na temelju izmjerenih apsorbancija SOD
standarda. Dobivene rezultate, mjerenja apsorbancije SOD standarda te promatranih uzoraka,
linearizirala sam tako da sam vrijednost maksimalne apsorbancije neinhibirane kontrole
podijelila s apsorbancijom dobivenom za pojedine uzorke i SOD standarde. Specifi¢nu

aktivnost enzima SOD prikazala sam kao srednju vrijednost 6 replika * standardna pogreska,
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a izrazila kao U mg™ proteina gdje je 1 U definirana kao koli¢ina enzima SOD potrebna za

stvaranje 50% inhibicije redukcije NBT u formazan.

2.2.4.2. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima CAT

Mjerenje aktivnosti enzima CAT provela sam prema protokolu Aebi (1984). Metoda se

temelji na mjerenju pada apsorbancije uslijed troSenja H,O, u ovisnosti o vremenu. Pripremila

sam reakcijsku smjesu dodatkom 51 pL H,O, (Gram-mol, Hrvatska) u 50 mL 50 mM kalij-

fosfatnog pufera, pH 7,0. Za potrebe mjerenja slijepe probepomijesala sam 970 uL reakcijske

smjese s 30 uL 0,1 M Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,0, a za mjerenje aktivnosti enzima CAT

svakog pojedina¢nog uzorka pomijeSala sam 970 uL reakcijske smjese s 30 uL proteinskog

ekstrakta. Aktivnost enzima CAT mjerila sam u UV-kivetama na 290 nm svakih 10 sekundi

tijekom 1 minute. Rezultat sam prikazala kao srednju vrijednost 6 replika + standardna

pogreska, a izraCunala prema jednadzbi:

Aktivnost CAT

AAs.vIX6XV(r.s.)XF.R.

CAT = Vuz)xex]

[umol mint mLY)

Specificna aktivnost CAT

AA 1 . .
CAT = ﬁ [IJmOlprodukta mint mg 1proteina]

Oznake:

AA(s.v.) — srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 240 nm tijekom 10 sekundi
6 — faktor korekcije za AA(s.v.) za izraZzavanje rezultata u minuti

V(r.s.) — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

V(uz) — volumen uzorka (0,03 mL)

& — molarni apsorpcijski koeficijent (40 mM* cm™?)

| — duljina optickog puta (1 cm)

y — masena koncentracija proteina (mg mL™?)

Specifi¢nu aktivnost enzima CAT izrazila sam kao koli¢inu utrosenog produkta, H,O,, u mol

min! po mg proteina.
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2.2.4.3. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima APX

Mjerenje specificne aktivnosti enzima APX provela sam prema protokolu Nakano i
Asada (1981). Metoda se temelji na mjerenju pada apsorbancije kao posljedice oksidacije
askorbinske kiseline u ovisnosti o vremenu. Za potrebe mjerenja pripremila sam 10 mM EDTA,
50 mM kalij-fosfatni pufer, pH 7,0; 12 mM H,0,; 10 mM askorbinsku kiselinu (Sigma,
Njemacka) te pufer 1 pripremljen dodatkom 500 pL 10 mM EDTA u 50 mL 50 mM Kalij-
fosfatnog pufera, pH 7,0. Pripremila sam smjesu za mjerenje slijepe potrebe mijeSanjem 800
ML pufera 1; 180 pL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera; pH 7,0; 10 uL 10 mM askorbinske kiseline
i 10 pL 12 mM H;0,. Za mjerenje aktivnosti enzima APX za svaki pojedinacni uzorak
pomijesala sam 800 pL pufera 1, 180 pL proteinskog ekstrakta, 10 uL 10 mM askorbinske
Kiseline i 10 L 12 mM H,0,. Mjerenje je provedeno u UV-kivetama na valnoj duljini od 290
nm svakih 15 sekundi tijekom 1 minute. Rezultat sam prikazala kao srednju vrijednost 6 replika

+ standardna pogreska, a izratunala prema jednadzbi:

Aktivnost APX

_ AAS.v)YX4AxV(r.s.)XF.R.

APX V@uz)xex]

[umol mint mLY)

Specifi¢na aktivnost APX

APX = AApmol [Hm0|produkta min? mg_lproteina]
y(proteina)

Oznake:

AA(s.v.) — srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nm tijekom 15 sekundi
4 — faktor korekcije za AA(s.v.) za izrazavanje rezultata u minuti

V(r.s.) — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

V(uz) — volumen uzorka (0,18 mL)

& — molarni apsorpcijski koeficijent (2,8 mM™* cm™)

| — duljina optickog puta (1 cm)

y — masena koncentracija proteina (mg mL™?)

Specificnu aktivnost enzima APX izrazila sam kao koli¢inu nastalog produkta,

monodihidroaskorbata, u mol min™ po mg proteina.
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2.2.4.4. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima PPX

Mijerenje aktivnosti enzima PPX provela sam prema protokolu Nakano i Asada (1981).

Metoda se temelji na mjerenju pada apsorbancije kao posljedice oksidacije pirogalola u

ovisnosti o vremenu. Pripremila sam reakcijsku smjesu otapanjem 0,126 g pirogalola (Sigma,

Njemacka) u 50 mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,0 te dodatkom 5,5 pL H,0,

neposredno prije koristenja reakcijske smjese. Za potrebe mijerenja slijepe probe pomijesala

sam 980 pL reakcijske smjese s 20 pL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0, a za mjerenje

aktivnosti PPX svakog pojedina¢nog uzorka pomijesala sam 980 uL reakcijske smjese s 20 pL

proteinskog ekstrakta. Mjerenja su napravljena u kivetama na 430 nm svakih 15 sekundi

tijekom 2 minute. Rezultat sam prikazala kao srednju vrijednost 6 replika = standardna

pogreska, a izraCunala prema jednadzbi:

Aktivnost PPX

AA(S.Vv)X4XV(r.s.)XF.R.

PPX = Vuz)xex]

[umol min*t mL™]

Specifi¢na aktivnost PPX

PPX = AApmol

I
~ y(proteina) [LmOlprodukta MIN™ MY~ proteina)

Oznake:

AA(s.v.) — srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nm u tijekom 15 sekundi
4 — faktor korekcije za AA(s.v.) za izrazavanje rezultata u minuti

V(r.s.) — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

V(uz) — volumen uzorka (0,02 mL)

& — molarni apsorpcijski koeficijent (2,47 mM™ cm™?)

| — duljina optickog puta (1 cm)

y — masena koncentracija proteina (mg mL™?)

Specifi¢nu aktivnost enzima PPX izrazila sam kao koli¢inu nastalog produkta, purpurogalina,

u mol min™ po mg proteina.
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2.2.5. Razdvajanje proteina poliakrilamidnom gel elektroforezom u nativnim uvjetima

Poliakrilamidnom gel elektroforezom u nativnim uvjetima moguce je razdvajati
proteine kojima je sacuvana nativna struktura, tj. oCuvane su sve interakcije izmedu proteinskih
podjedinica, sto omogucava analizu bioloske aktivnosti proteina (Balen i sur. 2011). Navedenu
metodu koristila sam za analizu aktivnosti izoformi pojedinih enzima na gelu.

Nativnu elektroforezu provela sam prema protokolu opisanom u Balen i sur. (2011).
Staklene ploce potrebne za izradu gelova prebrisala sam s 96%-tnim etanolom te ih pricvrstila
na drza¢ (BioRad, SAD). Pripremila sam otopine za donji gel prema sastavu prikazanom u
Tablici 2. te na izliveni gel dodala nekoliko kapi 20%-tnog etanola s dodatkom boje bromfenol
plavo (Sigma, Njemacka). Nakon uspjeSne polimerizacije donjeg gela, isprala sam ga s
destiliranom vodom te izlila i gornji gel prema sastavu prikazanom u Tablici 2. Povrh gornjeg
gela namjestila sam Cesljice (BioRad, SAD) radi formiranja jazica. Po zavrSetku polimerizacije,
staklene ploc¢e sam pricvrstila na elektrodni nosa¢ (BioRad, SAD) kojeg sam postavila u kadicu
(BioRad, SAD) u kojoj se nalazio elektrodni pufer sastava 0,25 M Tris (Sigma, Njemacka) i
1,92 M glicin (Sigma, Njemacka). Uzorke sam pomijeSala s 0,5%-tnom otopinom boje
bromfenol plavo vazne radi lakSeg pracenja fronte uzorka u gelu i saharoze (Gram-mol,
Hrvatska) koja povecava gusto¢u uzoraka i osigurava zadrzavanje uzoraka na dnu jazice gela.
Na gel sam nanosila 90 ug proteina po pojedinom uzorku. Elektroforezu sam provela u sustavu
PROTEAN® II xi Cell (Bio-Rad, SAD) prvih 45 minuta pri 100 V, te do kraja elektroforeze
(priblizno 5 h) pri 220 V. Po zavrsetku elektroforeze, svaki gel sam pojedinacno tretirala prema
protokolu za detekciju aktivnosti izoformi specificnog enzima. Intenzitet vrpci pojedinih
izoformi enzima analizirala sam ra¢unalnim programom Image J (National Institutes of Health,

SAD).
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Tablica 2. Sastav gela za elektroforezu u nativnim uvjetima.

Donji gel, gel za razdvajanje Gornji gel, gel za
(12%) koncentriranje (4%)
Destilirana voda 21 mL 9,15 mL
Tris/HCI
(1,5 M pH 8,8 za doniji, 15 mL 3,75 mL
0,5 M pH 6,8 za gornji gel)
Akrilamid/bisakrilamid (AA/BIS)
. ) 24 mL 1,95 mL
(Sigma, Njemacka)
vakuum
10% amonijev peroksodisulfat
(APS) 300 pL 100 pL
(Gram-mol, Hrvatska)
Tetrametiletilendiamin (TEMED)
25 pL 15 pL
(Sigma, Njemacka)

2.2.6. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi enzima na gelu

2.2.6.1. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi enzima SOD

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom u nativnim uvjetima, gel sam tretirala
prema protokolu Beauchamp i Fridovich (1971). Gel sam 25 minuta inkubirala u 50 mL 50
mM Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,8 s dodatkom 0,1 g NBT. Zatim sam gel inkubirala u mraku,
u otopini 100 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera, pH 7,8 uz dodatak 100 uL. 2 mM riboflavina
i 425 pL TEMED-a, u trajanju od 15 minuta, nakon ¢ega sam ga izloZila djelovanju svjetlosti
transiluminatora do pojave bijelih vrpci na ljubicastoj pozadini. Gel sam isprala u destiliranoj

vodi i skenirala (Epson perfection V700 photo, UK).

2.2.6.2. Odredivanje aktivnosti 1 broja izoformi enzima CAT

Proteine sam razdvojila elektroforezom u nativnim uvjetima, a gel tretirala prema
protokolu Woodbury i sur. (1971). Dobiveni gel isprala sam u destiliranoj vodi u trajanju od
15 minuta. Postupak sam ponovila tri puta te sam zatim gel inkubirala 10 minuta u otopini 100
mL destilirane vode i 102 pL H,0,, nakon ¢ega sam ga kratko isprala u destiliranoj vodi te
inkubirala 1 h u mjeSavini dviju otopina soli Zeljeza. Jednu otopinu pripremila sam otapanjem
0,5 g KsFe(CN)g (Alfa Aesar, SAD) u 50 mL destilirane vode, a drugu otapanjem 0,5 g FeCl;
(Carlo Erba, Francuska) u 50 mL destilirane vode. Dobiveni gel zelene pozadine sa zutim

vrpcama sam skenirala.
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2.2.6.3. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi enzima APX

Nakon razdvajanja proteina elektroforezom u nativnim uvjetima uz dodatak 1,761 g
askorbinske kiseline u 5 L pufera za nativnu elektroforezu, gel sam tretirala prema protokolu
Mittler i Zilinkas (1993). Pripremila sam 300 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0 s
dodatkom 0,106 g askorbinske kiseline. Navedenu otopinu razdijelila sam na tri dijela te
koristila za tri uzastopne inkubacije gela u trajanju od 10 minuta. Gel sam zatim inkubirala 20
minuta u prethodno pripremljenoj otopini 100 mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,0 uz
dodatak 0,07 g askorbinske kiseline te 41 uL H,0,. Po zavrSetku inkubacije gel sam isprala u
100 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera, pH 7,0 u trajanju od jedne minute te inkubirala 10 do
15 minuta u otopini 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera, pH 7,8 uz dodatak 0,035 g NBT-a te
215 pL TEMED-a. Dobiveni gel plavoljubicaste pozadine s vidljivim bijelim vrpcama sam

skenirala.

2.2.6.4. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi enzima PPX

Proteine sam razdvojila elektroforezom u nativnim uvjetima, a gel tretirala prema
protokolu Chance i Maehly (1955). Gel sam prvo inkubirala 30 minuta u 100 mL 50 mM kalij-
fosfatnog pufera, pH 7,0, a zatim u otopini 100 mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,0 uz
dodatak 0,252 g pirogalola i 40 uL H,0, u maksimalnom trajanju od 20 minuta. Po pojavi
smedih vrpci na zutoj pozadini gel sam odmah skenirala jer brzo dolazi do gubitka obojenja

proteinskih vrpci.

2.2.7. Razdvajanje topivih proteina SDS-PAG elektroforezom i vizualizacija proteina

Cesto koristena metoda za razdvajanje topivih proteina je SDS-PAGE. Zahvaljujuéi
djelovanju deterdzenta SDS-a, razaraju se disulfidne veze te se otapa, denaturira i disocira
vecina proteina u pojedinacne polipeptidne lance. Nastali kompleksi SDS-proteini imaju
ujednac¢enu gustoéu naboja Sto osigurava elektroforetsko razdvajanje proteina ovisno o
relativnoj molekulskoj masi (Balen 2016). Navedenu metodu Koristila sam za analizu
ekspresije proteina imunokemijskom detekcijom proteina na membrani te kao metodu koja
prethodi bojanju gelova bojom Coomassie Brilliant Blue i srebrovim nitratom radi vizualizacije

dobivenih vrpci.
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2.2.7.1. SDS-PAG elektroforeza

SDS-PAG elektroforezu provela sam prema protokolu po Laemmli-u (Laemmli 1970).
Staklene plo¢e potrebne za izradu gelova prebrisala sam s 96%-tnim etanolom kako bih
uklonila potencijalne necistoce te ih pricvrstila u drzac. Pripremila sam otopine za donji gel
prema sastavu prikazanom u Tablici 3. te na izliveni gel dodala nekoliko kapi 20%-tnog etanola
s dodatkom boje bromfenol plavo radi sprje¢avanja kontakta gela s kisikom koji djeluje kao
inhibitor polimerizacije. Nakon uspjeSne polimerizacije donjeg gela, isprala sam ga s
destiliranom vodom te izlila i gornji gel prema sastavu prikazanom u Tablici 3. Povrh gornjeg
gela namjestila sam ¢esljice radi formiranja jazica. Po zavrSetku polimerizacije staklene ploce
sam pricvrstila na elektrodni nosa¢ (BioRad, SAD) kojeg sam postavila u kadicu (BioRad,
SAD) u kojoj se nalazio elektrodni pufer sastava: 0,25 M Tris; 1,92 M glicin i 10% (w/v) SDS
(Sigma, Njemacka). Prije nanoSenja uzoraka na gel, u svim uzorcima ujednalila sam
koncentraciju proteina dodatkom odgovaraju¢eg volumena pufera za denaturaciju na 100 pL
uzorka, paze¢i da zadrzim omjer pufera za denaturaciju i uzorka minimalno 4:1. Pufer za
denaturaciju sadrzavao je 125 mM Tris pH 6,8; 4% (w/v) SDS; 10% (v/v) p-merkaptoetanol
(Alfa Aesar, SAD); 32% (v/v) glicerol (Kemika, Hrvatska) te oko 100 uL 0,5% boje bromfenol
plavo. Denaturaciju proteina provela sam zagrijavanjem uzoraka u termobloku (Eppendorf,
Njemacka) pet minuta na 95 °C te nanijela odgovaraju¢e volumene uzoraka na gel. U prvu
jazicu svakog gela nanijela sam 2 uL biljega molekulskih masa ColorBURST™
Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich, Njemacka). Za potrebe bojanja gela bojom
Coomassie Brilliant Blue te za metodu imunokemijske detekcije proteina na membrani u svaku
jazicu nanosila sam 12 pg pojedinog proteinskog ekstrakta, dok sam za potrebe bojanja gela
srebrovim nitratom nanosila 8 pg pojedinog proteinskog ekstrakta. Elektroforezu sam provela
u sustavu Mini-PROTEAN® Il Cell (Bio-Rad, SAD) prvih 15 minuta pri 100 V, te do kraja
(priblizno 45 minuta) elektroforeze pri 180 V.
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Tablica 3. Sastav gela za SDS-PAG elektroforezu.

Donji gel, gel za razdvajanje Gornji gel, gel za
(12%) koncentriranje (4%)
Redestilirana voda 3,35 mL 3,05 mL
Tris/HCI
(1,5 M pH 8,8 za doniji, 2,5mL 1,25 mL
0,5 M pH 6,8 za gornji gel)
(AA/BIs) 4 mL 665 pL
vakuum
10% SDS 100 pL 50 pL
10% APS 50 pL 35 uL
TEMED 5 pL 8 UL

2.2.7.2. Bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue

Bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue provela sam prema metodi Balen i sur.
(2011). Pripremila sam otopinu za bojanje sljedeceg sastava: 0,1% (w/v) CBB R-250 (Sigma,
Njemacka); 45% (v/v) metanol (Lach-Ner, Hrvatska); 10% (v/v) ledena octena kiselina
(Avantor, SAD) i redestilirana voda do ukupnog volumena od 100 mL 1 prije koriStenja je
profiltrirala. Po zavrSetku elektroforeze gel sam inkubirala 1 h u navedenoj otopini na tresilici
(Koncept media, Hrvatska) pri sobnoj temperaturi. Za odbojavanje sam pripremila otopinu
sljedecega sastava: 10% (v/v) octena kiselina; 20% (v/v) metanol i destilirana voda do ukupnog
volumena od 1 L. Gel sam ostavila u navedenoj otopini tijekom noci na tresilici pri sobnoj
temperaturi. Otopinu za odbojavanje zamijenila sam nekoliko puta sve dok se u potpunosti nije

odbojala pozadina gela, nakon ¢ega sam gel skenirala.

2.2.7.3. Bojanje gelova srebrovim nitratom
Bojanje gelova srebrovim nitratom provela sam prema metodi Blum i sur. (1987).
Otopine koje sam koristila za bojanje gela pripremila sam neposredno prije njihova koristenja.
Po zavrsetku elektroforeze, gel sam inkubirala 1 h u fiksativu sastava: 50% etanol, 12% octena
kiselina, 500 pL formaldehida (T.T.T., Hrvatska) i destilirana voda do ukupnog volumena od
1 L. Zatim sam gel isprala tri puta s 30%-tnim etanolom. Svako ispiranje trajalo je 20 minuta.
Uslijedila je obrada gela s neposredno pripremljenom otopinom 20 mg Na,S,03 x 5H,0
(T.T.T., Hrvatska) u 100 mL redestilirane vode u trajanju od 1 minute te 3 nova ispiranja po 20
sekundi s redestiliranom vodom. Gel sam zatim impregnirala 20 minuta u otopini sljedecega
sastava: 200 mg AgNO;, 75 pL formaldehid i redestilirana voda do ukupnog volumena od 100
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mL, nakon ¢ega sam ga isprala dva puta po 20 sekundi redestiliranom vodom. Razvijanje
proteinskih vrpci provela sam inkubacijom u trajanju od nekoliko minuta u otopini za razvijanje
(6 g Na,CO3 (Kemika, Hrvatska); 50 pL formaldehida; 2 mL ranije pripremljene otopine
Na,S,03). Nakon pojave smedih vrpci, razvijanje sam zaustavila inkubacijom gela u stop
otopini (50% etanol, 12% octena kiselina i destilirana voda do ukupnog volumena od 1 L).
Dobiveni gel sam skenirala.

2.2.8. Imunokemijska detekcija proteina na membrani

Analiza ekspresije proteina imunokemijskom detekcijom proteina na membrani
podrazumijeva nekoliko koraka: ekstrakciju proteina (poglavlje 2.2.2.), mjerenje koncentracije
proteina (poglavlje 2.2.3.), SDS-PAG elektroforezu (poglavlje 2.2.7.1.), prijenos proteina na
nitroceluloznu membranu te detekciju vrpci kako je opisano u Balen i sur. (2011). Prije
provedbe imunokemijske detekcije proteina na membrani pripremila sam pufer za prijenos (28
mM Tris, 192 mM glicin, 10% (v/v) metanol otopljeni su u destiliranoj vodi ukupnog volumena
od 1 L) te sam u njemu namocila spuzvice, Whatmann filter papir (Sigma, Njemacka) te
nitroceluloznu membranu (Sigma, Njemacka) koju sam Koristila za prijenos proteina. U kazeti
(Bio-Rad, SAD) sam redom slozila spuzvicu, Whatmann filter papir, nitroceluloznu
membranu, gel dobiven nakon elektroforeze, Whatmann filter papir te spuzvicu. Dobro sam
istisnula mjehuri¢e zraka iz sustava te polozila kazetu u kadicu (Bio-Rad, SAD) koja je
sadrzavala pufer za prijenos 1 led paze¢i na orijentaciju kazete. Gel mora biti polozen uz
negativnu elektrodu, a membrana uz pozitivhu kako bi se negativno nabijeni kompleksi
protein-SDS s gela mogli kretati prema membrani. Pokrenula sam prijenos u sustavu Mini
Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, SAD) u trajanju od 60 minuta na 60 V. Po
zavrSetku prijenosa, membranu sam obojala 0,5% bojom Rouge Ponceau (Thermo Fisher
Scientific, SAD) pripremljenoj u 1% octenoj Kiselini kako bih potvrdila uspjesnost prijenosa
proteina s gela na membranu. Nekoliko minuta sam odbojavala membranu u destiliranoj vodi
te ju dodatno odbojala dva puta po 2 minute u puferu TBS (eng. tris-buffered saline; 50 mM
Tris/HCI, 150 mM NaCl (Gram-mol, Hrvatska), pH 7,5). Grafitnom olovkom oznadila sam
vrpce biljega molekulskih masa na membrani. Pripremila sam 1% (w/v) puferiranu otopinu
fosfatnih soli (engl. phospate buffer saline, PBS) sastava: 10 mM Na,HPO, (Kemika,
Hrvatska), 1,7 mM KH,PO,, 130 mM NaCl i 2,7 mM KCI (Kemika, Hrvatska), pH 7,4; te
otopinu A (pufer PBS; 1% Tween 20 (Sigma, Njemacka); 2% (w/v) mlijeko u prahu (Gram,
Italija) za antitijela anti-SOD, anti-CAT i anti-APX, odnosno 5% (w/v) mlijeko u prahu za
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antitijelo anti-PPX i otopinu B (pufer PBS; 1% Tween 20). Svaku sam membranu pojedina¢no
inkubirala u otopini A na tresilici u trajanju od 60 minuta, nakon ¢ega sam je inkubirala preko
no¢i u pripremljenoj otopini odgovarajuceg primarnog antitijela u otopini A pri 4 °C (Tablica
4). Sljedeci dan sam tri puta isprala svaku membranu u odgovarajucoj 2% ili 5% otopini A u
trajanju od 10 minuta te zatim 60 minuta u otopini A uz dodatak sekundarnog antitijela (Tablica
4). Membrane sam potom dva puta isprala u otopini B u trajanju od 10 minuta te na njih
djelovala otopinama za kemiluminiscenciju. Za detekciju enzima SOD, CAT i APX koristena
je WesternSure Premium otopina za detekciju (LI-COR Biotechnology, SAD), a za detekciju
enzima PPX koristena je otopina ECL Western Blotting (Promega, SAD). Dobivene sam vrpce

skenirala na uredaju LiCor (Bioscience, SAD).

Tablica 4. Primarna i sekundarna antitijela kori$tena za imunokemijsku detekciju proteina na

membrani.
SOD CAT APX PPX
Poliklonalno Poliklonalno Poliklonalno Poliklonalno
kuniéje antitijelo kuniéje antitijelo kunicje antitijelo kunicje antitijelo
] anti-SOD anti-CAT anti-APX anti-PPX
primarno
i) (razrjedenje (razrjedenje (razrjedenje (razrjedenje
antitijelo
: 1:1000) 1:1000) 1:1000) 1:1000)
(Agrisera, (Agrisera, (Agrisera, (Agrisera,
Svedska) Svedska) Svedska) Svedska)
Anti-kuniéji IgG-HRP
sekundarno
o (razrjedenje 1:10000)
antitijelo 5
(Agrisera, Svedska)

2.3. Analiza i statisti¢ka obrada podataka

Rezultati iz poglavlja 3.2. i 3.3. analizirani su u programu Statistica 12.5. (StatSoft,
SAD) te prikazani kao srednja vrijednost 6 tehnickih replika + standardna pogreska. Navedeni
pokusi ponovljeni su dva puta s razli¢itim bioloSkim replikama. Za usporedbu podataka i
utvrdivanje statisti¢ki znacajne razlike koristila sam jednosmjernu analizu varijance (eng. one-
way analysis of variance, ANOVA). Za utvrdivanje medusobne razlike izmedu promatranih
skupina koristila sam post hoc Duncan test. Statisticki znacajnom razlikom smatrala sam
razliku p < 0,05. Statisticki sam usporedila kontrolnu skupinu s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i
AgNO; te odnose prikazala razliitim malim tiskanim slovima ukoliko su se tretmani

medusobno statisticki znacajno razlikovali. Zatim sam usporedila kontrolnu skupinu s
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tretmanima srebrom uz dodatak cisteina te odnose prikazala velikim tiskanim slovima.
Takoder, usporedila sam i tretmane s odgovaraju¢om otopinom AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili
AgNO; te njihovom kombinacijom s cisteinom te ukoliko je postojala statistiCka razlika

oznacila sam ju zvjezdicom (*).
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REZULTATI



3. REZULTATI
3.1. Spektrofotometrijska analiza otopina AgNP i AgNO; u hranjivoj podlozi ¥2 MS

3.1.1. Analiza otopine AgNP-PVP

Na grafickom prikazu (Slika 7) prikazani su rezultati analize stabilnosti 100 uM AgNP-
PVP u hranjivoj podlozi %> MS mjereni kroz vremenski period od 7 dana. U nultoj minuti
analiziran je spektar AGQNP-PVP u ultrac¢istoj MilliQ vodi i dobiven je apsorpcijski maksimum
na valnoj duljini od 434 nm. U hranjivoj podlozi ¥ MS apsorpcijski maksimum u nultoj minuti
izmjeren je na valnoj duljini od 451 nm 1 taj pomak prema vecoj valnoj duljini ukazuje na
agregaciju AgNP-PVP (Slika 7A). Uz pomak valne duljine apsorpcijskog maksimuma
zabiljeZeno je i smanjenje apsorbancije sa 0,35 (MilliQ voda) na 0,30 (hranjiva podloga). Kroz
promatrano vremensko razdoblje valna duljina apsorpcijskog maksimuma AgNP-PVP u
hranjivoj podlozi samo se blago pomicala prema manjim valnim duljinama u odnosu na
apsorpcijski maksimum dobiven u nultoj minuti, ali je zabiljeZen znacajniji pad vrijednost
apsorbancije, $to upucuje na disocijaciju iona Ag*. U prvome danu apsorpcijski maksimum
nanocestica ostao je gotovo nepromijenjen s minimalnom promjenom apsorbancije. Promjena
je detektirana u drugom danu te se nastavila do posljednjeg dana mjerenja. Vrijednost
apsorbancije pocela se smanjivati u odnosu na apsorbanciju izmjerenu u nultoj minuti, no

pozicija apsorpcijskog maksimuma ostala je nepromijenjena (Slika 7B).
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Slika 7. Apsorpcijski spektri 100 uM AgNP-PVP u hranjivoj podlozi ¥2 MS. Apsorbancija je mjerena
u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm. A) u 0., 1., 5., 10., 20., 30. minuti te nakon 1., 2., 3., 4. sata;
i B) svakodnevno od 2. do 7. dana. Za usporedbu rezultata koristen je kontrolni uzorak pripremljen u
MilliQ vodi (MilliQ voda 0 min). Strelicama su oznaceni apsorpcijski maksimumi u nultoj minuti u

MilliQ vodi i hranjivoj podlozi.
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3.1.2. Analiza otopine AgNP-PVP uz dodatak cisteina

Slika 8. prikazuje rezultate analize stabilnosti 100 uM AgNP-PVP uz dodatak 500 pM
cisteina u hranjivoj podlozi ¥2 MS kroz vremenski period od 7 dana. U nultoj minuti izmjeren
je spektar AgNP u MilliQ vodi te je dobiven apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 442
nm i dodatni pik na valnoj duljini od 369 nm, dok je analiza hranjive podloge ¥ MS u nultoj
minuti rezultirala pojavom apsorpcijskog maksimuma na valnoj duljini od 454 nm, sto ukazuje
na agregaciju AgNP (Slika 8A). Tijekom prvih 30 minuta mjerenja u hranjivoj podlozi nisu
detektirane promjene u valnoj duljini apsorpcijskog maksimuma i apsorbanciji. Nakon jednog
sata zabiljeZeno je smanjenje apsorbancije te kroz daljnja mjerenja postepeni nestanak
apsorpcijskog maksimuma na valnoj duljini od 454 nm uz pojavu pika male apsorbancije na
valnoj duljini od 359 nm, sto ukazuje na proces disocijacije te moguci nastanak malih agregata
(Slika 8A). Od drugog dana mjerenja na dalje nije detektiran niti jedan SPR pik, $to ukazuje na
potpuni raspad AgNP (Slika 8B).
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Slika 8. Apsorpcijski spektri 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cisteina u hranjivoj podlozi ¥ MS.
Apsorbancija je mjerena u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm. A) u 0., 1., 5., 10., 20., 30. minuti
tenakon1., 2., 3., 4. sata; i B) svakodnevno od 2. do 7. dana. Za usporedbu rezultata koristen je kontrolni
uzorak pripremljen u MilliQ vodi (MilliQ voda 0 min). Strelicama su oznaceni apsorpcijski maksimumi

u nultoj minuti u MilliQ vodi i hranjivoj podlozi.
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3.1.3. Analiza otopine AgNP-CTAB

Na Slici 9. prikazani su rezultati analize stabilnosti 100 uM AgNP-CTAB u hranjivoj
podlozi %2 MS kroz vremenski period od 7 dana. U nultoj minuti izmjeren je spektar AgNP u
MilliQ vodi i dobiven je apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 485 nm (Slika 9A).
Analiza spektra AGQNP-CTAB u hranjivoj podlozi %2 MS u nultoj minuti rezultirala je pojavom
apsorpcijskog maksimuma na valnoj duljini od 500 nm, sto ukazuje na malu agregaciju AgNP.
Od prve minute pracenja stabilnosti AgNP-CTAB u hranjivoj podlozi detektirano je
kontinuirano smanjenje apsorbancije te postepeni nestanak apsorpcijskog maksimuma, koji
nakon prvog dana mjerenja vise nije bio prisutan, Sto ukazuje na potpuni raspad AQNP-CTAB

u hranjivoj podlozi ili interakciju s prisutnim ionima iz podloge (Slika 9B).
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Slika 9. Apsorpcijski spektri 200 uM AgNP-CTAB u hranjivoj podlozi %2 MS. Apsorbancija je mjerena
u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm. A)u 0., 1., 5., 10., 20., 30. minuti te nakon 1., 2., 3., 4. sata;
i B) svakodnevno od 2. do 7. dana. Za usporedbu rezultata koristen je kontrolni uzorak pripremljen u
MilliQ vodi (MilliQ voda 0 min). Strelicama su oznaceni apsorpcijski maksimumi u nultoj minuti u

MilliQ vodi i hranjivoj podlozi.
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3.1.4. Analiza otopine AgNP-CTAB uz dodatak cisteina

Na grafickom prikazu (Slika 10) prikazani su rezultati analize stabilnosti 100 uM
AgNP-CTAB uz dodatak 500 pM cisteina u hranjivoj podlozi %2 MS kroz vremenski period od
7 dana. U nultoj minuti izmjeren je spektar AgNP u MilliQ vodi i dobiven apsorpcijski
maksimum na valnoj duljini od 488 nm (Slika 10A). Analiza spektra AQNP-CTAB u hranjivoj
podlozi ¥2 MS u nultoj minuti rezultirala je pojavom apsorpcijskog maksimuma na valnoj
duljini od 493 nm (Slika 10A), $to ukazuje na proces agregacije AgNP u podlozi. Daljnjom
analizom stabilnosti AQNP-CTAB u hranjivoj podlozi utvrdeno je postupno smanjenje
apsorbancije 1 pomak apsorpcijskog maksimuma prema ve¢im valnim duljinama, $to takoder
ukazuje na agregaciju AgNP. Vrijednost apsorpcijskog maksimuma do drugog sata nije se
mijenjala, nakon cega se apsorbancija postepeno smanjivala i nakon drugog dana mjerenja pik

vise nije bio prisutan (Slika 10B).
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Slika 10. Apsorpcijski spektri 100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cisteina u hranjivoj podlozi ¥2 MS.
Apsorbancija je mjerena u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm. A) u 0., 1., 5., 10., 20., 30. minuti
tenakon1., 2., 3., 4. sata; i B) svakodnevno od 2. do 7. dana. Za usporedbu rezultata koristen je kontrolni
uzorak pripremljen u MilliQ vodi (MilliQ voda 0 min). Strelicama su oznaceni apsorpcijski maksimumi

u nultoj minuti u MilliQ vodi i hranjivoj podlozi.
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3.1.5. Analiza otopine AgNO;

Slika 11. prikazuje rezultate analize 100 uM AgNO; u hranjivoj podlozi %> MS u
vremenskom periodu od 7 dana. Mjerenjem spektra AgNOz u nultoj minuti u hranjivoj podlozi
detektiran je slabo definirani pik na valnoj duljini od 323 nm, dok analizom spektra AgNO; u
MilliQ vodi nije detektiran pik u izabranom rasponu valnih duljina (Slika 11A), §to pokazuje
da u otopini nisu bile prisutne nanocestice. Daljnjom analizom utvrdeno je postepeno
smanjenje apsorbancije 1 pomak apsorpcijskog maksimuma prema ve¢im valnim duljinama

(Slika 11B), sto ukazuje na povezivanje slobodnih iona Ag* s komponentama hranjive podloge.
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Slika 11. Apsorpcijski spektri 100 uM AgNO; u hranjivoj podlozi Y2 MS. Apsorbancija je mjerena u
rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm. A)u 0., 1., 5, 10., 20., 30. minuti te nakon 1., 2., 3., 4. sata;

i B) svakodnevno od 2. do 7. dana. Za usporedbu rezultata koristen je kontrolni uzorak pripremljen u

MilliQ vodi (MilliQ voda 0 min). Strelicom je oznacen apsorpcijski maksimum u nultoj minuti u

hranjivoj podlozi.
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3.1.6. Analiza otopine AgNO; uz dodatak cisteina

Slika 12. prikazuje spektar otopine 100 uM AgNO; s dodatkom 500 uM cisteina u
hranjivoj podlozi %2 MS kroz vremenski period od 7 dana. Spektar izmjeren u MilliQ vodi
pokazuje apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 354 nm (Slika 12A). Analiza u nultoj
minuti u hranjivoj podlozi nije pokazala stvaranje apsorpcijskog maksimuma, ali je ve¢ u petoj
minuti zabiljezen pik na valnoj duljini od 349 nm (Slika 12A). Sve do tridesete minute mjerenja
povecavala se apsorbancija apsorpcijskog maksimuma, nakon ¢ega se postepeno smanjivala te

nakon prvog dana analize pik viSe nije bio prisutan (Slika 12B).
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Slika 12. Apsorpcijski spektri 100 uM AgNO; i 500 uM cisteina u hranjivoj podlozi % MS.
Apsorbancija je mjerena u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm. A) u 0., 1., 5., 10., 20., 30. minuti
tenakon1., 2., 3., 4. sata; i B) svakodnevno od 2. do 7. dana. Za usporedbu rezultata koristen je kontrolni
uzorak pripremljen u MilliQ vodi (MilliQ 0 voda min). Strelicom je ozna¢en apsorpcijski maksimum u
nultoj minuti u MilliQ vodi.
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3.2. Koncentracija topivih proteina
Na Slici 13. prikazane su koncentracije topivih proteina izmjerene u klijancima duhana
koji su tretirani 100 pM otopinama AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNO; samih i u
kombinaciji s 500 uM cisteinom. Nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika izmedu kontrole
i tretmana s AQNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNQO;. Statisti¢ki znac¢ajno smanjenje koncentracije

topivih proteina zabiljeZeno je nakon tretmana klijanaca s AgNP-PVP uz dodatak cisteina u
odnosu na kontrolu.
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Slika 13. Koncentracija topivih proteina u Klijancima duhana. K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP,
2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 — 100 uM AgNP-CTAB i 500
MM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i 500 uM cistein. Koncentracija je prikazana kao
srednja vrijednost 6 replika + standardna pogreSska. Slova iznad stupaca ukazuju na rezultate
statistickoga testa (p<0,05; Duncan test). Razli¢ita mala slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku
izmedu kontrole i tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO;. Razli¢ita velika slova oznacavaju

statisti¢ki znacajnu razliku izmedu kontrole 1 kombiniranih tretmana s cisteinom.
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3.3. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima
3.3.1. Aktivnost enzima SOD
Nije zabiljeZena znacajna razlika u aktivnosti enzima SOD izmedu kontrole i tretmana
s AgNP i AgNO; (Slika 14). Usporedbom kontrole i kombiniranih tretmana s cisteinom,
statisti¢ki znacajno smanjenje utvrdeno je nakon kombiniranog tretmana AgNP-PV/P i cisteina,

koji je takoder rezultirao i znacajno nizom vrijednosti u usporedbi s tretmanom sa samim

AgNP-PVP (Slika 14).
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Slika 14. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima SOD u klijancima duhana. K — kontrola,
1-100 pM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 —100
UM AgNP-CTAB i 500 UM cistein, 5— 100 uM AgNO3, 6 — 100 uM AgNO;i 500 UM cistein. Aktivnost
enzima SOD prikazana je kao srednja vrijednost 6 replika + standardna pogreska. Slova iznad stupaca
ukazuju na rezultate statistickoga testa (p<0,05; Duncan test). Razli¢ita mala slova oznacavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs;. Razli¢ita velika
slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i kombiniranih tretmana s cisteinom.
Zvjezdica (*) oznadava statisticki znacajnu razliku izmedu tretmana AgNP-PVP, AgNP- CTAB ili
AgNO;u odnosu na njihovu kombinaciju s cisteinom.
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3.3.2. Aktivnost enzima CAT
Statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima CAT nije zabiljezena ni u jednom
tretmanu u odnosu na kontrolu, kao niti izmedu tretmana AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO;

u odnosu na kombinirane tretmane s cisteinom (Slika 15).
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Slika 15. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima CAT u klijancima duhana. K — kontrola,
1-100 pM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 —100
UM AgNP-CTAB i 500 UM cistein, 5100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i 500 UM cistein. Aktivnost
enzima CAT prikazana je kao srednja vrijednost 6 replika + standardna pogreska. Slova iznad stupaca
ukazuju na rezultate statistiCkoga testa (p<0,05; Duncan test). Razli¢ita mala slova oznacavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs. Razli¢ita velika

slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i kombiniranih tretmana s cisteinom.
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3.3.3. Aktivnost enzima APX

Znacajno smanjenje aktivnosti enzima APX zabiljeZeno je nakon izlaganja klijanaca
tretmanu s AgNP-PVP u usporedbi s kontrolom (Slika 16). Pri usporedbi kontrole i
kombiniranih tretmana s cisteinom, detektirano je statisticki znacajno smanjenje aktivnosti
enzima APX nakon tretmana s AQNP-CTAB i cisteina te AgNOjs i cisteina. Statisticki znacajna
razlika u aktivnosti enzima APX zabiljezena je i izmedu tretmana s AgNP-PVP i AgNP-PVP
u kombinaciji s cisteinom, gdje je cistein uzrokovao znacajni porast aktivnosti, koja je bila

priblizne vrijednosti kao u kontroli (Slika 16).
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Slika 16. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima APX u klijancima duhana. K — kontrola,
1-100 pM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 —100
UM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5—100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i 500 UM cistein. Aktivnost
enzima APX prikazana je kao srednja vrijednost 6 replika + standardna pogreska. Slova iznad stupaca
ukazuju na rezultate statistiCkoga testa (p<0,05; Duncan test). Razli¢ita mala slova oznacavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO;. Razli¢ita velika
slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i kombiniranih tretmana s cisteinom.
Zvjezdica (*) oznadava statisticki znacajnu razliku izmedu tretmana AgNP-PVP, AgNP- CTAB ili

AgNO; U odnosu na njihovu kombinaciju s cisteinom.
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3.3.4. Aktivnost enzima PPX

Nije utvrdena statisticki znaCajna razlika izmedu kontrole i tretmana s razli¢ito
stabiliziranim AgNP i AgNOs, ali je zabiljeZeno statistiCki znacajno smanjenje aktivnosti
enzima PPX nakon izlaganja klijanaca kombiniranim tretmanima AgNP-CTAB i AgNOs s
cisteinom u odnosu na kontrolu (Slika 17). Statisticki znacajna razlika u aktivnosti enzima PP X
zabiljeZena je i izmedu tretmana s AgNOs i hjegove kombinacije s cisteinom, gdje je dodatak

cisteina znacajno smanjio aktivnost (Slika 17).
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Slika 17. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti enzima PPX u klijancima duhana. K — kontrola,
1-100 pM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 —100
UM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 —100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i 500 UM cistein. Aktivnost
enzima PPX prikazana je kao srednja vrijednost 6 replika + standardna pogreSka. Slova iznad stupaca
ukazuju na rezultate statistickoga testa (p<0,05; Duncan test). Razli¢ita mala slova oznacavaju statisticki
znacajnu razliku izmedu kontrole i tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO;. Razli¢ita velika
slova oznacavaju statisticki znacajnu razliku izmedu kontrole i kombiniranih tretmana s cisteinom.
Zvjezdica (*) oznadava statisticki znacajnu razliku izmedu tretmana AgNP-PVP, AgNP- CTAB ili

AgNO;u odnosu na njihovu kombinaciju s cisteinom.
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3.4. Aktivnost i broj izoformi enzima na gelu
3.4.1. Aktivnost enzima SOD
Nakon razdvajanja proteina elektroforezom u nativnim uvjetima detektirano je 7
razli¢ito pokretljivih izoformi enzima SOD, koje su oznacene kao SOD1 - SOD7 (Slika 18).
Samo je izoforma SODI pokazala razliku u intenzitetu nakon razli¢itih tretmana; slabiji
intenzitet ove izoforme detektiran je u kontroli i tretmanima s AgNO; u usporedbi s tretmanima

s AgNP-PVP i AgNP-CTAB, samima i kombinaciji s cisteinom (Slika 18).

Slika 18. Aktivnost izoformi enzima SOD u klijancima duhana u gelu nakon elektroforeze u nativnim
uvjetima. K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM
AgNP-CTAB, 4 -100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 UM AgNO;i
500 uM cistein.

3.4.2. Aktivnost enzima CAT

Nakon provedene elektroforeze u nativnim uvjetima, u gelu je detektirana samo jedna
izoforma katalaze, oznac¢ena kao CAT1 (Slika 19), ¢ija je ekspresija u kontroli bila vrlo slaba.
Detektiran je pojacan intenzitet ove izoforme nakon tretmana s AgNP-CTAB i AgNO; u
odnosu na kontrolu i tretmane s AQNP-PVP. ZabiljeZena je i razlika izmedu tretmana AgNP-
PVP i AgNP-CTAB i pripadajuc¢ih kombinacija s cisteinom, gdje je u oba tretmana dodatak
cisteina smanjio jakost signala izoforme CAT1.
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Slika 19. Aktivnost izoforme enzima CAT u klijancima duhana u gelu nakon elektroforeze u nativnim
uvjetima. K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM
AgNP-CTAB, 4 —100 pM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 pM AgNO,, 6 — 100 pM AgNO; i
500 uM cistein.

3.4.3. Aktivnost enzima APX

Aktivnost enzima APX prikazana je na Slici 20. Detektirano je 10 razli¢ito pokretljivih
izoformi enzima APX, koje su ozna¢ene kao APX1 - APX10. Utvrdeno je povecanje intenziteta
izoformi APX7 i APX8 nakon tretmana s AQNP-CTAB u odnosu na kontrolu. Usporedbom
kontrole i kombiniranog tretmana AgNOs i cisteina, detektirano je smanjenje intenziteta
izoformi APX1 - APX3, APX6 i APX9. Razlike izmedu tretmana s AgNOg3 i kombiniranog
tretmana s cisteinom zabiljeZene su za izoforme APX1 - APX6 i APX9, gdje je dodatak cisteina
rezultirao smanjenjem intenziteta vrpci. Za izoforme APX7 i APX8 detektiran je porast
intenziteta signala nakon kombiniranog tretmana s AQNP-PVP i cisteinom u odnosu na tretman
s AgNP-PVP (Slika 20).
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Slika 20. Aktivnost izoformi enzima APX u klijancima duhana u gelu nakon elektroforeze u nativnim
uvjetima. K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM
AgNP-CTAB, 4 -100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i
500 uM cistein.

3.4.4. Aktivnost enzima PPX

Aktivnost enzima PPX prikazana je na Slici 21. Detektirano je 9 razli¢ito pokretljivih
izoformi enzima koje su oznac¢ene kao PPX1 - PPX9. Nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNO; utvrdeno je povecanje intenziteta izoformi PPX2 i PPX3 u odnosu na kontrolu,
dok je za izoforme PPX1 - PPX3 zabiljezen smanjeni intenzitet nakon kombiniranog tretmana
AgNO; i cisteina. Svi kombinirani tretman pokazali su smanjeni intenzitet vrpci PPX1 -PPX3

u odnosu na odgovarajuée tretmane bez cisteina (Slika 21).
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Slika 21. Aktivnost izoformi enzima PPX u klijancima duhana u gelu nakon elektroforeze u nativnim

uvjetima. K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 pM cistein, 3 — 100 uM

AgNP-CTAB, 4 -100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNOsi
500 UM cistein.

3.5. Ekspresija topivih proteina

Na Slikama 22. i 23. prikazana je ekspresija topivih proteina u klijancima duhana.
Nakon bojanja gela bojom CBB (Slika 22) detektiran je manji broj vrpci u odnosu na gel obojan
srebrovim nitratom (Slika 23). Analiza intenziteta vrpci u gelu obojanom bojom CBB pokazala
je smanjenu ekspresiju proteina veli¢ine oko 150 kDa nakon svih tretmana u odnosu na
kontrolu (crvena strelica) (Slika 22). Ekspresija proteina od oko 60 kDa smanjena je nakon
kombiniranog tretmana s AgNP-PVP u odnosu na kontrolu i ostale tretmane (crna strelica).
Protein veli¢ine oko 50 kDa pokazao je smanjenu ekspresiju nakon kombiniranog tretmana s
AgNP-PVP i cisteina u odnosu na kontrolu i tretman sa samim AgNP-PVP, dok je nakon
tretmana s AgNP-CTAB i AgNO; i njihovih kombinacija s cisteinom zabiljeZeno povecéanje
ekspresije istog proteina (zelena strelica). Ekspresija proteina veli¢ine oko 30 kDa (ljubicasta
strelica) nakon bojanja gela bojom CBB (Slika 22) bila je slabija u odnosu na protein iste
veli¢ine na gelu obradenom srebrovim nitratom (Slika 23).

Nakon bojanja srebrovim nitratom detektirana je smanjena ekspresija proteina veli¢ine
oko 150 kDa nakon svih tretmana u odnosu na kontrolu (crvena strelica) (Slika 23). Ekspresija
proteina od oko 60 kDa bila je pove¢ana nakon tretmana s AgNP-PVP i AQNP-CTAB injihovih
kombinacija s cisteinom u usporedbi s kontrolom, dok je isti protein pokazao smanjenu

ekspresiju nakon oba tretmana s AgNO; (crna strelica). Zabiljezena je 1 jaca ekspresija
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proteina od oko 30 kDa (ljubicasta strelica) te smanjena ekspresija proteina od oko 50 kDa

(zelena strelica) u odnosu na proteine iste veli¢ine na gelu obojanom bojom CBB.
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Slika 22. Ekspresija topivih proteina u klijancima duhana dobivena bojanjem gela bojom CBB nakon
provedene SDS-PAG elektroforeze. M — biljeg molekulskih masa (kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM
AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 — 100 uM AgNP-
CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO3, 6 — 100 uM AgNO5i 500 UM cistein.
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Slika 23. Ekspresija topivih proteina u klijancima duhana dobivena bojanjem gela srebrovim nitratom
nakon provedene SDS-PAG elektroforeze. M — biljeg molekulskih masa (kDa), K — kontrola, 1 — 100
UM AgNP-PVP, 2 - 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-CTAB, 4 — 100 uM
AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i 500 pM cistein.
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3.6. Imunokemijska detekcija proteina na membrani

3.6.1. Ekspresija proteina SOD

Imunodetekcijom na membrani detektirane su tri izoforme proteina SOD: SOD1 (60
kDa), SOD2 (10 kDa) i SOD3 (8 kDa) (Slika 24). lzoforma SOD1 pokazala je jednaku
ekspresiju u kontroli i svim tretmanima, dok je izoforma SOD2 detektirana samo u kontroli i
tretmanu s AGNP-PVP. Izoforma SOD3 pokazala je najjaci intenzitet u kontroli, dok je bila
slabija u svim tretmanima. Izmedu tretmana s AgNP-PVP i kombinacije s cisteinom nije
zabiljeZena razlika u intenzitetu vrpce SOD3, dok je nakon kombiniranih tretmana AgNP-
CTAB i AgNQO; s cisteinom, intenzitet vrpce bio znacajno slabiji u odnosu na tretmane sa

samim AgNP-CTAB i AgNO; (Slika 24).
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Slika 24. Imunokemijska detekcija proteina SOD u klijancima duhana. M — biljeg molekulskih masa
(kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM
AgNP-CTAB, 4 — 100 M AgNP-CTAB i 500 pM cistein, 5 — 100 pM AgNOs, 6 — 100 uM AgNOsi
500 uM cistein.

3.6.2. Ekspresija proteina CAT

Analizom membrane nakon imunodetekcije utvrdena je jedna izoforma Katalaze,
CAT1, od 50 kDa (Slika 25). U kontroli je ekspresija proteina CAT1 bila znatno slabija u
odnosu na sve tretmane. Najjaci intenzitet ove izoforme zabiljeZen je nakon tretmana s AgNP-
CTAB i kombiniranog tretmana s cisteinom. Kombinirani tretmani AgNP-PVP i AgNOs s

cisteinom uzrokovali su povecanje ekspresije izoforme CAT1 u odnosu na tretmane sa samim
AgNP- PVP i AgNO; (Slika 25).
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Slika 25. Imunokemijska detekcija proteina CAT u Klijancima duhana. M — biljeg molekulskih masa
(kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM
AgNP-CTAB, 4 — 100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i
500 UM cistein.

3.6.3. Ekspresija proteina APX

Imunodetekcijom askorbat peroksidaze detektirano je 8 izoformi ovog proteina:
APX1 (220 kDa), APX2 (180 kDa), APX3 (60 kDa), APX4 (55 kDa), APX5 (50 kDa), APX6
(30 kDa), APX7 (25 kDa) i APX8 (22 kDa) (Slika 26). 1zoforma APX1 eksprimirana je samo
nakon tretmana s AQNP-CTAB i njegovog kombiniranog tretmana s cisteinom. Izoforma
APX2 bila jednako je eksprimirana u svim tretmanima. [zoforma APX3 zabiljezena je nakon
tretmana s AQNP-CTAB, dok je izoforma APX4 detektirana nakon tretmana s AQNP-CTAB
i AgNO:s. Izoforma APX5 pokazala je signal u kontroli i nakon svih tretmana, ali je njezina
ekspresija bila ja¢a nakon kombiniranog tretmana AgNP-PVP i cisteina, AQNP-CTAB i
AgNO:;. Ekspresija izoformi APX6, APX7 i APX8 zabiljezena je u kontroli i svim tretmanima,
a najjaca je bila nakon tretmana s AGNP-CTAB. Usporedbom kontrole i tretmana s AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNO;, detektirana je jaca ekspresija izoformi enzima APX u svim
tretmanima. Tretman s AgNP-CTAB rezultirao je dodatnim izoformom APX3, koja nije

zabiljeZena u kontroli i ostalim tretmanima.
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Slika 26. Imunokemijska detekcija proteina APX u klijancima duhana. M — biljeg molekulskih masa
(kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM
AgNP-CTAB, 4 — 100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cistein, 5 — 100 uM AgNO;, 6 — 100 uM AgNO;i
500 uM cistein.

3.6.4. Ekspresija proteina PPX

Na membrani koja prikazuje ekspresiju peroksidaze detektirano je 8 izoformi ovog
proteina: PPX1 (85 kDa), PPX2 (80 kDa), PPX3 (60 kDa), PPX4 (58 kDa), PPX5 (50 kDa),
PPX6 (45 kDa), PPX7 (42 kDa) i PPX8 (40 kDa) (Slika 27). 1zoforme PPX1 i PPX2 pokazale
su slabiju ekspresiju nakon kombiniranog tretmana AgNP-CTAB i cisteina u odnosu na
kontrolu i ostale tretmane. Ekspresija izoforme PPX3 bila je smanjena nakon tretmana s AgNP-
CTAB i njegovog kombiniranog tretmana s cisteinom, a povecana nakon tretmana s AgNOg i
njegove kombinacije s cisteinom u odnosu na kontrolu. 1zoformi PPX4 smanjena je ekspresija
nakon kombiniranog tretmana AgNP-CTAB i cisteina, a povec¢ana nakon tretmana s AgNP-
PVP te AgNO; i kombinacije AgNO; i cisteina u odnosu na kontrolu. 1zoforma PP X5 pokazala
je jednaku ekspresiju u kontroli i svim tretmanima. Ekspresija izoformi PPX6 i PPX7 bila je
povecana nakon izlaganja AgNOjz, a smanjena nakon kombiniranog tretmana AgNP-CTAB i
cisteina u odnosu na kontrolu. 1zoforma PPX8 detektirana je nakon tretmana s AQNP-PVP i
kombiniranog tretmana s cisteinom te AGQNP-CTAB. Usporedbom tretmana s AQNP-CTAB i
kombiniranog tretmana s cisteinom zabiljezeno je smanjenje ekspresije svih izoformi nakon

dodatka cisteina.
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Slika 27. Imunokemijska detekcija proteina PPX u klijancima duhana. M — biljeg molekulskih masa (kDa),
K — kontrola, 1 — 100 pM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-PVP i 500 uM cistein, 3 — 100 uM AgNP-
CTAB, 4 - 100 uM AgNP-CTAB i 500 puM cistein, 5 — 100 uM AgNO3, 6 — 100 uM AgNO; i 500 uM
cistein.
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4. RASPRAVA

AgNP biljeze Siroku primjenu i veliki trzi$ni potencijal, ali njihova sklonost
biotransformaciji u okoliSu predstavlja vazan problem i ima direktan utjecaj na njihovu
fitotoksi¢nost. Kako bih pridonijela razumijevanju navedene tematike, ispitala sam ucinak
AgNP stabiliziranih s dva razli¢ita omotac¢a (PVP i CTAB) na aktivnost i ekspresiju vaznih
enzima antioksidacijskog sustava (SOD, CAT, APX i PPX) u Klijancima duhana. Kako bih
odredila potjece li toksi¢an u¢inak AgNP od otpustenih iona Ag™ ili od samih AgNP, usporedila
sam utjecaj istih koncentracija AgNP i srebra u ionskom obliku, AgNO3;, te sam navedene
tretmane kombinirala s pet puta ve¢com koncentracijom cisteina, snaznog kelatora iona srebra.
Fitotoksi¢nost AgNP moguce je regulirati kemijskom modifikacijom njihove povrSine koja
povecéava njihovu stabilnosti. U svom radu ispitala sam stabilnost AgNP-PVP i AQNP-CTAB,
u hranjivoj podlozi 2 MS, koriStenoj za izlaganje klijanaca duhana, u vremenskom razdoblju
od 7 dana (koliko je trajao i tretman), kako bih utvrdila utjece li tip omotaca na ponaSanje AgNP
u bioloskom mediju. Naime, prije izlaganja biljaka nanocesticama metala potrebno je odrediti
stabilnost samih nanocestica u hranjivoj podlozi u istim uvjetima koji se primjenjuju za tretman
modelnog organizma jer dobiveni rezultati predstavljaju osnovne informacije za razumijevanje
interakcija nanocestica s makromolekulama u stanici (Reidy i sur. 2013). U svome istrazivanju
zabiljeZila sam promjene u apsorpcijskom spektru oba tipa AgNP u hranjivoj podlozi /2 MS,
na sto je upucivao pomak apsorpcijskog maksimuma prema vec¢im valnim duljinama i
smanjenje apsorbancije u odnosu na rezultate u MilliQ vodi, u kojoj su se AgNP pokazale
stabilnijima u odnosu na hranjivu podlogu. Navedeno ukazuje na agregaciju AgNP, ali i na
disocijaciju iona Ag* jer proces agregacije AgNP ne sprjecava njihovu disocijaciju (Zhao i
Wang 2012). U svome istrazivanju Pang i sur. (2020) opisali su kako pojedine hranjive podloge
utje€u na stopu agregacije AgNP. Stopa agregacije AgNP stabiliziranih s omota¢em citratom
(AgNP-citrat) bila je veca u otopini PBS u odnosu na fiziolosku otopinu ili fetalni govedi serum
zbog razli¢itih koncentracija iona u otopini, dok je izlozenost AgNP-citrat hranjivoj podlozi ¥4
Hoagland (Hoagland i Snyder 1933) rezultirala agregacijom i disocijacijom AgNP (Geisler-
Lee i sur. 2014). U istrazivanju Sharma 1 sur. (2014) objavljeno je kako velika ionska jakost 1
pH hranjive podloge mogu utjecati na povecanu stopu disocijacije AgNP. Istrazivanje
provedeno s AgNP-citrat pripremljenima u hranjivoj podlozi za uzgoj vodene biljke Lemna
minor pokazalo je visoku stopu agregacije AgNP zbog velike ionske jakosti koristene hranjive
podloge (Gubbins i sur. 2011). Takoder, na stabilnost AgNP utjece agregatno stanje hranjive
podloge. U radu Biba i sur. (2021) pokazano je kako su AgNP-citrat pripremljene u 150 uM

koncentraciji u krutoj hranjivoj podlozi 2 MS pokazale vecu stabilnost tijekom perioda od
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pet dana u odnosu na 150 uM AgNP-citrat u tekucoj hranjivoj podlozi Y2 MS, koje su vrlo brzo
agregirale i u potpunosti nestale nakon petog sata mjerenja. Moji rezultati ukazuju na vecu
stabilnost i dulju postojanost AgQNP-PVP u odnosu na AgNP-CTAB. U otopini AgNP-PVP u
hranjivoj podlozi SPR pik bio je prisutan tijekom svih 7 dana mjerenja, §to ukazuje na prisutnost
AgNP u otopini tijekom cijelog trajanja tretmana biljaka. S druge strane, stabilnost AgNP-
CTAB narusila se odmah nakon dodavanja AgNP u hranjivu podlogu, §to sam detektirala kao
smanjenje apsorbancije uzrokovano brzom agregacijom AgNP. Naime, smanjenje apsorbancije
prati Sirenje SPR pika, $to ukazuje na pojavu agregata vec¢ih dimenzija (Gunsolus i sur. 2015).
Nakon tridesete minute mjerenja nije bilo moguce detektirati SPR pik, $to ukazuje na potpuni
raspad AgNP-CTAB (Tejamaya i sur. 2012). IstraZivanjem autora Biba i sur. (2020) utvrdena
je veca stopa disocijacije AGNP-PVP u odnosu na AgNP-CTAB, pripremljenih u krutoj
hranjivoj podlozi 2 MS, za koje je zabiljeZzena veca stabilnost i relativno konstantan
apsorspcijski maksimum tijekom 5 dana mjerenja uz blagu stopu disocijacije i agregacije, §to
je suprotno rezultatima moga istrazivanja. Ipak, moji se rezultati slazu s rezultatima autora
Komazec (2020), koji je analizom spektra 100 uM AgNP-PVP pripremljenih u krutoj hranjivoj
podlozi %2 MS zabiljezio visoku stabilnost AgNP. Svojstva i jakost vezanja omotaca na AgNP
utjeCu na njihovu stabilizaciju. Omota¢ CTAB labilno je, nekovalentnom vezom vezan za
povrsinu AgNP. PVP je zbog svoje grade i duljih lanaca jac¢e vezan za povrSinu AgNP, takoder
nekovalentnom vezom (Biba 1 sur. 2020) te stoga djeluje stabilizirajuée na AgNP
onemogucavajuci im brzo otpustanje Ag”.

Na isti nacin analizirala sam i ponaSanje srebrove soli, AgNO3, u hranjivoj podlozi i
rezultate usporedila s rezultatima dobivenim za AgNP-PVP i AgNP-CTAB. Yasur i Rani
(2013) pokazali su da se stabiliziranim AgNP usporava disocijacija u odnosu na AgNOs.
Rezultati moga istrazivanja pokazali su visoku koncentraciju slobodnih iona Ag* u otopini
AgNO; koji su se u promatranom vremenu mjerenja stabilnosti vezali s komponentama
hranjive podloge.

Analize stabilnosti AgNP u hranjivoj podlozi provela sam i uz dodatak cisteina. Cistein
snazno privlaéi i potie otpustanje iona Ag" s povrSine AgNP i time povecava koncentraciju
slobodnih iona Ag* te utjece na povrsinske modifikacije AQNP (Gondikas i sur. 2012). Naime,
cistein se pomocu tiolne skupine (-SH) veze za povrSinu AgNP te stvara kompleks s ionima
Ag*, §to potiCe agregaciju susjednih AgNP stvaranjem vodikovih veza izmedu cisteina
lociranih na razli¢itim AgNP (Mandal i sur. 2001, Zhao i Wang 2012). U svome istraZivanju

uocila sam da je dodatak cisteina izazvao razli¢iti u¢inak na stabilnost AGQNP-PVP i AgNP-
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CTAB u hranjivoj podlozi. Naime, u otopini AQNP-PVP, koje su se pokazale vrlo stabilnima
svih 7 dana mjerenja, nakon dodatak cisteina ve¢ u prvom satu mjerenja uocila sam pomak pika
prema manjim valnim duljinama, $to ukazuje na raspad AgNP i otpustanje iona Ag* (Zhu i sur.
2012), vjerojatno zbog moguceg stvaranja kompleksa Ag-cistein (Zhang i Wang 2019). Nakon
dva sata, SPR pik vise nije bio mjerljiv, §to ukazuje na potpuni raspad AgNP-PVP, a u skladu
je s od ranije poznatom sposobnos§¢u cisteina da privlaci ione Ag* s povr§ine AgNP (Gondikas
isur. 2012) i time olakSava agregaciju nanocestica (Zhao i Wang 2012). S druge strane, dodatak
cisteina nije znac¢ajnije utjecao na ponasanje AgNP-CTAB u hranjivoj podlozi 2 MS; cak je
malo i doprinio njihovoj stabilnosti. Naime, u otopini AQNP-CTAB uz dodatak cisteina SPR
pik se izgubio u drugom satu mjerenja, dok je bez dodatka cisteina raspad AgNP zabiljezen ve¢
nakon trideset minuta mjerenja, §to sugerira da cistein na AgNP-CTAB djeluje pozitivno,
produzujuéi im Zivotni vijek. Dobiveni rezultati ne slazu se s istraZzivanjem autora Biba 1 sur.
(2020), gdje je zabiljezena brza disocijacija AgNP-CTAB uz dodatak cisteina u odnosu na
AgNP-PVP uz dodatak cisteina, ali u tom radu je ispitivana stabilnost AgNP u krutoj podlozi.
Povecanu stopu agregacije AgNP-citrat u prisustvu cisteina pokazali su Zhao i Wang (2012) u
modificiranoj hranjivoj podlozi M7. U prisustvu cisteina moze do¢i do zamjene omotaca na
povrsini nanocestice 1 samog cisteina koji se preko svoje tiolne skupine veze za povrSinu AgNP,
Sto su pokazali Gondikas 1 sur. (2012), koji su u svom istrazivanju mjerili koncentraciju
slobodnog cisteina u otopini na pocetku pokusa te nakon dva dana u otopini AgNP s cisteinom.
Rezultati su ukazali na smanjenu koncentraciju cisteina nakon dva dana, §to je objasnjeno
zamjenom cisteina i omotaca na povrsini AgNP te potencijalnom oksidacijom cisteina koji je
agregirao sa slobodnim ionima Ag*. S obzirom da AgNP-CTAB puno brZze otpusta ione Ag* u
odnosu na AgNP-PVP, moguce je i da dolazi do brzeg otpustanja samog omotaca (Biba i sur.
2020). U tom slucaju, omota¢ CTAB postaje samostalna 1 slobodna molekula, o ¢ijoj su
fitotoksi¢nosti ranije izvijestili Cvjetko isur. (2017) te Biba i sur. (2020), a cistein potencijalno
odlucujuca komponentna sudbine AgNP na koju se vezao (Gondikas i sur. 2012).

Analiza otopine AgNO; u MilliQ vodi uz dodatak cisteina rezultirala je pojavom
apsorpcijskog maksimuma na valnoj duljini od 354 nm, koji nije detektiran nakon mjerenja
stabilnosti otopine samog AgNO;. Mogudéi razlog je interakcija izmedu cisteina i velike
koli¢ine slobodnih iona Ag* u MilliQ vodi (Zhang i Wang 2019). Apsorbancija navedenog pika
rasla je do tridesete minute, a zatim se pocela smanjivati. Po¢etna manja apsorbancija
vjerojatno je rezultat interakcije cisteina s ostalim slobodnim ionima iz otopine, a ne samo s

ionima Ag* (Tejamaya i sur. 2012). Porast apsorbancije objasnila bih mogué¢im nastankom
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novih AgNP iz postoje¢ih slobodnih iona Ag® ili formiranjem malih agregata ionskoga srebra
(Biba i sur. 2020). Agregati malih dimenzija i AgNP, zbog izrazito velike nestabilnosti, imaju
tendenciju medusobnog agregiranja kako bi reducirali veliki omjer povrsine i volumena (Zhao
i Wang 2012). Nastanak AgNP u 100 uM otopini AgNO; pripremljenih u modificiranoj, krutoj

hranjivoj podlozi ¥2 MS ranije je objavio autor Komazec (2020).

Ranije sam spomenula da AgNP i otpusteni ioni Ag* zapocinju biokemijske promjene
koje podrazumijevaju pojaCano stvaranje molekula ROS, §to moZe izazvati pojavu
oksidacijskoga stresa (Zhang i sur. 2014). Jedan od pokazatelja oksidacijskoga stresa je
karbonilacija proteina, koja dovodi do promjena u aktivnosti proteina te uzrokuje njihovu
inhibiciju. Visoka koncentracija AgQNP uzrokuje narusavanje tercijarne strukture proteina, zbog
¢ega dolazi do konformacijskih promjena i promjena u aktivnosti proteina (Viswakarma 1 sur.
2017). Kako bih ispitala utjecaj razli¢ito stabiliziranih AgNP i AgNO3 na promjene u sadrzaju
topivih proteina, izmjerila sam njihovu koncentraciju i utvrdila statisticki zna¢ajno smanjenje
nakon tretmana s AgNP-PVP uz dodatak cisteina, dok ostali tretmani s AgNP nisu pokazali
znacajno smanjenje u usporedbi s kontrolom. Smanjena koncentracija proteina moze biti
posljedica degradacije i naruSavanja strukture proteina zbog djelovanja povisene koncentracije
AgNP, §to je induciralo pojavu oksidacijskog stresa i rezultiralo oksidacijom proteina (Jiang i
sur. 2014). S druge strane, moguce je da na koli¢inu proteina utjecu i otpusteni ioni Ag*, 0
¢ijem su negativnom utjecaju na koli¢inu proteina ranije izvijestili Rostami i Ehsanpour (2009),
no navedeno je manje vjerojatno jer u svojim eksperimentima nisam uocila znacajne razlike u
koncentraciji topivih proteina izmedu tretmana sa i bez cisteina. Nadalje, tretman s AgQNOs nije
znaCajno promijenio koncentraciju proteina u odnosu na kontrolu, Sto ukazuje na to da
otpusteni ioni Ag® nisu negativno djelovali na proteine, vjerojatno zbog stvaranja soli sa
sastojcima hranjive podloge.

Osim koncentracije topivih proteina, analizirala sam i njihovu ekspresiju SDS-PAG
elektroforezom i bojanjem gelova bojom CBB i srebrovim nitratom. Bojanje gelova bojom
CBB omogucava naknadne analize metodama spektrometrije masa s ciljem identifikacije
proteina, dok je bojanje gelova srebrovim nitratom metoda koju naelno nije moguce
kombinirati sa spektrometrijom masa, ali je puno vece osjetljivosti u odnosu na boju CBB
(Weiss 1 sur. 2009). Navedeno objasnjava zaSto sam nakon bojanja srebrovim nitratom
detektirala vec¢i broj proteinskih vrpci u odnosu na bojanje gela s bojom CBB. Tretman s
AgNO; uz dodatak cisteina smanjio je ekspresiju gotovo svih proteina u stanici, a ne$to manje

smanjenje ekspresije detektirala sam i nakon tretmana s AQNP-CTAB uz dodatak cisteina u
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odnosu na kontrolu. Smanjenje ekspresije proteina moguca je posljedica odgovora biljke na
uvjete kojima je izlozena. Autorica Biba (2016) detektirala je smanjenje ekspresije ukupnih
proteina nakon tretmana klijanaca duhana s 500 uM AgNO3, dok je autorica Jarnevic¢ (2017)
otkrila promjene u ekspresiji vecine proteina koji sudjeluju u metabolizmu ugljikohidrata,
fotosintezi, odgovoru na stres te odgovoru na oksidacijski stres nakon izlaganja klijanaca
duhana 100 pM AgNP-citrat i AgNO:s.

Fitotoksi¢ni u¢inak AgNP analiziran je u velikom broju radova (Nair i Chung 2014,
Barbasz i sur. 2016, Cvjetko i sur. 2017, Tripathi i sur. 2017, Vishwakarma i sur. 2017), u
kojima je pokazano da je glavni mehanizam toksi¢nosti AgNP pojava oksidacijskoga stresa.
Naime, izlaganje Cesticama AgNP u biljnim stanicama inducira pojacano stvaranje molekula
ROS koje oste¢uju bioloski vazne molekule poput lipida, proteina i nukleinskih kiselina (Yasur
1 Rani 2013, Cvjetko 1 sur. 2017, Tkalec 1 sur. 2019). Medusobno kontradiktorne informacije
dobivene prilikom istraZivanja toksicnosti AgNP rezultat su raznovrsnih 1 promjenjivih
svojstava nanocestica — veli¢ine (Zhang i Wang 2019), koncentracije (Mylona i sur. 2020),
povrsinskog naboja (Cvjetko i sur. 2017), vrste omotaca (Yasur i Rani 2013), stope disocijacije
i agregacije (Rani i sur. 2016) te eksperimentalnih uvjeta (Khan i sur. 2019) kao i odabira
biljnog modela (Cvjetko i sur. 2018). Male promjene u nekim od navedenih parametara mogu
drasticno utjecati na ponasanje AgNP (Pang i sur. 2020). Ipak ono $to je zajednicko svim
biljkama, neovisno o svojstvima AgNP kojima se izlazu, jest indukcija obrambenog odgovora
aktivacijom antioksidacijskoga sustava zbog novonastale promijenjene situacije u stanicama
(Zaeem i sur. 2020). Kao odgovor na pojavu oksidacijskog stresa, biljke aktiviraju enzimske i
neenzimske komponente antioksidacijskog sustava. SrediS$nji enzim antioksidacijskog sustava
te prvi na obrambenoj liniji je SOD, koji katalizira pretvorbu O% u H;O2 i O2. U ovom
istrazivanju niti jedan od ispitanih tretmana nije izazvao statistiCki znaCajnu promjenu u
aktivnosti i ekspresiji enzima SOD. Ipak, nesto veéu aktivnost enzima SOD zabiljezila sam
nakon tretmana s AgNP-PVP u odnosu na kontrolu i ostale tretmane, $to se slaze s
istrazivanjima Peharec Stefanié i sur. (2018) te Biba (2016), koji su nakon tretmana klijanaca
duhana sa 100 uM AgNP-citrat u krutoj hranjivoj podlozi MS zabiljezili statisticki znac¢ajno
povecanje aktivnosti enzima SOD. Nakon tretmana s AgNO3, aktivnost SOD bila je gotovo
jednaka aktivnosti kao u kontroli, §to se slaZe s istrazivanjem Peharec Stefani¢ i sur. (2018), ali
ne s autoricom Biba (2016) koja je zabiljezila statisti¢ki znacajno povecanje aktivnosti nakon
tretmana klijanaca sa 100 uM AgNOs;. Povecanje aktivnosti enzima SOD nakon tretmana s 4

mM AgNP i AgNO; detektirali su i Khan i sur. (2019) u klijancima vrste Pennisetum
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glaucum koji su rasli u hranjivoj podlozi Hoagland s polovicnom koncentracijom
makroelemenata, S$to moze biti posljedica vrlo visoke koncentracije AgNP i AgNO;
primijenjene u njihovom istrazivanju u usporedbi s mojim. Promjene u aktivnosti enzima SOD
analizirala sam nakon razdvajanja proteina elektroforezom u nativnim uvjetima, te zabiljezila
povecanje aktivnosti izoforme SOD1 nakon tretmana s AgNP-PVP i AQNP-CTAB, aline i s
AgNO;. S navedenim rezultatima slazu se rezultati autorice Biba (2016), koja je u svome
istrazivanju detektirala povecanje aktivnosti svih izoformi enzima SOD nakon tretmana s
AgNP-citrat, dok je tretman s AgNO; smanjio intenzitet veéine izoformi enzima SOD.
Promjene u ekspresiji enzima SOD analizirala sam imunodetekcijom te utvrdila smanjenu
ekspresiju izoforme SOD3 nakon tretmana s AQNP-PVP i AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu,
Sto se slaze s rezultatima Biba (2016). Kombinirani tretmani AgNP-PVP, AgNP-CTAB i
AgNO; s cisteinom izazvali su smanjenje aktivnosti enzima SOD u odnosu na kontrolu i
tretmane bez dodatka cisteina, iako je statisti¢ki znacajno smanjenje aktivnosti zabiljeZeno
nakon kombiniranog tretmana AgNP-PVP i cisteina. Navedeno je moguca posljedica
akumulacije molekula ROS koje su uzrokovale smanjenje ili inaktivaciju enzima SOD, ¢ime
je naruSena sposobnost antioksidacijskog sustava da popravi novonastalo stanje u stanici
(Cvjetko i sur. 2018, Souza i sur. 2020). Analiza ekspresije izoformi SOD pokazala je da je
dodatak cisteina u sve tretmane uzrokovao smanjenje ekspresije izoformi SOD2 i SOD3 u
odnosu na tretmane bez cisteina. Istrazivanje autora Yin i sur. (2011), koji su klijance Lolium
multiflorum tretirali kombinacijama 0,37 mM AgNP stabiliziranih s arapskom gumom (AgNP-
GA) i AgNOsss cisteinom, pokazalo je da cistein ima u¢inak na smanjenje toksi¢nosti AgNO3
u kombiniranim tretmanima u odnosu na same AgNOs;, dok isto nije bilo potvrdeno nakon
kombiniranog tretmana s AQNP-GA.

Katalaza i brojne peroksidaze sudjeluju u uklanjanju H,O, koji nastaje kao produkt
dismutacije O%, a potrebno ga je neutralizirati. Katalaza je jedinstveni enzim antioksidacijskog
sustava koji katalizira reakciju pretvorbe H,O, u H,O i O, (Sharma i sur. 2012).
Spektrofotometrijskim mjerenjem aktivnosti enzima CAT nisam zabiljezila promjene ni u
jednom tretmanu s AgNP u odnosu na kontrolu, §to je u skladu s rezultatima koje su dobili
Pereira i sur. (2018) nakon izlaganja vodene le¢e L. minor Cesticama AgNP-PVP, Peharec
Stefani¢ i sur. (2018) nakon tretiranja klijanaca duhana ¢esticama AgNP-citrat te Shaikhaldein
i sur. (2020) u vrsti Maerua oblongifolia nakon tretmana s AgNP bez omota¢a. Tretman s
AgNO; nije izazvao promjenu u aktivnosti enzima CAT, §to je oprec¢no rezultatima koje su
zabiljezili Biba (2016), Peharec Stefani¢ i sur. (2018) i Khan i sur. (2019), u &ijim je

istrazivanjima detektirano statisticki znacajno smanjenje aktivnosti enzima CAT nakon
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tretmana s AgNO; u odnosu na kontrolu. Imunokemijskom detekcijom zabiljezila sam
pojacanu ekspresiju enzima CAT nakon tretmana s AQNP-CTAB te smanjenu ekspresiju nakon
tretmana s AQNP-PVP i AgNO; u odnosu na kontrolu, $to je u skladu s rezultatima autorice
Biba (2016). Navedeni rezultati mogué¢a su posljedica interakcije otpustenih Ag* s tiolnom
skupinom na proteinu CAT, zbog ¢ega je doslo do narusavanja tercijarne strukture i inhibicije
funkcije katalaze. Slican fenomen opisali su Atli i sur. (2006) nakon izlaganja slatkovodne ribe
Oreochromis niloticus razli¢itim koncentracijama iona Ag".

Askorbat peroksidaza najzastupljeniji je enzim antioksidacijskog sustava. Katalizira
reakciju pretvorbe H20. u H20 i Oy, a prisutan je u svim dijelovima stanice (Sharma i sur.
2012). U svom istraZzivanju zabiljezila sam statisticki znac¢ajno smanjenje aktivnosti enzima
APX nakon tretmana s AGQNP-PVP, sto je u skladu s rezultatima istrazivanja Khan i sur. (2019)
na klijancima vrste P. glaucum te istrazivanju autora Vishwakarma i sur. (2017) na klijancima
vrste Brassica sp., nakon tretmana s AgNP. Jadczak i sur. (2020) su nakon izlaganja lavande
Lavandula angustifolia tretmanu s 46 pM AgNP u krutoj modificiranoj hranjivoj podlozi MS
(Andrys i Kulpa 2018) izmjerili povecanje aktivnosti APX u odnosu na kontrolu, no s daljnjim
povecanjem koncentracije AgNP detektirano je smanjenje njegove aktivnosti. Navedeno
ukazuje na vjerojatnu inhibiciju enzima APX usred djelovanja visoke koncentracije AgNP.
Nakon tretmana s AgQNP-CTAB i AgNO; nisam zabiljezila zna¢ajnu promjenu u aktivnost
enzima APX u odnosu na kontrolu. Jednake rezultate dobili su Cvjetko i sur. (2017) nakon
tretmana korijena luka Allium cepa sa 100 uM AgNP-CTAB i AgNOs u MilliQ vodi. Analizom
aktivnosti APX u gelu detektirala sam povecan intenzitet izoformi APX4 i APXS5 nakon
tretmana s AgNP-PVP i AgNO; te izoformi APX7 i APX8 nakon tretmana s AQNP-CTAB u
odnosu na kontrolu. Vecina izoformi bile su jednakog intenziteta u kontroli i svim tretmanima,
Sto se slaze s istrazivanjem autorice Biba (2016). Imunodetekcijom anti-APX antitijelom
detektirala sam pojacanu ekspresiju izoformi APX6 - APX8 nakon svih tretmana u odnosu na
kontrolu, dok je autorica Biba (2016) zabiljezila vrlo slabe intenzitete tih vrpci nakon tretmana
s AgNP-citrat i AQNO; u krutoj hranjivoj podlozi; suprotni rezultati vjerojatno su posljedica
razli¢itih uvjeta izlaganja 1/ili omotaca primijenjenih za stabilizaciju AgNP. Kombinirani
tretman AgNP-PVP i cistein uzrokovao je znacajno povecanje aktivnosti u odnosu na tretman
AgNP-PVP. Nadalje, analizom aktivnosti enzima u gelu detektirala sam izoforme APX7 i
APX8 koje su bile intenzivnijeg signala nakon tretmana AgNP-PVP uz dodatak cisteina u
odnosu na kontrolu i tretman s AgNP-PVP, dok je imunodetekcijom detektirana pojacana
ekspresija izoformi APX5 i APX6 nakon kombiniranog tretmana AgNP-PVP i cisteina.

Navedeni rezultati mogu se povezati s pozitivnim ucinkom cisteina na Smanjenje
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fitotoksi¢nosti AgNP (Biba i sur. 2020). Kombinirani tretman AgNP-CTAB s cisteinom
izazvao je znacajno smanjenje aktivnosti enzima APX u odnosu na kontrolu. lako je dodatak
cisteina na tretman s AgNP-CTAB povecao stabilnost samih nanocestica, uzrokovao je
smanjenje aktivnosti i ekspresije enzima APX u odnosu na kontrolu i tretman samog AgNP-
CTAB, $to je moguca posljedica zamjene cisteina i omotaca CTAB na povrsini AgNP. Slican
fenomen ranije su opisali Biba i sur. (2020) koji su u svome istrazivanju utvrdili povecanu
fitotoksi¢nost nakon kombiniranog tretmana AgNP-CTAB i cisteina u odnosu na same AgNP-
CTAB. Autorica Mati¢ (2018) u svome je istrazivanju opisala negativan u¢inak samog omotaca
CTAB, koji je uzrokovao znac¢ajno smanjenje aktivnosti enzima APX u klijancima duhana.
Navedeno ukazuje na mogucu inhibiciju APX usred djelovanja visoke koncentracije AgNP
(Navarro isur. 2008). Kombinirani tretmani AgNOj; s cisteinom izazvali su zna¢ajno smanjenje
aktivnosti enzima te slabiji intenzitet izoformi APX1 - APX3, APX6 i APX9 u gelu u odnosu
na kontrolu. Ovaj rezultat moguce je povezati s ranije spomenutim nastankom AgNP u
navedenom tretmanu, koje nisu stabilizirane, zbog ¢ega uzrokuju smanjenje aktivnosti enzima.

Pirogalol peroksidaza nespecificna je peroksidaza koja katalizira reakciju
pretvorbe H,O, u H,O i O, U svom istrazivanju nisam zabiljezila znacajne promjene u
aktivnosti enzima PPX u ispitanim tretmanima u odnosu na kontrolu. Moji rezultati nisu u
skladu s do sada objavljenim rezultatima drugih istrazivanja u kojima je zabiljezeno ili
smanjenje (Biba 2016, Peharec Stefanié i sur. 2018, Khan i sur. 2019) ili povecanje aktivnosti
enzima PPX (Cvjetko i sur. 2017) nakon tretmana a AgNP i AgNO;. No, ovdje je vazno
napomenuti da su u navedenim istrazivanjima kao medij za izlaganje koristene ili voda ili kruta
hranjiva podloga te da su ispitane razli¢ite biljne vrste i AgNP s razli¢itim omotacima, $to ima
veliki utjecaj na kona¢ne rezultate (Tkalec 1 sur. 2019). S druge strane, nakon provedene
elektroforeze u nativnim uvjetima detektirala sam pojacan intenzitet izoformi PPX2 i PPX3 u
svim tretmanima sa samim AgNP i AgNO;3 u odnosu na kontrolu, $to se slaze s istrazivanjem
autorice Biba (2016). Imunodetekcijom detektirala sam pojac¢anu ekspresiju izoforme PPX4
(tretman AgNP-PVP), smanjenu ekspresiju izoforme PPX3 (tretman AgNP-CTAB) te
pojacanu ekspresiju nekoliko izoformi nakon tretmana s AgNOj3, dok je autorica Biba (2016)
zabiljezila smanjenje ekspresije izoformi enzima PPX nakon tretmana s AgNP-citrat i AQNO3.
Dodatak cisteina uzrokovao je znac¢ajno smanjenje aktivnosti enzima PPX nakon tretmana s
AgNP-CTAB te AgNO;, dok je u gelu zabiljezeno smanjenje aktivnosti nakon svih
kombiniranih tretmana s cisteinom u odnosu na tretmane bez cisteina. Smanjenje aktivnosti u
gelu izmedu kombiniranih tretmana i kontrole detektirala sam nakon kombiniranog tretmana

AgNO; i cisteina. Dodatak cisteina nije ublazio ucinak ionskoga srebra $to je suprotno
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opazanjima Yin i sur. (2011), koji su pokazali da cistein ima u¢inak na smanjenje toksi¢nosti
AgNO; u kombiniranim tretmanima s cisteinom u odnosu na same AgNOs. Bitno je napomenuti
da uloga enzima PPX nije samo obrana od oksidacijskoga stresa ve¢ i brojni drugi fizioloski
procesi poput metabolizma stani¢ne stijenke i auksina, Sto predstavlja vazan razlog odrzavanja

relativno nepromijenjene aktivnosti enzima (Pandey i sur. 2017).

Tijekom analize rezultata aktivnosti enzima u gelu vazno je imati na umu da su se
nativnom elektroforezom razdvojile samo izoforme proteina negativnog naboja, koje su se
nastavile kretati prema pozitivnoj anodi. Navedeno predstavlja moguéi razlog odstupanja
aktivnosti enzima u gelu u odnosu na aktivnost dobivenu sprektrofotometrijskim mjerenjem.
Takoder, spektrofotometrijskim mjerenjem aktivnosti nekih enzima zabiljeZene su velike
standardne pogreske unutar tretmana, $to je posljedica analize rezultata iz dva neovisna pokusa.
Zbog duljeg vremena skladiStenja jednog seta uzoraka moguce je da je doSlo do razgradnje ili
narusavanja stabilnosti enzima. Poznato je da na stabilnost enzima mogu utjecati male

promjene u razlici temperatura, pH i sl. (Eijsink i sur. 2005).

Tretmani s AgNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNO; te njihove kombinacije s cisteinom
utjecali su na promjenu aktivnosti i ekspresije analiziranih enzima, $to ukazuje na pojavu
oksidacijskoga stresa u stanici. U uvjetima blagog stresa biljka povecava aktivnost
antioksidacijskih enzima te se uspje$no brani od povec¢anog broja molekula ROS. U uvjetima
jakog ili kontinuiranog stresa, antioksidacijski sustav postaje zasi¢en i1 preopterecen, tj.
dozivljava vrhunac svoje sposobnosti rada zbog cega se pocCinju dogadati neocCekivane
aktivnosti kao S$to je smanjenje aktivnosti enzima vaznih za obranu (Qian i sur. 2013).
Prisutnost AgNP djeluje i na smanjenje sinteze enzima te njihovu direktnu inhibiciju (Souza i
sur. 2020). Nemogucénost odgovora enzimskih komponenti na oksidacijski stres u stanici
povecava vaznost neenzimskih komponenti antioksidacijskoga sustava u odgovoru i obrani
stanice (Barbasz i sur. 2016). Radi stvaranja kompleksnije slike predlazem provedbu dodatnih
eksperimenata - mjerenje slobodnih iona Ag" te neenzimskih komponenti kao §to su prolin,
glutation, fenoli itd. Pozeljno bi bilo ispitati svojstva AgNP nakon dodatka cisteina, odrediti
ostale oksidacijske parametre — stupanj oStecenosti lipida i molekule DNA te odrediti
koncentraciju molekula ROS u stanici. Dobiveni podaci pruzili bi vrlo detaljan uvid u

toksi¢nost AgNP.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog istrazivanja mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

AgNP-PVP pokazale su se stabilnijima u hranjivoj podlozi %> MS u odnosu na AgNP-
CTAB.

Dodatak cisteina narusio je stabilnost AgNP-PVP te kratkoro¢no produljio stabilnost
AgNP-CTAB u hranjivoj podlozi %2 MS.

Usporebom tretmana s razliito stabiliziranim AgNP moze se zakljuciti da
fitotoksi¢nost AgNP ovisi o omotacu za stabilizaciju; AgNP-CTAB toksi¢nije su u
odnosu na AgNP-PVP, sto je rezultiralo ve¢com promjenom u aktivnosti i ekspresiji
enzima antioksidacijskog sustava.

Usporedbom tretmana s AQNP i AgNO3; mozZe se zakljuciti da fiotoksi¢nost AgNP ne
proizlazi isklju¢ivo od otpustanja iona Ag"; AgNP-CTAB pokazale su najvecu
toksi¢nost, dok su AgNP-PVP pokazale manje toksi¢ne u¢inke u odnosu na AgNQO;.
Dodatak cisteina nije utjecao na fitotoksi¢nost AgNP-PVP, S§to pokazuje da u
navedenom tretmanu toksi¢nost proizlazi iz samih nanocestica, ali je djelomicno
ublazio toksi¢an u¢inak AgNP-CTAB, ¢ija toksi¢nost proizlazi iz otpustenih Ag™ ili

samog omotaca CTAB.
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