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1. UvOD

Nanomaterijali su kemijske tvari ¢ije se dimenzije mjere na nanometarskoj skali, s
barem jednom dimenzijom izmedu 1 i 100 nm. Postoji mnogo vrsta nanomaterijala, no najcesce
koriStene su nanocestice srebra (eng. Silver nanoparticles, AgNPs). Nanocestice srebra su
poznate po svojim antibakterijskim i antifungalnim svojstvima, zbog kojih se ¢esto dodaju u
razne potroSacke proizvode poput boja, tekstila, sportske opreme te u poljoprivredne proizvode
(Peharec Stefanié i sur., 2019). Postoji rizik od poveéane bioraspolozivosti AGNP u razli¢itim
medijima koji bi mogli imati negativne posljedice na biljke, zivotinje i ljude. OneciS¢enje
uzrokovano ¢esticama AgNP, osobito zagadenje tla i vodenih resursa, ubrzano je kao rezultat
globalne industrijalizacije i smatra se velikom opasno$¢u za zajednice u cijelom svijetu
(Mirzajani i sur., 2014).

Biljke imaju vaznu ulogu u akumulaciji i biodistribuciji mnogih tvari koje su ispustene
u okolis, stoga predstavljaju potencijalni put za prijenos AgNP, u prehrambenom lancu (Peharec
Stefanié i sur., 2019). Biljke mogu doé¢i pod utjecaj AgNP indirektno, putem proizvoda koji
sadrze AgNP, ili mogu biti direktno izloZzene AgNP kroz poljoprivredne proizvode, buduci da
se nanotehnologija primjenjuje u proizvodnji biljaka kako bi se potaknuo njihov rast te kako bi
se kontrolirala pojava nametnika i bolesti. ToksikoloSka istrazivanja provedena na biljkama
pokazuju pozitivne, negativne i neutralne u¢inke AgNP. U¢inci ovise o raznim faktorima koji
reguliraju unos i akumulaciju u biljkama te ovise o starosti i vrsti biljke, veli¢ini i koncentraciji

AgNP te o uvjetima izlaganja (Tkalec i sur., 2019).

Tehnike u proteomici koje detektiraju kvantitativne i kvalitativne promjene u ekspresiji
proteina su olaksale identifikaciju proteina koji su povezani sa specificnim okolisnim
podrazajem. Nadalje, istrazivanja proteoma pokazuju da AgNP mogu interreagirati s razliitim
stani¢nim metaboli¢kim procesima poput sinteze proteina i apoptoze (Peharec Stefani¢ i sur.,

2019).



2. OSNOVNI POIMOVI
2.1. Nanocestice srebra
2.1.1. Sintezai stabilizacija

AgNP su interesantne zbog svojih jedinstvenih svojstava poput veli¢ine i oblika (sve tri
dimenzije na nanometarskoj skali) te optickih, elektrickih i magnetnih karakteristika koje iz tih
svojstava proizlaze, zbog cega se mogu inkorporirati u antimikrobne preparate, razne
kozmeti¢ke proizvode, biosenzorne materijale, elektronske komponente itd (Korbekandi i
Iravani, 2012). Za njihovu sintezu i stabilizaciju postoji nekoliko fizikalnih i kemijskih metoda
(Senapati, 2005; Klaus-Joerger i sur., 2001), a najpoznatija metoda za sintezu AgNP je kemijska
redukcija koriStenjem raznih organskih i anorganskih reducensa (Korbekandi i Iravani, 2012).
Takoder, za sintezu nanocCestica srebra se koriste i elektrokemijske metode, fizikalno-kemijska
redukcija 1 radioliza. U posljednje vrijeme, tezi se sintezi AGQNP metodama koje su ekoloski
prihvatljive (eng. green chemistry). Pristupi u ekolosko prihvatljivim metodama ukljucuju
koriStenje polioksometalata mjeSovitih valencija, polisaharida te bioloSku metodu i metodu
zracenja koje imaju prednost pred konvencionalnim metodama koje ukljucuju kemikalije sa
toksiénim utjecajem na okoli§ (Korbekandi i Iravani, 2012). Opcenito, konvencionalne
fizikalne i kemijske metode su skupe i opasne, dok su bioloske metode jednostavne, brze,
netoksi¢ne i pouzdane (Zhang i sur., 2016). AgNP pripremljene nekom od bioloskih metoda

pokazuju visok prinos, topljivost i stabilnost (Zhang i sur., 2016).

Nanocestice srebra se Cesto sintetiziraju i proizvode oblozene razli¢itim stabiliziraju¢im
agensima koji sprjecavaju njihovu agregaciju (Nguyen i sur., 2013). Mnoge vrste omotaca su
se pokazale uspjesnima u stabilizaciji nanocestica poput polivinilpirolidona (PVP) (Slika 1.),
polietilen glikola (C2nHan+20n+1), polimetakrilne kiseline ((CsHeO2)n) i polimetilmetakrilata
((Cs02Hg)n) (Iravani i sur., 2014). Takoder, postoje i omotaci koji nose naboj poput citrata ili
cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB), koji ih stabiliziraju elektrostatic¢ki te daju pozitivan ili

negativan naboj (Jarnevi¢, 2017).



Slika 1. (A) Fotografija nastala transmisijskom elektronskom mikroskopijom (TEM) i (B)
fotografija nastala skeniraju¢om elektronskom mikroskopijom (SEM) nanocestica srebra

stabiliziranih PVP omota¢em (Haberl i sur., 2013)

2.1.2. Svojstva

Nakon sinteze AgNP, potrebno je provesti njihovu preciznu karakterizaciju jer njihova
fizikalno-kemijska svojstva mogu znacajno utjecati na njihov bioloski u¢inak Kako bi se rijesilo
pitanje sigurnosti te kako bi se iskoristio puni potencijal bilo kojeg nanomaterijala u svrhu
dobrobiti ljudi, u nanomedicini, industriji itd. potrebno je karakterizirati nanocestice (odrediti
veli¢inu, oblik i stabilnost; Slika 2), za Sto se koriste mnoge analiticke tehnike poput UV/Vis
spektroskopije, metoda dinami¢kog rasprienja svjetlosti (DLS, eng. Dynamic light scattering),
rendgenske difraktografije (XRD, eng. X-ray diffractometry), skenirajuce -elektronske
mikroskopije (SEM), transmisijske elektronske mikroskopije (TEM), Fourierova
transformacijske infracrvene spektroskopije (FTIR, eng. Fourier transform infrared
spectroscopy), rendgenske fotoelektronske spektroskopije (XPS, eng. X-ray photoelectron
spectroscopy), itd. Bioloska aktivnost AgNP ovisi o ¢imbenicima kao §to su kemija povrSine,
veli¢ina, raspodjela, oblik, morfologija Cestice, omotaci, aglomeracija i stupanj topljivosti,
reaktivnost Cestica u otopini, otpustanje iona i tip reducensa koristenog za sintezu AgNP (Zhang
i sur., 2016). Navedeni ¢imbenici su stoga vazni u odredivanju citotoksi¢nosti AgNP (Zhang i
sur., 2016).



Slika 2. Bioloska sinteza raznih oblika nanocestica srebra upotrebom supernatanta
kulture s raznim vrstama roda Bacillus (A) sferi¢ne, (B) mijesane populacije (osmerokutne,
Stapicaste, Sesterokutne i ikozaedarske), (C) visoko razgranate, (D) oblik cvijeta
(Zhang i sur., 2016).

2.2. Abiotic¢ki stres

Abiotic¢ki stres se definira kao negativan u¢inak nezivih ¢imbenika na zive organizme u
nekom okolisu koji proizlazi iz njihovog suviska ili nedostatka u fizickom ili kemijskom
okolisu (Balen, 2016). Susa, salinitet, temperatura, svjetlost, nedovoljna koli¢ina minerala te
nanomaterijali su okoli$ni uvjeti koji mogu izazvati abioticki stres (Balen, 2016). Kao
posljedica abiotickog stresa moze se javiti 1 oksidacijski stres koji ima vazan utjecaj na rast i
razvitak biljke (Balen, 2016). Oksidacijski stres izaziva promjene u ekspresiji gena biljne

stanice, $to utjeCe na stani¢ni metabolizam i izaziva promjene u rastu i prinosima (Balen, 2016).

Kao 1 svi organizmi, biljke nastoje odrzati homeostazu, $to je za njih osobito vazno s
obzirom da se radi o sesilnim organizmima koji ne mogu napustit okoli$ ako nastupe nepovoljni
zivotni uvjeti. Biljke aktivno izmjenjuju energiju, vodu i tisu¢e kemijskih spojeva s okoliSem u
kojem se nalaze. Zbog ovih izmjena, biljke osje¢aju promjene u svom okoliSu i odgovaraju na
njih kako bi sprijeCile oStecenja tkiva (Kosova i sur., 2015). Biljka prepoznaje stres na
stani¢nom nivou, a njegovo prepoznavanje aktivira put prijenosa signala koji informaciju
provodi unutar stanice i kroz cijelu biljku. Promjene u ekspresiji gena mogu modificirati rast i

razvoj te utjecati na reproduktivnu sposobnost biljke (Balen, 2016).



3. BILINA PROTEOMIKA

Otkako su zavrsili projekti sekvenciranja genoma mnogih modelnih biljaka poput
uro¢njaka (Arabidopsis thaliana ) (The Arabidopsis Genome Iniative, 2000), mahovine
(Physicomitrella patens) (Rensing i sur., 2008), rize (Oryza sativa) (Sasaki, 2005) te drugih
vaznih usjeva, biolozi su se susreli s izazovom to¢nog odredivanja funkcije svakog gena kao i
njegovog proizvoda. Nastoji se unaprijediti spoznaje 1 razumijevanje o bioloSkim
makromolekulama te kako one grade organizam kao funkcionalnu cjelinu. Zbog mnogo novih
istrazivanja 1 podataka, uvedena je nova terminologija: na engleskom jeziku nastavak -ome
oznatava odredenu zajednicu molekula u stanici (npr. proteome, genome, translatome,
metabolome) te nastavak -omics koji naglasava podrucje interesa (npr. proteomics, genomics
translatomics, metabolomics) (Cvjetko i sur., 2014). Analize strukture i funkcije proteina se
mogu izvoditi na razini proteoma, sekretoma i interaktoma. lzraz proteom izveden je iz
engleskog izraza PROTEIns expressed by a genOME, a odnosi se na sve proteine jednog
organizma, organa ili stanice (Balen, 2016).

Odgovor biljaka na promjene uvjeta iz okolisa, javlja se ne samo zbog promjene u
ekspresiji gena, ve¢ i zbog kvantitativnih i kvalitativnih promjena u ekspresiji proteina. Proteini
imaju vaznu strukturnu i funkcionalnu ulogu te se njihova funkcija moze percipirati ovisno o
razini (biokemijska, stani¢na, razvojna ili fizioloSka) na kojem se proucava odredeni protein

(Cvjetko i sur., 2014).

Primjena novih tehnika nuzna je u prosirenju spoznaja o molekularnim putevima koji
su vazni U toleranciji biljaka na razlicite okolisne uvjete. Za stjecanje dubljeg uvida u proces
biljnog odgovora na abioticki ili bioti¢ki stres, tradicionalne fizikalne i kemijske metode vise

nisu dovoljne (Cvjetko i sur., 2014), a danas je najc¢esce u primjeni proteomski pristup.



3.1. Primjena biljne proteomike u odredivanju toksi¢nosti AgNP

Tehnike u proteomici koje detektiraju kvantitativne i kvalitativne promjene u ekspresiji
proteina moc¢ni su alati za identifikaciju proteina povezanih uz specific¢an razvojni ili okolisni
podrazaj. Posljednjih godina, fitotoksi¢nost nanomaterijala je privukla mnogo paznje, no
mehanizmi ukljuéeni u promjene ekspresije biljninh proteina kao rezultat izlaganja
nanoCesticama su nepoznati. Stoga je potrebno razviti standardizirani pristup u svrhu
razumijevanja interakcije biljka - nanocestice. Analiza proteoma se provodi kako bi se istrazilo
molekularne aspekte toksi¢nosti nanocestca srebra. Informacije dobivene iz istraZivanja
proteoma mogu ucvrstiti spoznaje o interakcijama izmedu biljke 1 nanocestica, buduéi da
analiziraju utjecaj AgNP na ekspresiju proteina. Pregled istrazivanja u odredivanju toksi¢nosti
AgNP primjenom biljne proteomike dan je u Tablici 1. (Tkalec i sur., 2019), iz koje je vidljivo
da je najvise informacija dobiveno razdvajanjem proteina kombinacijom dvaju razlicitih
jednodimenzijskih elektroforetskih tehnika u dvodimenzionalni postupak (2-DE), nakon ¢ega

se uslijedila spektrometrija masa (Balen, 2016).

Tablica 1. Istrazivanja proteoma biljaka izlozenih stresu uzrokovanom nanocesticama

srebra (preuzeto i prilagodeno iz Tkalec i sur., 2019).

Vrsta Veli¢ina Omotaé Koncentracija Vrijeme Medij Analizirano Metodologija Referenca
AgNP AgNP izlaganja tkivo
(nm) (dani)
Riza 18,34 Bez 30, 60 pgmL?t 20 Hidroponski Klijanci 2-DE, Mirzajani i
(Oryza sativa) omotaca medij nanoLC/FTICR, sur., 2014
MS
PSenica 10 PVP 10 mgL? 5 Filtar papir Korijen i 2-DE, nanoLC- Vannini i
(Triticum natopljen izdanci ESI-MS/MS sur., 2014
aestivum) deioniziranom
vodom
Soja 15 Bez 2 ppm 2 Silicijev Korijen i Gel-free, Mustafa i
(Glycine max) omotaca pijesak kotiledoni nanoLC-ESI- sur., 2015
MS/MS
Duhan 50 Citrat 100 pM 30 Kruti MS Klijanci 2-DE, MALDI, Peharec
(Nicotiana medij TOF/TOF-MS Stefani¢ i
tabacum) sur., 2018
Duhan 50 Citrat 100 uM 7 Mili-Q® voda Korijen i 2-DE, MALDI, Peharec
(Nicotiana listovi TOF/TOF-MS Stefani¢ i
tabacum) sur., 2019




4. ISTRAZIVANJA NA BILJKAMA
4.1. Riza (Oryza sativa L.)

U radu Mirzajani i sur. (2014) su klijanci rize izlagani tretmanima s AgNP velicine 18,34
nm bez omotada. Koncentracije koristenih otopina AgNP bile su 30 i 60 pgmL™, a tretman
biljaka je trajao 20 dana.

Dvadeset i osam proteinskih toCaka je pokazalo znacajnu pojacanu ekspresiju kao
odgovor na tretman s AgNP. Zabiljezena je pojacana ekspresija antioksidacijskih enzima poput
superoksid dismutuaze (eng. Superoxide dismutase, SOD), askorbatne peroksidaze (eng.
Ascorbate peroxidase, APX) i glutation S-transferaze (eng. Glutathione S-transferase, GST),
§to nije bilo neoc¢ekivano s obzirom da stres uzrokovan AgNP moze ubrzati proizvodnju ROS
(eng. Reactive oxygen species) molekula. Stani¢ni detoksifikacijski enzimi se stvaraju kao
odgovor na toksi¢nost ROS molekula. Poveéanjem koncentracije stani¢nih Ca?" iona, kao
posljedice stvaranja ROS molekula, dolazi do pojacane ekspresije transkripcijskog faktora
NAC i signalnih molekula za MRR (eng. Mitochondrial retrograde regulation). Mitohondrij
signalizira jezgri da pokrene ekspresiju gena, a signalne molekule za pokretanje MRR su
molekule ROS i kalcij. Neki proteini koji vezu kalcij (CaM, eng. Calcium binding messenger
proteins) uklju¢uju i kalmoduline 11 3, te 26 i 27, koji su pokazali poja¢anu ekspresiju, a mogu
transducirati signale kalcija na nacin da vezu kalcijeve ione te zatim modificiraju njegove
interakcije s drugim proteinima. Oni takoder posreduju mnogim klju¢nim stani¢énim procesima
poput metabolizma i apoptoze, a pojavljuju se u mnogim tipovima stanica i na razli¢itim
lokacijama u stanici. Nadalje, identificirani su proteini ukljuceni u sintezu proteina i procese
razgradnje, ukljucujuéi proteasomsku podjedinicu a-10 i1 B-11. Oni razgraduju nepotrebne ili
oSte¢ene proteine koji su nastali u procesu proteolize. Protein TCP (eng. Translationally
controlled protein) je regulator stani¢nih procesa (stani¢nog ciklusa, apoptoze, rasta i dr.) te

nakon tretmana pokazuje pojacanu ekspresiju (Mirzajani i sur., 2014).

4.2. PSenica (Triticum aestivum L.)

U radu Vannini i sur. (2014) su koristene metode analize proteoma navedene u Tablici
1. kako bi se karakteriziralo molekularne i morfoloSke uc¢inke koje su AgNP izazvale u ranim
fazama rasta pSenice. KoriStene su AgNP veli¢ine 10 nm te su stabilizirane PVP omotacem.
Biljke su tretirane 5 dana, otopinama koncentracije AgNP je bila 10 mgL™, a korijen i izdanci

su zasebno analizirani.



Analize proteoma su potvrdile da je korijen prvi pod toksi¢nim utjecajem AgNP.
Uocene su razlike u broju i vrsti proteina koji su pokazali razli¢itu ekspresiju u korijenu i
izdancima, $to moze biti povezano s razlikama u koli¢ini srebra koje se nakupilo u tim organima
1 s razli¢itim mehanizmima koje ovi ograni koriste kao odgovor na tretman AgNP.
Identificirano je nekoliko proteina koji su uklju€eni u primarni metabolizam, $to upucuje na
bitnu ulogu primarnog metabolizma u obrani od promjene okoli$nih uvjeta. U analiziranom
korijenu je primije¢ena akumulacija a-amilaze i fruktoza bifosfat aldolaze. Akumulacija ovih
enzima je oCekivana zbog manjeg broja amiloplasta u korijenu klijanca pSenice izloZene
tretmanu s AgNP nego u kontrolnom uzorku. U izdanicma tretiranih klijanaca pSenice
zabiljezena je pojacana ekspresija dviju akonitat hidrataza. Promjene u ekspresiji proteina
uklju¢enih u primarni metabolizam mogu pomo¢i pri stvaranju energije za redukciju kao
odgovor na stres uzrokovan AgNP. Negativan u¢inak AgNP na izdanke je vidljiv i iz smanjene
ekspresije proteina HCF136 (eng. Photosystem Il stability/assembly factor),koji je vazan za
biogenezu fotosustava, kao i citokroma b5, koji je uklju¢en u sustav prijenosa elektrona u

membranama endoplazmatskog retikuluma (Vannini i sur., 2014).

Tretman s AgNP je uzrokovao pojac¢anu ekspresiju malat dehidrogenaze (eng. Malate
dehydrogenase, MDH) u korijenu, $to moze dovesti do pojac¢anog izlu¢ivanja citrata, oksalata,
acetata 1 malata iz korijena u usporedbi s kontrolnom biljkom. Takoder, dolazi do pojacane
ekspresije reverzno glikoliziranih polipetida (eng. Reversibly glycosylated polypeptide, RGP)

koji su ukljuéeni u biosintezu polisaharida stani¢ne stijenke (Vannini i sur., 2014).

Ekspresija dva enzima ukljucenih u biosintetski put sumpornih aminokiselina, metionin
sintaze (eng. Methionine synthase, MS) i S-adenozilmetionin sintaze (eng. S-
adenosylmethionine synthase, SAMS), se povecala u korijenu i izdanku tretiranih biljaka. Ovi
enzimi pretvaraju L-homocistein u L-metionin te L-metionin u S-adenozilmetionin. Nadalje, S-
adenozilmetionin sudjeluje u sintezi glutationa (eng. Glutathione, GSH) i poliamina. GSH je

jedna od glavnih molekula za sekvestraciju metala u stanici (Vannini i sur., 2014).

Tretmani su utjecali na ekspresiju nekoliko peroksidaza, hitinaza i PR (eng.
Pathogenesis-related) proteina ukljucenih u obranu od stresa i u korijenu i u izdancima
(Vannini i sur., 2014). PR proteini i hitinaze se uobicajeno detektiraju u biljkama pod utjecajem
biotickog stresa, no dokazana je promijenjena ekspresija navedenih proteina u biljkama

tretiranima raznim koncentracijama metala (Beata i Ildiko, 2011).



4.3. Soja (Glycine max L.)

U radu Mustafa i sur. (2015) biljke su izlagane tretmanima s AgNP veli¢ine 60 nm bez
omotaca te su u¢inci AgNP na soju analizirani metodama navedenim u Tablici 1. Koncentracija

tretmana je iznosila 2 ppm, a izlaganje tretmanima je trajalo 2 dana.

AgNP primarno utjecu na ekspresiju proteina vezanih uz stres, signalizaciju i stani¢ni
metabolizam. Ekspresija 36 proteina vezanih uz signalizaciju, zajedni¢kog imena G-proteini,
se smanjila u korijenu biljke nakon izlaganja tretmanu (Mustafa i sur., 2015). G-proteini su
regulatorni proteini koji funkcioniraju kao esencijalni transduktori u signalnim putevima
hipoksije (Steffens i Sauter, 2010). U uvjetima smanjene koncentracije kisika, biljke mijenjaju
metabolicke puteve ugljikohidrata kako bi se pojacala proizvodnja adenozin trifosfata (eng.
Adenosine triphosphate, ATP) glikolizom (Banti i sur., 2013). Takoder, zabiljeZzena je i
smanjena ekspresija i nekoliko GTPaza u korijenu tretiranih biljaka, sto pokazuje da aktivacija

G-proteina potice stvaranje aerenhima u stresnim uvjetima (Mustafa i sur., 2015).

Tretman je izazvao povecanu ekspresiju 32 proteina stresa.. Ekspresija ovih proteina u
korijenima biljaka izloZzenih samo poplavnom stresu se povecala 2 puta, dok se ekspresija u
biljkama izlozenim poplavnom stresu i tretmanima s AgNP povecala 4 puta (Mustafa i sur.,
2015). Stres utjeCe na agregaciju nepravilno namotanih proteina (Liu i Howell, 2010), kako bi
se njihova koli¢ina smanjila, biljke pojacavaju aktivnost inhibitora proteaze koje degradiraju
nepovratno ostecene proteine. U korijenu biljaka izloZenih tretmanu je zabiljeZena povecana
ekspresija tripsina i inhibitora proteaze. Ovi proteini se u normalnim uvjetima ne pojavljuju u
visokim koncentracijama, $to upuéuje na to da bi mogli biti ukljuceni u supresiju rasta kao

odgovor na poplavni stres (Mustafa i sur., 2015).

Ekspresije 30 proteina vezanih uz stanicni metabolizam su se promijenile nakon
izlaganja tretmanima AgNP. Uz navedeno, zabiljeZena je i smanjena ekspresija aneksina 8 i
vilina 2. Tretmani s AgNP su utjecali na smanjenu ekspresiju proteina vezanih uz stani¢nu

organizaciju §to se veze uz status mirovanja diobe stanica u ovim uvjetima (Mustafa i sur.,

2015).



4.4.Duhan (Nicotiana tabacum L.)

4.4.1. Klijanci duhana

U radu Peharec Stefani¢ i sur. (2018) klijanci duhana su izlagani tretmanima s AgNP
veli¢ine 50 nm s omotacem od citrata. KoriSteni su tretmani koncentracije 100 uM, a izlaganje
tretmanima je trajalo 30 dana. Utjecaj AgNP je usporedivan s utjecajem AgNO3 kako bi se

odredilo je 1i utjecaj samih AgNP Stetniji od ionskog srebra.

Analize proteoma su pokazale da je vecina identificiranih proteina, koji su pokazali
promijenjenu ekspresiju, vezana uz primarni metabolizam, a fotosinteza je jedan od procesa na
kojeg utjedu tretmani s AgNP. Cetiri velika proteinska kompleksa fotosustav | (eng.
Photosystem 1), fotosustav Il (eng. Photosystem I1), kompleks ATP sintaze i citokrom b6/f su
kompleksi ukljuéeni u proces fotosinteze (Peharec Stefanié i sur., 2018). Protein PsaE koji je
vazan za spajanje ferodoksina na PS 1 (Sétif i sur., 2010) je pokazao smanjenu ekspresiju
tijekom tretmana s AgNOs, a protein PsaD koji tvori komplekse s ferodoksinom i ferodoksin
NADP™ oksidoreduktazom u PS I, pokazao je poveé¢anu ekspresiju nakon oba tipa tretmana.
Protein Rubisco je klju¢an za reakciju fotosinteze jer katalizira ugradnju atmosferskog CO> u
organske spojeve. Podjedinice proteina Rubisco su pokazale povecanu ekspresiju nakon
izlaganja kod oba tretmana. Takoder, povec¢anu ekspresiju je pokazala i Rubisco aktivaza 2,
enzim potreban za aktivaciju Rubisca, no moze imati i ulogu u prilagodbi na stres. Ekspresija
beta-karbonatne anhidraze, koja katalizira reverzibilnu konverziju HCO3 u CO. kako bi se
osigurala dovoljna koli¢ina CO3 za fiksaciju pomocu Rubisca, se povecala. Opcenito, povecana
ekspresija proteina vezanih uz proces fotosinteze pomaze klijancima koji su izlozeni AgNP i
AgNOz kako bi se ubrzala proizvodnja energije te proizvela dodatna snaga za proces redukcije

koja je potrebna za preZivljavanje stresa uzrokovanog AgNP (Peharec Stefani¢ i sur., 2018).

Zabiljezena je i povecana ekspresija proteina uklju¢enih u proces glikolize nakon oba
tretmana: plastidna aldolaza, TPI (eng. Triose phosphate isomerase) i GAPDH (eng. B-
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase B form). Navedeni proteini pomazu biljci u

odrzavanju procesa glikolize za osiguravanje dovoljne koli¢ine energije (Peharec Stefanic¢ i sur.,

2018).

Identificirani su i razli¢iti proteini koji sudjeluju u slaganju proteina, translokaciji te
degradaciji proteina u mnogo stani¢nih procesa. Pojac¢ana ekspresija proteina toplinskog stresa

(eng. Heat shock proteins, Hsps) ima vaznu ulogu u biljnom odgovoru na okoli$ne podraZaje.
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Nakon izlaganja klijanaca tretmanima, zabiljezena je povecana ekspresija Hsp70 (eng. Heat
shock protein 70) proteina kao i PR proteina. Njihova poja¢ana ekspresija te pojacana ekspresija
proteina uklju¢enih u obranu od oksidativnog stresa, ukazuje na jednu od obrambenih strategija

protiv stresa uzrokovanog nano&esticama srebra (Peharec Stefani¢ i sur., 2018).

4.4.2. Odrasle biljke duhana (Nicotiana tabacum L.)

U istrazivanju Peharec Stefanié¢ i sur. (2019) se istrazivao utjecaj AgNP na biljku duhana
te se njihov utjecaj usporedivao s utjecajem AgNOs. Biljke su izlaganje tretmanima s AgNP
veli¢ine 50 nm s citratnim omotacem. Koristeni su tretmani koncentracije 100 uM, a izlaganje

tretmanima je trajalo 7 dana.

4.4.2.1. Proteom korijena

U proteomu korijena su identificirani proteini koji su vezani uz obranu od stresa. Pojava
ovih proteina je o¢ekivana, buduci da je korijen bio prvi u kontaktu tretmanima te se srebro
akumuliralo u korijenu nakon tretmana s AgNP (Peharec Stefanié i sur., 2019). Identificirano
je nekoliko PR proteina koji se akumuliraju kao odgovor na infekcije virusima, bakterijama ili
gljivicama, ali i nakon tretiranja biljke razli¢itim abiotickim stresorima (Sudisha i sur., 2012).
Postoji najmanje 17 razli¢itih skupina PR proteina, od kojih se svaka skupina sastoji od
nekoliko ¢lanova koji imaju sli¢na svojstva (Sudisha 1 sur., 2012). U istrazivanju Peharec
Stefanié¢ i sur. (2019) je doslo do poveéane ekspresije tri PR proteina iz razligitih skupina:
CBP20 (eng. Cap binding protein), CAP (eng. Catabolite activator protein) i 3-1,3- glukanaze,
a smatra se da su protein CBP20 i B-1,3- glukanaza proteini inducirani teSkim metalima (Hensel
i sur., 1999; Suisur., 2016). Smatra se da stresne situacije mogu dovesti do akumulacije CBP20
proteina u stani¢noj stjenki kako bi se stanice zastitile od Stetnih utjecaja metala (Hensel i sur.,
1999). B-1,3- glukanaza sudjeluje u regulaciji kaloze u plazmodezmi te moze biti odgovorna za
rezistenciju prema metalima jer smanjena koli¢ina kaloze 1 povecana permeabilnost
plazmodezme moze dovesti do smanjenja negativnog utjecaja metala na rast korijena (O Lexy
1 sur., 2018). Pojacana ekspresija navedenih PR proteina koji su ukljuc¢eni u modifikacije
stani¢ne Stijenke mogu pomoci pri obrani od stresa uzrokovanog AgNP (Kosova i sur., 2018),
no u biljci duhana je zabiljezena smanjena ekspresija nakon izlaganja tretmanu s AgNP

(Peharec Stefani¢ i sur., 2019).

Aneksini su topivi proteini koji sudjeluju u organizaciji mreze membranskih proteina
koji sudjeluju u mnogo stani¢nih i razvojnih procesa, ukljuc¢ujuéi i toleranciju na abioticki stres

(Laohavisit i Davies, 2011). Vecina biljnih aneksina se nalazi u citosolu, no mogu se naci i u
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drugim stani¢nim organelima poput vakuole (Laohavisit i Davies, 2011). Identificirana su dva
aneksina; aneksin VCaB42 (eng. Vacuole-associated annexin protein) se nalazi u vakuoli te
drugi aneksin koji se nalazi u citosolu. Njihova ekspresija se smanjila kao odgovor na tretmane
s AgNP (Peharec Stefani¢ i sur., 2019). Rezultati su pokazali da su stanice korijena stagnirale,
odnosno nisu se dijelile ni rasle nakon izlaganja tretmanima (Mustafa i sur., 2015) te se smatra

da aneksin VCaB42 ima vaznu ulogu u rastu stanica duhana (Seals i Randall, 1997).

U proteomu korijena su zabiljezeni proteini koji sudjeluju u obrani i odgovoru na stres
kao i nekoliko antioksidacijskih enzima koji detoksiciraju ROS molekule (eng. Reactive oxygen
species). Enzim Fe-SOD nalazi se u plastidima te je pokazala smanjenu ekspresiju nakon
tretmana s AgNP, dok je Mn-SOD, mitohondrijska izoforma, pokazala poja¢anu ekspresiju
nakon tretmana (Peharec Stefani¢ i sur, 2019). Razli¢iti izoforme SOD enzima mogu imati
razlicite uloge u eliminaciji ROS molekula (Alvarez i sur., 2009). Takoder, ekspresija ostalih
antioksidacijskih enzima poput peroksidaze, monodehidroaskorbat reduktaze (eng.
Monodehydroascorbate reductase, MDHAR) i kvinon reduktaze (eng. Quinone reductase, QR)
se smanjila nakon tretmana s AgNP (Peharec Stefani¢ i sur., 2019). loni Ag* mogu inhibirati
aktivnost enzima vezujuéi se za tiolne skupine ili neke druge aktivne skupine (Ghandour i sur.,
1988). U istrazivanju su koristene relativno stabilne nanodestice s malo ispustenih Ag* iona
(Peharec Stefanié i sur., 2019) te je brojnost ROS molekula u tretiranim biljkama sli¢na kao u

kontrolnim biljkama (Cvjetko i sur., 2018).

Identificirani su proteini koji sudjeluju u glikolizi i fermentaciji alkohola (Peharec
Stefanié i sur., 2019), $to je o¢ekivano jer je korijen tkivo koje ne provodi proces fotosinteze te
ovisi o procesu glikolize i oksidativnoj fosforilaciji (Goodwin i Mercer, 1983). Ekspresija
proteina poput enolaze, aldolaze i alkohol dehidrogenaze (eng. Alcohol dehydrogenase, ADH)
je povecana u organizmima koji su bili izloZzeni metalima zbog vece potraznje za energijom za
detoksikaciju (Kosova i sur., 2018). U korijenu tretiranih biljaka duhana je zabiljezena
smanjena ekspresija dva proteina ukljuCenih u proces glikolize, gliceraldehid 3-fosfat
dehidrogenaze (eng. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, GAPDH) i triozafosfat
izomeraze (eng. Triosephosphate isomerase, TPI). Takoder, smanjena ekspresija je zabiljeZena
i za MDH i izocitrat dehidrogenazu (eng. Isocitrate dehydrogenase, IDH), proteine uklju¢ene
u ciklus trikarboksilne kiseline koji povezuje proces glikolize sa prijenosom elektrona u

mitohondriju (Peharec Stefani¢ i sur., 2019).
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4.4.2.2. Proteom lista

Vecina identificiranih proteina lista koji su imali promijenjenu ekspresiju povezana je s
metabolizmom ugljikohidrata i energije. Najveci utjecaj AgNP zabiljezen je na proteine koji
sudjeluju u procesu fotosinteze. Naime, nakon izlaganja duhana tretmanima s AgNP uocena je
smanjena ekspresija proteina PsaD, koji vodi ferodoksin (eng. Ferodoxin, Fd) do mjesta vezanja
na fotosustavu | (eng. Photosystem I, PSI), i proteina PsaE koji je kljuéan za vezanje
ferodoksina i ferodoksin-NADP reduktaze (eng. Ferrodoxin-NADP reductase, FNR) za PSI
(Peharec Stefani¢ i sur., 2019; Hanke i Mulo, 2013). Takoder, zabiljezena je i smanjena
ekspresija ferodoksin-NADP reduktaze (eng. Ferrodoxin-NADP reductase, FNR), proteina koji
upravlja prijenosom elektrona od feredoksina do NADP®. S druge strane, oba tretmana su
poveéala ekspresiju klorofil a-b proteina (Peharec Stefanié i sur., 2019), a mogucée je da biljke
duhana reguliraju ekspresiju tog proteina kako bi se sacuvala funkcija PSI i/ili PSII tijekom
izlaganja AgNP (Andersson i sur., 2003). Protein CF1 koji je dio plastidne ATP sintaze,
sudjeluje u biosintezi ATP-a te je pokazao smanjenu ekspresiju nakon izlaganja tretmanu AgNP
(Peharec Stefani¢ i sur., 2019).

Smanjenjem aktivnosti primarnog elektronskog transporta, dolazi do degradacije
proteina Rubisco. Velika podjedinica proteina Rubisco, RbcL (eng. Ribulose bisphosphate
carboxylase large chain) od 47 kDa, pokazala je pojacanu ekspresiju hakon oba tretmana, dok
je isti protein od 53 kDa pokazao smanjenu ekspresiju, S§to ukazuje na degradaciju enzima
Rubisco. Nadalje, ribuloza-fosfat-3-epimeraza (eng. Ribulose-phosphate-3-epimerase, RPE),
enzim vazan za Calvinov ciklus, imao je smanjenu ekspresiju nakon oba tretmana sto je utjecalo
na smanjenu fotosintetsku aktivnost. Takoder, proteini vazni za glikolizu poput GADPH, TPI
te plastidna aldolaza su pokazale smanjenu ekspresiju nakon izlaganja tretmanu s AgNP
(Peharec Stefani¢ i sur., 2019)

Kao posljedica smanjenog primarnog metabolizma i nedostatka hranjivih tvari, dolazi
do smanjenja koli¢ine proteina koji su ukljuceni u metabolizam aminokiselina i nukleotida
poput NDPK1 (eng. Nucleoside diphosphate kinase), GST i aminometiltransferaze. Obrambeni
proteini poput PR proteina CBP20, osmotina i B-1,3- glukanaza, koji su takoder zabiljezeni u
tkivu korijena, su zabiljezeni i u tkivu lista no s manjom ekspresijom nego u korijenu sto se
veZe uz manji sadrzaj akumuliranog srebra u listu, nego u korijenu (Peharec Stefanié i sur.,

2019).
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5. ZAKLJUCAK

Razvojem novih disciplina i metoda dolazi do novih spoznaja o funkcioniranju
organizama i njihovoj obrani od stresa. Prikazana istrazivanja pokazuju da nanocestice srebra
imaju sli¢ne u¢inke na proteome biljaka. U rizi, AgNP utjecu na razne stani¢ne procese poput
sinteze 1 degradacije proteina i apoptoze te takoder imaju direktan regulatorni utjecaj na biljne
stanice jer dolazi do pojacane ekspresije detoksikacijskih enzima, §to upucuje na pojacanu
proizvodnju ROS molekula zbog stresa uzrokovanog AgNP. PSenica potice pojacanu ekspresiju
proteina ukljucenih u obranu od stresa i procese primarnog metabolizma. Kod soje su AgNP
prvenstveno utjecale na ekspresiju proteina ukljucenih u obranu od stresa, signalizaciju i
stani¢ni metabolizam. U Kklijancima duhana je zabiljezeno da su tretmani s AgNP pokazali
manja oSteCenja nego srebro u ionskom obliku, a oba tretmana su utjecala na pojacanu
ekspresiju proteina uklju¢enih u primarni metabolizam, jer poja¢anom proizvodnjom energije
biljke olakSavaju i podupiru obrambene procese. U odraslim biljkama duhana je doslo do

ozbiljnijih promjena u sastavu proteoma nakon tretmana s AgNP.
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7. SAZETAK

Nanocestice srebra postaju sve zastupljenije u proizvodima Siroke potros$nje zbog svojih
izrazenih antibakterijskih 1 antifunglanih svojstava. Njihovom velikom rasprostranjenoséu
dolazi do zagadenja tla i vodenih resursa ¢ime biljke indirektno dolaze u kontakt s
nanocCesticama srebra. Razvojem proteomike unaprjeduju se spoznaje o bioloskim
makromolekulama te ona postaje obecavajuca disciplina u istrazivanju promjena na proteinima.
Do sada su tehnike provedene samo u nekoliko istrazivanja na biljkama duhana, pSenice, rize,
soje 1 dr. Navedene biljke su pokazale slicnosti u odgovoru na stres uzrokovan nanocesticama
srebra gdje one utjecu na ekspresiju proteina vezanih uz primarni metabolizam, signalizaciju i

odgovor na stres, no odgovor uvelike ovisi 0 vrsti biljke i karakteristikama nanocestica.

8. SUMMARY

Silver nanoparticles (AgNPs) are becoming more and more represented in consumer
products because of their expressed antifungal and antibacterial properties. Their high
prevalence leads to soil and water pollution, which allows plants to come into indirect contact
with silver nanoparticles. With the development of proteomics, knowledge about biological
macromolecules is improving and is it becoming a promising discipline in the study of protein
changes. So far, the techniques have been conducted in only a few studies, on tobacco, wheat,
rice, soybean plants etc. These plants have show similarities in response to stress caused by
silver nanoparticles where they affect the expression of proteins related to primary metabolism,
signaling and stress response. However, the response largely depends on the plant species and

the characteristics of the nanoparticles.
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