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1. uvOD

Ubrzani razvoj i komercijalizacija nanomaterijala prosirila je njihovu uporabu u
industriji 1 svakodnevnom zivotu, postavljajuci pitanje njihove sigurnosti za okolis i ljudsko
zdravlje. Medu razlicitim tipovima nanomaterijala posebno se isticu nanocestice srebra (AgNP)
koje ¢ine gotovo 25% svih nanomaterijala u potrosackim proizvodima (Vance i sur. 2015).
Istaknuta protubakterijska 1 protugljivicna svojstva AgNP doprinijela su njihovoj rastucoj
primjeni u medicini, industriji i poljoprivredi, ali istovremeno i povecala rizik od ispustanja u
okoli§ (Tolaymat i sur. 2010). Jedinstvene karakteristike vezane za gradu AgNP mogu
rezultirati neoc¢ekivanim i potencijalno Stetnim posljedicama za cijeli ekosustav, zbog Cega je
razumijevanje mehanizma njihova djelovanja prioritet u danasnje vrijeme. Biljke, koje su
vitalan dio ekosustava, posebno su ugrozene zbog direktnog kontakta s kontaminiranom vodom
i tlom, a njihova uloga u akumulaciji i transformaciji tvari iz okolisa €ini ih potencijalnim putem
za unos AgNP u hranidbene lance (Rico i sur. 2011), isti¢u¢i vaznost provedbe detaljnih

toksikoloskih istrazivanja utjecaja AgNP na biljke.

Iznimno vazan aspekt ovakvih istrazivanja ¢ine karakterizacija i pracenje stabilnosti AgNP u
eksperimentalnim sustavima i okoliSu. Transformacije AgNP u razli¢itim medijima za
izlaganje, uvjetovane fizikalno-kemijskim karakteristikama poput veli¢ine, oblika, naboja i
povrsinskih modifikacija, mogu znacajno utjecati na njihovu fitotoksi¢nost (Bae 1 sur. 2013).
Od presudne vaznosti pokazao se izbor omotaca koji sluzi za njihovu stabilizaciju i zastitu od
izravnih interakcija s okoliSem koje bi mogle dovesti do agregacije, aglomeracije ili
oksidacijske disocijacije iona srebra (Ag*) s povrsine AgNP (Tejamaya i sur. 2012, Akter i sur.
2018). Suspenzije AgNP mogu biti stabilizirane steri¢kim interakcijama koje ukljuc¢uju uporabu
polimernih neionskih surfaktanata poput polivinilpirolidona (PVP), polivinil alkohola (PVA) i
polietilen glikola (PEG) (Koczkur 1 sur. 2015) ili koriStenjem anionskih 1 kationskih
surfaktanata poput citrata ili cetiltrimetilamonijeva bromida (CTAB), koji stabiliziraju AgNP
putem elektrostatickog odbijanja (Yu i Xie 2012). Dosadasnja su istrazivanja ukazala na
postojanje odredenih razlika u djelovanju razlicito stabiliziranih AgNP (Biba i sur. 2021a), no
broj istrazivanja koja usporedno ispituju utjecaj razli¢itih AgNP na biljke joS je malen, a Cesto
nisu uzete u obzir 1 ostale karakteristike AgNP koje utjeCu na njihovu toksi¢nost. Naime,
ponasanje AgNP usko je vezano za eksperimentalnu metodologiju koja se koristi za njihovo
istrazivanje. Sastav hranjive podloge, vodene otopine ili tla koriStenog za tretman biljaka

izravno utjece na stabilnost i bioloSku dostupnost AgNP, a dosada$nja istrazivanja pokazala su



da uc¢inak AgNP ovisi 1 o vrsti i starosti biljke na kojoj se istrazivanje provodi, kao i o duljini

tretmana, primijenjenoj koncentraciji te nacinu izlaganja (Tkalec i sur. 2019).

Akutni utjecaj AgNP kod biljaka je najznacajnije izrazen na morfoloskoj razini. Naime, zbog
utjecaja na fluidnost i propusnost membrana, AgNP mogu modificirati unos vode i nutrijenata
iz zemlje $to je posebno vazno za rast i razvoj biljaka (Zuverza-Mena i sur. 2016). Ipak,
dosadasnja saznanja nisu dala jednoznacne rezultate u ovom podrucju; iako je dio istrazivanja
pokazao da AgNP mogu ubrzati isklijavanje te pospjesiti rast korijena i izdanka, one su ve¢inom
ipak negativno utjecale na navedene parametre (Tkalec i sur. 2019). Na fizioloskoj razini,
utjecaj AgNP najcesSée se ispoljava u smanjenju sadrzaja klorofila i inhibiciji fotosinteze,
smanjenju transpiracije i promjenama u koncentraciji biljnih hormona, $to takoder negativno

utjece na stanje biljke (Sun i sur. 2017, Tripathi i sur. 2017a).

Glavni mehanizam fitotoksi¢nosti AgNP pripisuje se stvaranju povecane razine reaktivnih
oblika kisika (ROS) koji dovode do pojave oksidacijskog stresa u biljnim stanicama te mogu
putem prijenosa elektrona nanijeti oksidacijsku $tetu vaznim biomolekulama (Flores-LOpez i
sur. 2019). Oksidacijsko ostecenje lipida moze izravno utjecati na propusnost stani¢ne
membrane (Suresh i sur. 2010), a karbonilacija proteina moze dovesti do gubitka njihove
funkcije (Arora i sur. 2010). Osim toga, oksidacijsko oSte¢enje molekule DNA 1 promjene u
ekspresiji gena mogu uzrokovati promjene u diobi stanica i stani¢noj strukturi (Levine i sur.
2017). Kako bi umanjile negativan utjecaj povecane koli¢ine ROS, biljke su razvile u¢inkovite
mehanizme za njihovo uklanjanje koji ukljuc¢uju aktivnost razli¢itih enzimskih 1 neenzimskih
antioksidansa s ciljem odrzavanja redoks homeostaze u biljkama (Arora i sur. 2002, Mittler
2017). Medu antioksidacijskim enzimima najvaZznije uloge imaju superoksid dismutaza (SOD),
koja pretvara toksi¢ni superoksidni radikal u vodikov peroksid te katalaza (CAT) i1 razlicite
peroksidaze, koje uklanjaju vodikov peroksid nizom enzimskih reakcija (Hasanzzuman i sur.
2020). Sadrzaj neenzimskih komponenti antioksidacijskog sustava, poput prolina, askorbata 1
glutationa, vazan je radi njihovog snaznog redukcijskog potencijala kojim izravno uklanjaju
ROS, ali 1 zbog njihove uloge u sintezi mnogih molekula vaZnih za rast 1 razvoj biljaka (de

Pinto i de Gara 2004).

Proteini, koji imaju glavne uloge u stani¢noj signalizaciji 1 odgovoru na stres, direktno su
ukljuceni u odgovor biljaka na tretman AgNP. Uporaba proteomike stoga bi mogla pomoc¢i u
razjaSnjavanju mehanizma fitotoksi¢nosti AgNP putem identifikacije klju¢nih proteina,
njihovih interakcija te posttranslacijskih modifikacija (Majumdar i1 Keller 2020). Dosada$nja
istrazivanja ukazala su na znacajne promjene ekspresije proteina ukljuenih u procese
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primarnog metabolizma, obradu proteina te odgovor na oksidacijski stres (Vannini i sur. 2013,
Mirzajani i sur. 2014, Peharec Stefanié i sur. 2018), a detaljnije komparativne analize utjecaja

razli¢itih oblika AgNP mogle bi ponuditi potencijalne biomarkere njihove toksi¢nosti.

Unatoc€ rastu¢em broju istrazivanja utjecaja AgNP, pitanje mehanizma njihova djelovanja jos
uvijek nije razrijeSeno. Naime, oksidacija i otpuStanje iona Ag* s njihove povrs$ine smatra se
vaznim uzrokom toksi¢nosti AgNP. Ipak, mnoga su istrazivanja potvrdila razlike u ucinku
primjene AgNP i iona Ag™ pri istim koncentracijama tretmana (Navarro i sur. 2008, Cvjetko i
sur. 2018, Peharec Stefani¢ i sur. 2019), ukazujuéi na vaznost intrinziénih svojstava samih
AgNP. Zbog toga je potrebno osim usporednih tretmana AgNP i Ag® razviti i drugadije
protokole koji bi razluéili utjecaj nanocestica od utjecaja iona Ag*. Primjena liganada, poput
cisteina, koji snazno kelatiraju ione Ag*, mogla bi ponuditi odgovor o0 mehanizmu toksi¢nosti

AgNP.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj AgNP stabiliziranih s dva omotaca (PVP 1 CTAB)
na isklijavanje i rani rast, pojavu oksidacijskog stresa i promjene u proteomu klijanaca duhana
(Nicotiana tabacum) te utvrditi je li taj utjecaj posljedica djelovanja samih nanocestica ili iona
Ag" koji se s njih otpustaju. U tu svrhu provedena je usporedna analiza klijanaca tretiranih s
AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs3, samih i u kombiniranim tretmanima s cisteinom, ¢emu je
prethodila detaljna karakterizacija sintetiziranih AgNP-PVP i AgNP-CTAB te analiza njihove
stabilnosti u hranjivoj podlozi za izlaganje. Hipoteza istrazivanja bila je da AgNP stabilizirane
razli¢itim omota¢ima imaju razli€it fitotoksi¢ni ucinak koji je barem djelomi¢no posljedica

otpustanja iona Ag*, te ¢e zbog toga biti umanjen dodatkom cisteina.
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2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Nanomaterijali

Nanotehnologija predstavlja razvoj, sintezu, karakterizaciju i aplikaciju materijala i
uredaja ¢ija je veli¢ina na nanometarskoj skali (1-100 nm), a objedinjuje podrucja fizike, kemije
i biologije (Kolahalam i sur. 2019). Pojava i razvoj nanomaterijala (NM) izvanrednih
magnetskih, elektri¢nih, opti¢kih, mehanickih i katalitickih svojstava omogucéila je napredak
mnogih grana znanosti i industrije, unose¢i poboljsanja i u svakodnevne Zzivote ljudi.
Raznovrsnost njihove primjene uvjetovala je moguénost precizne kontrole nad veli¢inom,
oblikom i funkcionalizacijom povrsine dodatkom razli¢itih omotaca tijekom sinteze, ¢ine¢i NM

pogodnima za uporabu u razli¢ite svrhe (Baig i sur. 2021).

lako ne postoji internacionalno prihvacena definicija NM (Boverhof i sur. 2015), legislative
razli¢itih organizacija kao $to su EPA (U.S. Environmental Protection Agency) i FDA (U.S.
Food and Drug Administration) daju slicna objasnjenja te opisuju NM kao materijale koji imaju
barem jednu dimenziju izmedu 1 1 100 nm te pokazuju jedinstvena svojstva koja su razli¢ita od
istih komponenti veéih dimenzija. S obzirom na raznolikost NM i njihovih svojstava, bilo je
nuzno Kreirati Klasifikaciju koja ¢e ih detaljno opisati, ali i omoguciti lakSu pravnu regulaciju
NM i produkata koji ih sadrze. NM se stoga opisuju ovisno o nacinu postanka, tipu materijala

te dimenzijama (Jeevanandam i sur. 2018).

2.1.1. Postanak nanomaterijala

Prema nacinu postanka, NM se mogu klasificirati u tri kategorije: prirodni, antropogeni
i sintetski. Prirodni NM rezultat su biogeokemijskih i mehanic¢kih procesa na Zemlji poput
Sumskih pozara, vulkanskih erupcija, iSpustanja aerosolnih ¢estica iz oceana, tro$enja stijena ili
drenaze kiselih rudnika (Shalan i sur. 2018). Antropogeni NM nastaju kao slu¢ajni nusprodukti
ljudskog utjecaja na Zemlju, najcesce u procesima izgaranja fosilnih goriva, te dovode do
znacajnih ekoloskih problema (Barhoum i sur. 2022). Sintetski NM su materijali pravilnih
oblika, sintetizirani u svrhu specificne primjene te detaljno ispitani kako bi se utvrdila njihova

funkcija i smanjio potencijalno negativan ucinak (Buzea i sur. 2007, Albalawi i sur. 2021).

2.1.2. Grada nanomaterijala

Funkciju NM prvenstveno odreduje njegov sastav, odnosno sadrzaj elemenata koji ga
grade. I dok su prirodni NM vecéinom agregati razlicitih elemenata, sintetski NM obi¢no sadrze
jedan ili dva elementa periodnog sustava (Gugulothu i sur. 2019). Prema elementarnom sastavu,

NM se dijele na NM temeljene na ugljiku, organske, anorganske i hibridne. NM temeljeni na



ugljiku predstavljaju specificno podru¢je nanotehnologije zbog razli¢itih alotropskih
modifikacija ugljika koje su se koristile jos u proslosti u obliku goriva, kompozitnih materijala
i pigmenata, dok danas ¢ine osnovu odrzive energije tvoreci dijelove nuklearnih reaktora i
elektrode u punjivim baterijama i kondenzatorima (Oschatz i sur. 2016, Khan i sur. 2019).
Organski NM predstavljaju skupinu biorazgradivih netoksicnih NM koji grade strukture kao
Sto su dendrimeri, miceli i liposomi (Barhoum i sur. 2022) te ¢ine osnovu razvoja i
implementacije nanomaterijala u biomedicini kao dijagnostic¢ka i terapeutska pomagala (Fang
i sur. 2020). Anorganska skupina NM od posebnog je interesa zbog zanimljivih optickih i
elektri¢nih svojstava metala, metalnih oksida i soli na nanometarskoj skali, koja se javljaju kao
posljedica njihove kristalne strukture i velike povrsinske reaktivnosti (Sudha i sur. 2018).
Medusobna kombinacija razli¢itth NM, kao i kombinacija NM s tvarima veéih dimenzija, daje
hibridne NM razli¢itih morfologija i svojstava koja im omogucéuju raznoliku primjenu

(Jeevanandam i sur. 2018).

2.1.3. Dimenzionalnost nanomaterijala

Specifina fizikalno-kemijska svojstva NM posljedica su njihove grade, prvenstveno
njihovih dimenzija. Dimenzionalnost NM, koja uvjetuje njihovu funkciju, zbog toga se dijeli
ovisno o broju dimenzija koje se nalaze izvan nanometarske skale (Slika 1), a Pokropivny i
Skorokhod (2007) su je definirali kretanjem elektrona dostupnim dimenzijama unutar strukture.
Nula-dimenzionalni (OD) NM imaju sve tri dimenzije unutar nanometarske skale, a elektroni
su im zarobljeni u prostoru bez dimenzija (fulereni, nanocestice, kvantne tocke) (Wang i sur.
2020b). Jednodimenzionalni (1D) NM imaju samo jednu dimenziju vecu od 100 nm, a elektroni
imaju mogucénost kretanja po x-osi (nanotube, nanozice i nanovlakna) (Jeevandam i sur. 2019).
Dvodimenzionalni (2D) NM imaju dvije dimenzije vece od 100 nm te moguénost kretanja
elektrona po x- i y-osi (nanolistovi) (Jin i sur. 2018), dok trodimenzionalni (3D) NM ¢ine
kompleksne strukture kojima su sve tri dimenzije vece od 100 nm, a elektroni se kre¢u po X-,

y- i z-osi (snopovi nanozica ili nanocijevi) (Zhao i Lei 2020).

oD

Slika 1. Podjela NM prema dimenzionalnosti. Prilagodeno prema Barhoum i sur. 2022.



2.2. Nanodestice srebra

Nanocestice srebra (AgNP) predstavljaju skupinu najvise istrazenih NM, a njihova je
upotreba u farmaceutskoj, kozmeti¢koj, prehrambenoj i tekstilnoj industriji sve ucestalija
(Gherasim i sur. 2020). Tome u prilog govori i ¢injenica da Se trenutno na svjetskom trzistu
nalazi preko 560 proizvoda koji sadrze AgNP kao aktivne komponente (The Nanodatabase,
pristupljeno 23.01.2022.), uz znacajan porast u posljednjih deset godina (Slika 2).

600

563 563
517

Number of Products

419 419 423

362
335

100 192 196 2

Slika 2. Porast implementacije AgNP u potrosackim proizvodima od 2012. godine do danas. Preuzeto
sa https://nanodb.dk/en/analysis/consumer-products/#chartHashsection (23.01.2022.)

Razlog pojacane implementacije AgNP u potrosackim proizvodima i industriji svakako lezi u
izvanrednim protubakterijskim i protugljivicnim svojstvima koja posjeduju, te se zbog toga
primjenjuju u mnogim medicinskim uredajima i materijalima poput zavoja, katetera, kirurskih
instrumenata ili proteza. Osim toga, sve su ¢esce prisutni u kozmeti¢kim preparatima, Kremama,
pastama za zube, detergentima, dezinfekcijskim sredstvima, ambalazi za oCuvanje svjeZine
namirnica, igrackama za djecu, tekstilu i sportskoj opremi, ali i velikim ku¢anskim aparatima
poput perilica rublja ili procis¢ivaca vode i zraka (Tolaymat i sur. 2010). Karakteristicna
svojstva AgNP prepoznata su i u poljoprivrednoj industriji, gdje se ve¢ koriste kao stimulatori
rasta biljaka ili fungicidi za prevenciju biljnih bolesti, a njihov potencijal za poboljsanje

kvalitete i koli¢ine usjeva se intenzivno istrazuje (Yan i Chen 2019).

Dobra elektri¢na vodljivost i specificna fotokemijska svojstva AgNP iskoristena su u izradi

razliitih elektri¢nih i optickih uredaja (Tran i sur. 2013), a velika povrSinska reaktivnost
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omogucila je njihovu primjenu u kataliticke svrhe za mnoge industrijski vazne reakcije (Liu i
sur. 2005, Ameen i sur. 2007). Jedinstvena svojstva AgNP takoder se ucestalo koriste i u
znanosti, npr. za detekciju sekvenci molekule DNA (Jacob i sur. 2008), proucavanje
membranskog transporta u zivim stanicama u Stvarnom vremenu (Xu i sur. 2004),
kolorimetrijsko odredivanje koncentracije amonijaka (Dubas i Pimpan, 2008) i oznacavanje i
snimanje stanica raka (Wiley i sur. 2007). Nedvojbeno je da ¢e pojacana uporaba AgNP dovesti
do njihovog ispustanja u okoli§, medutim interakcije AgNP i Zivog svijeta nisu jo§ u potpunosti
razjasnjene. Zbog toga je potrebno detaljno ispitati njihove karakteristike te detektirati

potencijalne toksi¢ne ucinke.

2.2.1. Sinteza i stabilizacija AgNP

Veli¢ina i morfologija AgNP od presudne su vaznosti za njihova kemijska i fizikalna
svojstva, a direktna su posljedica uvjeta stvorenih tijekom sinteze. Najc¢es¢i nacin priprave
AgNP je putem kemijske redukcije nekog od prekursora iona Ag®, kao $to je vodena otopina
srebrova nitrata (AgNO3) (Glzel i Erdal, 2018). Odabir reducensa determinirat ¢e karakteristike
novonastalih nanocestica; jaka reduciraju¢a sredstva poput natrijevog borhidrida (NaBH4)
rezultirat ¢e manjim Cesticama, dok ¢e slabiji reducensi, kao Sto su trinatrijev citrat
(NasCeHs0y7) ili askorbinska kiselina (CeHgOg), favorizirati sintezu nesto vecih Cestica (Chen i
Schluesener 2008). Novonastale Cestice u suspenziji prate Brownovo gibanje s mnogo
medusobnih sudara, $to zbog postojanja privla¢nih van der Waalsovih sila moze dovesti do
njihove agregacije, kako objasnjava Derjaquin-Landau-Verway-Overbeek (DLVO) teorija
(Tadros, 2010). Kako bi se takva suspenzija stabilizirala, potrebno je stvoriti odbojne sile medu
nanocesticama, a to se moze uciniti na dva na¢ina — stvaranjem steri¢kog ili elektrostatickog
odbijanja (Yu i Xie 2012). Dodatak stabiliziraju¢ih omotaca na povrSinu nanocestica tijekom
sinteze smanjuje njihovu povrsinsku energiju, sprjeCava daljnji rast i agregaciju te rezultira
stvaranjem stabilne suspenzije, a odabir omotaca ovisi o funkciji za koju se AgNP sintetiziraju
(Liisur. 2013).

2.2.1.1. Steri¢ka stabilizacija AgNP

Stericka stabilizacija AgNP postize se adsorpcijom polimernih liganada na povrsinu
nanocestica pri cemu dolazi do stvaranja stericke odbojne sile (Guerrini i sur. 2018). U tu svrhu
mogu se koristiti razlicite nenabijene polimerne molekule, poput polivinil pirolidona (PVP),
koji se Cesto koristi u sintezi AgNP. PVP je graden od dugih nepolarnih alkilnih lanaca (koji
omogucuju izvrsnu stabilizaciju nanocestica) i polarne amidne skupine (koja tvori pirolidonski

prsten), Sto ga ¢ini dobro topljivim u razli¢itim vodenim i nevodenim otapalima te ga ¢ini
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kemijski inertnim pri velikom rasponu pH-vrijednosti (Koczkur i sur. 2015). Osim PVP, za
stericku stabilizaciju AgNP se cesto koriste i polivinil alkohol (PVA), polietilen glikol (PEG)
(Slika 3) i arapska guma (engl. gum arabic, GA), koja predstavlja prirodni polimer graden od
polisaharida i glikoproteina (Sharma i sur. 2014).

OH 0O _H

PVP PVA PEG

Slika 3. Kemijska struktura polimera koji se koriste za stericku stabilizaciju AgNP. PVP — polivinil
pirolidon, PVA — polivinil alkohol, PEG — polietilen glikol.

2.2.1.2. Elektrostaticka stabilizacija AgNP

Za stvaranje elektrostaticke stabilizacije AgNP, potrebna je prisutnost ionskih grupa
koje nakon adsorpcije na povrs§inu nanocestice stvaraju pozitivan ili negativan povrsinski naboj.
U mediju potom dolazi do interakcije s ionima suprotnog naboja, pri ¢emu se stvara neutralan
omota¢ oko nanocestica Koji im pruza odli¢nu stabilnost i sprjecava agregaciju (Yu i Xie 2012).
Za elektrostaticku stabilizaciju najcesce se koristi NazCeHsO7, negativno nabijena molekula
koja tijekom sinteze AgNP moze imati dvojaku ulogu — kao reducens i kao omota¢. Pozitivno
nabijene AgNP mogu se dobiti stabilizacijom pomocu kationskih surfaktanata, kao §to su
cetiltrimetilamonijev  bromid (CTAB), didecildimetilamonijev bromid (DDAB) ili
poliheksametilen bigvanid (PHMB) (Slika 4) (Biba i sur. 2021a).



INa* . &
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Slika 4. Kemijska struktura anionskih i kationskih surfaktanata koji se koriste za elektrostaticku
stabilizaciju AgNP. NasCsHsO7 — trinatrijev citrat, CTAB — cetiltrimetilamonijev bromid, DDAB —
didecildimetilamonijev bromid, PHMB — poliheksametilen bigvanid.

2.2.2. Karakterizacija AQNP

Nakon sinteze AgNP, nuzna je detaljna karakterizacija fizikalno-kemijskih svojstava
koja imaju nedvojben utjecaj na njihovu biolosku aktivnost, ponaSanje u okolisu, sigurnost i
efikasnost. Navedena karakterizacija mora ukljucivati distribuciju veli¢ina, morfologiju,
povrsSinska svojstva, stabilnost i interakcije (Vega-Baudrit i sur. 2019). U te svrhe moze se
koristiti viSe analiti¢kih tehnika, kao §to su UV-Vis spektroskopija, dinamic¢ko rasprSenje
svjetla (eng. dynamic light scattering, DLS), mjerenje zeta potencijala, atomska apsorpcijska
spektroskopija (AAS) i metoda induktivno spregnute plazme sa spektrometrijom masa (eng.
inductively coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) (Tkalec i sur. 2019). Osim toga,
vizualizacija sintetiziranih AgNP izvodi se uporabom mikroskopijskih metoda poput
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM), transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) ili
mikroskopije atomskih sila (eng. atomic force microscopy, AFM) (Zhang i sur. 2016b), a
najbolje rezultate 1 najpodrobniju karakterizaciju AgNP moguce je dobiti kombinacijom viSe

navedenih metoda.

2.2.2.1. UV-Vis spektroskopija

UV-Vis spektroskopija je brza i jednostavna tehnika za potvrdu kvalitete sinteze AgNP
s kojom se ujedno moze pratiti i njihova stabilnost. Temelji se na jedinstvenim optickim
svojstvima AgNP koja uzrokuju njihovu snaznu interakciju sa svjetlos¢u specifi¢nih valnih
duljina. Ta interakcija posljedica je pojave lokalizirane rezonancije povrsinskih plazmona (eng.

localized surface plasmon resonance, LSPR), kolektivne oscilacije vodljivih elektrona na
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metalnoj povrsini pobudenih specificnim valnim duljinama vidljive svjetlosti koji uzrokuju
intenzivnu apsorpciju i rasprsenje karakteristicno za plazmonske nanocestice (Noginov i sur.
2007, Das i sur. 2010). Jacina interakcije ovisi o karakteristikama pojedinih nanocestica,
ponajviSe o njihovoj veli¢ini, obliku i refrakcijskom indeksu povrsine, a ve¢ i male promjene
tih karakteristika dovode do promjena u frekvenciji LSPR, ¢ine¢i ovu metodu odlicnom za
pracenje veliCine i interakcija AgNP s okoliSem u kojemu se nalaze (Sannomiya i sur. 2008,
Lis i Cecchet 2014). Poznato je da manje AgNP apsorbiraju svjetlost na oko 400 nm, dok
povecanje radijusa dovodi do pomaka maksimuma apsorbancije prema duzim valnim
duljinama, odnosno prema crvenom dijelu spektra (‘red-shift’) (Paramelle i sur. 2014). Sli¢an
se pomak dogada i tijekom agregacije nanocestica koja uzrokuje delokalizaciju vodljivih
elektrona na povrsini i pomi¢e maksimum apsorbancije prema manjim energijama, odnosno
prema duljim valnim duljinama. Uz to, stvaranjem agregata dolazi do smanjenja intenziteta i
ostrine maksimuma apsorbancije zbog smanjenja broja stabilnih nanocestica, a moguce je i

formiranje sekundarnog maksimuma na ve¢im valnim duljinama (Zhang i sur. 2016a).

2.2.2.2. Odredivanje veli¢ine i morfologije AgNP

Razvoj visoko-rezolucijskih mikroskopskih tehnika omogucéio je detaljan pregled i
karakterizaciju razlicitth NM koristenjem zrake visoko energiziranih elektrona, i izmedu
razli¢itih tehnika, SEM i TEM su se pokazali kao vrijedne i ¢esto koristene metode za dobivanje
kvalitativnih i kvantitativnih informacija o veli¢ini i morfologiji AgNP (Joshi i sur. 2008, Fissan
i sur. 2014). Iz dobivenih fotografija moguce je izraditi histograme koji opisuju distribuciju
veli¢ina AgNP, a kombinacijom SEM-a ili TEM-a s energodisperzivnim detektorom X-zraka
(eng. energy-dispersive X-ray spectroscopy, EDX) moze se detaljno analizirati njihova

kemijska kompozicija (Lin i sur. 2014).

Za razliku od mikroskopskih metoda, koristenje tehnike DLS omogucuje simultano mjerenje
veli¢éine AgNP u velikom broju uzoraka (Lange 1995). Metoda se temelji na mjerenju
intenziteta rasprsenja svjetlosti lasera koji prolazi kroz koloid, nakon ¢ega slijedi analiza
intenziteta kao funkcije vremena kako bi se odredila hidrodinamicka mobilnost Cestica u
otopini, odnosno njihov hidrodinami¢ki volumen (Berne i Pecora 2000, Fissan i sur. 2014).
DLS analiza rezultira prikazom distribucije veli¢ina Cestica u otopini, no prikaz veli¢ine AgNP
moze biti znacajno veci od veli¢ine istih AgNP dobivene mikroskopskim analizama. Naime,
mikroskopske analize detektiraju iskljucivo veli¢inu metalne jezgre nanocestice, dok DLS mjeri
kombinaciju metalne jezgre, molekule omotaca i ione otapala prisutne na povrsini nanocestice

(MacCuspie i sur. 2011).
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2.2.2.3. Odredivanje povrsinskih svojstava i koncentracije AQNP

lako tehnike navedene u prethodnom poglavlju daju bitne informacije o veli¢ini i
morfologiji AgNP, one nisu dostatne za predvidanje interakcija AgNP i okolisa. Analiza
(-potencijala, efektivnog naboja Cestice u mediju, mjeri naboj AgNP i njihovu stabilnost u
koloidnoj suspenziji, $to je od presudne vaznosti za interakciju AgNP i bioloskih membrana
(Vega-Baudrit i sur. 2019). Mjerenje se izvodi metodom elektroforetskog rasprsenja svjetlosti
(eng. electrophoretic light scattering, ELS), pri ¢emu se stabilnima smatraju koloidi ¢iji
C-potencijal prelazi = 30 mV. Stabilnost koloidnih otopina uvelike ovisi 0 pH-vrijednosti,

ionskoj jakosti i koncentraciji povrsinski aktivnih tvari (Saeb i sur. 2014).

Tehnike AAS i ICP-MS najéesce se primjenjuju za kemijsku kvantifikaciju elementarnih tvari
te pruzaju brzu i preciznu metodu za mjerenje koncentracije AgNP, bilo u otopinama ili u
bioloskom materijalu (McGillicuddy i sur. 2017). Nedostatak ovih metoda predstavlja
nemoguénost uredaja da razlikuje ione Ag* od AgNP, stoga je za precizno mjerenje AgNP ili
pak za mjerenje postotka disocijacije iona Ag" s povrsine Cestica potrebno izvrsiti dodatne
separacijske tehnike prije digestije uzoraka (Liu i sur. 2012). Te tehnike najées¢e ukljucuju
centrifugiranje uzoraka kroz adekvatne filtere, pri ¢emu AgNP zaostaju na filteru, dok ioni Ag*
prolaze kroz pore i sakupljaju se za daljnje analize (Wojcieszek i sur. 2020).

2.3. AgNP u okoliSu

Posljednjih godina mnogo se govori o utjecaju AgNP na okoli§ zbog njihove sve ¢esce
primjene u industriji i svakodnevnom Zivotu. AQNP mogu predstavljati opasnost u svim fazama
svog ciklusa, pocevsi od sinteze, preko uporabe pa sve to zbrinjavanja otpada koji ih sadrzi,
zbog Cega je potrebno ispitati postoji li rizik za okolis 1 koji su faktori koji na njega utjecu
(McGillicuddy i sur. 2017). S obzirom na to da su AgNP ve¢ detektirane u tlu, vodi i zraku
(Gottschalk i Nowack 2011), njihov doticaj sa svim sastavnicama ekoloSkih sustava je
neizbjezan. Ipak, razine AgNP u okolisu tesko je izmjeriti zbog razlic¢itih kemijskih i fizikalnih
transformacija kojima su podlozne pod utjecajem okolisnih faktora, a koje dovode do znacajnih

promjena u njihovoj specijaciji i raspolozivosti (Luoma 2008, McGillicuddy i sur. 2017).

2.3.1. Stabilnost i transformacije AgNP u okoliSu
Ucinak AgNP definiran je njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima: veli¢inom,
oblikom, povrsinskom funkcionalizacijom i nabojem. No, uvjeti prisutni u okoliSu mogu

dovesti do agregacije, aglomeracije i disocijacije AgNP, ili pak mogu potaknuti njihovu
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oksidaciju i interakciju s razli¢itim organskim i anorganskim spojevima, §to u konac¢nici dovodi
do stanja u kojemu se u ravnoteZzi nalaze AgNP, ioni Ag" i njihove soli (Slika 5) (Sharma i sur.
2014, Pem i sur. 2021). Ovakve promjene u svojstvima AgNP mogu uvelike utjecati na njihov
stupanj interakcije s okoliSem, unos u organizme i potencijalnu toksi¢nost (Sharma i sur 2014,
Akter i sur. 2018, Muraleetharan i sur. 2019).
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Slika 5. Shema transformacija koje AgNP prolaze u okolisu. GSH —reducirani glutation, AgCl — srebrov
Klorid, Ag.S — srebrov sulfid, Ag-SR — srebrovi tiolati. Preuzeto i prilagodeno prema Pem i sur. 2021.

Posebno su vazne promjene koje se dogadaju u uvjetima jake ionske jakosti i niskih pH-
vrijednosti kada slabe odbojne elektrostatske sile izmedu Cestica, §to dovodi do njihove
pojacane agregacije i efektivno mijenja njihovu toksi¢nost (Axson i sur. 2015). Mehanizmi
stabilizacije snazno utjeCu na agregacijsku kinetiku AgNP u okoliSu, pri ¢emu su stericki
stabilizirane AgNP generalno pokazale manju sklonost agregaciji u bioloskim medijima u
odnosu na elektrostaticki stabilizirane AgNP ili AgNP bez omotaca (El Badawy i sur. 2012,
Belteky i sur. 2019).

Drugi vazan proces transformacije AgNP ukljucuje njihovu disocijaciju i otpu$tanje iona Ag".

Rijec je o oksidacijskom procesu potpomognutom protonima, koji je znacajno izrazeniji pri
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nizim koncentracijama AgNP (Zhang i sur. 2016b) te na manjim AgNP zbog njihove vece
reaktivne povrSine (Ma i sur. 2014). U aerobnim uvjetima, oksidacija AQNP moze dovesti do
stvaranja srebrovog oksida (Ag20), koji se veZze za povrSinu nanocestice i tvori svojevrsni
omota¢ koji moze umanjiti brzinu otapanja AgNP sprje¢avanjem njihove daljnje oksidacije
(Zhang 1 sur. 2018). Disocijacija AgNP moze biti potaknuta i prisustvom liganada Koji
kompleksiraju otpustene ione Ag®, primjerice sulfidnih ili kloridnih iona, pri ¢emu nastaju
precipitati srebrova sulfida (Ag2S) i srebrova klorida (AgCl). Slaba topljivost i velika stabilnost
novonastalih precipitata zna¢ajno umanjuje toksi¢ne ucinke AgNP, pa se procesi sulfidacije i
klorinacije smatraju prirodnim rjesSenjem za problem nakupljanja AgNP u okolisu (Levard i sur.
2013, Zhang i sur. 2018).

U bioloskim medijima, AgNP su sklone stvarati interakcije s prisutnim biomolekulama kao $to

.....

.....

sur. 2018). Istrazivanja su pokazala da je odgovor stanica na AgNP stabilizirane proteinskom
koronom usmjeren prvenstveno na proteine koji ¢ine koronu, a ne na same nanocestice, tvoreci
njihov ,,bioloski identitet” koji omogucava laksSu interakciju AgNP s bioloskim sustavima i od
velikog je znacaja za daljnju implementaciju AgNP (Walczyk i sur. 2010, Monopoli i sur. 2012,
Durén i sur. 2015).

2.3.2. Utjecaj AgNP na biljke

Biljke igraju vaznu ulogu u interakciji AgNP i bioloskih sustava. Ukoliko se AgNP nadu
u okolisu, kroz kontaminiranu vodu i tlo do¢i ¢e do njihovog ulaska u biljke (Dietz i Herth
2011). S obzirom da biljke predstavljaju vitalan dio ekosustava kao primarni proizvodaci
svakog hranidbenog lanca, u njima se AgNP mogu akumulirati i transformirati te na taj nacin
predstavljati opasnost za cijeli ekosustav, ukljucujuéi i ljudsko zdravlje (Ma i sur. 2010, Ma i
sur. 2015, Yan i Chen 2019). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da AgNP mogu imati i
pozitivne i negativne utjecaje na biljne vrste, $to ¢e ovisiti 0 nizu parametara, ukljucujuci
fizikalno-kemijske karakteristike AgNP (veli¢ina, oblik, koncentracija, koristeni omotac) i
eksperimentalne uvjete tretmana (vrsta i starost biljke, tkivo koje se istrazuje, duljina i nacin
izlaganja) (Tkalec i sur. 2019). Stoga je od izuzetne vaznosti razviti dobro razumijevanje

fitotoksi¢nih utjecaja AgNP te mehanizama tolerancije koje su biljke razvile.
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2.3.2.1. Utjecaj fizikalno-kemijskih svojstava AgNP na fitotoksi¢nost

Utjecaj AgNP na morfoloske, fizioloske i biokemijske parametre biljaka determiniran
je njihovim intrinzi¢nim fizikalno-kemijskim svojstvima, s§to ukljucuje veli¢inu, oblik,
koncentraciju i omota¢ (Rastogi i sur. 2017). Pri tome veli¢ina predstavlja kriticno svojstvo
koje ¢e odrediti fitotoksi¢nost AgNP (Wang i sur. 2016). Naime, osim $to AgNP manjih
dimenzija lakse ulaze u biljke i u njima se akumuliraju (Geisler-Lee i sur. 2013, Wang i sur.
2013b), manje AgNP imaju i ve¢i omjer povrsine i mase, $to rezultira ve¢com povrsinskom
reaktivnosti, omoguc¢ava im bolju interakciju sa stani¢nim membranama te pruza sposobnost
lakseg prolaska kroz fizioloske barijere (Nel i sur. 2006, Wang i sur. 2016). Manje AgNP stoga
pokazuju znatno jace toksi¢ne ucinke na isklijavanje, rast i fiziologiju biljaka u odnosu na
AgNP vecih dimenzija (Yin i sur. 2011b, Yin i sur. 2012, Jiang i sur. 2014, Abdel-Azeem i
Elsayed 2013). Osim veli¢ine, vazan faktor koji utjeCe na fitotoksi¢nost AgNP je koncentracija
u kojoj su primijenjene. Istrazivanja su zabiljezila pozitivnhu korelaciju izmedu doze i
toksi¢nosti AgNP na biljke (Thuesombat i sur. 2014, Cvjetko i sur. 2017). Zanimljiv se fenomen
istaknuo u nekim istrazivanjima gdje su primjerice manje koncentracije primijenjenih AgNP
pokazale pozitivan utjecaj na rast korijena, dok je povecanje koncentracije dovelo do suprotnog

ucinka i znacajnih morfoloskih promjena (Mirzajani i sur. 2013, Barabanov i sur. 2018).

Novija istrazivanja sve viSe ukazuju na vaznost utjecaja omotaca za stabilizaciju AgNP na
njihov fitotoksi¢ni odgovor. Sastav i naboj omotaca uvjetovat ¢e njihov ulazak u stanice te
interakcije s biomolekulama. lako mno$tvo radova ispituje utjecaje AgNP stabiliziranih
razli¢itim tipovima omotaca na biljke, samo manji broj istrazivanja usporeduje vise tipova
omotaca u istom pokusu (Yin i sur. 2012, Jiang i sur. 2014, Cvjetko i sur. 2017). Vecina tih
radova je ukazala na diferencijalni odgovor biljaka u odnosu na primjenu razlicito stabiliziranih
AgNP, medutim iz sadrzaja istrazivanja nije uvijek moguce donijeti jednoznacne zakljucke 0
utjecaju omotaca jer ostale karakteristike, poput veli¢ine AgNP ili koriStenog medija za tretman
nisu uskladene (Biba i sur. 2021a). Ipak, stericki stabilizirane AgNP-PVP pokazale su
generalno manje toksi¢ne ucinke u odnosu na elektrostaticki stabilizirane AgNP-citrat, AgNP-
CTAB i AgNP-DDAB (Liang i sur. 2018, Barabanov i sur. 2018, Biba i sur. 2020, Peharec
Stefanié i sur. 2021). Uz to, nuzno je istaknuti i utjecaj samog omotaca koji tijekom sinteze
AgNP moze zaostati u otopini ili Se tijekom tretmana otpustiti S povrsSine nanocestice. Tretmani
polimerima PVP i PEG nisu pokazali toksi¢an ucinak na biljke (Wang i sur. 2013b, Vannini i
sur. 2013, Biba i sur. 2020), medutim, kationski surfaktanti CTAB i DDAB imali su znacajan
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inhibitorni u¢inak na isklijavanje i rast tretiranih biljaka (Barabanov i sur. 2018, Biba i sur.

2020), sto ukazuje na vaznost uvodenja kontrolnog tretmana samim omotacima.

2.3.2.2. Utjecaj eksperimentalnih uvjeta na fitotoksi¢nost AgNP
Kompleksnost interakcije AgNP i biljaka potjece iz kombinacije intrinzi¢nih svojstava
AgNP i eksperimentalnih uvjeta u kojima se mjerenja provode — vrsti biljke, njenoj starosti,

vrsti tkiva koje se ispituje te duljini i nacinu tretiranja (Yan i Chen 2019).

Koristenje razli¢itih biljnih organizama u nanotoksikoloskim istrazivanjima pokazalo je da je
odgovor biljaka na tretman s AgNP specifican za pojedinu vrstu. Primjerice, unutar istog
pokusa AgNP-GA pozitivno su utjecale na isklijavanje vrste Eupatorium fistulosum, inhibirale
isklijavanje vrsta Scirpus cyperinus, Juncus effusus i Phytolacca americana, a na preostalih 7
ispitivanih vrsta nisu imale znacajan utjecaj (Yin i sur. 2012). Sli¢no opazanje dobiveno je i u
istrazivanju Pallavi i sur. (2016), gdje su AgNP znacajno potaknule rast vrsta Vigna sinensis i

Brassica junacea, dok rast biljke Triticum aestivum nije bio promijenjen.

Osim razlic¢itih vrsta, bitne su razlike zabiljezene i u razli¢itim razvojnim stadijima unutar iste
vrste (Tkalec i sur. 2019). Opéenito, isklijavanje i rani razvoj klijanaca pokazali Su najvise
drasti¢nih promjena u tretmanu s AgNP (Barrena i sur. 2009, Yin i sur. 2012, Amooaghaie i
sur. 2015, Biba i sur. 2020). Kod odraslih biljaka, snazniji je utjecaj zabiljezen na korijenima
tretiranih biljaka u odnosu na listove (Cvjetko i sur. 2018, Peharec Stefanié i sur. 2019).
Istrazivanje provedeno na mahovini Physcomitrella patens pokazalo je da su razli¢iti razvojni
stadiji podlozni utjecajima AgNP razli¢itih karakteristika; na razvoj protoneme najznacajnije
su utjecale AgNP bez omotaca, dok je gametofit bio podloZzan promjenama pod utjecajem
AgNP-citrata (Liang i sur. 2018).

Na kraju, od presudne je vaznosti odabir medija za izlaganje biljaka. Dodatkom AgNP u medij
moze do¢i do njihove destabilizacije zbog interakcije s organskim i anorganskim tvarima koje
su prisutne u mediju ili ispustene od strane biljaka (Bundschuh i sur. 2018), s§to stvara potrebu
detaljne karakterizacije AgNP prije i tijekom tretmana. Generalno, AgNP pokazuju najbolju
stabilnost u tretmanima provedenima u vodi (Barrena i sur. 2009, Yin i sur. 2011b, Pokhrel i
Dubey 2013), dok se znacajne promjene u stabilnosti AgNP dogadaju u krutim (Biba i sur.
2020, Biba i sur. 2021Db) i teku¢im (Gubbins i sur. 2011, Nair i Chung 20144, Li i sur. 2018, Ke
i sur. 2018) medijima za uzgoj biljaka, kao i u tlu (Lee i sur. 2012, Dimkpa i sur. 2013, Saleeb
i sur. 2019).
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2.3.2.3. Utjecaj AgNP ili iona Ag*?

Oksidacija AgNP i otpustanje iona Ag* s njihove povrSine smatra se vaznim uzrokom
toksi¢nosti AgNP u mnogim organizmima, S obzirom na postojanje aerobnih uvjeta u okolisu
koji im to omogucavaju (Levard i sur. 2012). Tu se posebice isti¢e tzv. mehanizam ,, Trojanskog
konja“, pri kojemu AgNP manjih veli¢ina, koje lakse ulaze u stanice, stvaraju veée koli¢ine
unutarstani¢nih iona Ag*, §to dovodi do znacdajnih citotoksi¢nih i genotoksi¢nih uéinaka
(Stensberg i sur. 2011). Ipak, mnoga su istrazivanja potvrdila razlike u uc¢incima primjene
AgNP i iona Ag® istih koncentracija (Navarro i sur. 2008b, Musante i White 2012, Peharec
Stefani¢ i sur. 2019), §to pokazuje da i same AgNP mogu negativno utjecati na organizme.
Situacija se dodatno komplicira ¢injenicom da otpusteni ioni Ag* u reduciraju¢em okolisu mogu
stvarati sekundarne AgNP, ¢ije se fizikalne i kemijske karakteristike razlikuju od primarnih
(Pem i sur. 2021), sto takoder moze pridonijeti ukupnoj toksi¢nosti AgNP. Zbog toga je
potrebno osim istovremenih tretmana s AgNP i AgNO3z u pokuse unijeti i kelatore Ag* iona koji
¢e umanyjiti njihov ucinak i pomo¢i razja$njavanju mehanizma toksi¢nosti AgNP. U tu svrhu
mogu se Koristiti tioli koji se prirodno nalaze u vodama bogatim organskim tvarima (Adams i
Kramer 1998, Gondikas i sur. 2012). Hidrofilni tioli malih molekulskih masa, kao $§to su
glutation, merkaptoacetat i cistein, mogu umanjiti agregaciju AgNP stabiliziraju¢i ih vezanjem
za njihovu povrsinu, a U nanotoksikoloskim istrazivanjima srebra se takoder koriste kao ligandi

koji snazno kelatiraju ione Ag*" (Navarro i sur. 2008b, Navarro i sur. 2015).

2.4. Mehanizam toksi¢nosti AgNP i obrambeni mehanizmi biljaka

Interakcija biljaka i AQNP moze aktivirati mnoge metabolicke i proteomske odgovore i
dovesti do znacajnih promjena u morfologiji i fiziologiji biljke (Farooqui i sur. 2016, Rai i sur.
2018). Primjerice, promjene u stomatalnoj vodljivosti i kloroplastima mogu inhibirati
fotosintetsku aktivnost, a prisutnost AgNP u vaskularnim dijelovima biljke moze utjecati na
unos vode i vaznih nutrijenata. Osim toga, promjene u strukturi stanice i metabolizmu
uzrokovane poja¢anom proizvodnjom reaktivnih oblika kisika (eng. reactive oxygen species,
ROS) mogu poremetiti signalne puteve prijenosa elektrona i negativno utjecati na biljni genom
I proteom (Budhani i sur. 2019).

2.4.1. Ulazak AgNP u biljke

Razumijevanje puteva ulaska AgNP u biljke bitno je za pracenje njihove bioakumulacije
u okolisu. Osim toga, od velikog je znacaja dokazivanje translokacije AGNP unutar biljke, kao
I prikaz njihovih transformacija tijekom tog procesa. AgNP mogu uci u biljke direktno iz tla
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putem Korijena, putem nadzemnog tkiva ili kroz osteéenja na biljci izazvana drugim biotickim
i abioti¢kim stresorima (Slika 6) (Ali i sur. 2021).

Prvi korak u bioakumulaciji AgNP predstavlja njihova adsorpcija na tkivo korijena, nakon ¢ega,
ovisno o karakteristikama AgNP, slijedi njihov ulazak u korijen (Nair i sur. 2010). AgNP u
korijen mogu uéi pasivnim putem Kroz pore epidermalnih stanica ili potpomognute osmotskim
tlakom i kapilarnim silama (Lin i Xing 2008, Du i sur. 2011). Iako semipermeabilnost stani¢ne
stijenke ne dopusta ulazak veéih nanocestica, oStecenja uzrokovana AgNP manjih dimenzija
mogu stvoriti dodatne pore ili povecati postojece i na taj nacin omoguciti ulazak AgNP veéih
dimenzija (Navarro i sur. 2008a, Ali i sur. 2021). Daljnji transport AgNP unutar biljnog tkiva
odvija se kroz izvanstani¢ne prostore putem apoplasticnog transporta sve do prelaska u
vaskularno tkivo, gdje ulaze putem endocitoze ili transportnih proteina, a kretanje nastavljaju
pomocu plazmodezmija (Pérez-de-Luque 2017, Tripathi i sur. 2017b). Ksilem predstavlja
najvaznije tkivo za translokacije AgNP u biljkama jer omogucava kretanje AgNP od korijena
preko stabljike do listova i plodova (Ma i sur. 2010, Aslani i sur. 2014).

Osim kroz korijen, AQNP mogu biti aplicirane i putem listova biljaka, a njihov ulazak se odvija
kroz puci i kutikulu. Ulazak ¢e ovisiti o karakteristikama AgNP, ali i o morfologiji i kemijskom
sastavu lista, poput prisutnosti trihoma ili zastitnih smola (Larue i sur. 2014). Apoplasti¢nim i
simplastiénim putem AgNP dolaze do floema, koji ih moze transportirati po cijeloj biljci (Ali i
sur. 2021).
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Slika 6. Prikaz ulaska i transporta AgNP u biljku. Preuzeto i prilagodeno iz Ali i sur. 2021.

Funkcionalizacija AgNP moze imati veliki utjecaj na njihov unos i transport unutar biljke, pri
¢emu vaznu ulogu ima povrsinski naboj. Dosadasnja su istrazivanja pokazala da je translokacija
negativno nabijenih nanocestica zna¢ajno veé¢a u odnosu na pozitivno nabijene nanocestice,

koje se ceS¢e akumuliraju na povrsini korijena onemogucavajuc¢i unos nutrijenata u biljku

(Ruttkay-Nedecky i sur. 2017, Ali i sur. 2021).

2.4.2. Utjecaj AgNP na isklijavanje, rani rast i morfologiju biljaka

S obzirom na sve ucestaliju primjenu nanocestica U poljoprivredi, bitno je razumjeti
njihov utjecaj u cijelosti, pocevsi od sjemenke. Isklijavanje sjemenke predstavlja prvi korak
rasta biljke i najosjetljiviji je dio biljne ontogeneze. Zapocinje imbibicijom zrele sjemenke a
zavrsava probijanjem radikule (Han i sur. 2015). Nepovoljni uvjeti u vrijeme isklijavanja mogu
utjecati na katabolicke i anabolicke procese u sjemenki i usporiti brzinu isklijavanja i kasniji
rast biljke (Hatami 2017). Isklijavanje je regulirano signalnim procesima koji uklju¢uju ROS i
fitohormone koji su ukljuceni u procese popustanja stani¢ne stijenke, unosa vode i izduzenja
stanice koji prekidaju dormanciju sjemenke. Ipak, kada su razine ROS previsoke, dolazi do
razli¢itih oksidacijskih ostecenja koji negativno utjecu na isklijavanje (Oracz i Karpinski 2016,
Bailly 2019, Choudhary i sur. 2020). Sjemena lupina gradena je od sklerenhima i sluzi kao

prepreka za ulazak tvari prisutnih u okolisu (Radchuk i Borisjuk 2014). Da bi usle u sjemenku,
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AgNP moraju penetrirati sjemenu lupinu, najvjerojatnije koriStenjem parenhimskih

medustani¢nih prostora i difuzijom kroz kotiledone (Tripathi i sur. 2017b).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su kako AgNP mogu imati 1 pozitivne i negativne u¢inke na
isklijavanje i rani rast biljaka, sto ovisi ponajvise o veli¢ini i koncentraciji primijenjenih AgNP
(Szoll6si 1 sur. 2020). Naime, niske koncentracije AgNP mogle bi posluziti za predsjetveni
tretman sjemenki (eng. priming), jer su pokazale sposobnost da povecaju brzinu i postotak
isklijavanja te pozitivno utjeCu na rast klijanaca pojedinih biljnih vrsta (Almutairi i Alharbi
2015, Prazak i sur. 2020). Ipak, vise je istrazivanja ukazalo na negativan utjecaj AgNP,
pogotovo pri vecim primijenjenim dozama, koji se ispoljava u obliku snazne inhibicije
isklijavanja, smanjenog rasta korijena i listova i smanjenja ukupne biomase biljke (Kaveh i sur.
2013, Dimkpa i sur. 2013, Nair i Chung 2014b, Al-Hugail i sur. 2018, Pereira i sur. 2018). Uz
navedeno, stabilizacija AgNP razli¢itim tipovima omotaca takoder utjece na odgovor sjemenki.
Primjerice, tretmani s AgNP-GA izazvali su znacajnu inhibiciju isklijavanja i rasta nekih
mocvarnih vrsta, dok tretmani s AQNP-PVP primijenjeni u istim koncentracijama nisu pokazali

znacajan utjecaj na ispitivane parametre (Yin i sur. 2012).

2.4.3. Pojava oksidacijskog stresa

U okolisnim uvjetima bez stresa, ROS predstavljaju nusprodukte uobicajenih
metabolickih puteva koji su lokalizirani u organelima poput kloroplasta, mitohondrija i
peroksisoma (Mgller i sur. 2007). Takvi ROS se odrzavaju u ravnotezi specifiénim
antioksidacijskim enzimima kao §to su superoksid dismutaza (SOD), katalaza (CAT) i razliCite
peroksidaze, ¢ija aktivnost pomaze izbjegavanju oksidacijskih oStecenja u stanici (Apel i Hirt,
2004). Ipak, u uvjetima okolisnog stresa stvara se povec¢ana koncentracija ROS Kkoji putem

prijenosa elektrona mogu uzrokovati znacajna oste¢enja biomolekula (Carocho i Ferreira 2013).

Najcéedéi oblici ROS-a prisutni u biljkama su singletni kisik (*O2), superoksidni radikal (O2"™),
vodikov peroksid (H203) i hidroksilni radikal (HO") (Apel i Hirt 2004, Mittler i Zilinskas 2003).
Svaki oblik ROS-a ima razli¢it oksidacijski kapacitet i vrijeme postojanja te utjeCe na razlicite

fizioloSke 1 biokemijske reakcije.

10, se obi¢no stvara u fotosistemu 11 (eng. photosystem I1, PSII) kloroplasta prilikom otpustanja
energije ekscitirane molekule klorofila kada tripletni molekularni kisik (O2) prelazi u visoko
reaktivni 1Oz (Dmitrieva i sur. 2020). Ova ROS molekula prvenstveno ima zna¢ajan utjecaj na
proces fotosinteze, medutim difuzijom izvan kloroplasta moZe oStetiti membranu, tonoplast 1

utjecati na signalne kaskade citosola (Fischer i sur. 2013, Huang i sur. 2019). Osim toga,
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primitkom elektrona iz transportnog lanca elektrona ili zbog aktivnosti nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) oksidaze, 102 moze stvoriti O2"~ prema sljedecoj reakciji:

O+e — 02"

02" dalje sluzi kao prekursor drugih oblika ROS-a zbog izrazite nestabilnosti i jakih
redukcijskih svojstava kojima tvori snazne oksidanse. Osim toga, moze stvarati i reaktivne
oblike dusika (eng. reactive nitrogen species, RNS), reaktivne oblike karbonila (eng. reactive
carbonyl species, RCS) i reaktivne oblike sumpora (eng. reactive sulfur species, RSS), koji
takoder nanose Stetu stanici (Molassiotis i Fotopoulos, 2011, Suzuki i sur. 2012). Smatra se da
02" u manjim koncentracijama odrzava stabilnost biljnih mati¢nih stanica, ali u previsokim
koncentracijama moze uzrokovati stanicnu smrt (Gill i Tuteja, 2010, Zeng i sur. 2017).
Protonizacijom O2" nastaje hidroperoksilni radikal (HO>), mnogo stabilnija ali i reaktivnija

forma:
O, + H" 2 HO,™
Osim toga, dismutacijom O™ stvara se H2O5:

0 +2H " +e — HO»

H20: je izrazito stabilan oksidans koji se moZe prenositi putem akvaporina te na taj nacin
sudjeluje u regulaciji signalizacije stanice, ali uzrokuje i oksidacijska oStecenja u svim
dijelovima biljke (Mittler 2017, Wudick 1 sur. 2015). Osim toga, zajedno s razli¢itim
hormonima, H20. regulira razvoj biljke i njezin odgovor na stres (Ribeiro i sur. 2017, Zeng i
sur. 2017). Raspadom H20- nastaje HO":

H.O2, — 2 HO®

HO" je veoma reaktivan i djeluje u blizini nastanka. Nije poznat mehanizam njegovog

uklanjanja pa predstavlja izvor nepovratnog oStecenja biomolekula poput lipida, proteina i

molekule DNA (He i sur. 2012, Li i sur. 2017).

Najces¢a metoda detekcije ROS-ova ukljucuje uporabu proba koje se oksidiraju molekulama
ROS prisutnima u stanici, $to dovodi do pojave fluorescencije koja se moze pratiti nekom od
mikroskopijskih metoda, pomocu ¢itaca mikrotitarskih plocica ili proto¢nom citometrijom
(Zhang i sur. 2018). Za detekciju O2™ najcesce se koristi dihidroetidij (DHE), dok se H2O>
mjeri primjenom diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA) i boje Amplex Red (Ortega-

Villasante i sur. 2016). Osim putem fluorescencije, ROS se u stanici mogu detektirati i
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kemiluminiscentnim metodama, uporabom luminola i njegovog analoga L-012, ili
spektrofotometrijski, prate¢i promjene apsorbancije nastale uslijed reakcije radikala i
reducirajucih supstrata poput nitroplavog tetrazolija (eng. nitroblue tetrazolium, NBT), koji u
reakciji s O™ stvara obojani produkt diformazan ili 3,3'-diaminobenzidina (DAB), koji reagira

S H20; pri ¢emu nastaje smedi talog.

promjenen O
* aktivnostii sadriau N
antioksidansa / \ "‘.“'. '

.ot oksidaciysko
lipidna oy, oftecenje DNA

e g MG
(==

membrans . Lt \
N

-
e e proton-ATPaze
-

vakuola

Slika 7. Utjecaj AgNP na pojavu oksidacijskog stresa i oStecenje vaznih biomolekula u biljnoj stanici.
ER — endoplazmatski retikulum. Preuzeto i prilagodeno prema Biba i sur. 2022.

Interakcija AgNP 1 biljaka moze rezultirati razli¢itim toksi¢nim u€incima koji ve¢inom nastaju
zbog pojave oksidacijskog stresa (Slika 7) uzrokovanog pojacanom produkcijom ROS-a (Kim

i sur. 2007, Hwang i sur. 2008) ili interakcijom iona Ag™ otpustenih s povrSine AgNP s tiolnim
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skupinama vaznih enzima i proteina (Bottero i sur. 2011). Sve navedeno dovodi do znac¢ajnih
promjena u stanicnom disanju, transportu membranskih iona i, u konacnici, moze uzrokovati
staniénu smrt (Levard i sur. 2012). Nanocestice metala, poput AgNP, imaju sposobnost
donacije elektrona O pri ¢emu zapo€inju kaskadnu reakciju radikala u stanici, $to po¢inje od

nastanka O2" a nastavlja se nakupljanjem ostalih oblika ROS-a (Flores-Lopez i sur. 2019):
02 —» 0" — H202 —» HO® — ROO?

Metalne nanocCestice, kao reducensi u stanici, takoder mogu pojacati stvaranje iznimno
reaktivnog HO" katalitickim djelovanjem u reakcijama nalik Fentonovoj ili Haber-Weissovoj
(He i sur. 2012, Wang i sur. 2013a, Yu i sur. 2020), a reakcija u slu¢aju AgNP je sljedeca:

Ag + H02 + H" - Ag* + HO"+ H20

Osim toga, AgNP mogu dodatno povecati akumulaciju svih tipova ROS-a ometajuci funkciju
kloroplasta i mitohondrija, uzrokujuc¢i promjene u transportu elektrona i povecavajuc¢i omjer
NADP*/NADPH (Wang i sur. 2017, Yu i sur. 2020). Uz to, ioni Ag* koji se otpustaju s povrsine
AgNP mogu uzrokovati deaktivaciju stani¢nih enzima, o$teCenje stani¢ne membrane i
smanjenje membranskog potencijala mitohondrija i na taj nacin sudjelovati u pojavi

oksidacijskog stresa (Carlson i sur. 2008, Jiang i sur. 2008).

DosadaSnja su istrazivanja utvrdila pozitivhu korelaciju izmedu akumulacije ROS 1
primijenjene koncentracije AgNP u biljkama (Bagherzadeh Homaee i Ehsanpour 2016, Cvjetko
i sur. 2018, Peharec Stefani¢ i sur. 2018). Uz to, visoke koncentracije AgNP koje dovode do
znacajne akumulacije ROS i posljedi¢nih oSteCenja vaznih biomolekula mogu uzrokovati
smanjenje vijabilnosti stanica, kao $to je pokazano na biljkama Lemna gibba (Oukarroum i sur.
2013) i Oryza sativa (Nair i Chung 2014b).

2.4.4. Oksidacijsko oStecenje biomolekula

Pojacano stvaranje ROS-ova uzrokovano AgNP tretmanima u biljkama moze dovesti
do pojave oksidacijskih oStecenja vaznih biomolekula: lipida, proteina i molekule DNA (Raja
i sur. 2017).
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2.4.4.1. Ostecenje lipida

Lipidi su esencijalni dijelovi stanicnih membrana, koji osim strukturalne komponente
imaju i razlicite bioloske funkcije poput pohrane energije, prijenosa signala i odgovora na stres.
Podlozni su oksidacijskim o$tec¢enjima, $to je posebno izrazeno kod polinezasi¢enih masnih
kiselina (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA), vaznih komponenti membrana (Yin i sur.
2011a). Ostecenja nastaju u lancanoj reakciji oksidacije PUFA potaknutom ROS-om, gdje
napad na jednu molekulu PUFA dovodi do pretvaranja mnogih bo¢nih ogranaka masnih

kiselina u lipidne perokside i u konacnici dovodi do degradacije membrana (Sachdeva i sur.

2014).

Sama reakcija peroksidacije podijeljena je u tri veca koraka: inicijaciju, propagaciju i
terminaciju. Inicijacija zapo¢inje oksidacijom masne kiseline hidroksilnim radikalom, pri ¢emu
kao produkt nastaje lipidni radikal (Slika 8.). Lipidni radikal je jako nestabilan, te u fazi
propagacije reagira s O, te stvara reaktivan lipidni peroksilni radikal. On zatim reagira sa
sljede¢om masnom kiselinom pri ¢emu nastaje lipidni peroksid i novi lipidni radikal. Ovaj
mehanizam lan¢ane reakcije radikala nastavlja se sve dok ne dode do medusobne reakcije dva

radikala, pri ¢emu se stvara neradikalni produkt i zavrSava reakcija (Hashemi 2019).

R

R HED R R R
02

%7 + "OH _.L, 4 %7 + %’7 - . ¢ + s

H . yololy H OH .

masna kiselina lipidni radikal lipidni peroksilni radikal lipidni peroksid

Slika 8. Mehanizam nastanka lipidnih peroksida. Preuzeto i prilagodeno iz Hashemi 2019.

U zadnjem koraku peroksidacije nezasi¢enih masnih kiselina nastaju mnogi aldehidi koji mogu
uzrokovati razli¢ita ireverzibilna oStecenja stanice reagirajuéi s proteinima, molekulom DNA i
fosfolipidima (Mari i sur. 2010). Medu njima su najzastupljeniji malondialdehid (MDA), 4-
hidroksinonenal (HNE), akrolein i krotonaldehid (Repetto i sur. 2012), koji pripadaju skupini
radikala RCS. Cesto se koriste kao biomarkeri lipidne peroksidacije jer u reakciji s
tiobarbituratnom kiselinom (eng. thiobarbituric acid, TBA) daju obojani produkt koji se moze

mjeriti spektrofotometrijskim metodama, pa se navedene molekule u literaturi nazivaju i
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tiobarbituratni reaktivni oblici (eng. thiobarbituric reactive species, TBARS) (Jambunathan
2010, Sharma i sur. 2012, El-Beltagi i Mohamed 2013).

OH
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Slika 9. Prikaz jednadzbe kemijske reakcije tiobarbituratne kiseline (TBA) i malondialdehida (MDA) u
kojoj nastaje crveno obojani adukt MDA-TBA,. Preuzeto iz Bedlovicova i sur. 2020.

Dosada$nja su istrazivanja ukazala na snazno oStecenje lipida kod biljaka tretiranih AgNP.
Povecane koncentracije MDA u tretmanima s AgNP zabiljezene su kod vrsta Wolffia globosa
(Zou i sur. 2016), Glycine max (De La Torre-Roche i sur. 2013, Galazzi i sur. 2019), Solanum
lycopersicum (Cekig i sur. 2017) i klijancima duhana (Nicotiana tabacum) (Peharec Stefanié i
sur. 2018). Uz to, zabiljezene su razlike u razini oSteCenja lipida u razli¢itim dijelovima biljke.
Primjerice, u listu vrste N. tabacum izmjereno je povecanje MDA pri najvisoj koncentraciji
tretmana AgNP, dok kod korijena promjena u razini MDA nije bila znacajna (Cvjetko i sur.
2018). Poznato je da omotac za stabilizaciju moze utjecati na toksi¢nost AgNP, pa tako i na
ostecenje lipida. Na vrsti Spirodela polyrhiza pojacanje lipidne peroksidacije detektirano je
nakon tretmana s AgNP-GA, ali ne i nakon izlaganja ¢esticama AgNP-PVP (Jiang i sur. 2014).
Sli¢no tome, Cvjetko i sur. (2017) su izmjerili povecanje koncentracije TBARS u korijenu vrste
Allium cepa, koje je bilo znacajno vise pri tretmanu s AgNP-CTAB u usporedbi s AgNP-citrat

i AQNP-PVP tretmanima istih koncentracija.

2.4.4.2. Ostecenje proteina

Oksidacijske promjene proteina uzrokovane ROS molekulama vidljive su kroz razlic¢ite
posttranslacijske modifikacije (PTM), koje mogu aktivirati ili deaktivirati proteine te
modificirati njihove medusobne interakcije (Tola i sur. 2021). Promjene se mogu dogoditi
direktnom oksidacijom nekih aminokiselina ili dodatkom karbonilne skupine. Karbonilacija
proteina najcesc¢a je kemijska modifikacija proteina i predstavlja ireverzibilnu PTM koja
ukljucuje dodatak aldehidne ili ketonske skupine na boc¢ne ogranke odredenih aminokiselina

(Stadtman 1990, Colombo i sur. 2016). Poznata su dva nacina postanka ove modifikacije; prvi
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nacin ukljucuje metalom kataliziranu oksidaciju bo¢nih ogranaka lizina, prolina i treonina koja
je potaknuta radikalom HO® nastalim u Fentonovoj reakciji (Fedorova 2017, Biswas i sur.
2020). Drugi nacin ukljucuje dodatak radikala RCS, kao $to su prethodno navedeni akrolein, 4-
HNE i MDA, na bo¢ne ogranke cisteina, histidina i lizina (Farmer i Mueller 2013, Moller i sur.
2007). Karbonilacija proteina dovodi do njihove inaktivacije i degradacije i dobar je indikator
postojanja oksidacijskog stresa u stanici (Tola i sur. 2021).

Kvantifikacija nastalih karbonila u tkivu najcesce se radi derivatizacijom karbonilne skupine
2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH) (Slika 10.), nakon c¢ega slijedi spektrofotometrijsko
mjerenje nastalog produkta dinitrofenilhidrazona (Weber i sur. 2015).
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Slika 10. Detekcija proteinskih karbonila reakcijom s 2,4-dinitrofenilhidrazinom. Preuzeto i prilagodeno
iz Weber i sur. 2015.

Karbonilacija proteina uzrokovana ROS pri tretmanima s AgNP za sada je slabo istrazena na
biljkama. Tretman korjencica vrste Allium cepa s tri tipa razli¢ito stabiliziranih AgNP (AgNP-
citrat, AGNP-PVP i AgNP-CTAB) izazvao je povecanje koncentracije proteinskih karbonila
ovisno o primijenjenoj koncentraciji, ali ne i koristenom omotacu (Cvjetko i sur. 2017). Pokusi
provedeni na vrsti N. tabacum pokazali su da AgNP uzrokuju znacajno povecanje koncentracije
proteinskih karbonila u klijancima (Peharec Stefani¢ i sur. 2018), dok isto nije zabiljezeno na
korijenu i listovima odraslih biljaka (Cvjetko i sur. 2018), pokazuju¢i kako je stadij klijanaca
istih koncentracija uzrokovao pojacanu karbonilaciju na svim vrstama tkiva, §to pokazuje na

razli¢it mehanizam djelovanja AgNP i iona Ag*.
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2.4.4.3. Oste¢enje molekule DNA

Nukleinske kiseline posebno su podlozne oksidacijskim oStecenjima. Zbog slabog
redoks potencijala, ROS mogu reagirati direktno s nukleotidima koji ih grade te ih nepovratno
modificirati. Takav primjer vidi se kod oksidacije gvanina u 8-dihidro-7,8-oksogvanin (Neeley
I Essigmann, 2006), sto uzrokuje pogresno sparivanje baza i povecéava koli¢inu transverzijskih
mutacija (Avkin i Zvi 2002). Navedene promjene glavni su uzrok pogresnog kodiranja gena,
aneuploidija, poliploidija, jedno- i dvolan¢anih lomova DNA te aktivacije mutageneze u

stanicama koje su izloZene tretmanu razli¢itim nanoc¢esticama (Jena 2012, Levine i sur. 2017).

Genotoksicni utjecaj abiotiCkog stresa u biljkama moze se pratiti na vise nacina. Allium test
Cesto je koristena tehnika za pracenje pojave kromosomskih aberacija koje mogu biti posljedica
ostecenja molekule DNA ili diobenog vretena tijekom mitoze (Fiskesjo 1979), dok Comet test,
odnosno gel elektroforeza jedne stanice (eng. single cell gel electrophoresis assay, SCGE) mjeri
jedno- i dvolanc¢ane lomove na lancu DNA (Gichner i sur. 2003). Za provjeru genotoksi¢nog
u¢inka nekog tretmana moze se koristiti i tehnika lanc¢ane reakcije polimerazom (eng.
polymerase chain reaction, PCR) (Cekic i sur. 2017), koja prati promjene u ekspresiji odredenih

gena od interesa.

Dosadasnja su istraZivanja, provedena navedenim tehnikama, pokazala da tretman AgNP u
biljkama ima pretezno genotoksi¢an ucinak, pri ¢emu razina oste¢enja molekule DNA ovisi 0
karakteristikama primijenjenih AgNP. Zabiljezeni su lomovi molekule DNA (Kumari i sur.
2009, Patlolla i sur. 2012, Fouad i Hafez 2018, Biba i sur. 2021a), pojacana pojava
mikronukleusa i kromosomskih aberacija (Patlolla i sur 2012), kao i znacajno smanjenje
mitotskog indeksa (MI) (Patlolla i sur. 2012, Cvjetko i sur. 2017, Fouad i Hafez 2018).

2.5. Antioksidacijski sustav biljaka

Biljke su razvile ucinkovit sustav za odrzavanje sadrzaja ROS-a koji omogucava
optimalnu regulaciju procesa esencijalnih za rast i razvoj biljke ali i stiti od destruktivnih
oksidacijskih reakcija (Mittler 2017). Antioksidansi koji sudjeluju u odrzavanju redoks
ravnoteze biljke nalaze se podjednako unutar stanice i u apoplastu, Sto regulaciju ¢ini
efikasnijom. Taj se antioksidacijski sustav biljke sastoji od enzimskih i neenzimskih

komponenti (Arora i sur. 2002), ¢ija medusobna interakcija odrzava zdravi status biljke.
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2.5.1. Sustav enzimskih antioksidansa

Enzimski sustav antioksidansa sastoji se od razli¢itih enzima cija je uloga razgradnja
ROS i odrzavanje redoks homeostaze biljke. Cine ga superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(CAT), razli¢ite peroksidaze [askorbat peroksidaza (APX), glutation peroksidaza (GP),
gvajakol peroksidaza (GPX)], glutation reduktaza (GR), glutation-S-transferaza (GST),
monodehidroaskorbat reduktaza (MDHAR) i dehidroaskorbat reduktaza (DHAR)

(Hasanuzzman i sur. 2020).

Kod biljaka, enzim SOD direktno je povezan sa stanjem oksidacijskog stresa te zapocinje prvu
liniju obrane, pretvorbu O2™ u manje reaktivan H20. (Del Rio i sur. 2018), prema reakciji:

205 + 2H* — O2 + H202

Time se umanjuje rizik od kasnijeg nastanka HO" koji se iz O2" stvara u Haber-Weiss reakciji
kataliziranoj metalima. Ova pretvorba spada u reakcije dismutacije, Sto znaci da reaktant, O>™
djeluje istovremeno kao reducens i oksidans, a nastali produkti imaju vise (O2), odnosno nize
oksidacijsko stanje (H20.) (Pan i Yau 1992). Reakcija je omoguéena naizmjeni¢nom
oksidacijom i redukcijom metalnog iona koji se nalazi u aktivnom mjestu enzima SOD (Culotta
i sur. 2006), a prema metalnom kofaktoru razlikuju se tri izoenzima SOD otkrivena u biljkama:
mangan (Mn-SOD), bakar/cink (Cu/Zn-SOD) i zeljezo (Fe-SOD). Navedeni izoenzimi
razlikuju se prema stani¢noj lokalizaciji; Mn-SOD preteZzno se nalazi u mitohondrijima i
peroksisomima, Cu/Zn-SOD lokaliziran je u citoplazmi, kloroplastima, peroksisomima i
apoplastu, dok se Fe-SOD nalazi iskljucivo u kloroplastima (Stephenie i sur. 2020). SOD je
veliki protein kojega ¢ine dvije podjedinice, a u nativnoj formi moze biti u obliku homo-dimera
i homo-tetramera (Alscher i sur. 2002). Metalni kofaktori SOD imaju vaznu ulogu u stabilizaciji
meduprodukta dismutacije O2™, ali su i podlozni reakciji s anionima poput fluoridnih (F),
cijanidnih (CN") ili nitridnih (N3") iona, $to moze dovesti do inhibicije njihove aktivnosti (Gill
i sur. 2015).

Kataliticka aktivnost enzima CAT sluzi za neutralizaciju H2O2 u reakciji koja se odvija u dva
koraka. U prvom koraku, H2O2 oksidira Fe prisutno u CAT, pri ¢emu se stvara Zeljezov peroksid

(Fe-OOH), meduprodukt koji se moZe zadrzati na enzimu u slu¢aju niske koncentracije H205:
CAT-Fe-OH + H,0, — CAT-Fe-O0OH + H-0.
Pri vis§im koncentracijama, druga molekula H20O; sluzi kao reducens Fe-OOH, pri ¢emu se

enzim regenerira otpustajuci H.O i Oa:
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CAT-Fe-OOH + H202 — CAT-Fe-OH + H20 + Oa.

Zabiljezene su mnoge forme CAT koje se eksprimiraju u razli¢itim razvojnim fazama i tkivima
biljaka, a broj gena koji ih kodira razlikuje se medu razli¢itim biljnim vrstama (Anjum i sur.
2016). U biljci duhana postoje tri gena koja kodiraju za CAT i ¢ine osnovu njihove raspodijele
u tri skupine. Prva skupina ima ulogu u fotosintetskom tkivu gdje neutralizira H20> koji se
stvara tijekom fotorespiracije. Druga skupina se nalazi u provodnim tkivima, sudjeluje u
procesima lignifikacije, starenja i odgovora na apscizinsku Kiselinu. Tre¢a skupina se
eksprimira u sjemenkama i reproduktivnim dijelovima biljke, a aktivnost je pojacana tijekom
katabolizma masnih kiselina u glioksisomima (Rajput i sur. 2021). U nativnoj formi, CAT je
tetramerni protein te se sastoji od Cetiri podjedinice veli¢ine od oko 55 kDa. Zbog prisutnosti
Fe, CAT moze biti inaktivirana u prisutnosti cijanida, azida i hidroksilamina, a inhibicija nakon
interakcije s aminotriazolom i merkaptoetanolom ukazuje na prisustvo tiolne skupine u

katalitickom mjestu enzima (Anjum i sur. 2016).

Biljne peroksidaze (POX) sekundarna su linija obrane od H20- koja se aktivira u kombinaciji s
CAT. POX kataliziraju oksidaciju fenolnih supstrata koriste¢i H>O> kao akceptor elektrona
(Agati i sur. 2012):

H,O, + 2R-OH — 2H,0 + 2R-O°

Radi se o velikoj skupini glikoproteaza koje su lokalizirane u izvanstani¢nim prostorima i
vakuoli kao monomeri molekulske mase izmedu 33 i 55 kDa, a osim u odrzavanju redoks

ravnoteze u stanici, imaju razlic¢ite uloge u rastu i razvoju biljaka (Rajput i sur. 2021).

vvvvv

(CeHs03), koji sluzi kao donor vodika, prema reakciji:
2CsH603 + 3H202 — C11HsOs + CO2 + 5H,0

U reakciji nastaje purpurogalin (C11HgOs), produkt naranéaste boje, kojega je moguce pratiti
spektrofotometrijski (Maehly i Chance 1954).

APX pripada razredu peroksidaza koje sadrze hem u aktivnom mjestu enzima, te koristi

askorbat (ASC) kao specifi¢ni donor elektrona za pretvorbu H202 u H20 prema reakciji:
ASC + H,0O, — monodehidroaskorbat (MDHA) + 2H,0O

pri cemu MDHA nastaje kao termodinamicki nestabilan meduprodukt koji ubrzo spontano

prelazi u dehidroaskorbat (DHA) (Caverzan i sur. 2012). U odsutnosti askorbata, APX postaju
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jako nestabilne i brzo gube aktivnost. Osim toga, njihova je aktivnost inhibirana dodatkom
cijanida i azida, ¢ime se istice uloga Fe u molekuli hema. U biljnoj stanici nalaze se u citosolu,

mitohondrijima, kloroplastima, peroksisomima i glioksisomima (Rajput i sur. 2021).

APX se smatra kljuénim enzimom glutation-askorbat ciklusa, vaznog metabolickog puta za
uklanjanje H20: koji ukljucuje askorbat, reducirani glutation (GSH) i NADPH te pripadajuce
enzime (Noctor i Foyer 1998) (Slika 11.). Ciklus zapocinje redukcijom H202 u vodu, sto
katalizira APX uz ASC kao donor elektrona. Oksidirani askorbat (monodehiroaskorbat,
MDHA) je radikal koji se regenerira uz pomo¢ enzima monodehidroaskorbat reduktaze
(MDHAR), ali ako se redukcija ne odvije, brzo dolazi do njegovog raspada na dehidroaskorbat
(DHA) i ASC. DHA se reducira u ASC pomoc¢u enzima dehidroaskorbat reduktaze (DHAR),
uz utroS$ak GSH koji prelazi u svoj oksidirani dimer glutation disulfid (GSSG). GSH se
regenerira koriste¢i enzim glutation reduktazu (GR) i NADPH, koji pri tome sluzi kao donor
elektrona (Rajput i sur. 2021).

ASC
H,0, GSSG NADPH
NAD(P)*
APX GR
[ or |
K0 NADP*

MDHA NAD(PYH

\ﬁ DHA

Slika 11. Prikaz ciklusa glutation-askorbat. ASC — askorbat, MDHA - monodehiroaskorbat, DHA —
dehidroaskorbat, APX — askorbat peroksidaza, MDHAR - monodehidroaskorbat reduktaza, DHAR -
dehidroaskorbat reduktaza, GSH — reducirani glutation, GSSG — glutation disulfid, GR — glutation
reduktaza, NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat. Preuzeto iz Locato i sur. 2013.

Aktivnost antioksidacijskih enzima najceS¢e se kvantitativno odreduje putem UV-Vis
spektrofotometrije, pracenjem promjena u apsorbanciji uslijed reakcija koje kataliziraju enzimi
od interesa. Aktivnost CAT prati se putem brzine razgradnje supstrata, H-O2 (Aebi 1984), dok
se aktivnost peroksidaza mjeri brzinom nastajanja produkta reakcije, poput MDHA (APX)
(Nakano i Asada 1981) ili purpurogalina (pirogalol peroksidaza, PPX) (Maehly i Chance 1954).
Zbog nestabilnosti supstrata, aktivnost SOD prati se indirektno putem inhibicije reakcija koje
pokre¢e O2"". U tu svrhu najcesce se koriste metoda koje ukljucuje riboflavin kao generator O™

i NBT, ¢ijom oksidacijom nastaje plavo obojani produkt formazan koji se moze kvantificirati
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(Beauchamp i Fridovich 1971). Aktivnost pojedinih izoenzima moze se semikvantitativno
odrediti kombinacijom nativne poliakrilamidne gel elektroforeze (eng. polyacrylamide gel
electrophoresis in native conditions, Native PAGE) i tretmana dobivenih gelova u otopinama
supstrata koji su specifiéni za pojedine enzime. Za detekciju izoformi SOD Koristi se
riboflavin/NBT metoda opisana ranije, pri ¢emu oksidacija zutog NBT-a dovodi do pojave
plavog obojenja gela, osim na mjestima gdje se nalaze izoenzimi SOD koji inhibiraju reakciju
i dovode do nastanka akromatskih proteinskih vrpci (Beauchamp i Fridovich 1971). Detekcija
CAT temelji se na redukciji kalijevog fericijanida (Ks[Fe(CN)s]) u prisustvu H202, pri ¢emu
nastaje kalijev ferocijanid (K4[Fe(CN)g]), koji u reakciji s zeljezovim(IIT)kloridom (FeCls) tvori
plavi precipitat berlinskog modrila (Fes[Fe(CN)s]3) koji boja gel. Na mjestima gdje se nalaze
CAT izoenzimi nastat ¢e Zute vrpce zbog izostanka reakcije uzrokovanog enzimatskom
razgradnjom H>O> (Weydert i Cullen 2010). Izoforme APX moguce je detektirati na gelu u
reakciji koja ukljucuje redukciju NBT pomocu askorbinske kiseline, $to gelu daje plavo
obojenje. Dodatkom H20>, navedena se reakcija onemogucava na mjestima gdje se nalazi APX
koji katalizira oksidaciju askorbata, §to se na gelu vidi u obliku akromatskih vrpca (Mittler i
Zilinskas 1993). Izoforme PPX mogu se detektirati reakcijom H20> i pirogalola, pri ¢emu na
mjestu gdje se nalazi PPX nastaju smede vrpce produkta purpurogalina (Mittler i Zilinskas
1993). Na kraju, ekspresija pojedinih izoformi SOD, CAT, APX i PPX moze se detektirati
upotrebom specifi¢nih antitijela nakon razdvajanja na gelu i prijenosa na nitroceluloznu

membranu.

Vecina je istrazivanja utjecaja AgNP na biljnim vrstama ukazala na pojacanu aktivaciju
antioksidacijskih enzima uslijed povecanja proizvodnje ROS. Aktivnost SOD, koja predstavlja
prvu liniju obrane od ROS, bila je znacajno povecana u vrstama Wolffia globosa (Zou i sur.
2016) i Lycopersicon esculentum (Song i sur. 2013) nakon tretmana s AgNP. Znacajna
aktivacija CAT i POD koji razgraduju H20: je zabiljezena u vrsti Bacopa monnieri (Krishnaraj
i sur. 2012). Yasur i Rani (2013) izmjerili su znacajno vecu aktivnost SOD, CAT i POD nakon
tretmana sjemenki vrste Ricinus communis sa AgNP-PVP. U klijancima vrste N. tabacum
izmjereno je povecanje aktivnosti SOD 1 APX, aktivnost CAT nije pokazala znacajne promjene,
dok je aktivnost PPX bila niZza u tretmanima s AgNP, ukazuju¢i na klju¢nu ulogu APX u
uklanjanju HzO2 (Peharec Stefanié¢ i sur. 2018). IstraZivanje na vrsti Solanum tuberosum
pokazalo je pojacanu aktivnost SOD, CAT, APX i GR nakon tretmana sa AgQNP koncentracija
izmedu 2 i 10 mg LY. Medutim, pri 20 mg L! zabiljezen je zna¢ajan pad enzimske aktivnosti

koji ukazuje na zasi¢enje sustava visokim koncentracijama ROS (Bagherzadeh Homaee i
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Ehsanpour 2016). Smanjenje aktivnosti APX i CAT popracéeno visokim koncentracijama ROS
1 snaznim oStecenjima biomolekula zabiljezeno je i u tretmanu korijena vrste Allium cepa s
Cesticama AgNP-citrat, AQNP-PVP i AgNP-CTAB (Cvjetko i sur. 2017), a sli¢ni su rezultati
dobiveni u vrsti N. tabacum nakon izlaganja AgNP-citratu (Cvjetko i sur. 2018) te na dva
varijeteta pSenice nakon tretmana s AgNP bez omotaca (Barbasz i sur. 2016). Dosadasnja
istrazivanja utjecaja AgNP na aktivaciju enzimskog antikosidacijskog sustava temeljila su se
pretezno na spektrofotometrijskim mjerenjima aktivnosti enzima, medutim, nedostaju
informacije o aktivnosti pojedinih izoenzima koje bi mogle dati bolji uvid u mehanizam

uklanjanja ROS u biljnoj stanici.

2.5.2. Sustav neenzimskih antioksidansa

Neenzimski antioksidansi imaju dvojaku ulogu; S§tite stanicne komponente od
oksidacijskog ostecenja te igraju vaznu ulogu u rastu i razvoju stanice (de Pinto i de Gara 2004).
Najc¢es¢i oblici neenzimskih antioksidansa su askorbinska kiselina, GSH, tokoferol,

karotenoidi, fenoli te prolin.

GSH je tripeptid sastavljen od glutamata, cisteina i glicina, lokaliziran u svim dijelovima stanice
(Foyer i Noctor 2003). Biosinteza GSH dogada se povezivanjem aminokiselina u dva koraka,
koja su ovisna o adenozin tifosfatu (eng. adenosine triphosphate, ATP) i katalizirana enzimima
y-glutamilcistein sintazom (y-GCS) i glutation sintazom (GS) (Slika 12) (Hasanuzzaman i sur.
2017).

ATP  ADP ATP  ADP

Glu+Cys LA» v-glu-cys GSH
GCS GS

N/
'

Gly

Slika 12. Biosinteza GSH. Glu — glutamat, Cys — cistein, Gly — glicin, y-GCS — y-glutamilcistein sintaza,
GS — glutation sintaza, GSH — reducirani glutation, ATP — adenozin trifosfat, ADP — adenozin difosfat.
Preuzeto i prilagodeno iz Mari i sur. 2010.

Zbog iznimne reaktivnosti tiolne skupine koju sadrzi, GSH ima ulogu u mnogim biokemijskim
reakcijama biljke te sudjeluje u obrani od oksidacijskog stresa, zagadenja teSkim metalima i
odredenim kemijskim onecis¢enjima (Mahmood i sur. 2010). U stanici se pretezito nalazi u
svojoj monomernoj reduciranoj formi (GSH). Konverzija u oksidirani dimer GSSG dogada se

kroz niz biokemijskih reakcija unutar razlicitih stani¢nih organela, §to je posebice pojac¢ano u
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uvjetima stresa. Ravnoteza GSH/GSSG odrzava se prvenstveno enzimima GR i GP (Slika 13),
a vaznu ulogu ima i ciklus glutation-askorbat (Slika 11) (Hasanuzzaman i sur. 2017). Uloga
GSH kao antioksidansa vidljiva je na vi$e razina. MoZe reagirati s ROS molekulama 1O, 02"
i OH'. Uz to, sudjeluje u stabilizaciji membranske strukture uklanjanjem acilperoksida koji
nastaju u tijeku lipidne peroksidacije. Kao reducens sudjeluje u sintezi askorbinske kiseline uz
enzim DHAR. GSH je takoder i prekursor u sintezi fitokelatina, malih peptidnih molekula koje
sluze za detoksifikaciju biljaka od teSkih metala (El-Beltagi i Mohamed 2013).

Sadrzaj glutationa u tkivu mjeri se uporabom Ellmanovog reagensa (5,5-ditio-bis-(2-
nitrobenzojeva kiselina, DTNB). koji u reakciji s tiolnom skupinom GSH stvara GSSG i
5-tionitrobenzojevu kiselinu (TNB) koja se moze spektrofotometrijski kvantificirati. Kako bi
se izmjerio ukupni sadrzaj glutationa (GSH i GSSG), GSSG nastao u prethodnoj reakciji, kao i
GSSG prisutan u tkivu, se reducira dodatkom enzima GR uz prisutnost NADPH, pri ¢emu
nastaju dvije molekule GSH u postupku enzimske reciklaze (Rahman i sur. 2007, Salbitani i
sur. 2017). Osim kolorimetrije, za mjerenje GSH moze se koristiti i fluorimetrija uporabom
boje monoklorobiman (eng. monochlorobimane, MCB) koja vezanjem za tiolnu skupinu GSH
uz pomo¢ enzima GST fluorescira u plavom spektru, a jacina signala je povezana sa koli¢inom

GSH u stanici (Kamen¢i¢ i sur. 2000).

NADP+

NADPH+H?* 2 H,0

Slika 13. Prikaz odrzavanja ravnoteze GSH/GSSG u stanici. NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat, GR — glutation reduktaza, GP — glutation peroksidaza, GSH — reducirani glutation, GSSG —
glutation disulfid. Preuzeto i prilagodeno iz Xiong i sur. 2011.
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Prolin je kompatibilni osmolit koji se u biljkama sintetizira kao odgovor na stres izazvan susom,
pojacanim salinitetom i temperaturnim ekstremima, pri ¢emu dovodi do povecanja unosa vode
potrebnog za odrZzavanje turgora (Ashraf i Foolad 2007). Osim osmotske aktivnosti, prolin
moze djelovati kao kemijski Saperon, kelator metala i snazno antioksidacijsko sredstvo u borbi
protiv oste¢enja uzrokovanih molekulama ROS (Liang i sur. 2013). Efikasan je u direktnom
uklanjanju 102, OH" i H20; te moZe umanjiti ostecenja uzrokovana lipidnom peroksidacijom,

pri ¢emu stvara hidroksiprolin i stabilne radikale derivata prolina (Slika 14).

prolin CL
+ coo-

N
OH H,
HO &»
Hes S'Q\COO
+~~coo- [‘0,---” d
e (- |
hidroksiproli COO0-
IdroKsiproiin 6 302

prolin nitroksilni radikal

Slika 14. Mehanizmi uklanjanja ROS pomocu prolina. Preuzeto i prilagodeno iz Liang i sur. 2013.

Glavni put sinteze prolina odvija se kroz redukciju glutamata u dva koraka, uz aktivnost enzima
1-pirolin-5-karboksilat sintaze (P5CS) i 1-pirolin-5-karboksilat reduktaaze (P5CR). Stresni
uvjeti uzrokuju pojacanu aktivaciju enzima P5CS, sto dovodi do akumulacije prolina u stanici,
dok se smanjenje koncentracije prolina regulira enzimom prolin dehidrogenaza (Spoljarevi¢ i
sur. 2011).

Sadrzaj prolina u tkivu odreduje se reakcijom s ninhidrinom pri visokoj temperaturi 1 niskoj
pH-vrijednosti, pri ¢emu nastaje crveno obojani produkt koji se moze spektrofotometrijski
izmjeriti. Mjerenju prethodi ekstrakcija produkta u toluenu, koja se provodi radi uklanjanja
crvenih pigmenata, poput antiocijanina, koji bi mogli interferirati pri mjerenju (Winter i sur.
2015, Forlani i Funck 2020).

Stanje stresa uzrokovano AgNP u biljkama je dovelo do pojacane sinteze razli¢itih oblika
antioksidansa poput antocijanina (Syu i sur. 2014, Thiruvengadam i sur. 2015), karotenoida
(Mirzajani i sur. 2013, Biba i sur. 2021b, Peharec Stefani¢ i sur. 2021) i askorbinske kiseline

(Anisur. 2008). Osim toga, vaznu ulogu u otklanjanju oksidacijskog stresa uzrokovanog AgNP
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ima 1 povecanje sadrzaja GSH (Jiang i sur. 2014, Barbasz i sur. 2016), iako je zabiljezeno i
znacajno smanjenje GSH i omjera GSH/GSSG koje je pripisano smanjenoj aktivnosti GR i
pojacanom trosenju GSH uslijed njihove interakcije s ROS (Bagherzadeh Homaee 1 Ehsanpour
2016). Iako AgNP mogu uzrokovati povecanje sadrzaja prolina u tkivu ukazujuci na postojanje
oksidacijskog stresa (Nair i Chung 2014b, Karimi i Mohsenzadeh 2017, Girilal i sur. 2018,
Shaikhaldein i sur. 2020), neka su istrazivanja ukazala na to da dodatak AgNP moze pomoci
pri stresu uzrokovanom susSom i visokim koncentracijama soli putem regulacije sinteze prolina
i drugih molekula vaznih za odrZavanje osmotske ravnoteze (Wabhid i sur. 2020, Alabdallah i
sur. 2021).

2.6. Utjecaj AgNP na promjene u proteomu biljaka

Kako bi se razjasnio cjelokupan utjecaj AgNP na biljke nuZzna je implementacija
visokoproto¢nih metoda koje ispituju bioloske ucinke AgNP na viSestrukim razinama
organizacije, §to objedinjuju tzv. ,,omics“ metode. Njihov je cilj kolektivna karakterizacija i
kvantifikacija mnostva bioloskih molekula koje ¢ine strukturu, funkciju i dinamiku organizma,
a ubrzan razvoj ovih metoda posljedica je kombinacije napretka u osjetljivosti i preciznosti
analiti¢kih tehnika i bioinformatickih alata (Quanbeck i sur. 2012). ,,Omics* metode podijeljene
su prema skupini biomolekula koje proucavaju; gene proucava genomika, mRNA proucava
transkriptomika, za proteine je zaduZena proteomika, dok ukupne metabolite organizma
istrazuje metabolomika. Ovakav pristup sistemske biologije koristan je za razumijevanje
kompleksnih odgovora biljaka na utjecaj AgNP jer osjetljivost koristenih tehnika omogucava
da se kvalitativno i kvantitativno opiSu promjene na stani¢nim i molekularnim razinama
organizama izloZzenih AgNP mnogo manjih koncentracija nego $to to zahtijevaju druge metode,
poput praéenja fenotipa ili biokemijskih testova (Majumdar i sur. 2019). Osim toga, ove metode
omogucavaju laksu usporedbu odgovora razli¢itih biljnih vrsta, razvojnih stadija, uvjeta uzgoja

i tretmana.

Proteini imaju glavne uloge u stani¢noj signalizaciji i odgovoru na stres te su direktno ukljuceni
u odrzavanje stanicne homeostaze. Uporaba proteomike stoga moze identificirati kljuéne
proteine, posttranslacijske modifikacije i interakcije proteina koji su uklju¢eni u odgovor

biljaka na tretman razli¢itim tipovima AgNP (Majumdar i Keller 2021).

Dva su glavna pristupa proteomskim analizama: pristup odozdo prema gore (eng. bottom-up) i

pristup odozgo prema dolje (eng. top-down). Pristup bottom-up zapocinje ekstrakcijom proteina
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iz stanica ili tkiva, koji se potom razdvajaju tehnikama dvodimenzionalne tekuéinske
kromatografije (eng. two dimensional-liquid chromatohraphy, 2D-LC) ili dvodimenzionalne
gel elektroforeze (eng. two dimensional-polyacrylamide gel electrophoresis, 2D-E) na temelju
fizikalno-kemijskih svojstava. Nakon analize kromatograma i gelova, slijedi odabir proteina od
interesa i njihova elucija, odnosno izrezivanje iz gelova i proteoliti¢ka digestija uporabom
enzima poput tripsina (Aebersold i Mann 2003). Dobiveni peptidi se zatim razdvajaju tehnikom
LC, ioniziraju te ulaze u spektrometar masa (eng. mass spectrometer, MS), gdje se pomoc¢u
detektora mjeri vrijednost omjera mase po naboju, m/z (Steen i Mann 2004). Odabrani se peptidi
zatim izoliraju i fragmentiraju koriste¢i tandemske tehnike MS/MS, koje daju informaciju o
sekvenci proteina i lokaciji PTM (Aebersold i Mann 2003, Yates i sur. 2009). Pristup top-down
analizira intaktne proteine umjesto peptida, $to smanjuje kompleksnost uzorka i Cuva
informacije vezane za status proteina, ukljucuju¢i PTM i varijacije u sekvenci koje nastaju kao
posljedica mutacija ili obrade proteina (Siuti i Kelleher 2007, Zhang i Ge 2011). Ipak, s obzirom
na zahtjevnost separacije velikog broja proteina, pristup top-down obi¢no se koristi za analize
odabranog proteina ili manje koli¢ine proteina dobivene nekom od tehnika proc¢is¢avanja (Xu i
sur. 2011, Gregorich i sur. 2014).

Istrazivanja proteina na biljkama posebno su zahtjevna zbog velike koli¢ine stani¢nih stijenki i
vakuola na koje otpada najveci postotak stani¢ne mase, $to rezultira nizim sadrzajem proteina.
Osim toga, biljke sadrze mnostvo fenola i sekundarnih metabolita, kao i razli¢ite proteaze i
oksidacijske enzime koji mogu oStetiti proteine tijekom ekstrakcije te smanjiti rezoluciju
proteinskih mrlja na gelu (Isaacson i sur. 2006, Jellouli i sur. 2010, Pavokovi¢ i sur. 2012).
Zbog toga je bitno staviti poseban naglasak na sastav ekstrakcijskog pufera te pravilne
kombinacije detergenta, reducensa i kaotropnih reagensa. NajceS¢e koriStene metode
ekstrakcija proteina iz biljnih tkiva ukljucuju korak precipitacije proteina pomocu acetona,
kombinacije trikloroctene kiseline (eng. thrichloroacetic acid, TCA) i acetona ili kombinacije
fenola i amonijevog acetata (Faurobert i sur. 2007, Pavokovi¢ i sur. 2007, Pavokovi¢ i sur.
2012), koje osim za ekstrakciju, sluze i za uklanjanje tvari koje bi mogle ostetiti proteine,
poboljsavajuci na taj na¢in efikasnost proteinske ekstrakcije i ukupnu reproducibilnost metode
(Niu i sur. 2018). Drugi problem vezan za biljnu proteomiku je ¢injenica da mnoge biljne vrste,
ukljucujuci i neke modelne biljke, jo§ uvijek nemaju u potpunosti sekvencirane genome kao ni
poznate proteomske profile (Vanderschuren i sur. 2013, Cvjetko i sur. 2014). To onemogucava
kvalitetne usporedbe dobivenih rezultata koje bi potencijalno vodile ka prepoznavanju

istrazivanih proteina i razjaSnjavanju njihovih funkcija i procesa u koje su ukljuéeni.
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Proteomska istrazivanja utjecaja AgNP na biljke jo§ su uvijek malobrojna i obi¢no su
ogranic¢ena na jedan sustav, jednu vrstu i jedan tip AgNP (Tkalec i sur. 2019). Ipak, na temelju
dobivenih rezultata moguce je identificirati glavne procese i proteine koji su ukljuceni u
odgovor na tretman s AgNP. Prije svega, to su proteini ukljuceni u procese primarnog
metabolizma. Nekolicina istrazivanja je pokazala pojac¢anu sintezu proteina ukljucenih u
procese fotosinteze i glikolize, sto ukazuje na pojacano stvaranje energije potrebne za borbu
protiv stresa uzrokovanog AgNP tretmanom (Vannini i sur. 2013, Mirzajani i sur. 2014,
Vannini i sur. 2014, Peharec Stefani¢ i sur. 2018). Ipak, zabiljezena je i smanjena ekspresija
male i velike podjedinice proteina ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (eng.
ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, Rubisco), sto pokazuje da neke AgNP mogu
negativno utjecati na fotosintezu (Galazzi i sur. 2019). Proteini ukljuceni u biosintezu, smatanje,
translokaciju i degradaciju proteina takoder su imali razlikovnu ekspresiju u biljkama nakon
tretmana s AgNP (Vannini i sur. 2013, Mustafa i sur. 2015, Peharec Stefani¢ i sur. 2018),
pokazujué¢i znacajnu ulogu u uklanjanju proteina koji su oSteCeni uslijed stresnih uvjeta u
stanici. ZabiljeZena je i znacajno pojac¢ana ekspresija proteina uklju¢enih u antioksidacijski
odgovor biljaka tretiranih s AgNP, kao $to su SOD, APX, CAT i GST (Vannini i sur. 2013,
Mirzajani i sur. 2014, Peharec Stefani¢ i sur. 2018). Iako su dosada$nja istraZivanja utjecaja
AgNP na proteom biljaka ukazala na glavne skupine proteina podlozne promjenama uslijed
nametnutog stresa, nedostaju informacije o tome kako se proteini biljaka ponaSaju u tretmanima
sa razlicito stabiliziranim AgNP, s obzirom na poznate informacije o razlikama u njihovoj
stabilnosti u okolisu. Osim toga, nedovoljan je broj istrazivanja koji putem komparativnih

proteomskih analiza pokusava razjasniti mehanizam toksi¢nosti AgNP.
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3. MATERIJALI | METODE
U radu su koristene ve¢inom kemikalije proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD), a uporaba

kemikalija drugih proizvodaca posebno je istaknuta u tekstu.

3.1. Sinteza nanocestica

AgNP-PVP sam pripremila redukcijom AgNOz natrijevim citratom uz prisutnost PVP-
a. Otopila sam 0,02 g AgNO3 i 0,019 g PVP u 120 mL ultra-¢iste vode (Milli-Q, 18,2 MQ-cm)
te zagrijala do vrenja uz stalno mijeSanje. Zatim sam u uzavrelu otopinu brzo dodala alikvot od
5 mL 1% otopine Na3CsHsO7, te nastavila zagrijavanje na mijesalici (Kartell Labware,
Australija) do vidljive promjene boje iz prozirne u svijetlo zutu. Reakciju sam zaustavila naglim

hladenjem pod mlazom vode, a suspenziju AgNP-PVP sam pohranila na +4 °C do upotrebe.

Sinteza AgNP-CTAB zapocela je pripremom otopine koja sadrzi 0,02 g AgNO3 i 0,0043 g
CTAB u 62,5 mL ultra-¢iste vode. Na pripremljenu otopinu sam polako i uz stalno mijeSanje
pomocu birete dokapavala otopinu pripremljenu otapanjem 0,01 g askorbinske Kiseline u
62,5 mL ultra-Ciste vode. Obje su otopine prije koristenja bile ohladene na 0 °C. Nakon
dokapavanja cijelog volumena, otopina AgNOz i CTAB je promijenila boju iz prozirne u

narancastu, te je spremljena i cuvana u mraku na +4 °C do koristenja.

3.2. Fizikalno-kemijska karakterizacija nanocestica
3.2.1. UV-Vis spektrofotometrija

UV-Vis spektrofotometriju sam Kkoristila kao prvi korak potvrde kvalitete AgNP.
Odmah nakon sinteze, po 1 mL suspenzije AgNP-PVP ili AgNP-CTAB prebacila sam u UV
Kivetu te izmjerila spektar u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm pomo¢u uredaja Specord
50 PLUS (Analytik Jena, Njemacka), a maksimum apsorbancije uzoraka sam odredila pomocu

programa WinASPECT PLUS (Analytik Jena, Njemacka).

3.2.2. Odredivanje veli¢ine i naboja

Distribuciju veli¢ine sintetiziranih AgNP-PVP i AQNP-CTAB izmjerila sam metodom
DLS na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK), koji je opremljen zelenim
laserom (532 nm), pri ¢emu je intenzitet rasprSene svjetlosti mjeren pod kutem od 173°. Za
mjerenje, alikvote suspenzija AgNP stavila sam u polistirol/polistiren kivete. Rezultati su
obradeni programom Zetasizer software 6.32 (Malvern Instruments, UK) te prikazuju
vrijednost hidrodinamickog promjera (dn) dobivenog iz maksimuma distribucije veli¢ine i

volumena Cestica, a izrazeni su kao srednja vrijednost 10 mjerenja + standardna devijacija.
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Na istom uredaju izmjerila sam i naboj AgNP-PVP i AQNP-CTAB metodom ELS uz koristenje
kapilarnih ¢elija. Dobivene vrijednosti -potencijala prikazuju srednju vrijednost 5 mjerenja £

standardna devijacija.

3.2.3. Mjerenje koncentracije srebra

Mjerenje koncentracije srebra u mati¢nim otopinama AgNP-PVP i AgNP-CTAB
napravila sam primjenom tehnike AAS na uredaju SOLAAR S4 (Thermo Elemental, SAD).
Alikvote mati¢nih otopina prije mjerenja razrijedila sam 50x u 5% (v/v) dusSi¢noj kiselini
(HNO:3), a sadrzaj srebra je o€itan iz bazdarnog pravca dobivenog mjerenjem otopina poznatih

koncentracija Ag. Rezultat prikazuje srednju vrijednost tri mjerenja.

3.2.4. Transmisijska elektronska mikroskopija
Sintetizirane AgNP-PVP i AgNP-CTAB vizualizirala sam pomo¢u TEM-a. Alikvote
suspenzija u volumenu od 2 pL nanijela sam na bakrenu mrezicu presvucenu folijom formar i

naparenu ugljikom. Kada su se uzorci osusili, mrezicu sam prenijela na nosa¢ te analizirala

mikroskopom (TF20, FEI Tecnai G2, SAD) pri naponu od 200 kV.

3.3. Uzgoj biljnog materijala i tretmani

U istrazivanju su koriStene sjemenke duhana (Nicotiana tabacum L.) dobivene od
Duhanskog instituta u Zagrebu. Prije tretmana, izvagala sam po 0,05 g sjemenki te ih prebacila
u tubice. Uslijedila je sterilizacija u 1 mL 50% (v/v) otopine natrijevog hipoklorita (NaOCI)
(Gram-mol, Hrvatska) u trajanju od 15 minuta na tresilici, nakon ¢ega sam sjemenke 3% isprala
u sterilnoj deH20. Nakon sterilizacije, sjemenke sam nasadivala na pripremljene krute i tekuce
hranjive podloge MS (Murashige 1 Skoog, 1962) koje sadrze polovicnu koncentraciju
makroelemenata (Y2 MS) (Tablica 1.), ovisno o tipu pokusa koji je uslijedio, kako je opisano u
tekstu koji slijedi. Sve navedene korake provodila sam u komori s horizontalnim strujanjem

zraka (Heraeus, Njemacka).
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Tablica 1. Sastav hranjive podloge /2 MS s polovi¢énom koncentracijom makroelemenata, koristene za
isklijavanje sjemenki i uzgoj klijanaca duhana.

sastav kruti medij /mgL? | tekuéi medij/ mgL*
MAKROELEMENTI

CaClz x 2H20 220,000 220,000

Na,EDTA 18,600 18,600

MgSO4 x 7TH.O 185,000 185,000

KH2PO4 85,000 85,000

NH4NO3 825,000 825,000

KNOs 950,000 950,000

FeSO, 13,900 13,900

MIKROELEMENT]I

H:BO3 6,200 6,200

MnSQO4 x H.0 22,300 22,300

ZnSO4 x 7TH0 8,600 8,600

Kl 0,830 0,830

Na:MoO, x 2H,0 0,250 0,250

CuSO4 x 5H.0 0,025 0,025

CoClz x 6H.0 0,025 0,025

ORGANSKI DODACI

Saharoza 1500,000 1500,000

2-N-morfolino-etansulfonska kiselina (MES) 500,000 500,000

Mio-inozitol 100,000 100,000

Tiamin-HCI 0,050 0,050
Phytagel 2200,000 /

pH 5,600 5,600

Otopine za tretman sjemenki i klijanaca duhana takoder su pripremljene u hranjivoj podlozi
Y MS s dodatkom AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, kao i njihove kombinacije s cisteinom
(cys) u omjeru 1:5. Za kontrolne sjemenke i klijance koriStena je Cista hranjiva podloga /> MS,
a napravljene su i kontrole utjecaja samih omotaca, PVP i CTAB. Koncentracije tretmana, kao

I njihove kombinacije, prikazane su u Tablici 2.

Mati¢ne otopine AgNOs i cys koncentracije 100 mM pripremljene su otapanjem u ultra-cistoj

vodi, nakon ¢ega su sterilno filtirane 1 ¢uvane u mraku na +4 °C do koristenja.
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Tablica 2. Ispitani tretmani sjemenki i klijanaca duhana.

tretman koncentracija / pM
kontrola 0
Agt 25
50
100
Ag + cys 25+ 125
50 + 250
100 + 500
omotaci? 25

! Ag predstavlja AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO3
2 Omotaci predstavljaju PVP i CTAB

3.3.1. Uzgoj i tretman klijanaca na krutoj podlozi %> MS

Nakon pripreme i sterilizacije krute podloge ¥2 MS u autoklavu, podlogu sam drzala u
vodenoj kupelji na temperaturi od 40 °C kako bih ju odrzala u teku¢em stanju tijekom pripreme
tretmana. Neposredno prije izlijevanja u plasticne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm, u podloge
sam dodala mati¢ne otopine AgNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNOs3, cys i omota¢a PVP i CTAB u
kombinacijama i volumenima potrebnim za postizanje kona¢nih koncentracija prikazanih u
Tablici 2. U svaku Petrijevu zdjelicu izlila sam 25 mL podloge za tretman i ostavila da se ucvrsti
u asepticnim uvjetima komore. Na pripremljene podloge pomocu mikropipete nanosila sam po
50 steriliziranih sjemenki duhana, Petrijeve zdjelice sam oblozila parafilmom i ostavila na
hladnoj stratifikaciji (+4 °C) 48 h prije pocetka pokusa kako bi se pokrenulo i ujednacilo klijanje
(Kucera 1 sur. 2005). Za vrijeme trajanja pokusa, ploce sa sjemenkama drzala sam u komori za
biljke, na temperaturi od 24 + 1 °C i 90 umol m2 s™* svjetlosnog intenziteta, u uvjetima dugog
dana (16 h svjetlost, 8 h mrak). Klijanje sam pratila 5 dana, pocevsi od treceg dana nakon
stratifikacije, a nakon tri tjedna klijance sam sakupila za analize rasta i promjena mase. Tijekom
svakog pokusa postavila sam po dvije ploce od svake koncentracije i tretmana, a svi su pokusi

ponovljeni tri puta.

3.3.2. Uzgoj i tretman klijanaca na tekuéoj podlozi > MS
Za uzgoj klijanaca u tekucoj podlozi 2 MS, 5 mL pripremljene podloge alikvotirala sam
u tikvice od 100 mL te ih sterilizirala u autoklavu. Nakon hladenja, u svaku sam tikvicu pomoc¢u

mikropipete nanijela 0,05 g sterilnih sjemenki, tikvice sam prenijela na tresilicu (Koncept
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media, Hrvatska) u komoru za biljke gdje su klijale i rasle iduca tri tjedna pri ve¢ navedenim
uvjetima, uz dodatak svjeza 3 mL medija 9. dan nakon postavljanja pokusa. Nakon tri tjedna,
pomocu mikropipete sam izvukla viSak podloge iz pojedine tikvice, te klijancima dodala po
10 mL otopina za tretman pripremljenih dodatkom mati¢nih otopina AgNP-PVP, AgNP-
CTAB, AgNOs, njihovih kombinacija s cys te omota¢ima PVP i CTAB, u podloge %2 MS na
nacin kako je opisano u Tablici 2. Tretman klijanaca trajao je 7 dana, nakon ¢ega sam tkivo
detaljno isprala ultra-¢istom vodom kako bi se uklonio visak podloge i AgNP, te sam ga odmah
koristila za pokuse ili spremila na -80 °C do uporabe. Tkivo dobiveno na ovaj nacin Koristila
sam za analize parametara oksidacijskog stresa te proteomske analize. Za svaki pokus postavila
sam po 6 tikvica od svake koncentracije i tretmana, a svaki je pokus ponovljen dva puta.

3.4. Mjerenje stabilnosti AQNP-PVP i AgQNP-CTAB u podlozi ¥2 MS za tretman duhana
3.4.1. Spektrofotometrijsko mjerenje stabilnosti

UV-Vis spektrofotometrijom pratila sam stabilnost 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP i
AgNP-CTAB, samih i u kombinaciji s 125, 250 i 500 uM cys, u krutim i teku¢im podlogama

Y MS na nacin kako je opisano u poglavlju 3.2.1.

Za mjerenje stabilnosti u krutoj podlozi Y2 MS, alikvot od 1 mL podloge s Phytagelom uz
dodatak AgNP-PVP, AgNP-CTAB i njihove kombinacije s cys, pripremljene za pokus
isklijavanja sjemenki duhana (poglavlje 3.4.1), ulila sam u UV-kivetu koju sam potom prekrila
parafilmom kako bih sprijecila isusivanje tijekom mjerenja. Za vrijeme trajanja pokusa, kivete
sam drzala u komori za biljke u istim uvjetima u kojima se odvijao i tretman klijanaca. Nakon
ucvrséivanja podloge, mjerila sam spektar u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm, u
definiranim vremenskim razmacima u periodu od 5 dana (koliko je trajao tretman klijanaca),

pri ¢emu sam kao slijepu probu koristila krutu podlogu %2 MS bez dodatka AgNP ili cys.

Spektrofotometrijsko prac¢enje stabilnosti nanocestica u tekucoj podlozi 2 MS napravila sam
na sli¢an nacin. U tikvicama od 100 mL pripremila sam tekuce podloge ¥2 MS s dodatkom
AgNP-CTAB, AgNP-PVP i njihove kombinacije s cys, kako je opisano u poglavlju 3.4.2., te
sam ih za vrijeme trajanja analize stabilnosti drZala na tresilici u komori, u istim uvjetima u
kojima se odvijao tretamn klijanaca. Pokus sam provodila 7 dana u definiranim vremenskim
razmacima, a za mjerenje spektra u rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm alikvotirala sam
po 1 mL podloge i prebacila ga u UV-kivetu u trenutku mjerenja. Kao slijepu probu pri mjerenju
sam koristila teku¢u podlogu %2 MS bez dodatka AgNP ili cys.

41



3.4.2. Promjena veli¢ine i naboja

Promjenu veli¢ine i naboja AgNP-PVP i AgNP-CTAB pratila sam samo u tekucoj
podlozi 2 MS jer tehnika nije omogucena za krute sustave, te samo na tretmanima s najveéim
koncentracijama AgNP-PVP i AgNP-CTAB, kao i njihove kombinacije s cys, koje su na
spektrofotometrijskim mjerenjima pokazale najznacajnije promjene. Mjerenje je napravljeno

prema metodi opisanoj u poglavlju 3.2.2., a promjene sam pratila u periodu od 4 sata.

3.5. Mjerenje dinamike klijanja sjemenki
Dinamiku klijanja sjemenki pratila sam u periodu od pet dana, svaki dan u isto vrijeme
biljezec¢i broj novo proklijalih sjemenki. Smatrala sam da je sjemenka proklijala u trenutku

probijanja radikule.

Na kraju provedenog pokusa izracunala sam postotak klijanja prema sljede¢oj formuli:

ukupan broj proklijalih sjemenki
Postotak klijanja (%) = P 1P ) ] x 100

ukupan broj sjemenki

Dnevna mjerenja proklijalih sjemenki upotrijebila sam za racunanje indeksa isklijavanja (eng.

germination indeks, GI) koji opisuje dinamiku isklijavanja (Farooq i sur. 2005):

Z Nt (broj sjemenki proklijalih na dan t)

[ =
G Dt (dan brojanja)

te brzinu klijanja u obliku vrijednosti Tso koja prikazuje dan na koji je isklijalo 50% sjemenki,

a to sam racunala prema formuli od Farooq i sur. (2005):

(5 - ni) x(ti-tj)

ni—nj

Tso =ti +

pri cemu N oznacava ukupan broj proklijalih sjemenki, ni i n; predstavljaju brojeve sjemenki
proklijalih u mjerenim vremenskim intervalima ti i tj, uzimajuéi u obzir da je nj < N/2 < n;.
Analizirala sam klijavost 100 sjemenki po tretmanu u tri nezavisna pokusa. Svi su rezultati
prikazani kao postotak u odnosu na kontrolu, a iskazuju srednju vrijednost od ukupno

300 sjemenki + standardna pogreska.
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3.6. Rani rast klijanaca

Razlike u ranom rastu klijanaca pratila sam mjerenjem duljine korjencic¢a i pracenjem
razlika u svjezoj i suhoj masi klijanaca starih tri tjedna. Duljinu korjenc¢i¢a mjerila sam pomocu
ravnala na 20 sluc¢ajno odabranih klijanaca neposredno nakon uklanjanja s ploc¢e. Dobivene sam
rezultate prikazala kao postotak smanjenja korjenci¢a (eng. root length reduction percentage,
RLRP) koriste¢i formulu (Zafar i sur. 2015):

duljina korjencic¢a (stres)
RLRP % =1— x 100

duljina korjenciéa (kontrola)

a prikazuju srednju vrijednost ukupno 60 klijanaca + standardna pogreska, dobivenih u tri

nezavisna pokusa.

Zbog male mase klijanaca, za mjerenje svjeze i suhe mase spojila sam po 10 sluc¢ajno odabranih
klijanaca koji su €inili jednu repliku. Pomocu analiticke vage izmjerila sam im svjezu masu
neposredno nakon sakupljanja, te suhu masu nakon 24 h suSenja na 60 °C. Rezultate mjerenja
svjeze mase izrazila sam kao postotak smanjenja mase (eng. fresh weight reduction percentage,
FWRP) prema formuli (Zafar i sur. 2015):

FWPR % = 1— s.vjveia masa (stres) % 100
svjeza masa (kontrola)

a odnos izvagane svjeze i suhe mase kao sadrzaj suhe tvari (eng. dry matter content, DMC) iz

formule:

suha masa
DMC % = x 100

svjeza masa+suha masa

Rezultati prikazuju srednju vrijednost 9 replika + standardna pogreska, dobivenih iz tri

nezavisna pokusa.

3.7. Ekstrakcija proteina u kalij-fosfatnom puferu

Za ekstrakciju ukupnih topivih proteina koristila sam 60 mg liofiliziranog tkiva
klijanaca duhana koje sam prvo usitnila u tarioniku s tu¢kom uz dodatak 10 mg PVP. Na
dobiveni prah potom sam dodala 1,5 mL ohladenog 0,1 M kalij-fosfatnog pufera, pH 7, tkivo
dodatno homogenizirala te dobiveni ekstrakt prebacila u tubicu. Ekstrakte sam zatim
centrifugirala (Eppenndorf, Njemacka) 15 minuta na 20000 g pri +4 °C. Dobivene supernatante

sam prebacila u Ciste tubice te ponovo centrifugirala pri istim uvjetima 45 minuta. Nakon
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centrifugiranja, supernatante sam prebacila u ¢iste tubice i kao proteinske ekstrakte cuvala na

-20 °C do koristenja.

Ovako dobivenim ekstraktima odredila sam koncentraciju proteina metodom po Bradfordu
(1976) koja se temelji na vezanju boje Coomasie Brilliant Blue (CBB) na proteine. Metodu sam
zapocela pripremom mati¢ne [350 mg CBB G-250, 30 mL 96% etanola (C2HsOH), 200 mL
88% fosforne kiseline (HsPOa4)] i radne Bradford otopine (30 mL mati¢ne Bradford otopine,
15 mL 96% C>HsOH, 30 mL HsPOs, 425 mL reH20). Za mjerenje, u tubici sam pomijesala
980 uL radne Bradford otopine i 20 pL proteinskog ekstrakta, smjesu promijesala na vorteksu
te ostavila na inkubaciji 5 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi. Intenzitet plavog obojenja
koje nastaje pri reakciji spektrofotometrijski sam izmjerila pri valnoj duljini od 595 nm.
Vrijednosti koncentracije proteina u uzorcima dobila sam ocitanjem iz bazdarne krivulje
napravljene s poznatim koncentracijama (0,2-2,0 mg mL™) uzoraka govedeg serumskog
albumina (eng. bovine serum albumine, BSA) pripremljenih u 0,1 M kalij-fosfatnom puferu,
pH 7.

3.8. Mjerenje sadrzaja ROS

3.8.1. DHE test

Ukupni sadrzaj ROS u ekstraktima klijanaca duhana (poglavlje 3.7.) odredila sam
koriStenjem fluorescentne probe DHE koja sluZi primarno za detekciju superoksidnog radikala
pomocu kojeg se oksidira, pri ¢emu nastaje fluorescentni etidij. Metodu sam zapocela
mijeSanjem 50 pL ekstrakta 1 50 pL 20 uM DHE u mikrotitarskoj ploc€ici, nakon ¢ega sam
izmjerila dobivenu fluorescenciju na ¢ita¢u mikrotitarskih plocica (Tecan, SAD) s ekscitacijom
podeSenom na 520 nm i emisijom na 600 nm. Mjerenje je napravljeno neposredno nakon
dodatka boje uzorcima, bez dodatne inkubacije. Rezultati su izrazeni kao postotak od kontrole,
a prikazuju srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska, dobivenih u dva nezavisna

pokusa.

3.8.2. Sadrzaj H20>

Sadrzaj H.O> odredila sam metodom prema Alexieva i sur. (2001). Za pripremu
ekstrakta koristila sam 150 mg svjezeg tkiva klijanaca duhana koje sam usitnila u tarioniku s
tuckom uz dodatak PVP-a i tekuceg duSika do stvaranja sitnog praha, nakon ¢ega sam dodala

2 mL 0,1% (w/v) TCA. Ekstrakte sam prebacila u tubice i centrifugirala 10 minuta na 20000 g
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I 0 °C. Dobivene supernatante sam prebacila u Ciste tubice na ledu i sacuvala za daljnja

mjerenja.

Za mjerenje uzoraka, u tubici od 2 mL pomijesala sam 0,5 mL dobivenog supernatanta sa
0,5 mL 10 mM Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7,0 i 1 mL 1 M Kkalijeva jodida (KI). Sadrzaj tubice
sam promijeSala na vorteksu i prebacila u UV-kivetu te mjerila u UV-Vis spektrofotometru pri
valnoj duljini od 390 nm, pri ¢emu je 0,1% TCA pripremljena na isti nacin kao i uzorci posluzila
kao slijepa proba. Sadrzaj H,O, sam izracunala pomoc¢u bazdarne krivulje pripremljene s H2O>
poznatih koncentracija, vrijednosti izmedu 1,378 1 352,8 uM. Rezultate sam izrazila kao
umol g svjeze mase, a prikazuju srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska

dobivenih u dva nezavisha pokusa.

3.9. Oksidacijsko oStecenje biomolekula
3.9.1. Mjerenje sadrzaja MDA

Razinu lipidne peroksidacije pratila sam mjerenjem koncentracije MDA prema metodi
koju su opisali Heath i Packer (1968). Zapocela sam sa ekstrakcijom 60 mg liofiliziranog tkiva
klijanaca u ohladenom tarioniku s tu¢kom uz dodatak 1,5 mL ekstrakcijskog pufera
sastavljenog od 0,3% (w/v) TBA otopljene u 10% (w/v) TCA. Homogenat sam potom prebacila
u tubice i grijala 30 minuta na 95 °C na termobloku (Eppendorf, Njemacka), nakon ¢ega sam
reakciju zaustavila naglim hladenjem smjese u posudi s ledom. Uzorke sam centrifugirala
15 minuta pri 20000 g i +4 °C, supernatante prebacila u Ciste tubice, a taloge bacila. Sadrzaj
MDA mjerila sam spektrofotometrijski pracenjem apsorbancije uzoraka pri valnim duljinama
od 532 1 600 nm, pri ¢emu razlika ove dvije vrijednosti predstavlja korekciju za nespecifi¢no

zamucenje. Kao slijepu probu koristila sam ¢isti ekstrakcijski pufer.

Sadrzaj MDA u uzorku izra¢unala sam koriste¢i formulu:

A532—-A600

. _ AS532-A600 1 .
Sadrzaj MDA e x] [umol mg-1 suhe tvari]

pri ¢emu je:
As3z — apsorbancija izmjerena na 532 nm
Asoo — apsorbancija izmjerena na 600 nm

m — masa tkiva (mg)
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& — molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM™ cm™)
| — duljina puta (1 cm)

Rezultate sam izrazila kao umol mg™? suhe tvari, a prikazuju srednju vrijednost 12 replika +

standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.

3.9.2. Mjerenje sadrzaja proteinskih karbonila

Ostecenje proteina detektirala sam mjerenjem proteinskih karbonila prema metodi od
Levine i sur. (1994). U tubicu sam dodala 200 pL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.7) i
300 uL 10 mM DNPH pripremljenog u 2 M HCI, uzorke sam promijesala koriste¢i vorteks te
ih ostavila da se inkubiraju 1 h u mraku pri sobnoj temperaturi uz povremeno potresanje. Nakon
inkubacije, uzorcima sam dodala 500 pL 10% (w/v) TCA za precipitaciju proteina, inkubirala
ih 5 minuta na -20 °C te potom centrifugirala 10 minuta na 20000 g i +4 °C. Supernatant sam
odlila, a dobiveni talog ispirala 3x u 500 uL smjese etanol/etilacetat pripremljene u omjeru 1:1
radi uklanjanja nevezanog reagensa. Na taloge sam zatim dodala 1 mL 6 M uree otopljene u

20 mM Kalij-fosfatnom puferu, pH 2,4, te ih otopila uz pomo¢ vorteksa.

Dobivene uzorke sam mjerila spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 370 nm, pri ¢emu je kao
slijepa proba koriSten uzorak pripremljen na isti nacin kako je opisano, ali bez dodatka DNPH.

Sadrzaj proteinskih karbonila sam potom izracunala prema sljede¢oj formuli:

A
SadrZaj karbonila = x [umol mg! proteina]

exl
pri cemu je:

Aas7o — apsorbancija uzorka izmjerena na 370 nm

& — molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM™ cm™)
¢ — sadrzaj proteina (mg mL™)

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

Rezultate sam izrazila kao pmol mg™ proteina, a prikazuju srednju vrijednost 12 replika +

standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.

3.9.3. Comet test
Za odredivanje razine oSte¢enja molekule DNA koristila sam Comet test (Gichner 1 sur.

2004), a postupak je izveden na svjezim klijancima neposredno nakon tretmana. Mehanic¢ku
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izolaciju jezgara napravila sam radeci rezove ziletom po tkivu uronjenom u 250 pL 0,4 M
Tris-HCI, pH 7,5 na ledu. Dobivenu suspenziju jezgara sam pomije$ala s jednakim volumenom
1% (w/v) otopine agaroze niskog taliSta (eng. low melting point, LMP) pripremljene otapanjem
u puferiranoj otopini fosfatnih soli (eng. phosphate buffer saline, PBS; 10 mM NaxHPO.,
1,7 mM KH2POg4, 2,7 mM KCI, 130 mM NaCl) na 42 °C. Smjesu sam prebacila na stakalca na
koja sam prethodno nanijela sloj 1% (w/v) agaroze normalnog talista (eng. normal melting
point, NMP) pripremljene zagrijavanjem u deH2O koriste¢i mikrovalnu pe¢nicu. Smjesu sam

prekrila pokrovnim stakalcem i ostavila na +4 °C da oCvrsne.

Nakon pripreme stakalaca uslijedila je horizontalna elektroforeza. Predmetna stakalca sa
smjesom jezgara premjestila sam u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazila ohladena
300 mM otopina NaOH, pritom im uklanjaju¢i pokrovna stakalca. Uzorke sam ostavila u kadici
u mraku 10 minuta kako bi se denaturirali, nakon ¢ega sam pokrenula elektroforezu koja se
odvijala 20 minuta na 26 V i 300 mA. Nakon elektroforeze, stakalca sam 3x isprala sa po 1 mL

0,4 M Tris-HCIl, nakon ¢ega sam ih ostavila da se u potpunosti osuse na zraku.

Uzorke sam vizualizirala uporabom fluorescentne boje GelStar™ Nucleic Acid Gel Stain
(Lonza, SAD) koja se veze na molekulu DNA. Stakalca sam 5 minuta inkubirala u 70 uL boje
koju sam prethodno razrijedila 10000x, nakon cega sam ih analizirala uporabom
fluorescencijskog mikroskopa s ekscitacijskim filterom BP 520/09 nm i grani¢nim filterom od
610 nm. Ostecenje molekule DNA myjerila sam kao postotak DNA u repu (eng. tail DNA,
% tDNA) tretmana u odnosu na kontrolu na ukupno 150 slu¢ajno odabranih jezgara po stakalcu,
koriste¢i racunalni program Komet ver. 5 (Kinetic Imaging, Velika Britanija). Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost ukupno 150 jezgara + standardna pogreska.

3.10. Spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima
3.10.1. Aktivnost SOD

Aktivnost SOD mjerila sam metodom prema Beauchamp i Fridovich (1971). Zapocela
sam pripremom reakcijske smjese [13 mM metionin, 75 uM NBT (Alfa Aesar, SAD), 0,1 M
etilendiamintetraoctena kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA) i 2 mM
riboflavin u 50 mM kalij-fosfatnom puferu, pH 7,8], koju sam koristila za mjerenje maksimuma
apsorbancije nastale uslijed reakcije stvaranja formazana, pri valnoj duljini od 560 nm nakon
8-minutne inkubacije u kiveti izlozenoj svjetlosti transiluminatora (15 W). S obzirom da se

jedinica (eng. unit, U) SOD definira putem koli¢ine enzima potrebnog za 50%-tnu inhibiciju
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brzine redukcije NBT, za mjerenje aktivnosti SOD u proteinskim ekstraktima (poglavlje 3.7.)
u reakcijsku smjesu sam dodala volumen ekstrakta koji uzrokuje 50%-tno smanjenje
apsorbancije u jednakim uvjetima mjerenja. Aktivnost SOD sam potom izrac¢unala koriStenjem
bazdarne krivulje dobivene mjerenjem SOD standarda (0,025 — 1 U uL™) na opisani naéin, te
ih izrazila u obliku U mg? proteina. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 12 replika +

standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.

3.10.2. Aktivnost CAT

Za spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti CAT koristila sam metodu prema Aebi
(1984). Metoda se temeljni na mjerenju brzine kataliticke razgradnje H.O> dodanog u uzorak
koje se prati putem smanjenja apsorbancije uzorka u UV spektru. Za mjerenje sam pomijeSala
970 uL reakcijske smjese (10 mM H202, 50 mM Kalij-fosfatni pufer, pH 7,0) i 30 pL
proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.7.) te sam mjerila promjenu apsorbancije pri valnoj duljini
od 240 nm u UV-kiveti, svakih 10 sekundi u tijeku jedne minute.

Aktivnost CAT u uzorcima sam izracunala prema sljedecoj formuli:

AA X 6 X Vrs X F.R.
CAT = mol min-! mg-!
Vuzxexlxc [H H202 g]

pri ¢emu je:

AA — srednja vrijednost promjena apsorbancije pri 240 nm tijekom 10 sekundi
6 — faktor korekcije za AA za izraZavanje rezultata u minuti

Vrs — volumen reakcijske smjese (1 mL)

F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)

Vuz — volumen uzorka (0,03 mL)

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

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

¢ — koncentracija proteina (mg mL™)

Rezultati su izrazeni kao pmol utroSenog H20> po mg proteina u minuti i prikazuju srednju

vrijednost 12 replika + standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.
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3.10.3. Aktivnost APX

Aktivnost APX mjerila sam spektrofotometrijski, prate¢i pad apsorbancije uzorka koji
nastaje uslijed reakcije H2O- i askorbata, pri ¢emu nastaje produkt MDHAR (Nakano i Asada
1981). Za mjerenje, u UV kiveti pomijesala sam 180 uL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.7.)
sa 800 pL reakcijske smjese (50 mM kalij-fosfatni pufer, pH 7,0 i 10 mM EDTA), 10 puL
0,1 mM askorbinske kiseline i 10 L 12 mM H2O,. Pad apsorbancije sam mijerila pri valnoj

duljini od 290 nm, svakih 15 sekundi unutar jedne minute.

Aktivnost APX u uzorcima sam izrazila pomoc¢u formule:

APX AA x4 X Vrs X F.R. [ 1 i 1]
= mo min—* mg-
Vuzxexlxc " MDHAR J

Pri ¢emu je:
AA- srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nm tijekom 15 sekundi
4 — faktor korekcije za AA za izrazavanje rezultata u minuti
Vrs — volumen reakcijske smjese (1 mL)
F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)
Vuz — volumen uzorka (0,18 mL)
& — molarni apsorpcijski koeficijent (2,8 mM* cm™)
| — duljina opti¢kog puta (1 cm)
¢ — koncentracija proteina (mg mL™)

Rezultati su izraZzeni kao pmol nastalog produkta, MDHAR, po mg proteina u minuti 1 prikazuju

srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.

3.10.4. Aktivnost PPX

Aktivnost PPX u uzorcima sam spektrofotometrijski odredila prate¢i porast
apsorbancije koji nastaje uslijed oksidacije pirogalola nakon dodatka H>O> (Nakano i Asada
1981). Za mjerenje, u kiveti sam pomijesala 980 pL reakcijske smjese (50 mM kalij-fosfatni
pufer, pH 7,0, 20 mM pirogalol i 1 mM H20>) i 20 uL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.7.) te
pratila promjene u apsorbanciji pri valnoj duljini od 430 nm svakih 15 sekundi u periodu od

dvije minute.
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Aktivnost PPX u uzorcima sam izrazila pomocu formule:

PPX AA x4 xVrs x F.R. [ 1 . )
- mo in min-! mg-
Vuz xex1lxc B purpurogalin g

Pri ¢emu je:
AA — srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nm tijekom 15 sekundi
4 — faktor korekcije za AA za izrazavanje rezultata u minuti
Vrs — volumen reakcijske smjese (1 mL)
F.R. — faktor razrjedenja uzorka (1)
Vuz — volumen uzorka (0,02 mL)
& — molarni apsorpcijski koeficijent (2,47 mM* cm™)
| — duljina opti¢kog puta (1 cm)
¢ — koncentracija proteina (mg mL™)

Rezultati su izrazeni kao pmol nastalog produkta purpurogalina po mg proteina u minuti i
prikazuju srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna

pokusa.

3.11. Spektrofotometrijsko mjerenje neenzimskih antioksidansa
3.11.1. Mjerenje sadrzaja GSH

Mjerenje sadrzaja GSH napravila sam prema modificiranoj metodi od Salbitani 1 sur.
(2017). Zapocela sam ekstrakcijom 150 mg svjezeg tkiva klijanaca duhana u 1,5 mL 3% (w/v)
salicilne kiseline (eng. salicylic acid, SA) uz dodatak 10 mg PVP-a. Ekstrakte sam
centrifugirala 15 minuta pri 10000 g i +4 °C, nakon ¢ega sam dobivene supernatante prebacila

u Ciste tubice 1 drzala na ledu do mjerenja.

Za mjerenje reduciranog GSH u kiveti sam pomijeSala 100 pL supernatanta sa 750 pL
reakcijske smjese (1,5 mg mL* DTNB, 0,1 M Kkalij-fosfatni pufer, pH 7,0 i 1 mM EDTA),
ostavila da se inkubira na sobnoj temperaturi 20 minuta te potom izmjerila apsorbanciju pri
412 nm. Koncentraciju GSH ocitala sam preko bazdarne krivulje dobivene mjerenjem otopina
GSH standarda poznatih koncentracija (0,785 — 25 uM). Sadrzaj ukupnog glutationa (GSH i

GSSG) u uzorcima dobila sam postupkom enzimske reciklaze. Izmjerenim uzorcima sam
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dodala 15 uL GR (1 U) i 50 uL. NADPH (0,32 mg mL™), smjesu sam pomijesala na vorteksu i
inkubirala 5 minuta na sobnoj temperaturi. Porast apsorbancije nastao uslijed redukcije GSSG
izmjerila sam pri valnoj duljini od 412 nm, a sadrzaj ukupnog GSH sam izraCunala uz pomo¢
bazdarne krivulje na nacin kako je ranije opisano. Iz ukupnog sadrzaja GSH u tkivu izrac¢unala

sam sadrzaj GSSG pomocu formule:
[GSH] ukupni = [GSH] + 2 X [GSSG]

Rezultate sam izrazila kao omjer GSH/GSSG, izraZzene u pmol g svjeZe tvari, a prikazuju

srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.

3.11.2. Mjerenje sadrzaja prolina

Sadrzaj prolina u ekstraktima pripremljenima kako je opisano u prethodnom poglavlju
(3.10.1.), odredila sam metodom prema Bates i sur. (1973). Zapocela sam pripremom otopine
kiselog ninhidrina za koju sam otopila 1,25 g ninhidrina u 30 mL ledene octene kiseline uz
dodatak 20 mL 6 M HsPOj4. Ninhidrin sam otapala uz zagrijavanje na mijesSalici do promjene
boje iz plave u zutu. 500 pL dobivenog kiselog ninhidrina sam pomijesala s 500 pL ekstrakta i
500 pL ledene octene kiseline, te sam smjesu nakon mijeSanja inkubirala na termobloku
60 minuta pri 95 °C. Reakciju sam zaustavila naglim hladenjem u ledenoj kupelji, nakon ¢ega
je uslijedila ekstrakcija kromoforne skupine u 1,2 mL toluena te mjerenje apsorbancije
dobivenog ekstrakta u kvarcnoj kiveti pri valnoj duljini od 520 nm. Sadrzaj prolina sam potom
izraCunala uz pomo¢ bazdarne krivulje dobivene mjerenjem otopina poznatih koncentracija
prolina (0,5 - 200 uM). Rezultate sam izrazila kao pmol g svjeze tvari, a prikazuju srednju

vrijednost 12 replika + standardna pogreska dobivenih u dva nezavisna pokusa.

3.12. Statisticka analiza podataka

Statisticku analizu podataka napravila sam u programu Statistica 12.0 (Stat Soft Inc.,
SAD). Podatke sam analizirala uporabom dvosmjerne analize varijance (eng. analysis of
variance, ANOVA) za odredivanje utjecaja koncentracije i tretmana (AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNO3), odnosno jednosmjerne ANOVA za utvrdivanje utjecaja dodatka cisteina i
samih omotaca. Razliku dobivenih srednjih vrijednosti sam smatrala statisticki zna¢ajnom pri

p < 0.05 nakon provedenog post-hoc Duncan testa.
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3.13. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamidnom gel elektroforezom

Uporaba nativne gel elektroforeze predstavlja odli¢no sredstvo za detekciju proteina i
proteinskih kompleksa u njihovoj nativnoj formi jer izostanak primjene detergetna omogucava
odrzavanje interakcija medu proteinskim podjedinicama, Sto daje informacije o njihovoj
kvarternoj strukturi i omogucava analizu bioloske aktivnosti (Sirpi0 i sur. 2011). Metoda se
posebno isti¢e radi mogucnosti vizualizacije enzimske aktivnosti ve¢ pri mikrogramskim
koli¢inama proteina (Covian 1 sur. 2012). Proteini se na gelu razdvajaju na temelju razlika u
elektroforetskoj pokretljivosti, koja je definirana njihovom molekulskom masom i gusto¢om

naboja (Balen i sur. 2011).

Za ovu metodu koristila sam sustav PROTEAN® I xi cell (Bio-Rad, SAD), a elektroforezu sam
provodila prema protokolu od Balen i sur. (2011). Zapocela sam pripremom 12% gela sa
razdvajanje (Tablica 3.), kojega sam izlila izmedu unaprijed pripremljenih staklenih ploca. Gel
sam nadsvodila otopinom 20% (v/v) CoHsOH i boje bromfenol plava (eng. bromphenol blue,
BFB), kako bih sprijecila kontakt otopine gela sa zrakom tijekom polimerizacije. Kada je
polimerizacija zavrSila, gel sam isprala s reH2O te na njega izlila pripremljeni 4% gel za

sabijanje (Tablica 3.), dodala cesljice i ostavila da se polimerizira.

Staklene ploce s gelovima postavila sam na elektrodni nosac te ih prenijela u kadicu za
vertikalnu elektroforezu ispunjenu elektrodnim puferom za nativnu elektroforezu (0,25 M Tris,
1,92 M glicin, pH 8,3) kojega sam prethodno razrijedila 10x. Na gelove sam nanosila volumen
proteinskih ekstrakata (poglavlje 3.7.) u kojem je bilo sadrzano 90 pg proteina. Prije nanoSenja
uzoraka u jazice, dodala sam im 20 pL 0,5% (w/v) otopine saharoze i boje BFB, pri ¢emu
saharoza povecanjem gusto¢e omogucava sjedanje uzoraka u jazice, a BFB stvara frontu koja
omogucava pracenje tijeka elektroforeze. Elektroforezu sam provodila na +4 °C, prvih
45 minuta pri 100 V, te do kraja na 220 V. Nakon provedene elektroforeze uslijedio je tretman

gelova specificnim supstratima za vizualizaciju izoformi pojedinih enzima.

Tablica 3. Sastav otopina za pripremu gelova za Native-PAGE.

12% gel za razdvajanje

4% gel za sabijanje

reH,O

21 mL

9,15 mL

Tris/HCI

15 mL (1,5 M; pH 8,8)

3,75 mL (0,5 M; pH 6.8)

30% akrilamid/bisakrilamid (AA/Bis)

24 mL

1,95 mL

vakuum

10% amonijev peroksodisulfat (APS)

300 pL

100 pL

tetrametiletilendiamin (TEMED)

25 pL

15 uL
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3.13.1. Odredivanje aktivnosti izoforma SOD

Aktivnost izoformi SOD odredila sam koriste¢i metodu prema Beauchamp i Fridovich
(1971). Nakon provedene elektroforeze, gel sam 25 minuta inkubirala u 50 mM kalij-fosfatnom
puferu, pH 7.8, koji je sadrzavao 2,45 mM NBT. Uslijedila je inkubacija u mraku u istom puferu
uz dodatak 28 mM TEMED-a i 0,028 mM riboflavina, a nakon 15 minuta gel sam izlozila
svjetlosti transilumitora (15 W) radi pokretanja fotokemijske reakcije. Gel se nalazio u
transiluminatoru do pojave akromatskih proteinskih vrpca na ljubicastoj podlozi, nakon ¢ega

sam ga isprala u deH.O i skenirala za provedbu daljnje analize.

3.13.2. Odredivanje aktivnosti izoforma CAT

Detekciju izoformi CAT provela sam prema protokolu od Woodbory i sur. (1971).
Gelove sam nakon elektroforeze isprala 3x po 15 minuta u deH20, nakon ¢ega je uslijedila
10-minutna inkubacija u otopini 0,0003% (v/v) H20.. Gel sam potom kratko isprala u deH2O i
tretirala otopinom koja je sadrzavala 2% (w/v) FeClz (Carlo Erba, Francuska) i 2% (w/v)
K3sFe(CN)eg (Alfa Aesar, SAD) dok gel nije poprimio zelenu boju uz pojavu zutih proteinskih

vrpci. Gel sam potom isprala u deH20 i skenirala za daljnju analizu.

3.13.3. Odredivanje aktivnosti izoforma APX

Za detekciju APX, elektroforezu sam provela u elektrodnom puferu uz dodatak 2 mM
askorbata, kako je opisano u Mittler i Zilinskas (1993). Gel sam nakon elektroforeze ispirala
3% po 10 minuta u 50 mM kalij-fosfatnom puferu, pH 7,0, uz dodatak 2 mM askorbata, te potom
20 minuta inkubirala u istom puferu uz dodatak 4 mM askorbata i 2 mM H2O.. Nakon kratkog
ispiranja u samom puferu, gel sam tretirala otopinom koja je sadrzavala 2,45 mM NBT 1
28 mM TEMED-a u 50 mM Kkalij-fosfatnom puferu, pH 7,8, do pojave akromatskih vrpci na

ljubicastoj podlozi. Gel sam isprala u deH>O i skenirala.

3.13.4. Odredivanje aktivnosti izoforma PPX

Izoforme PPX detektirala sam metodom prema Maehly i Chance (1954). Nakon
elektroforeze, gel sam 30 minuta ispirala u 50 mM kalij-fosfathom puferu, pH 7,0, te potom
inkubirala u istom puferu uz dodatak 20 mM pirogalola i 4 mM H202 do pojave smedih
proteinskih vrpci. Gel sam skenirala odmah nakon pojave vrpci, bez ispiranja, jer se stajanjem

njihov intenzitet naglo smanjuje.
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3.14. Ekstrakcija proteina fenolom

Za analizu ekspresije proteina koristila sam samo tretmane s najve¢im koncentracijama
AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, te njihove kombinacije s cys. Uzorke sam pripremila
modificiranom fenolnom ekstrakcijom (Pavokovié i sur. 2012, Peharec Stefani¢ i sur. 2018).
150 mg liofiliziranog tkiva klijanaca duhana homogenizirala sam u prethodno ohladenom
tarioniku s tuckom uz dodatak 10 mg PVP-a i 6 mL ekstrakcijskog pufera [500 mM Tris,
50 mM EDTA, 700 mM saharoze, 100 mM KCI, 1 mM fenilmetilsulfonil fluorid (eng.
phenylmethylsulfonyl fluoride, PMSF) i 2% (v/v) B-merkaptoetanol]. Ekstrakte sam prebacila u
tubu od 15 mL, promijeSala na vorteksu te 10 minuta inkubirala na tresilici u ledu. Potom sam
u svaku tubu dodala 6 mL fenola, promijesala na vorteksu i1 inkubirala na sobnoj temperaturi
10 minuta na tresilici. Uzorke sam centrifugirala 15 minuta pri 4500 g i +4 °C, nakon ¢ega sam
supernatant prebacila u ¢istu tubu, dodala mu novih 6 mL ekstrakcijskog pufera, promijesala
sadrzaj na vorteksu i inkubirala 3 minute na tresilici pri sobnoj temperaturi. Uslijedilo je
centrifugiranje uzoraka pri ve¢ navedenim uvjetima, nakon ¢ega sam supernatante prebacila u
tube od 50 mL, dodala im 4% ve¢i volumen hladne precipitacijske otopine (0,1 M amonijev
acetat u metanolu), promijeSala sadrzaj laganim okretanjem tube i ostavila preko no¢i na
-20 °C. Sljedeci dan, uzorke sam centrifugirala 20 minuta pri 4500 g i +4 °C, a dobivene taloge
sam potom 3x ispirala u 3 mL ledene precipitacijske otopine te 1x u 3 mL ledenog acetona, pri
¢emu je izmedu svakog koraka ispiranja uslijedila centrifugiranje u trajanju od 10 minuta pri
ve¢ navedenim uvjetima. Nakon uklanjanja acetona, taloge sam ostavila 1 minutu horizontalno
polegnute u digestoru da se osuSe pomocu strujanja zraka, te sam ih resuspendirala u 500 pL
pufera za izoelektri¢no fokusiranje (IEF) sastavljenog od 9 M uree i 4% (w/v) 3-[(3-
kolamidpropinil) dimetilamonijev]-1-propansulfata (CHAPS) uz dodatak 2 mg mL
ditiotreitola (DTT) i 5,2 uL mL* amfolita. Otopljene taloge sam prebacila u tubice od 1,5 mL
i 5 minuta centrifugirala pri 20000 g i +4 °C, nakon ¢ega sam supernatante prebacila u Ciste

tubice 1 kao proteinske ekstrakte ¢uvala na +4 °C.

Koncentraciju proteina u uzorcima izmjerila sam koriste¢i modificiranu Bradford metodu, koja
se od originalne metode razlikuje po zakiseljavanju smjese koja pospjeSuje vezanje proteina za
boju CBB (Pavokovi¢ 1 sur. 2012). U tubama od 15 mL pomijesala sam redom 10 uL 0,1 M
HCI, 20 pL proteinskog ekstrakta, 70 pL reH20 te 3,5 mL radne Bradford otopine (poglavije
3.7.). Uzorke sam promijeSala na vorteksu, inkubirala u mraku 10 minuta te potom ocitala
apsorbanciju pri valnoj duljini od 595 nm. Koncentraciju proteina u uzorcima izracunala sam

iz bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije otopina BSA poznatih koncentracija
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(0,2 — 2,0 mg mL™Y) pripremljenih u IEF puferu uz dodatak DTT i amfolita i izmjerenih na isti

nadin.

Ovako pripremljene uzorke koristila sam za analizu ekspresije ukupnih proteina nakon
razdvajanja elektroforetskim tehnikama, te za analizu ekspresije enzima SOD, CAT, APX i

peroksidaze iz hrena (eng. horseradish peroxidase, HRP) nakon prijenosa na membranu.

3.15. Analiza ekspresije ukupnih topivih proteina

Za analizu ekspresije  ukupnih topivih proteina koristila sam metodu
jednodimenzionalne natrijeve dodecil sulfat - poliakrilamid gel elektroforeze (eng. sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE), najce$¢e KkoriStene
elektroforetske tehnike za analizu proteina koja ukljucuje uporabu ovog anionskog detergenta
za otapanje, denaturaciju i disocijaciju proteina. Vezanje SDS-a na nastale polipeptidne lance
maskira njihov naboj, §to omogucuje razdvajanje polipeptida isklju¢ivo na temelju njihove

relativne molekulske mase (Balen i sur. 2011).

Za SDS-PAG elektroforezu koristila sam sustav Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, SAD),
prema protokolu opisanom u Balen i sur. (2011). Pripremila sam gelove prema sastavu
opisanom u Tablici 4. Prije nanoSenja na gel, u proteinske ekstrakte (poglavlje 3.13.) dodala
sam pufer za denaturaciju [eng. sample buffer; 187,5 mM Tris-HCI, 20% (v/v) glicerol,
6% (w/v) SDS, 5% (v/v), B-merkaptoetanol, 0,1% BFB] u omjeru 5:1 te ih inkubirala 5 minuta
na 95 °C u termobloku. Na gelove sam nanosila 15 ug proteina za bojanje bojom CBB, odnosno
7 Ug proteina za bojanje srebrovim nitratom. Kao biljeg molekulskih masa na gelove sam
nanosila ColorBURST™ Electrophoresis Marker (Sigma-Aldrich, Njemacka). Elektroforezu
sam provodila na sobnoj temperaturi u elektrodnom puferu za SDS-PAG elektroforezu [0,25 M
Tris, 1,92 M glicin i 10% (w/v) SDS, pH 8,3], kojega ram prethodno razrijedila 10x, prvih 15
minuta na 100 V, te na 190 V do kraja.
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Tablica 4. Sastav otopina za pripremu 12% gelova za SDS-PAGE.

12% gel za razdvajanje | 4% gel za sabijanje

reH.O 3,35 mL 3,050 mL

Tris/HCI 2,50 mL (1,5 M; pH 8,8) 1,250 mL (0,5 M; pH 6,8)
30% akrilamid/bisakrilamid (AA/Bis) 4,00 mL 0,665 mL

vakuum

10% amonijev dodecil sulfat (SDS) 100 pL 50 pL

10% amonijev peroksodisulfat (APS) 50 pL 35puL
tetrametiletilendiamin (TEMED) 5uL 8 puL

3.15.1. Bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue

Bojanje gelova bojom CBB provela sam kako je opisano u Balen i sur. (2011). Po
zavrsetku elektroforeze, gel sam 60 minuta inkubirala u otopini za bojenje [0,1% (w/v) CBB
R-250, 45% (v/v) C2HsOH, 10% (v/v) ledena octena Kiselina] na tresilici pri sobnoj temperaturi.
Zatim je uslijedila inkubacija u otopini za odbojavanje [10% (v/v) octena kiselina i 20% (v/v)
metanol] pri istim uvjetima, do pojave plavih proteinskih vrpci na prozirnome gelu. Otopinu za
odbojavanje bilo je potrebno nekoliko puta promijeniti radi zasi¢enja. Gel sam cuvala u

10%-tnoj (v/v) otopini octene kiseline do skeniranja za daljnju analizu.

3.15.2. Bojanje gelova srebrovim nitratom

Za bojanje gelova srebrovim nitratom (AgNO3z) koristila sam metodu od Blum i sur.
(1987). Nakon elektroforeze, gel sam fiksirala otopinom koja je sadrzavala 50% (v/v) etanola,
12% (v/v) octene kiseline i 0,5% (v/v) formaldehida, 60 minuta na tresilici pri sobnoj
temperaturi. Gel sam potom ispirala otopinom 30% (v/v) CoHsOH, 3x po 20 minuta pri
navedenim uvjetima, nakon ¢ega je uslijedila jednominutna obrada 0,02%-tnom (w/v) otopinom
natrijevog tiosulfata (Na2S203). Nakon kratkog ispiranja u reH-O, gel sam 20 minuta inkubirala
u otopini za impregnaciju [0,2% (w/v) AgNOs i 0,075% (v/v) formaldehida]. Uslijedilo je
razvijanje otopinom koja sadrzi 6% (w/v) natrijevog karbonata (Na>COz), 0,05% (v/v)
formaldehida i 0,0004% (w/v) Na>S203, do pojave smedih proteinskih vrpci, nakon ¢ega sam
reakciju zaustavila naglim zakiseljavanjem dodatkom otopine sastava 50% (v/v) CoHsOH i

12% (v/v) octena kiselina. Gel sam nakon bojanja skenirala radi analize.
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3.16. Imunodetekcija antioksidacijskih enzima na membrani
3.16.1. Razdvajanje proteina

Prijenosu proteina na membranu prethodilo je njihovo razdvajanje primjenom SDS-
PAG elektroforeze, kako je opisano u prethodnom poglavlju. Za razdvajanje izoenzima SOD,
APX i CAT Kkoristila sam 12%-tne gelove za razdvajanje (Tablica 4.) na koje sam nanijela
volumen uzoraka koji sadrzi 15 pg proteina, a izoforme HRP razdvojila sam na 10%-tnom gelu
zarazdvajanje (Tablica 5.) na kojeg sam nanijela 10 pg proteina. Za kontrolu nano$enja uzoraka
(eng. loading control) koristila sam protutijelo za B-aktin (ACT), protein stani¢nog citoskeleta
veli¢ine oko 42 kDa, ¢ija je ekspresija ujednacena u svim tipovima stanica te nije podlozna

znacajnim promjenama uslijed tretmana.

Tablica 5. Sastav otopina za pripremu 10% gelova za SDS-PAGE.

10% gel za razdvajanje | 4% gel za sabijanje

reH,O 4,00 mL 3,050 mL

Tris/HCI 2,50 mL (1,5M; pH 8,8) | 1,250 mL (0,5 M; pH 6,8)
30% akrilamid/bisakrilamid (AA/Bis) 3,33 mL 0,665 mL

vakuum

10% amonijev dodecil sulfat (SDS) 100 pL 50 pL

10% amonijev peroksodisulfat (APS) 50 pL 35 pL
tetrametiletilendiamin (TEMED) 5uL 8 uL

3.15.2. Prijenos proteina na membranu

Po zavrSetku elektroforeze, gelove sam prenijela u vertikalni sustav za elektroprijenos
Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad, SAD) koji se sastoji od plasti¢nog
okvira, dvije spuzvice, dva Whatmann filter papira te nitrocelulozne membrane koje sam
prethodno namocila u puferu za prijenos [29 mM Tris, 192 mM glicin, 10% (v/v) metanol]. Gel
sam polozila na nitroceluloznu membranu ispod koje su se nalazili spuzvica i Whatmann papir,
preklopila s drugim Whatmann papirom i spuzvicom te zatvorila okvir paze¢i da izmedu gela i
membrane ne zaostanu mjehuri¢i zraka koji bi onemogucdili prijenos proteina. Sustav sam zatim
prebacila u uredaj tako da membrana bude okrenuta prema + elektrodi, nadopunila hladnim

puferom za prijenos te postavila posudu s ledom za dodatno hladenje. Prijenos se odvijao
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60 minuta na 60 V, nakon ¢ega sam bojom Rouge Ponceau S [0,5% (w/v) Rouge Ponceau S,

1% (v/v) octena kiselina], koja se reverzibilno veze na proteine, provjerila kvalitetu prijenosa.

3.16.2. Obrada protutijelima i detekcija

Visak boje na membrani uklonila sam s deH20O, nakon ¢ega sam grafitnom olovkom
ucrtala polozaje biljega molekulskih masa. Membranu sam potom dodatno odbojala u TBS
puferu (eng. Tris-buffered saline; 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5), nakon Cega je
slijedilo blokiranje membrana. Membrane za detekciju izoformi enzima SOD, CAT, APX i
ACT blokirala sam u otopini A sastavljenoj od 1x PBS pufera (poglavlje 3.9.3), 1% (v/v) Tween
20 1 2% (w/v) bezmasnog mlijeka u prahu. Membranu za detekciju izoformi enzima HRP
blokirala sam u istoj otopini, ali uz dodatak 10% (w/v) bezmasnog mlijeka u prahu. Blokiranje
je trajalo 60 minuta pri sobnoj temperaturi uz potresanje, nakon ¢ega je uslijedila obrada
membrana primarnim protutijelima (Agrisera, Svedska) otopljenima u otopini A, kako je
prikazano u Tablici 6. Inkubacija u primarnim protutijelima odvijala se prvih 60 minuta na

sobnoj temperaturi uz uporabu tresilice, te potom preko noci na +4 °C.

Sljede¢i dan, membrane sam 3% po 10 minuta ispirala u pripadajucoj otopini A, te ih potom
60 minuta inkubirala u otopini A uz dodatak sekundarnog protutijela (Tablica 6), pri sobnoj
temperaturi na tresilici. Uslijedilo je ispiranje u otopini B [1x PBS pufer, 1% (v/v) Tween 20],
2% po 10 minuta, nakon ¢ega sam provela detekciju proteinskih vrpci uporabom otopina za
kemiluminiscenciju (Western-Sure® Chemiluminescent Substrate, LI1-COR Biosciences, SAD)
i uredaja C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR Biosciences, SAD).

Tablica 6. Priprema protutijela koristenih za imunodetekciju proteina SOD, CAT, APX, HRP i ACT.

Protein 1° protutijelo Razrjedenje 2° protutijelo Razrjedenje
SOD poliklonalno, kuniéji 1:1000 anti-kuniéji IgG-HRP 1:30000
anti-Cu/Zn SOD

CAT poliklonalno, kuniéji 1:1000 anti-kuni¢ji IgG-HRP 1:30000
anti-CAT

APX poliklonalno, kuniéji 1:1000 anti-kuni¢ji IgG-HRP 1:30000
anti-APX

HRP poliklonalno, kuniéji 1:2000 anti-kuni¢ji IgG-HRP 1:30000
anti-HRP

ACT poliklonalno, kuniéji 1:1000 anti-kuni¢ji IgG-HRP 1:30000
anti-ACT
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3.16.3. Analiza membrana

Za analizu intenziteta signala detektiranih proteinskih vrpci koristila sam racunalni
program Image Studio Lite 5.2 (LI-COR Biosciences, SAD). Intenzitete signala SOD, CAT,
APX i HRP sam normalizirala prema signalu ACT, a dobivene rezultate sam prikazala kao
srednje vrijednosti relativnog intenziteta + standardna pogreska, dobivene u tri nezavisna
pokusa. Razlike u ekspresiji izmedu kontrole i razli¢itih tretmana, sa i bez cisteina, sam
analizirala koriste¢i jednosmjernu ANOVA uz Duncan post-hoc test, gdje sam statisticki

zna¢ajnom smatrala razliku p < 0,05 u programu Statistica 12.0 (Stat Soft Inc., SAD).

3.17. Analiza proteina dvodimenzionalnom elektroforezom

Uporaba dvodimenzionalnih tehnika razdvajanja proteina omogucéava analizu
kompleksnih uzoraka i njihovo razlu¢ivanje ¢ak i u slucaju sli¢nih fizikalno-kemijskih svojstva,
te nudi analizu proteinske ekspresije u cijelim stanicama i tkivima. Kombinacija metode IEF u
prvoj dimenziji s SDS-PAG elektroforezom u drugoj dimenziji omogucuje razdvajanje proteina

na osnovu naboja i veli¢ine (Balen i sur. 2011).

3.17.1. Prva dimenzija - IEF

Kako bih proteinske ekstrakte (poglavlje 3.13.) pripremila za IEF, ekstraktima razlicitih
tretmana sam dodatkom IEF pufera ujednacila koncentracije tako da je volumen uzoraka od
400 pL sadrzavao 400 pg proteina. Potom sam uzorcima dodala 5 pL boje BFB, centrifugirala
5 minuta na 20000 g pri sobnoj temperaturi, te ih prebacila u zasebne jazice u posudi za
rehidraciju imobilina. Na uzorke sam potom polozila imobiline (eng. immobiline drystrip)
duljine 13 cm s nelinearnim gradijentnim gelom (pH 3-10), pazec¢i da se gel nalazi uronjen u
uzorak te da izmedu gela 1 uzorka nema mjehuri¢a zraka. Imobiline sam potom prekrila s
900 pL mineralnog ulja (Immobiline DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare, SAD) kako bih
sprijecila njihovo isuSivanje tijekom rehidracije koja je trajala izmedu 12 1 16 h na sobnoj

temperaturi.

Nakon rehidracije, imobiline sam prebacila na keramicku podlogu uredaja za IEF (Ettan
IPHphore 3, GE Healthcare, SAD) u skladu s njihovom duzinom 1 orijentacijom. Na krajeve
imobilina dodala sam elektrodne papiri¢e koje sam prethodno namocila u 150 pL deH.O te sam
na njih postavila elektrode. Cijelu keramicku podlogu prelila sam sa 110 mL mineralnog ulja i

pokrenula IEF prema programu u skladu s veli¢inom i brojem imobilina, pri ¢emu je kraj
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oznacio prelazak 30 kVh. Nakon zavrsetka prve dimenzije, imobiline sam spremila na -80 °C

do uporabe.

3.17.2. Druga dimenzija — SDS-PAG elektroforeza

Prije provodenja druge dimenzije, provela sam ekvilibraciju imobilina koja im
omogucuje potpunu reakciju sa SDS-om i pravilnu migraciju tijekom SDS-PAG elektroforeze
(Balen i sur. 2011). Imobiline sam prvo 15 minuta inkubirala u puferu za ekvilibraciju [0,05 M
Tris-HCI, pH 8,8, 6 M urea, 2% (w/v) SDS] uz dodatak 130 mM DTT-a za redukciju disulfidnih
veza izmedu polipeptidnih lanaca. Uslijedila je 15-minutna inkubacija u ekvilibracijskom
puferu uz dodatak 135 mM jodacetamida (eng. iodoacetamide, 1AA) koji alkiliranjem

sulfhidridnih skupina sprje¢ava ponovno stvaranje disulfidnih veza.

Nakon kratkog ispiranja u 1x elektrodnom puferu (poglavlje 3.14), ekvilibrirane gelove sam
polozila na prethodno pripremljeni SDS gel za drugu dimenziju (Tablica 7.), na nacin da se
+ strana imobilina nalazila s lijjeve strane gela, paze¢i da izmedu gela i imobilina nema
mjehuri¢a zraka koji bi onemogucili prijenos proteina. Potom sam na komadi¢ Whatmann
papira dodala 5 pL biljega molekulskih masa te sam ga polozila na gel s desne strane imobilina.
Sve sam prelila otopinom agaroze [0,5% (w/v) agaroza, 0,1% (v/v) BFB, 1x elektrodni pufer]
¢ije ucvrséivanje dodatno spaja imobilin i SDS gel, a dodatak BFB stvara frontu koja
omogucuje pracenje tijeka elektroforeze. Elektroforezu sam provodila uz dodatak elektrodnog
pufera u sustavu PROTEAN 11 xi Cell (Bio-Rad, SAD) priklju¢enom na izvor vode kako bi se

odrzavala stalna temperatura, prvih 30 minuta na 100 V te na 220 V do kraja.

Tablica 7. Sastav otopina za pripremu 12% gelova za drugu dimenziju.

12% SDS gel
reH,O 20,3 mL
1,5 M Tris/HCI (pH 8,8) 14,8 mL
30% akrilamid/bisakrilamid (AA/BIs) 24,0 mL
vakuum
10% amonijev dodecil sulfat (SDS) 590 uL
10% amonijev peroksodisulfat (APS) 354 pL
tetrametiletilendiamin (TEMED) 35 pL

60



Po zavrSetku druge dimenzije, proteinske mrlje sam vizualizirala bojanjem gela s CBB, na nacin
kako je opisano u poglavlju 3.14.1. Obojane gelove sam skenirala i pohranila u 10%-tnoj

octenoj kiselini na +4 °C do sljedecih koraka.

3.17.3. Analiza gelova dobivenih dvodimenzionalnom elektroforezom

Kvalitativna i kvantitativna analiza dobivenih gelova napravljena je pomocu racunalnog
programa Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, SAD). Koli¢ina proteina sadrzana u
pojedinatnim proteinskim mrljama na gelovima dobivenima dvodimenzionalnom
elektroforezom izrazena je u obliku volumnog postotka, a usporedbom volumnog postotka
pojedinih proteinskih mrlja u gelovima kontrole i tretmana odabrala sam proteine za daljnju
analizu. U obzir su dosli proteini ¢ija je ekspresija u tretmanima bila vec¢a ili manja za faktor
1,5x u odnosu na kontrolu. Za detaljnu analizu razlika ekspresije izmedu razli¢itih tretmana, sa
i bez cisteina, koristila sam jednosmjernu ANOVA uz Duncan post-hoc test, gdje sam statisticki
znacajnom smatrala razliku p < 0,05. Analize su napravljene u programu Statistica 12.0 (Stat
Soft Inc., SAD).

3.18. Analiza proteina spektrometrijom masa
3.18.1. Priprema uzoraka za digestiju u gelu

Odabrane proteinske mrlje (poglavlje 3.16.3.) izrezala sam iz gelova pomocu plasti¢nog
nastavka za pipetu odrezanog vrha. Izrezane komadice gela prebacila sam u tubice u kojima se
nalazila otopina za odbojavanje [10% (v/v) octena kiselina, 40% (v/v) metanol]. Gelove sam

odbojavala na termobloku pri 550 rpm do potpunog obezbojenja.

3.18.2. Digestija u gelu

Protokol digestije zapocela sam uklanjanjem otopine za odbojavanje iz tubica s
dijelovima gelova. Odbojane gelove potom sam isprala u otopini koja sadrzi 5 mM amonijeva
bikarbonata (NH4sHCOs; eng. ammonium bicarbonate, ABC) i 50% (v/v) acetonitrila (CH3CN;
ACN), 3x po 20 minuta na termombloku pri 25 °C i 900 rpm, kako bih uklonila zaostali CBB
I SDS. Uslijedila je dehidracija gelova u 100% ACN u trajanju od 20 minuta pri istim uvjetima.
Redukcija disulfidnih veza provedena je inkubacijom gela u otopini koja sadrzi 10 mM DTT 1
20 mM ABC, 45 minuta pri 900 rpm i 56 °C, nakon Cega je uslijedila alkilacija cisteinskih
ostataka otopinom koja sadrzi 55 mM [AA u 20 mM ABC, 30 minuta u mraku pri 900 rpm i
25 °C. Gelovi su potom 2x isprani otopinom 5 mM ABC i 50% (v/v) ACN u trajanju od

20 minuta, te ponovo dehidrirani 15-minutnom inkubacijom u 100% ACN, sve pri 900 rpm i
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25 °C. Preostali ACN sam uparila koristenjem vakuum centrifuge (Savant DNA 120 SpeedVac,
Thermo Scientific, SAD). Na osusene komadi¢ gelova potom sam dodala po 50 pL tripsina
(12,5 ng u 20 mM ABC), te ih ostavila na digestiji preko no¢i, pri 600 rpm i 37 °C.

3.18.3. Ekstrakcija peptida iz gela i prociséavanje

Nakon prekono¢ne digestije, pokupila sam supernatant nad gelom te ga prenijela u Cistu
tubicu. Na gel sam dodala otopinu za ekstrakciju koja se sastoji od 50% (v/v) ACN i 1% (v/v)
trifluoroctene kiseline (eng. trifluoroacetic acid, TFA), te sadrzaj inkubirala 30 minuta na
900 rpm i 24 °C. Dobiveni supernatant sam pridodala prvom supernatantu dobivenom nakon
prekonoc¢ne digestije. Ekstrakciju sam ponovila jo§ jednom na isti nacin, nakon ¢ega sam na gel
dodala otopinu koja sadrzi 80% (v/v) ACN i 1% (v/v) TFA, te ponovo inkubirala 30 minuta pri
900 rpm 1 24 °C. Dobiveni supernatant pridodala sam prethodnima, a djeli¢ gela na kojemu se
vrsila ekstrakcija bacila. Spojene supernatante sam potom uparila uporabom vakuum centrifuge

radi uklanjanja ACN do volumena od otprilike 50 pL.

Za procis€avanaje 1 ukoncentriravanje ekstrahiranih peptida koristila sam princip tekuéinske
kromatografije obrnutih faza, uz uporabu C18 Stage tip (eng. Stop and go extraction tips)
kolonice pripremljene na Zavodu za biokemiju, Prirodoslovno-matematickog fakulteta u
Zagrebu. Stage tip sam aktivirala dodatkom 100 puL metanola kojeg sam propustila kroz
kolonicu kratkim centrifugiranjem pri 1000 g, pazeci da se kolonica pritom ne osusi, nakon
¢ega sam uklonila propustenu frakciju otopine. Ekvilibraciju sam provela prema istom principu,
propustanjem 200 pL otopine A* [2% (v/v) ACN, 1% (v/v) mravlja kiselina (eng. formic acid,
FA)]. Na Stage tip sam zatim dodala sav volumen (~50 pL) uzorka peptida, pri ¢emu su tijekom
centrifuge (1 minuta na 1000 g) peptidi zaostali na koloni, a kroz kolonu je proslo otapalo koje
sam potom uklonila. Peptide na koloni sam procistila od soli dodatkom 200 pL otopine A
(0,1% (v/v) FA) na nacin kako je prethodno opisano, te potom eluirala dodatkom 50 uL otopine
B (80% (v/v) ACN u 0,1% (v/v) FA) uz pomo¢ $price. Dobiveni eluat sam sakupila u plasti¢nu
tubicu od 0,2 mL te uparila do volumena od ~5 pL. Prije postavljanja uzoraka u uredaj za
spektrometriju masa, namjestila sam im volumen dodatkom 1,2 uL otopine A* i 5,8 L otopine
A, do konaénog volumena od 12 pL. Uzorke sam potom centrifugirala 10 minuta pri 12000 g i

+4 °C radi uklanjanja Cestica koje mogu zacepiti kolonu.
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3.18.4. Analiza peptida spektrometrijom masa

Dobivene peptide analizirala sam na spektrometru masa Q Exacutive Plus (Thermo
Fisher Scientific, SAD) spregnutom s uredajem za nano-tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke
uc¢inkovitosti (eng. ultra high performance liquid chromatography, nanoUHPLC) EASY-nLC
1200 (Thermo Fisher Scientific, SAD). Za separaciju peptida dobivenih triptickom
razgradnjom koristila sam HPLC kolonu za kromatografiju reverznih faza EASY-Spray™,
dimenzija 75 um % 25 cm, s veli¢inom Cestica 2 um. Analiza dobivenih podataka napravljena

je programom Proteome Discoverer 2.4.
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4. REZULTATI
4.1. Sinteza i karakterizacija AgNP-PVP i AgNP-CTAB
4.1.1. Izgled i apsorpcijski spektar AQNP-PVP i AgNP-CTAB

Izgled mati¢ne otopine suspenzije AgNP-PVP prikazan je na Slici 15A. Dobivena
suspenzija bila je Zute boje 1 bistrog izgleda. Apsorpcijski maksimum suspenzije AgNP-PVP,
koji se nalazio na valnoj duljini od 412 nm, potvrdio je uspjesnu sintezu AgNP nastalu uslijed
redukcije iona Ag* (Zielinska i sur. 2009), a apsorpcijski spektar pokazao je usku distribuciju

Cestica u suspenziji veli¢ine oko 40 nm (Paramelle i sur. 2014) (Slika 15B).
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Slika 15. Izgled (A) i apsorpcijski spektar (B) suspenzije mati¢ne otopine AgNP-PVP neposredno nakon
sinteze.

Suspenzija AgNP-CTAB bila je neprozirna otopina sivkasto-narancaste boje (Slika 16A).
Apsorpcijski maksimum, smjesten na valnoj duljini od 443 nm, potvrdio je uspje$nost sinteze
nanoGestica srednje veli¢ine oko 70 nm (Paramelle i sur. 2014) (Slika 16B). Sirina dobivenog

spektra ukazuje na Siroku distribuciju Cestica razli¢itih veli¢ina sadrzanih u suspenziji.
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Slika 16. Izgled (A) i apsorpcijski spektar (B) suspenzije mati¢ne otopine AgNP-CTAB neposredno
nakon sinteze.
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Analize suspenzija AgNP-PVP (Slika 17A) i AgNP-CTAB (Slika 17B) primjenom TEM-a
pokazale su pretezito sferiCne Cestice, s veoma malim udjelom Stapicastih oblika. Histogram
distribucije veli¢ina pokazao je srednju veli¢inu od oko 50 nm kod oba tipa AgNP (Slika

17C i D).
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Slika 17. Suspenzije AgNP-PVP (A) i AgNP-CTAB (B) analizirane transmisijskim elektronskim
mikroskopom (bar = 0,5 um) te histogrami distribucije veli¢ina AgNP-PVP (C) i AgNP-CTAB (D)
dobiveni analizom slika transmisijskog elektronskog mikroskopa.

4.1.2. Fizikalno-kemijske karakteristike AQNP-PVP i AgNP-CTAB

Analiza hidrodinami¢kog promjera (dn) suspenzije AgNP-PVP pokazala je bimodalnu
raspodjelu veli¢ina (Tablica 8.), s primarnim pikom na 41,53 £+ 1,14 nm, §to je u skladu s
podacima dobivenim UV-Vis spektrometrijom, te sekundarnim pikom na 8,16 + 0,37 nm, Koji
vjerojatno predstavlja micele PVP zaostale tijekom sinteze AgNP. Analiza dn suspenzije
AgNP-CTAB pokazala je trimodalnu distribuciju (Tablica 8), s primarnim pikom na
64,75 = 7,28 nm, koji je odgovarao vrijednosti dobivenoj UV-Vis spektrometrijom. Pik na

26,28 £ 6,37 nm odgovarao je manjim AgNP koje su se formirale i stabilizirale u pocetku
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sinteze uz suvisak CTAB, dok pik izmjeren na 227,00 + 16,02 nm predstavlja manje aglomerate

nanocdestica.

Mjerenje ( potencijala pokazalo je blago negativan povrSinski naboj AgNP-PVP
(-1,0 £ 0,6 mV) koji odgovara stabilizaciji neutralnim polimerom PVP, dok je pozitivan
povrsinski naboj AgNP-CTAB (11,4 = 1,1 mV) posljedica stabilizacije kationskim

surfaktantom (Tablica 8.).

Mjerenje koncentracije srebra u mati¢nim otopinama nanocestica pokazalo je 9,8 mM
koncentraciju za AgNP-PVP te 11,5 mM koncentraciju za AgNP-CTAB (Tablica 8.), a
navedene vrijednosti sluzile su za izraun pripreme radnih otopina za tretmane sjemenki i

klijanaca duhana.

Tablica 8. Fizikalno-kemijske karakteristike AgNP-PVP i AgNP-CTAB u mati¢nim otopinama
dobivenim kemijskom sintezom, prikazane kao hidrodinamicki promjer (dn) dobiven iz omjera
distribucije po volumenu, { potencijal izrazen u mV, maksimum apsorbancije izrazen u nm i
koncentracije maticnih otopina izrazene u mM.

Karakteristike AgNP-PVP AgNP-CTAB
- d,,, nm 8,16 + 0,37 26,28 * 6,37
. distribucija volumni udio, % | 81,28+19.06 | 84,68+ 1249
- d,, nm 4153+1,14 64,75 + 7,28
Il distribucija volumni udio, % | 1,05+ 0,96 6,10 % 0,03
- d,, nm / 227,00 + 16,02
IH1. distribucija volumni udio, % / 6,16 + 3,52
{ potencijal, mV -1,0+0,6 114+11
Maksimum apsorbancije, nm 412 443
Koncentracija mati¢ne otopine, mM 9,8 11,5

4.2. Mjerenje stabilnosti AQNP-PVP i AQNP-CTAB u podlozi ¥2 MS
4.2.1. Spektrofotometrijsko mjerenje stabilnosti u krutoj podlozi %2 MS
4.2.1.1. Spektar AgNP-PVP u krutoj podlozi ¥2 MS

Mjerenje spektra 25 pM AgNP-PVP odmah po dodatku u podlogu nije rezultiralo
stvaranjem apsorpcijskog maksimuma koji bi ukazao na postojanje nanocestica u podlozi (Slika
18A). Apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 435 nm poceo se formirati tek u 2. satu
mjerenja, a pomak maksimuma u odnosu na mati¢nu otopinu AgNP-PVP (412 nm) ukazuje na
znatnu aglomeraciju nanocestica u podlozi na pocetku mjerenja. U sljede¢im satima doslo je do

pomaka maksimuma prema 428 nm Kkoji, uz znaajan porast apsorbancije, ukazuje na
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disocijaciju dijela nanocestica. Tijekom sljede¢ih mjerenja, maksimum apsorbancije nastavio
se pomicati prema manjim valnim duljinama uz znacajan porast intenziteta. Nakon 24 sata,
maksimum apsorbancije izmjeren je na valnoj duljini od 421 nm te do kraja mjerenja nije bilo
daljnih promjena u njegovom polozaju, ali je nakon drugog dana zabiljezen mali pad njegova

intenziteta, koji se nastavio i u sljede¢im danima (Slika 18B).

Apsorpcijski spektar 50 uM AgNP-PVP pokazao je maksimum apsorbancije na 434 nm ve¢ od
0. minute (Slika 18C), §to upucuje na znatnu aglomeraciju nanocestica u odnosu na mati¢nu
otopinu AgNP-PVP (412 nm). No u 1. satu mjerenja doslo je do pomaka maksimuma prema
manjim valnim duljinama (nakon 1. sata na 426 nm), §to uz znaCajan porast apsorbancije
ukazuje na disocijaciju manjih nanocestica s prethodno formiranih aglomerata. U 2. satu
mjerenja maksimum apsorbancije pomicao se prema manjim valnim duljinama i zadrzao na
422 nm tijekom sljedeca tri sata. Nakon 24 sata zabiljezen je znaCajan porast intenziteta u
odnosu na mjerenja od 1. dana, te mali pomak apsorpcijskog maksimuma prema veéim valnim
duljinama (426 nm), ukazujué¢i na stvaranje manjih aglomerata nanocestica (Slika 18D).
Tijekom sljedecih pet dana AgNP-PVP su ostale stabilne u podlozi, polozaj maksimuma nije

se mijenjao, a izmjeren je postupni pad intenziteta apsorbancije nakon tre¢eg dana mjerenja.

U spektru 100 pM AgNP-PVP apsorpcijski maksimum bio je vidljiv od samog pocetka
mjerenja na valnoj duljini od 457 nm, $to je znafajan pomak u odnosu na mati¢nu otopnu
AgNP-PVP i ukazuje na stvaranje vec¢ih aglomerata nanocestica u podlozi tijekom prvih minuta
u odnosu na ista mjerenja s manjim koncentracijama AgNP-PVP (Slika 18E). Daljnja mjerenja
unutar 1. sata pokazala su pomak maksimuma prema manjim valnim duljinama (nakon 1. sata
na 445 nm), pracen disocijacijom nanocestica manjih dimenzija. Tijekom iducih sati nastavljen
je pomak maksimuma apsorbancije prema manjim valnim duljinama pra¢en postupnim
porastom intenziteta, te se nakon pet sati on nalazio na 431 nm, ukazuju¢i na stabilizaciju
AgNP-PVP u podlozi. Nakon 24 sata nije izmjeren pomak maksimuma apsorbancije u odnosu
na prethodni dan, ali je doSlo do znacajnog porasta intenziteta, koji je bio jo§ jace izraZen u
2. danu mjerenja (Slika 18F). U 3. danu zabiljeZen je slabi pad apsorbancije, koji se nastavio

do kraja mjerenja, pri ¢emu nije bilo dodatnih promjena u poziciji apsorpcijskog maksimuma.
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Slika 18. Apsorpcijski spektar AQNP-PVP u krutoj podlozi %2 MS: 25 uM u prvom danu (A), 25 UM tijekom pet dana mjerenja (B), 50 UM u prvom danu (C),
50 uM tijekom pet dana mjerenja (D), 100 UM u prvom danu (E), 100 uM tijekom pet dana mjerenja (F).
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4.2.1.2. Spektar AgNP-PVP u krutoj podlozi ¥2 MS uz dodatak cisteina

Dodatak 125 puM cisteina u otopinu 25 UM AgNP-PVP u potpunosti je onemoguéio
stvaranje maksimuma apsorbancije karakteristicnog za AgNP, §to upucuje na snaznu i brzu
disocijaciju iona Ag" s povr§ine nanoCestica (Slika 19A). Ipak, maksimum zabiljeZen na valnoj
duljini od oko 380 nm ukazuje na moguce stvaranje sekundarnih nanocestica manjih dimenzija te
interakciju iona Ag*™ s komponentama podloge. Mjerenje apsorpcijskog spektra tijekom sljedeéih
pet dana potvrdilo je potpuni raspad AgNP-PVP u podlozi, vjerojatno uzrokovan stvaranjem

razli¢itih kompleksa iona Ag* s ionima koji se nalaze u podlozi (Slika 19B).

Apsorpcijski spektar 50 UM AgNP-PVP i 250 uM cisteina pokazao je primarni (460 nm) i
sekundarni (370 nm) maksimum ve¢ od 0. minute mjerenja (Slika 19C), sugeriraju¢i simultanu
aglomeraciju AgNP-PVP dodanih u podlogu pod utjecajem cisteina, ali i brzu disocijaciju iona Ag*
te stvaranje sekundarnih nanocestica manjih dimenzija. Tijekom 1. dana mjerenja, primarni
maksimum dodatno je slabio i pomicao se prema manjim valnim duljinama, dok je apsorbancija
sekundarnog maksimuma rasla, a sam maksimum je uz pomak prema valnoj duljini od 360 nm
postajao ostriji, ukazujuci na daljnje stvaranje manjih AgNP. Sekundarni maksimum ostao je
nepromijenjen i nakon 24 sata, dok je primarni u potpunosti nestao (Slika 19D). Nakon 1. dana
viSe nije bilo moguce detektirati niti jedan maksimum apsorbancije u izmjerenom spektru, $to

ukazuje na potpuni raspad nanocestica u podlozi.

Apsorpcijski spektar 100 uM AgNP-PVP i 500 pM cisteina takoder je pokazao postojanje
primarnog (450 nm) i sekundarnog (380 nm) maksimuma, vidljivih od samog pocetka mjerenja
(Slika 19E). Oba maksimuma bila su jaCe oStrine i intenziteta u usporedbi sa manjim
koncentracijama, $to je bilo jako izrazeno nakon stabilizacije u 30. minuti mjerenja. Pri tome je
doslo do pomaka apsorbancije primarnog maksimuma na 420 nm, koji sugerira daljnju disocijaciju
AgNP-PVP pod utjecajem cisteina, $to potvrduje i stalni pad intenziteta apsorbancije. Usporedno
s time dolazi do izoStravanja sekundarnog maksimuma te pomaka na valnu duljinu od 360 nm, §to
pokazuje stvaranje vece koncentracije sekundarnith AgNP manjih dimenzija u prvim satima
mjerenja, vjerojatno u kombinaciji s razli¢itim Ag kompleksima u podlozi. Nakon 24 sata mjerenja
vidljiv je samo maksimum na 350 nm, §to upucuje na potpunu disocijaciju inicijalnih AgNP-PVP
pod utjecajem cisteina (Slika 19F). I sekundarni maksimum pocinje slabjeti 3. dana mjerenja,

nakon ¢ega dolazi do potpunog raspada nanocestica u podlozi.
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Slika 19. Apsorpcijski spektar kombinacije AgQNP-PVP i cisteina (cys) u krutoj podlozi %> MS: 25 pM + 125 pM u prvom danu (A), 25 pM + 125 pM tijekom pet
dana mjerenja (B), 50 UM + 250 uM u prvom danu (C), 50 uM + 250 uM tijekom pet dana mjerenja (D), 100 uM + 500 uM u prvom danu (E), 100 uM + 500 puM

tijekom pe

t dana mjerenja (F).
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4.2.1.3. Spektar AgNP-CTAB u krutoj podlozi ¥2 MS

Apsorpcijski spektar 25 uM AgNP-CTAB pokazao je maksimum apsorbancije pri 427 nm
odmah po skruc¢ivanju podloge (Slika 20A), Sto je manja valna duljina u odnosu na maksimum
mati¢ne otopine AgNP-CTAB (443 nm). To pokazuje da u interakciji s podlogom odmah dolazi
do odredene disocijacije i smanjenja veliCine nanocestica. Tijekom prvih pet sati mjerenja nije
doSlo do daljnjeg pomaka maksimuma apsorbancije, ali je izmjereno pojacanje ukupnog
intenziteta. Mjerenja tijekom sljedeca Cetiri dana pokazala su stabilnost AgNP-CTAB, pri ¢emu
nije doSlo do promjene u polozaju maksimuma apsorbancije, iako je zamije¢eno postupno
smanjenje intenziteta apsorbancije koje upucuje na pocetak aglomeracije (Slika 20B). Znacajan
pad apsorbancije u 5. danu mjerenja ukazuje na znac¢ajan raspad AgNP-CTAB uslijed disocijacije

iona Ag", $to dodatno potvrduje pomak maksimuma na 420 nm.

Apsorpcijski spektar 50 pM AgNP-CTAB na pocetku mjerenja pokazao je maksimum
apsorbancije na 426 nm, §to je zna¢ajno smanjenje u odnosu na mati¢nu otopinu AgNP-CTAB i
sugerira brzu disocijaciju iona Ag® te zastupljenost nanocestica manjih promjera (Slika 20C).
PoloZaj apsorpcijskog maksimuma nije se mijenjao tijekom sljede¢ih mjerenja unutar 1. sata, iako
je zabiljezeno povecéanje inteziteta apsorbancije koje je u skladu s nastajanjem manjih nanocestica.
Pomak prema ve¢im valnim duljinama dogodio se u mjerenjima do 5. sata, S§to uz stagnaciju
intenziteta apsorbancije upucuje na pocetak aglomeracije nanocestica. Mjerenja napravljena u
sljede¢im danima pokazala su znacajan pad intenziteta apsorbancije uz pomak maksimuma prema
manjim valnim duljinama (420 nm u petom danu), sugerirajuc¢i simultanu agregaciju i disocijaciju

AgNP-CTAB koja dovodi do njihovog postupnog raspada (Slika 20D).

Mijerenje spektra 100 uM AgNP-CTAB pokazalo je maksimum apsorbancije na valnoj duljini od
426 nm, koji ponovno predstavlja zna¢ajno smanjenje veli¢ine nanocestica u odnosu na mati¢nu
otopinu (Slika 20E). U sljede¢im minutama mjerenja, maksimum apsorbancije pomicao se prema
ve¢im valnim duljinama (442 nm nakon 1. sata), ukazuju¢i na stvaranje aglomerata. Ostala
mjerenja u tijeku 1. dana pokazala su samo znacajno povecanje njegovog intenziteta. Nakon
24 sata nisu zabiljezene znaCajne promjene u spektru, ukazujuéi na stabilnost AgNP-CTAB (Slika
20F). Nakon drugog dana doslo je do pomaka maksimuma na 426 nm, §to se uz postupni pad
intenziteta nastavilo do zadnjeg dana mjerenja, ukazujuci na postupnu disocijaciju iona Ag" i

prevalenciju nanocestica manjih dimenzija unutar podloge.
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Slika 20. Apsorpcijski spektar AGNP-CTAB u krutoj podlozi %2 MS: 25 uM u prvom danu (A), 25 uM tijekom pet dana mjerenja (B), 50 UM u prvom danu (C),
50 uM tijekom pet dana mjerenja (D), 100 UM u prvom danu (E), 100 uM tijekom pet dana mjerenja (F).
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4.2.1.4. Spektar AgNP-CTAB u krutoj podlozi ¥2 MS uz dodatak cisteina

Spektar 25 pM AgNP-CTAB s dodatkom 125 pM cisteina pokazao je maksimum
apsorbancije na 419 nm, Sto je znacajno smanjenje u odnosu na mati¢nu otopinu AgNP-CTAB
(443 nm) i ukazuje na brzu disocijaciju iona Ag" odmah nakon dodatka nanocestica u podlogu s
cisteinom (Slika 21A). Mjerenje tijekom sljedeca dva sata pokazalo je samo porast intenziteta
apsorbancije. Nakon 3. sata, izmjeren je maksimum na valnoj duljini od 414 nm te stvaranje
sekundarnog maksimuma na 380 nm, §to sugerira znacajnu disocijaciju iona Ag® i formiranje
AgNP manjih veli¢ina. Tijekom sljedecih dana zabiljeZen je nestanak primarnog maksimuma i

postupno slabljenje sekundarnog, ukazujuéi na potpuni raspad AgNP-CTAB (Slika 21B).

Mijerenje stabilnosti 50 uM AgNP-CTAB i 250 pM cisteina pokazalo je formiranje dva
maksimuma odmah nakon solidifikacije podloge (Slika 21C). Primarni maksimum, nastao zbog
dodatka AgNP-CTAB, nalazio se na 412 nm, §to ukazuje na znacajno smanjenje veli¢ine AgNP-
CTAB uslijed disocijacije. Sekundarni maksimum na 380 nm nastao je formiranjem sekundarnih
nanocestica i interakcijom s dijelovima podloge te pokazuje jaci intenzitet u odnosu na primarni
maksimum. Tijekom prvih 30 minuta mjerenja nije doSlo do znacajnih promjena u poziciji i
intenzitetu maksimuma, a u 1. satu zabiljezen je pomak sekundarnog maksimuma prema manjim
valnim duljinama uz znacajan pad apsorbancije, ukazujuéi na daljnju disocijaciju nanocestica.
Slican trend nastavio se do 5. sata, kada je izostanak primarnog maksimuma pokazao potpunu
disocijaciju AgNP-CTAB uzrokovanu cisteinom u podlozi, a izostanak maksimuma tijekom

mjerenja u sljedecih pet dana to je dodatno potvrdio (Slika 21D).

Dodatkom 500 pM cisteina, apsorpcijski spektar 100 uM AgNP-CTAB pokazao je dva
maksimuma, kao i pri nizim koncentracijama tretmana (Slika 21E). Maksimum na valnoj duljini
0d 419 nm odgovara AgNP-CTAB, iako manjih veli¢ina u odnosu na mati¢nu otopinu, §to upucuje
na znatnu disocijaciju Ag* iona u interakciji s cisteinom. Sekundarni maksimum na 370 nm, kao i
u prijasnjim mjerenjima, ukazuje na stvaranje manjih nanocestica te interakciju sa samom
podlogom. Tijekom prvog dana mjerenja nije doslo do znacajnih promjena u polozaju maksimuma,
iako je njihov intenzitet postupno slabio, $to je bilo jace izraZzeno kod primarnog maksimuma.
Mjerenja tijekom sljede¢ih pet dana ukazala su na potpuni raspad AgNP-CTAB izostankom

maksimuma apsorbancije u izmjerenim spektrima (Slika 21F).
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Slika 21. Apsorpcijski spektar kombinacije AGQNP-CTAB i cisteina (cys) u krutoj podlozi ¥2 MS: 25 pM + 125 pM u prvom danu (A), 25 uM + 125 puM tijekom pet
dana mjerenja (B), 50 UM + 250 uM u prvom danu (C), 50 uM + 250 uM tijekom pet dana mjerenja (D), 100 uM + 500 uM u prvom danu (E), 100 uM + 500 puM
tijekom pet dana mjerenja (F).
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4.2.2. Spektrofotometrijsko mjerenje stabilnosti u tekuéoj podlozi > MS
4.2.2.1. Spektar AQNP-PVP u tekuéoj podlozi Y2 MS

Apsorpcijski spektar AQNP-PVP na pocetku mjerenja pokazao je maksimum pri valnoj
duljini od 428 nm, §to u usporedbi s maksimumom spektra AgNP-PVP izmjerenom u ultra-Cistoj
vodi (417 nm) ukazuje na djelomi¢nu aglomeraciju nanocestica odmah po dodatku u hranjivu
podlogu (Slika 22A). Daljnja mjerenja utvrdila su nastanak manjih nanocestica uslijed disocijacije
iona Ag" s povrsine AgNP-PVP, $to je na spektru bilo vidljivo u pomaku apsorpcijskog
maksimuma prema manjim valnim duljinama. Ve¢ nakon 30 minuta viSe nije bilo moguée izmjeriti

apsorpcijski maksimum AgNP-PVP, sto ukazuje na njihovu potpunu disocijaciju (Slika 22B).

Pri koncentraciji od 50 uM, maksimum apsorbancije AQNP-PVP na pocetku mjerenja nalazio se
na 428 nm, jednako kao i maksimum apsorbancije izmjeren u ultra-¢istoj vodi (Slika 22C). Ipak,
spektar dobiven u hranjivoj podlozi bio je manjeg intenziteta te znacajno Siri. U 1. satu mjerenja
nisu zabiljezene promjene u polozaju i intenzitetu apsorpcijskog maksimuma AgNP-PVP u
podlozi. Nakon dva sata, maksimum se pomaknuo prema manjim valnim duljinama (409 nm) uz
znacajan porast apsorbancije, §to odgovara disocijaciji iona Ag" i nastajanju manjih nanocestica,
te je pri toj vrijednosti ostao pri svim mjerenjima toga dana. Sljedeé¢eg dana apsorpcijski maksimum
nalazio se na 427 nm, ukazuju¢i na nastanak vecih aglomerata nanocestica (Slika 22D). Sli¢ne
vrijednosti zabiljezene su i tijekom mjerenja 2., 3. 1 4. dana. Nakon 5. dana nije bilo moguce

detektirati apsorpcijski maksimum koji bi odgovarao AgNP u podlozi.

Usporedba apsorpcijskog spektra 100 uM AgNP-PVP u tekucoj podlozi i ultra-Cistoj vodi u
0. minuti pokazala je mali pomak apsorpcijskog maksimuma prema veéim valnim duljinama u
podlozi (428 nm) u odnosu na vodu (424 nm) (Slika 22E) 1 njegovu smanjenu apsorbanciju, $to
upucuje na djelomicnu aglomeraciju nanocestica. Tijekom 1. dana mjerenja nije doslo do znacajnih
promjena u poziciji i intenzitetu apsorpcijskog maksimuma, sto ukazuje na dobru stabilnost AgNP-
PVP u podlozi. Mjerenja tijekom sljedecih tjedan dana tek su u zadnjim danima pokazala dodatan
pomak apsorpcijskog maksimuma prema veéim valnim duljinama, §to je uz postepeni pad

apsorbancije ukazalo na aglomeraciju AgQNP-PVP u podlozi (Slika 22F).
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Slika 22. Apsorpcijski spektar AQNP-PVP u teku¢oj podlozi 2 MS: 25 uM u prvom danu (A), 25 uM tijekom 7 dana mjerenja (B), 50 uM u prvom danu (C),
50 uM tijekom 7 dana mjerenja (D), 100 uM u prvom danu (E), 100 uM tijekom 7 dana mjerenja (F).
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4.2.2.2. Spektar AQNP-PVP u tekucoj podlozi 2 MS uz dodatak cisteina

Dodatkom 125 pM cisteina u podlogu s 25 pM AgNP-PVP nije doslo do stvaranja
apsorpcijskog maksimuma pri 400 nm ocekivanog za AgNP-PVP, a isti nije zabiljeZen ni u istoj
kombinaciji u ultra-¢istoj vodi (Slika 23A). Ipak, ve¢ u 0. minuti javio se maksimum na valnoj
duljini od 380 nm koji bi mogao predstavljati sitne nanocestice nastale uslijed brze disocijacije
iona Ag* s povrsine AgNP-PVP. Tijekom sljede¢ih mjerenja u 1. danu, maksimum apsorbancije
pomaknuo se prema 360 nm uz znacajan porast apsorbancije, $to ukazuje na dodatno stvaranje
manjih nanocestica u podlozi. Nakon 24 sata viSe nije bilo moguce detektirati apsorpcijski

maksimum uslijed potpune disocijacije AQNP-PVP uzrokovane dodatkom cisteina (Slika 23B).

Mijerenje spektra 50 UM AgNP-PVP u kombinaciji s 250 uM cisteinom pokazalo je apsorpcijski
maksimum pri valnoj duljini od 380 nm prisutan od 0. minute, u ultra-¢istoj vodi i tekucoj podlozi,
Sto odgovara nanocesticama malih dimenzija (Slika 23C). I dok je mjerenje spektra u podlozi
ukazalo na dodatan maksimum pri otprilike 415 nm, koji odgovara maksimumu AgNP-PVP
dimenzija oko 40 nm, isti nije zabiljezeno u vodi, gdje je ve¢ u 0. minuti doslo do potpune
disocijacije nanocestica. Nastavkom mjerenja stabilnosti zabiljeZeno je postupno smanjenje
intenziteta maksimuma koji se nalazio na 415 nm, dok se intenzitet maksimuma koji odgovara
manjim nanoc¢esticama zna¢ajno pojacao, a izmjeren je i postupni pomak maksimuma prema
manjim valnim duljinama. Mjerenje spektra u sljede¢im danima pokazalo je postupno smanjenje
intenziteta apsorpcijskog maksimuma koje upucuje na potpunu disocijaciju AgNP-PVP (Slika
23D).

Za razliku od nizih koncentracija, spektar 100 pM AgNP-PVP uz dodatak 500 pM cisteina
znacajno se razlikovao u ultra-¢istoj vodi 1 teku¢oj podlozi u poc¢etku mjerenja (Slika 23E). Dok se
u ultra-¢istoj vodi maksimum apsorbancije formirao na 354 nm, ukazujuci na znacajnu disocijaciju
Ag" iona s povrSine AgNP-PVP, u tekucoj podlozi su nanodestice pokazale vecu stabilnost te se
maksimum nalazio na 427 nm. Ipak, nakon 30 minuta i u podlozi je zapocela snaznija disocijacija
koja je dovela do stvaranja sekundarnog maksimuma na 360 nm. Tijekom sljedeca Cetiri sata,
intenzitet sekundarnog maksimuma se poja¢avao uz postupni nestanak primarnog maksimuma.
Nakon 1. dana mjerenja vise nije bilo moguce detektirati maksimum apsorbancije izmjerenih

spektara, ukazujuci na potpuni raspad AgNP-PVP uzrokovan dodatkom cisteina (Slika 23F).
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Slika 23. Apsorpcijski spektar kombinacije AGNP-PVP i cisteina (cys) u tekucoj podlozi /2 MS: 25 uM + 125 pM u prvom danu (A), 25 uM + 125 puM tijekom
7 dana mjerenja (B), 50 uM + 250 uM u prvom danu (C), 50 uM + 250 uM tijekom 7 dana mjerenja (D), 100 uM + 500 uM u prvom danu (E), 100 uM + 500 uM
tijekom 7 dana mjerenja (F).
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4.2.2.3. Spektar AQNP-CTAB u tekuéoj podlozi 2 MS

Spektar 25 pM AgNP-CTAB na pocetku mjerenja nije pokazao velike razlike izmedu
maksimuma izmjerenog u ultra-¢istoj vodi i tekucoj podlozi, koji se nalazio na 423 nm (Slika 24A).
Ipak, spektar snimljen u podlozi bio je manje ostar, §to je ukazivalo na Siru distribuciju velic¢ina
nanocestica. U 1. satu mjerenja nisu zabiljezene znacajne promjene u polozaju maksimuma, ali se
njegov intenzitet smanjivao i gubio oStrinu. Nakon jednog sata izmjereni pomak maksimuma na
434 nm ukazao je na aglomeraciju nanocestica u podlozi koja se nastavila i tijekom sljede¢ih sati.
Spektar izmjeren nakon 24 sata nije ukazao na postojanje AgNP-CTAB u podlozi, vjerojatno
uslijed potpune aglomeracije i talozenja, bez znacajnih razlika u mjerenjima tijekom sljedecih

7 dana (Slika 24B).

Maksimum apsorbancije 50 uM AgNP-CTAB nalazio se na valnoj duljini od 418 nm na spektru
snimljenom u ultra-¢istoj vodi i tekucoj podlozi u 0. minuti (Slika 24C), iako je i ovdje maksimum
snimljen u podlozi bio manjeg intenziteta i oStrine u odnosu na onaj u vodi. Pocetak mjerenja
ukazao je na znacajnu aglomeraciju nanocestica u podlozi, pri ¢emu je u 30. minuti maksimum
apsorbancije izmjeren na 445 nm. Mjerenja koja su uslijedila pokazala su pomak maksimuma
prema manjim valnim duljinama, praéen smanjenjem inteziteta, Sto je oznacilo postepenu
disocijaciju iona Ag* koja se nastavila tijekom svih mjerenja prvog dana. Mjerenja napravljena

tijekom sljede¢ih 7 dana nisu pokazala postojanje nanocestica u podlozi (Slika 24D).

Na pocetku mjerenja, apsorpcijski maksimumi 100 uM AgNP-CTAB izmjereni u ultra-¢istoj vodi
i podlozi nalazili su se na istom polozaju, pri valnoj duljini od 420 nm (Slika 24E).  u ovom slucaju,
maksimum mjeren u ultra-Cistoj vodi bio je ostriji i jaceg intenziteta u odnosu na maksimum
izmjeren u podlozi, gdje je ubrzo zapocela aglomeracija AgNP-CTAB, uslijed ¢ega je maksimum
apsorbancije pomaknut na 450 nm nakon 1. sata mjerenja. Aglomeracija, praena znacajnim
smanjenjem intenziteta maksimuma, nastavila se 1 tijjekom mjerenja u sljede¢im satima. Nakon
24 sata viSe nije bilo moguce detektirati postojanje nanocestica u podlozi, $to ukazuje na njihovu

potpunu aglomeraciju i taloZzenje (Slika 24F).
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Slika 24. Apsorpcijski spektar AGNP-CTAB u teku¢oj podlozi %2 MS: 25 uM u prvom danu (A), 25 uM tijekom 7 dana mjerenja (B), 50 uM u prvom danu (C),
50 puM tijekom 7 dana mjerenja (D), 100 uM u prvom danu (E), 100 uM tijekom 7 dana mjerenja (F).
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4.2.2.4. Stabilnost AQNP-CTAB u tekuc¢oj podlozi 2 MS uz dodatak cisteina

Apsorpcijski spektar 25 uM AgNP-CTAB uz dodatak 125 pM cisteina pokazao je
maksimum na valnoj duljini od 414 nm nakon mjerenja u ultra-¢istoj vodi. Spektar iste kombinacije
u podlozi znacajno se razlikovao, te u 0. minuti nije postojao jasan maksimum koji bi ukazivao na
postojanje nanocastica, sugeriraju¢i na njihovu potpunu disocijaciju (Slika 25A). Ostala mjerenja

tijekom prvog dana, kao 1 sljede¢ih 7 dana, nisu dovela do znacajnih promjena (Slika 25B).

Apsorpcijski spektar 50 pM AgNP-CTAB u ultra-Cistoj vodi nakon dodatka 250 pM cisteina
pokazao je maksimum pri 425 nm (Slika 25C). Ista kombinacija mjerena u podlozi pokazala je
stvaranje primarnog (435 nm) i sekundarnog (380 nm) maksimuma ve¢ od 0. minute, koji su
ukazali na simultanu aglomeraciju i disocijaciju nanocestica manjih dimenzija u podlozi. Intenzitet
primarnog maksimuma s vremenom je slabio uz znacajno pomicanje prema veéim valnim
duljinama, ukazuju¢i na daljnju aglomeraciju AgNP-CTAB, a polozaj sekundarnog maksimuma
ukazao je na raspad manjih nanocestica nakon 1. sata mjerenja. Nakon 2. sata mjerenja viSe nije
bilo moguce detektirati maksimum apsorbancije koji bi ukazao na postojanje nanocestica u podlozi

(Slika 25D).

Sli¢no kao i kod prethodne koncentracije, mjerenje spektra 100 UM AgNP-CTAB nakon dodatka
500 uM cisteina u ultra-cistoj vodi pokazalo je postojanje jednog maksimuma na 430 nm, dok je u
tekucoj podlozi izmjereno stvaranje primarnog (435 nm) i sekundarnog (380 nm) maksimuma ve¢
od 1. minute (Slika 25E). Intenzitet oba maksimuma s vremenom je slabio, a postupni pomak
primarnog maksimuma prema ve¢im valnim duljinama ukazao je na znafajnu aglomeraciju u
podlozi tijekom prva tri sata mjerenja. Mjerenja tijekom sljede¢ih 7 dana ukazala su na potpunu

aglomeraciju AgNP-CTAB u podlozi pod utjecajem cisteina (Slika 25F).
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Slika 25. Apsorpcijski spektar kombinacije AQNP-CTAB i cisteina (cys) u tekucoj podlozi 2 MS: 25 uM + 125 puM u prvom danu (A), 25 pM + 125 pM tijekom
7 dana mjerenja (B), 50 UM + 250 uM u prvom danu (C), 50 pM + 250 UM tijekom 7 dana mjerenja (D), 100 uM + 500 uM u prvom danu (E), 100 uM + 500 puM

tijekom 7 dana mjerenja (F).
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4.2.3. Mjerenje stabilnosti u tekuéoj podlozi 2 MS pra¢enjem promjena veli¢ine i naboja
Promjene veli¢ine i naboja AgNP-PVP i AgNP-CTAB, samih ili u kombinaciji s cisteinom,
mjerila sam za najvece koncentracije tretmana (100 UM AgNP + 500 UM cistein) u tekuc¢oj podlozi
Y2 MS, koje su spektrofotometrijskim mjerenjima pokazale najznacajnije promjene. Uz to,
snimljeni spektri ukazali su na to da se najveée promjene u stabilnosti oba tipa AgNP zbivaju
tijekom prvih sati mjerenja, pa su prema tome izabrane toCke za mjerenje promjena dn i

{ potencijala.

4.2.3.1. Promjene hidrodinamickog promjera

Mjerenje du AgNP-PVP pokazalo je njihovu stabilnost u tekucoj podlozi 2 MS tijekom
prvih 30 minuta mjerenja, gdje je izmjereni promjer ¢estica bio oko 50 nm (Slika 26A-C, Tablica
9). Pritom su zabiljeZene 1 manje populacije ¢estica od 10 nm koje vjerojatno predstavljaju micele
omotaca PVP, ali i populacije veli¢ine oko 5000 nm koje pokazuju djelomi¢nu aglomeraciju
AgNP-PVP u podlozi. Nakon cetiri sata, u podlozi /2 MS prevladavali su manji 1 ve¢i aglomerati
nanocestica dimenzija od 162 do 5457 nm, ukazujuci na znacajnu destabilizaciju AgNP-PVP (Slika
26D). Dodatak cisteina ve¢ je u 0. minuti izazvao znacajnu aglomeraciju AgNP-PVP, pri ¢emu je
vecéina Cestica pokazivala dy od oko 1300 nm (Slika 26E), a sli¢an je trend zabiljeZen i nakon

30 minuta (Slika 26F, Tablica 9).

Mjerenje dqv AgNP-CTAB pokazalo je brzu destabilizaciju nanocestica odmah po dodatku u
podlogu 2 MS te je zabiljeZeno postojanje dvije populacije vecih aglomerata ¢iji je promjer u
prosjeku iznosio 480, odnosno 5066 nm (Slika 27A, Tablica 9). Daljnja mjerenja pokazala su
dodatnu aglomeraciju 1 povec€anje promjera detektiranih Cestica prve populacije, dok se veli¢ina
druge populacije s vremenom smanjila (Slika 27B i C), da bi nakon Cetiri sata mjerenja sve
izmjerene Cestice imale dn oko 1012 nm (Slika 27D). Dodatak cisteina znacajno je ubrzao
aglomeraciju AgNP-CTAB u % MS podlozi, te je u 0. minuti zabiljezeno postojanje dvije
populacije aglomerata veli¢ina 1688 i 4500 nm (Slika 27E). Nakon 30 minuta sve su Cestice imale

dn vrijednosti oko 1250 nm (Slika 27F, Tablica 9).
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Slika 26. Promjena hidrodinamickog promjera 100 uM AgNP-PVP u tekucoj podlozi 2 MS dobivena iz omjera distribucije
po volumenu u pocetku mjerenja (A), nakon 5 minuta (B), 30 minuta (C) i Cetiri sata (D) te nakon dodatka 500 pM cisteina
(cys) u pocetku mjerenja (E) 1 nakon 30 minuta (F).
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Slika 27. Promjena hidrodinami¢kog promjera 100 uM AgNP-CTAB u tekuéoj podlozi 2 MS dobivena iz omjera
distribucije po volumenu u pocetku mjerenja (A), nakon 5 minuta (B), 30 minuta (C) i Cetiri sata (D) te nakon dodatka
500 uM cisteina (cys) u poc¢etku mjerenja (E) i nakon 30 minuta (F).
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Tablica 9. Promjene veli¢ine 100 uM AgNP-PVP i AgNP-CTAB, samih i u kombinaciji s 500 uM cisteinom (cys) u teku¢oj podlozi 2 MS izmjerene
metodom DLS i prikazane kao hidrodinamicki promjer dobiven iz omjera distribucije po volumenu.

AgNP-PVP AgNP-PVP + cys
0 min 5 min 30 min 4h 0 min 30 min
_ d, nm 10,15+ 1,50 10,91+ 0,98 10,36 + 1,15 162,2 + 64,0 1358,40 + 573,58 971,00 £ 0,00
ik volumni udio, % 95,06 + 3,14 92,84 + 5,34 94,04 + 3,82 0,7+£0,3 84,76 + 16,04 100,00 + 0,00
_ d, nm 47,83 +7,05 56,53 + 3,16 51,78 + 6,87 1256,0 +101,1 5243,33 + 211,97 1460,00 + 28,28
ikt volumni udio, % 197+1,84 1,47 +1,38 3,40 +£1,02 77,6 £10,3 15,24 + 16,04 100,00 + 0,00
_ d, nm 5083,33 + 257,75 | 4507,50 £ 625,27 | 413,60 + 174,88 54578+ 72,4 / 2590,00 + 197,99
ikl volumni udio, % 2,74 +£297 5,40 £ 4,28 1,02 £ 0,67 19,6 £13,7 / 100,00 + 0,00
AgNP-CTAB AgNP-CTAB + cys
_ d, nm 479,60+ 113,33 | 640,00 + 48,07 | 1020,40 + 183,66 | 1012,20 + 210,84 1688,00 + 375,66 | 1250,00 + 181,38
k! volumni udio, % = 58,42 + 14,37 51,50 + 21,02 86,92 + 15,47 100,00 + 0,00 95,20 + 10,51 100,00 + 0,00
_ d, nm 5066,00 + 91,27 | 911,00 + 113,14 | 5356,67 + 156,31 / 4500,00 £ 0,00 /
ikt volumni udio, % 41,58 + 14,37 72,15 + 16,76 13,07 £ 15,47 / 4,72 + 10,55 /
d,, nm / 1450,00 = 0,00 / / / /
Pik I
volumni udio, % / 9,47 £ 16,40 / / / /
d,, nm / 4928,00 + 474,20 / / / /
Pik IV
volumni udio, % / 34,46 + 11,32 / / / /
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4.2.3.2. Promjene { potencijala
Mijerenje ¢ potencijala AGQNP-PVP pokazalo je pojavu blago negativnog povrsinskog naboja
koji se nije znaCajno mijenjao s vremenom, nastao vjerojatno uslijed interakcije s ionima

prisutnima u teku¢oj podlozi 2 MS (Tablica 10.).

I kod AgNP-CTAB, koje su u mati¢noj otopini imale pozitivan povrSinski naboj, takoder je
izmjerena pojava negativnog { potencijala nakon dodatka u podlogu %2 MS (Tablica 10). Negativan
povrsinski naboj, zajedno sa snaznom aglomeracijom koja je prethodno izmjerena, ukazuje na
mogucnost otpuStanja molekula CTAB s povrSine nanocestica koja je dovela do njihove

destabilizacije.

Tablica 10. Promjena { potencijala 100 pM AgNP-PVP i AQNP-CTAB u tekucoj %2 MS podlozi u periodu
od Cetiri sata.

AgNP-PVP / mV AgNP-CTAB / mV
0 min -11,20 + 0,80 -7,00 £ 2,70
5 min -8,70 + 1,37 -4,90 + 0,50
30 min -12,73+ 0,23 -5,30 + 2,40
4h -12,13 + 0,65 -5,20 + 0,50

4.3. Mjerenje parametara isklijavanja
Kako bih utvrdila utjecaj AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs i njihove kombinacije s
cisteinom, kao i utjecaj samih omotaca PVP i CTAB na isklijavanje sjemenki duhana, pratila sam

tri razliCita parametra: postotak, indeks 1 stopu isklijavanja.

Ukupan postotak isklijavanja duhana pokazao je znaCajnu ovisnost o tipu tretmana
(F = 13,14, p < 0,001), ali ne i o primijenjenoj dozi. lako je tretman s AgNP-CTAB uzrokovao
smanjenje postotka isklijavanja pri svim koncentracijama, statisticki znacajna inhibicija
zabiljezena je samo pri tretmanu sa 100 UM AgNP-CTAB, koji je izazvao smanjenje od 40% (Slika
28A\). Dodatak cisteina znacajno je umanjio utjecaj AQNP-CTAB samo pri 25 uM koncentraciji.

Osim toga, sam omota¢ CTAB takoder je znacajno umanjio postotak isklijavanja duhana.
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Usporedba razli¢itih tretmana jednakih koncentracija dodatno je potvrdila ovisnost postotka
isklijavanja o primijenjenom tretmanu; tretman s AGQNP-CTAB imao jac¢i utjecaj na smanjenje
klijavosti sjemenki duhana u usporedbi s AGQNP-PVP i gotovo svim koncentracijama AgNQO3, gdje

je zabiljezena slicnost samo pri koncentraciji od 50 UM.

Indeks isklijavanja sjemenki duhana pokazao je ovisnost o koncentraciji (F = 4,92, p < 0,05) i tipu
primijenjenog tretmana (F = 58,99, p < 0,001). Znacajno smanjenje indeksa isklijavanja ovisno o
koncentraciji izmjereno je pri tretmanima s AGNP-CTAB, kao i sa samim omotatem CTAB u
odnosu na kontrolu, ukazujuéi na smanjenje brzine isklijavanja (Slika 28B). Dodatak cisteina
znacajno je umanjio utjecaj AgNP-CTAB pri svim ispitanim koncentracijama, ali samo pri najnizoj
koncentraciji (25 uM) je vrijednost pribliZio vrijednosti kontrole. Tretmani s AQNP-PVP i AgNOs
istih koncentracija nisu pokazali znacajne utjecaje na indeks isklijavanja duhana, dok je primjena
omotaca PVP uzrokovala inhibiciju indeksa isklijavanja, koja je ipak bila znac¢ajno slabija u odnosu

na omota¢ CTAB.

Stopa isklijavanja prikazana u obliku vrijednosti Tso pokazala je znacajnu ovisnost o primijenjenoj
koncentraciji (F = 8,25, p <0,005) i tretmanu (F = 70,04, p < 0,001). Mjerenje je pokazalo znacajne
promjene vrijednosti Tso samo pri tretmanu s AQNP-CTAB (Slika 28C), gdje je zabiljezen porast
ovisan o povecanju koncentracije tretmana, dodatno ukazuju¢i na negativan utjecaj AgNP-CTAB
na brzinu i postotak isklijavanja. Zna€ajno povecanje Tso izmjereno je i pri tretmanu s omotacem
CTAB, gdje su dobivene vrijednosti bile sli¢ne kao kod najvece koncentracije tretmana AgNP-
CTAB. Dodatak cisteina znacajno je umanjio negativan utjecaj AgNP-CTAB na stopu isklijavanja;
na tretmanima sa 25 i 50 uM AgNP-CTAB vrijednosti Tso nisu se znacajno razlikovale od
vrijednosti izmjerenih na kontroli, dok pri koncentraciji od 100 UM to smanjenje, iako znacajno,
nije bilo potpuno. Vrijednosti Tso izracunate na tretmanima s AgNP-PVP i AgNOz nisu se znacajno

razlikovale od kontrole, niti izmedu njih medusobno.
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Slika 28. Postotak (A), indeks (B) i stopa isklijavanja (C) sjemenki duhana nakon 5 dana klijanja na krutoj podlozi ¥ MS
uz dodatak 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNQO3, njihove kombinacije sa 125, 250 and i 500 pM cisteinom
(cys) te 25 puM omotacima PVP i CTAB. Rezultati prikazuju srednju vrijednost od ukupno 300 sjemenki + standardna
pogreska. Upotreba razli¢itih slova oznacava znacajne razlike (p < 0,05, dvosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test)
izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana (mala slova) i razlicitih tretmana istih koncentracija (velika slova). Zvjezdica
(*) oznacava znacajnu razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji tretmana, dvostruke zvjezdice
(**) oznacCavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s cisteinom i kontrole. Ljestve (#) oznacavaju znacajnu razliku izmedu
tretmana s omotac¢ima (PVP i CTAB) i kontrole, a dvostruke ljestve (##) oznafavaju razliku izmedu razli¢itih omotaca.
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4.4. Rani rast klijanaca
Rani rast Kklijanaca duhana tretiranih s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove
kombinacije s cisteinom, te samim omotaCima PVP i CTAB pratila sam mjerenjem duljine

korjencica te svjeze i suhe mase klijanaca.

Na smanjenje duljine korjenci¢a utjecali su i koncentracija (F = 98,62, p < 0,0001) i tip
tretmana (F = 225,09, p < 0,0001). Oba tipa AgNP te AgNOs doveli su do smanjenja duljine
korjencic¢a u odnosu na kontrolu (Slika 29, Slika 30A), koje je u tretmanu s AgQNP-CTAB bilo
znacajno jace u usporedbi s istim koncentracijama AgNP-PVP i AgNOs, dovodeé¢i do potpune
inhibicije rasta korijena pri 100 uM koncentraciji. AQNP-CTAB i AgNOs negativno su utjecali na
rast korjencic¢a ve¢ od 25 uUM koncentracije, dok je jednaka koncentracija AgNP-PVP dovela do
suprotnog ucinka, uzrokujuéi znacajno povecanje duljine korjenci¢a duhana. Osim toga, dodatak
cisteina tretmanima s AgNP-PVP nije samo umanjio negativan utjecaj koji je zabiljezen pri 50 i
100 UM koncentraciji, nego je doveo i do znacajnog povecanja duljine korjenci¢a u odnosu na
kontrolu. Dodatak cisteina znacajno je umanjio negativan utjecaj 25 i 100 pM AgNOs, ali na
tretmanima s AgNP-CTAB nije doveo do znacajnih razlika u odnosu na tretmane sa samim
nanocesticama. Dapace, pri 25 i 50 pUM koncentraciji, dodatak cisteina dodatno je pojacao
negativan utjecaj AQNP-CTAB. Tretman omota¢ima PVP i CTAB takoder je uzrokovao smanjenje
duljine korjenci¢a u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je CTAB imao znac¢ajno jaci utjecaj u odnosu na

PVP.

Na smanjenje svjeze mase utjecali su koncentracija (F = 12,23, p < 0,0001) i tip tretmana
(F = 40,02, p < 0,0001). Tretmani sa AgNP-PVP i AgNO3z pri tome su pokazali slican trend
uzrokujuéi znacajno slabiji rast izdanka samo pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji tretmana
(100 uM), iako su i koncentracije od 25 i 50 UM pokazale negativan utjecaj na ovaj parametar, ali
bez statistickog znadaja (Slika 30B, Slika 31). Stetni u¢inak AGNP-CTAB znacajno je veéi u
odnosu na ostale oblike Ag; ve¢ i najniza koncentracija tretmana dovela je do 40%-tnog smanjenja
svjeze mase u odnosu na kontrolu, s povecanjem do 90% pri koncentraciji od 100 pM. Dodatak
cisteina niti u jednom tipu tretmana nije uspio umanjiti negativan utjecaj na svjezu masu klijanaca.
Dapace, kombinirani tretmani cisteina s AgNP-CTAB uzrokovali su dodatno smanjenje pri 25 i

50 uM koncentraciji u odnosu na tretman sa samim AgNP-CTAB. Uz to, i sam omota¢ CTAB
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prouzroCio je znacajno smanjenje svjeze mase klijanaca, koje je bilo jaCe izrazeno nego kod

tretmana s AQNP-CTAB. Omota¢ PVP nije znacajno utjecao na smanjenje svjeze mase.

Na promjene u sadrzaju suhe tvari u klijancima duhana znacajan utjecaj imale su koncentracija
(F=8,41,p<0,001) i tip tretmana (F = 12,99, p < 0,0001). AgNP-PVP i AgNO3 pokazali su sli¢an
utjecaj na povecanje sadrzaja suhe tvari u klijancima duhana (Slika 30C. Slika 31); AgNP-PVP
uzrokovao je zna¢ajno povecanje samo pri 100 UM koncentraciji, dok je nakon tretmana s AgQNO3
utjecaj bio vidljiv ve¢ pri 50 UM koncentraciji u odnosu na kontrolu. lako je i na tretmanu s AgNP-
CTAB povecanje sadrzaja suhe tvari bilo znac¢ajno tek na koncentracijama od 50 i 100 UM, ono je
bilo znac¢ajno vece u odnosu na tretmane AgNP-PVP i AgNO:s istih koncentracija. Dodatak cisteina
nije umanjio utjecaj niti jednog od ispitanih tretmana. Sli¢no kao i kod svjeze mase, dodatak
cisteina tretmanima s AQNP-CTAB doveo je do znacajnog povecanja sadrzaja suhe tvari u odnosu
na tretmane bez cisteina. Tretman omotacem PVP nije znacajno utjecao na sadrzaj suhe tvari u

klijancima duhana, dok je primjena omota¢a CTAB znacajno povecala njihov sadrza;.

& (
8L 33T
| A

C

Slika 29. Duljina korjencic¢a klijanaca duhana nakon tri tjedna rasta na krutoj podlozi 2 MS uz dodatak
AgNP-PVP (A), AgNP-CTAB (B) i AgNO3 (C), njihove kombinacije sa cisteinom (cys) te omotac¢ima PVP
i CTAB. K — kontrola, 1 — 25 uM Ag, 2 — 50 uM Ag, 3 — 100 uM Ag, 4 — 25 uM Ag + 125 uM cys, 5 —
50 uM Ag + 250 uM cys, 6 — 100 uM Ag + 500 uM cys, 7 — 25 uM omotac.
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Slika 30. Smanjenje duljine korjenci¢a (A) i svjeze mase (B) te sadrzaj suhe tvari (C) u klijancima duhana nakon tri tjedna
rasta na krutoj podlozi ¥ MS uz dodatak 25, 50 i 100 pM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije sa 125,
250 and i 500 pM cisteinom (cys) te 25 pM omotac¢ima PVP i CTAB. Rezultati prikazuju srednju vrijednost od ukupno
60 klijanaca + standardna pogreSka. Upotreba razlicitih slova oznaCava znacajne razlike (p < 0,05, dvosmjerna ANOVA i
post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana (mala slova) i razli€itih tretmana istih koncentracija
(velika slova). Zvjezdica (*) oznaCava znacajnu razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji
tretmana, dvostruke zvjezdice (**) oznacavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s cisteinom i kontrole. Ljestve (#)

oznacavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s omotacima (PVP i CTAB) i kontrole, a dvostruke ljestve (##) oznacavaju
razliku izmedu razli¢itih omotaca.
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Slika 31. Klijanci duhana nakon tri tjedna rasta na krutoj podlozi ¥2 MS uz dodatak 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove
kombinacije sa 125, 250 1 500 pM cisteinom (cys) te 25 uM omotacima PVP i CTAB.
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4.5. Reaktivni oblici kisika

Na stvaranje ukupnih ROS utjecali su i koncentracija (F = 11,67, p < 0,0001) i tip tretmana
(F = 9,18, p < 0,001). Nakon tretmana s oba tipa AgNP c¢estica izmjereno je povecanje sadrzaja
ROS ve¢ od najniZze koncentracije u odnosu na kontrolu i te se vrijednosti izmedu AgNP-PVP i
AgNP-CTAB nisu znacajno razlikovale (Slika 32A). Pojac¢ano stvaranje ROS zabiljezeno je i na
tretmanu s AgNOg, ali samo pri koncentraciji od 100 pM. Dodatak cisteina znacajno je umanjio
stvaranje ROS u tretmanima s AgNP-PVP pri svim koncentracijama, kao i pri najviSoj
koncentraciji AgNOs tretmana, a dobivene vrijednosti nisu se znacajno razlikovale od kontrolnih.
Cistein nije uspio umanjiti negativan utjecaj AQNP-CTAB; znacajno smanjenje sadrzaja ROS
izmjereno je samo u kombinaciji cisteina s tretmanom od 50 UM u odnosu na tretman samim
AgNP-CTAB, ali je dobivena vrijednost i dalje bila znacajno veca nego u kontroli. I sam omotac
CTAB izazvao je znacajno povecanje sadrzaja ROS u klijancima duhana u odnosu na kontolu, §to

nije bilo zabiljezeno na tretmanu s PVP omotacem.

Na razinu H20O> u tkivu Klijanaca duhana utjecaj je imao samo tip tretmana (F = 18,07, p < 0,0001),
a ne i primijenjena koncentracija. Povecanje sadrzaja H2O2 u odnosu na kontrolu zabiljezeno je
samo pri 50 i 100 uM tretmanima AgNP-CTAB, dok tretmani AgQNP-PVP i AgNOs nisu doveli do
znacajnih promjena (Slika 32B). Dodatak cisteina umanjio je negativan utjecaj AGQNP-CTAB pri
svim koncentracijama tretmana, te je vrijednosti H2O> pribliZio vrijednostima kontrole. Omota¢
CTAB takoder je uzrokovao povecano stvaranje H202 u tkivu, §to nije bilo zabiljeZeno u tretmanu

s omotacem PVP.
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Slika 32. Sadrzaj ukupnih ROS (A) i H20: (B) u klijancima duhana nakon tretmana s 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNO3, njihove kombinacije sa 125, 250 i 500 pM cisteinom (cys) te 25 uM omota¢ima PVP i CTAB. Rezultati
prikazuju srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska, dobivenih u dva nezavisna mjerenja. Upotreba razli¢itih
slova oznacava znacajne razlike (p < 0,05, dvosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija
istog tretmana (mala slova) i razli¢itih tretmana istih koncentracija (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku
izmedu tretmana sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji tretmana, dvostruke zvjezdice (**) oznacavaju znacajnu razliku
izmedu tretmana s cisteinom i kontrole. Ljestve (#) oznaCavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s omota¢ima (PVP i
CTAB) i kontrole, a dvostruke ljestve (##) oznacavaju razliku izmedu razli¢itih omotaca.
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4.6. Ostecenje biomolekula

Na razinu lipidne peroksidacije u tkivu klijanaca duhana nisu utjecali ni koncentracija ni tip
tretmana. Ipak, mjerenjem je zabiljezena pojacana razina sadrzaja MDA pri tretmanima s AgNP-
CTAB u odnosu na kontrolu, Sto je od statistickog znacaja bilo izrazeno samo pri najvecoj
koncentraciji, a umanjeno je u kombiniranom tretmanu s cisteinom (Slika 33A). Povecanje sadrzaja
MDA izmjereno je i na tretmanu sa samim omotac¢em CTAB, za razliku od omotac¢a PVP koji nije

doveo do pojave lipidne peroksidacije.

Na ostecenje proteina u tkivu klijanaca duhana utjecao je samo tip tretmana (F = 9,49, p < 0,0005),
ali ne i koncentracija. Tretmani s AgQNP-PVP i AgNO3 nisu pokazali znacajne razlike u sadrzaju
proteinskih karbonila niti pri jednoj od ispitanih koncentracija u odnosu na kontrolu i medusobno,
dok je u AgNP-CTAB tretmanu zabiljezeno blago poveéanje pri 25 i 50 pM koncentraciji, a
znacajno povecanje pri koncentraciji od 100 uM (Slika 33B). Dodatak cisteina tretmanu s AgNP-
CTAB znacajno je smanjio stvaranje proteinskih karbonila pri kombiniranim tretmanima na vi§im
koncentracijama (50 i 100 pM). I sami omotaci uzrokovali su promjene u sadrzaju proteinskih
karbonila, ali je njihov utjecaj bio razli¢it; nakon tretmana s omotacem PVP izmjeren je smanjen
sadrzaj proteinskih karbonila u odnosu na kontrolu, dok je tretman omotacem CTAB doveo do

znacajnog povecanja karbonila u odnosu na kontrolu 1 omotac¢ PVP.

Na oste¢enje molekule DNA, koje je izmjereno primjenom Comet testa, utjecali su koncentracija
(F = 46,62, p < 0,0001) i tip tretmana (F = 66,18, p < 0,0001). Tretmani s AgNP-PVP i AgNO3
nisu uzrokovali oSte¢enja molekule DNA, te je pri koncentraciji od 25 uM AgNP-PVP zabiljezen
i nizi % DNA u repu u odnosu na kontrolu (Slika 33C). S druge strane, tretman najvisom
koncentracijom AgNP-CTAB doveo je do znacajnog ostecenja molekule DNA koje je bilo 3x jace
u odnosu na kontrolu, te je u potpunosti uklonjeno dodatkom cisteina. I primjena omota¢a dovela
je do znacajnog porasta vrijednosti % DNA u repu, §to je bilo jace izraZeno kod omotaca CTAB u

odnosu na PVP.
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Slika 33. Sadrzaj MDA (A), proteinskih karbonila (B) i % DNA u repu (C) u klijancima duhana nakon tretmana s 25, 50 i
100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije sa 125, 250 i 500 pM cisteinom (cys) te 25 pM
omotac¢ima PVP i CTAB. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 12 replika + standardna pogreska, dobivenih u dva
nezavisna mjerenja. Upotreba razlicitih slova oznacava znacajne razlike (p < 0,05, dvosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan
test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana (mala slova) i razli¢itih tretmana istih koncentracija (velika slova).
Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji tretmana, dvostruke
zvjezdice (**) oznaCavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s cisteinom i kontrole. Ljestve (#) oznacavaju znacajnu razliku
izmedu tretmana s omota¢ima (PVP i CTAB) i kontrole, a dvostruke ljestve (##) oznacavaju razliku izmedu razlic¢itih

omotaca.
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4.7. Aktivnost antioksidacijskih enzima

Na aktivnost SOD utjecali su koncentracija (F = 5,08, p < 0,005) i tip tretmana (F = 8,21,
p < 0,001), pri ¢emu su zabiljeZene znacajne razlike izmedu utjecaja srebra u nanocesticnom i
ionskom obliku. Tretmani AgNP-PVP i AgNP-CTAB nisu rezultirali zna¢ajnim promjenama u
aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu i medusobno, dok je nakon tretmana s AQNOs izmjereno
znacajno Smanjenje pri svim ispitanim koncentracijama u odnosu na kontrolu i izlaganje
nanocesticama (Slika 33A). Smanjenje aktivnosti SOD nije se statisti¢ki razlikovalo izmedu
razli¢itih koncentracija AgNO3, a dodatak cisteina umanjio je njihov utjecaj samo pri najvecoj
koncentraciji. Zanimljiv fenomen dogodio se u kombiniranom tretmanu 100 uM AgNP-CTAB i
500 uM cisteina, gdje je dodatak cisteina znacajno smanjio aktivnost SOD u odnosu na tretman
samim nanocesticama kao i na kontrolu. Znac¢ajno smanjenje aktivnosti SOD uzrokovao je i omotac

CTAB, dok isto nije zabiljeZeno na tretmanu s omota¢em PVP.

Na aktivnost CAT utjecale su koncentracija (F = 17,34, p < 0,0001) i tip tretmana (F = 3,98,
p < 0,05). Pri konentracijama od 25 i 50 UM nisu izmjerene znacajne promjene aktivnosti CAT u
tretmanima srebrom u odnosu na kontrolu (Slika 33B). Pojacana aktivnost zabiljeZena je u
tretmanima s najvecom koncentracijom svih tipova srebra, §to je bilo najjace izrazeno u tretmanu
s AgNP-CTAB, a najslabije na tretmanu s AgNO3z gdje nije zabiljeZena statisticki znacajna razlika
u odnosu na kontrolu. Dodatak cisteina umanjio je aktivnost CAT u kombiniranom tretmanu sa
100 uM AgNP-PVP, ali ne i u tretmanu sa 100 uM AgNP-CTAB, gdje je vrijednost i dalje bila
znacajno veca u odnosu na kontrolnu. Tretmani omota¢ima PVP 1 CTAB nisu izazvali promjene u

aktivnosti enzima CAT.

Na aktivnost enzima APX utjecao je tip tretmana (F = 18,64, p < 0,0001), ali ne i koncentracija.
Tretmani s AQNP-PVP i AgNOQz izazvali su znacajno smanjenje aktivnosti APX pri svim ispitanim
koncentracijama (Slika 34C). S druge strane, tretman sa 100 uM AgNP-CTAB doveo je do
znacajnog porasta aktivnosti APX. Pri niZim koncentracijama AgNP-CTAB nisu zabiljeZene
znacajne promjene aktivnosti u odnosu na kontrolu, ali su dobivene vrijednosti bile znacajno vise
u odnosu na druge tipove tretmana jednakih koncentracija. Dodatak cisteina umanjio je negativne
utjecaje gotovo svih tretmana; u tretmanu s AgQNP-PVP vrijednosti sli¢ne kontrolnima izmjerene
su na kombiniranim tretmanima niZih koncentracija, ali ne i pri koncentraciji od 100 pM. Sli¢no,

povecanje aktivnosti APX u odnosu na tretman samim srebrom zabiljeZeno je i u kombiniranim
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tretmanima 25 i 100 uM AgNOs i cisteina. Uz to, dodatak cisteina znacajno je umanjio aktivnost
APX u tretmanu sa 100 pM AgNP-CTAB, pri ¢emu se dobivena vrijednost nije razlikovala od
kontrolne. Omota¢ CTAB takoder je pokazao znacajan utjecaj na smanjenje aktivnosti APX u

odnosu na kontrolu i tretman omota¢em PVP.

Na aktivnost PPX u klijancima duhana utjecali su koncentracija (F = 36,74, p < 0,0001) i tip
primijenjenog tretmana (F = 45,87, p < 0,0001). AgQNP-PVP i AgNO3 pokazali su sli¢an utjecaj na
aktivnost PPX; tretmani s koncentracijama od 25 i 50 pM izazvali su znac¢ajno smanjenje
aktivnosti, dok 100 UM koncentracija u oba tipa tretmana nije dovela do znacajnih promjena u
odnosu na kontrolu i izmedu njih medusobno (Slika 34D). Tretman s AgNP-CTAB takoder je
doveo do smanjenja aktivnosti PPX, koje je bilo znacajno ja¢e u odnosu na ostale tretmane.
Smanjenje aktivnosti je bilo najvise izraZzeno pri 25 UM koncentraciji, a postupno je slabjelo pri
porastu koncentracije AQNP-CTAB. Dodatak cisteina doveo je do znacajnog poveéanja aktivnosti
PPX u kombiniranim tretmanima s 25 i 50 uM AgNP-PVP i 25 uM AgNOQOz, dok je pri najvecoj
koncentraciji u oba tretmana uzrokovao znacajno smanjenje aktivnosti PPX u odnosu na tretmane
bez cisteina. Znacajno smanjenje aktivnosti PPX u odnosu na kontrolu uzrokovao je i tretman
omotacem CTAB, iako manje u odnosu na tretmane s AGQNP-CTAB, dok isto nije bilo izmjereno

nakon tretmana s omotacem PVP.
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Slika 34. Specifi¢na aktivnost SOD (A), CAT (B), APX (C) i PPX (D) u klijancima duhana nakon tretmana s 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO3,
njihove kombinacije sa 125, 250 and 500 uM cisteinom (cys) te 25 uM omotac¢ima PVP i CTAB. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 12 replika + standardna
pogreska, dobivenih u dva nezavisna mjerenja. Upotreba razli¢itih slova oznacava znacajne razlike (p < 0,05, dvosmjerna ANOVA 1 post-hoc Duncan test) izmedu
razlicitih koncentracija istog tretmana (mala slova) i razli¢itih tretmana istih koncentracija (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku izmedu tretmana
sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji tretmana, dvostruke zvjezdice (**) oznacavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s cisteinom i kontrole. Ljestve (#)
oznacavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s omota¢ima (PVP i CTAB) i kontrole, a dvostruke ljestve (##) oznacavaju razliku izmedu razli¢itih omotaca.
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4.8. Sadrzaj neenzimskih antioksidansa

Na promjene u sadrzaju prolina u klijancima duhana utjecali su koncentracija (F = 15,47,
p <0,0001) i tip primijenjenog tretmana (F = 6,45, p < 0,005). Niske koncentracije oba tipa AgQNP
dovele su do smanjenja sadrzaja prolina u tkivu, Sto je bilo znacajno izrazeno u tretmanima s
25 UM AgNP-PVP i 50 uM AgNP-CTAB (Slika 35A). Ipak, pri koncentraciji od 100 UM, oba tipa
nanocestica s jednakim intenzitetom izazvala su znacajan porast u odnosu na kontrolu. Tretman s
AgNO:s3 nije doveo do smanjenja sadrzaja prolina, ali je 50 UM koncentracija izazvala znacCajan
porast u odnosu na kontrolu i tretmane nanocesticama istih koncentracija. Utjecaj cisteina znacajno
se razlikovao izmedu razli¢itih tretmana srebrom. U kombiniranom tretmanu s AgNP-PVP, cistein
je znacajno umanjio povecanje sadrzaja prolina pri svim ispitanim koncentracijama, pri ¢emu su
izmjerene vrijednosti bile nize (25 i 50 uM tretman) ili jednake (100 uM tretman) u odnosu na
kontrolu. Slian utjecaj cisteina zabiljezen je i u kombiniranom tretmanu s AgNOs, gdje je pri
najnizoj koncentraciji (25 UM tretman) doslo do znacajnog smanjenja sadrzaja prolina u odnosu na
kontrolu i tretman bez cisteina, pri 50 pM smanjenje je bilo znacajno u odnosu na tretman bez
cisteina ali ne i kontrolu, dok koncentracija od 100 UM nije dovela do znacajnih promjena.
Kombinirani tretman AgNP-CTAB i cisteina s druge strane izazvao je znacajno povecanje sadrzaja
prolina u odnosu na tretman bez cisteina (25 UM tretman), te takoder i u odnosu na kontrolu
(50 uM tretman). Ipak, dodatak cisteina u tretman sa 100 uM koncentracijom AgNP-CTAB
znaajno je umanjio povecanje sadrZaja prolina uzrokovano nanocesticama. Tretman samim
omotafem izazvao je znacajno povecanje sadrZzaja prolina u klijancima, za razliku od tretmana

omotacem PVP gdje nije zabiljeZena znacajna razlika u usporedbi s kontrolom.

Na promjene u omjeru sadrzaja GSH i GSSG djelovali su podjednako koncentracija (F = 25,87,
p <0,0001) i tip tretmana (F = 8,22, p < 0,001). Najvecée povecanje omjera GSH/GSSG uzrokovao
je tretman sa 100 uM AgNP-PVP, u kojem je izmjerena vrijednost bila znac¢ajno veca od kontrole,
ali i tretmana ostalim oblicima srebra iste koncentracije (Slika 35B). Nize koncentracije AgNP-
PVP nisu izazvale znaCajne promjene. Sli¢no, nakon tretmana s AgNP-CTAB, vrijednost
GSH/GSSG pri koncentracijama od 25 i 50 M nije bila znacajno promijenjena u odnosu na
kontrolu, dok je 100 puM koncentracija izazvala znacajno povecanje. Na tretmanu s AgNO3
znacajno povecanje omjera GSH/GSSG bilo je podjednako pri koncentracijama od 50 1 100 pM,
dok tretman s 25 pM koncentracijom nije doveo do znacajnih promjena u odnosu na kontrolu.

Dodatak cisteina tretmanu s AgNP-PVP znacajno je umanjio omjer GSH/GSSG te se priblizio
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kontrolnoj vrijednosti samo pri koncentraciji od 50 uM. U kombiniranom tretmanu AgNP-CTAB
1 cisteina znacajno smanjenje omjera GSH/GSSG zabiljezeno je samo pri koncentraciji od
100 uM, gdje se vrijednost nije znatno razlikovala od kontrolne. Sli¢no, u kombiniranom tretmanu
AgNO:s i cisteina, pri koncentraciji od 50 UM izmjeren je smanjeni omjer GSH/GSSG u odnosu na
tretman bez cisteina, dok se ostale koncentracije nisu znacajno razlikovale od tretmana bez cisteina,
ali i od kontrole. Primjena oba omotaca, PVP i CTAB, dovela je do znacajnog smanjenja omjera

GSH/GSSG u klijancima duhana.
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Slika 35. Sadrzaj prolina (A) i omjer reduciranog (GSH) i oksidiranog (GSSG) oblika glutationa (B) u klijancima duhana
nakon tretmana s 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNQs, njihove kombinacije sa 125, 250 i 500 UM cisteinom
(cys) te 25 uM omotacima PVP i CTAB. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 150 jezgara + standardna pogreska. Upotreba
razli¢itih slova oznaCava znacajne razlike (p < 0,05, dvosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test) izmedu razlicitih
koncentracija istog tretmana (mala slova) i razliitih tretmana istih koncentracija (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava
znac¢ajnu razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji tretmana, dvostruke zvjezdice (**) oznacavaju
znacajnu razliku izmedu tretmana s cisteinom i kontrole. Ljestve (#) oznaCavaju znacajnu razliku izmedu tretmana s
omotac¢ima (PVP i CTAB) i kontrole, a dvostruke ljestve (##) oznaCavaju razliku izmedu razli¢itih omotaca.

103



4.9. 1zoforme i aktivnost antioksidacijskih enzima u gelu

Na slici 36. prikazana je aktivnost izoenzima SOD u klijancima duhana nakon tretmana s
AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije s cisteinom te omotac¢ima PVP i CTAB.
Nakon obrade specificnim supstratom, u gelu su detektirane Cetiri izoforme razliCite

elektroforetske pokretljivosti, ozna¢ene kao SOD1 — SODA4.

Aktivnost izoforme SOD1 bila je pojac¢ana u tretmanu s vi§im koncentracijama AgNP-PVP (50 i
100 uM) te nakon tretmana sa svim koncentracijama AgNP-CTAB, dok se u tretmanima s AgNO3
intenzitet vrpce SOD1 pojacavao s porastom koncentracije srebra. Dodatak cisteina nije znacajno
utjecao na aktivnost SOD1 u kombiniranim tretmanima s AgNP-PVP i AgNP-CTAB, ali je
umanjio aktivnost ove izoforme u kombiniranim tretmanima s 25 i 100 uM AgNOs. Tretman
omotacima PVP i CTAB nije doveo do znacajnih promjena u aktivnosti SODI. Intenzitet vrpce
SOD2 nije pokazao znacajne promjene u tretmanima sa srebrom, u kombiniranim tretmanima s
cisteinom kao ni nakon izlaganja samim omota¢ima. Izoforma SOD3 pokazala je pojacanu
aktivnost u tretmanu s 25 uM AgNP-PVP, dok pri 50 i 100 uM koncentracijama nisu zabiljezene
znacajne promjene. U tretmanu s AQNP-CTAB, pojacana aktivnost SOD3 bila je vidljiva na svim
ispitanim koncentracijama, izmedu kojih nisu bile vidljive znacajne razlike. Tretman s AgNOs3
izazvao je pojacanu aktivnost SOD3 pri 50 i 100 uM koncentracijama. Dodatak cisteina umanjio
je pojac¢anu aktivnost ove izoforme u kombiniranim tretmanima s AgNP-PVP i AgNOs, ali ne i
kod AgNP-CTAB, gdje je u kombiniranom tretmanu 50 uM AgNP-CTAB i 250 uM cisteina
zabiljezeno i dodatno pojacanje intenziteta vipce SOD3 u odnosu na tretman bez cisteina. Utjecaj
samih omotaca znacajno se razlikovao; aktivnost SOD3 nije se mijenjala u tretmanu s omotacem
PVP, ali je bila znacajno pojacana u tretmanu s omotatem CTAB. Izoforma SOD4 bila je slabo
izrazena u svim tretmanima, posebice u tretmanima s AgGNO3z i kombiniranim tretmanima AgNO3
1 cisteina, gdje je vrpca bila jedva primjetna. Ipak, povecana aktivnost ove izoforme primjecena je
nakon izlaganja 25 uM AgNP-PVP i kombiniranom tretmanu 50 uM AgNP-CTAB i 250 uM

cisteina u odnosu na kontrolu.
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Slika 36. Aktivnost i izoforme SOD u gelu nakon provedene nativne PAG elektroforeze u klijancima duhana
tretiranih sa AQNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO3, njihove kombinacije s cisteinom (cys), te omota¢ima PVP
i CTAB. K — kontrola, 1 — 25 uM Ag, 2 — 50 uM Ag, 3 — 100 uM Ag, 4 — 25 uM Ag + 125 uM cys, 5 —
50 uM Ag + 250 uM cys, 6 — 100 uM Ag + 500 uM cys, 7 — 25 uM omotac.

Na slici 37. prikazana je aktivnost enzima CAT u gelu nakon tretmana klijanaca duhana s AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije s cisteinom te omota¢ima PVP i CTAB. U gelu
je detektirana jedna izoforma ovog enzima, oznacena kao CAT]1, ¢ija je aktivnost znacajno ovisila

o tipu tretmana.

U tretmanu s AgNP-PVP, povecanje aktivnosti CAT1 vidljivo je nakon primjene 25 i 100 uM
koncentracije, dok je aktivnost pri koncentraciji od 50 uM bila sli¢na kontrolnoj. U odnosu na
kontrolu i tretman s AgNP-PVP, aktivnost CATI bila je znaajno pojacana pri svim
koncentracijama tretmana s AQNP-CTAB i AgNOs, gdje nisu primjecene velike razlike izmedu
ispitanih koncentracija. Dodatak cisteina tretmanima s AQNP-PVP i AgNOs umanjio je aktivnost
CAT!1 te su dobivene vrpce po intenzitetu nalikovale kontrolnoj. Djelomi¢no smanjenje aktivnosti
zabiljezeno je i u kombiniranim tretmanima 25 i 100 uM AgNP-CTAB i cisteina, dok je nakon
izlaganja 50 uM AgNP-CTAB i 250 uM cisteinu aktivnost CAT1 ostala jednaka kao i u tretmanu
bez cisteina. Omota¢ PVP nije znac¢ajno djelovao na aktivnost CAT1. S druge strane, u tretmanu s

omota¢em CTAB zabiljezen je porast aktivnosti CAT1 u gelu u odnosu na kontrolu.
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Slika 37. Aktivnost i izoforme CAT u gelu nakon provedene nativne PAG elektroforeze u klijancima duhana
tretiranih sa AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije s cisteinom (cys), te omota¢ima PVP
i CTAB. K — kontrola, 1 — 25 uM Ag, 2 — 50 uM Ag, 3 — 100 uM Ag, 4 — 25 uM Ag + 125 uM cys, 5 —
50 uM Ag + 250 uM cys, 6 — 100 uM Ag + 500 uM cys, 7 — 25 uM omotac.

Na slici 38. prikazana je aktivnost izoenzima APX u klijancima duhana nakon tretmana s AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije s cisteinom te omota¢ima PVP i CTAB. Nakon
obrade specificnim supstratom, u gelu je detektirano 10 izoformi ovog enzima razlicite

elektroforetske pokretljivosti, oznac¢enih kao APX1 — APX10.

Znacajno povecanje aktivnosti izoformi APX1-APX7 u gelu zabiljeZeno je nakon tretmana s
25 uM AgNP-PVP te 25 i 50 uM AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu. S druge strane, tretmani sa
svim koncentracijama AgNO3z doveli su do smanjenja aktivnosti izoformi APX1, APX2, APX3,
APX6 i APX7 u odnosu na kontrolu i tretman nanocesticama. Dodatak cisteina umanjio je uc¢inak
AgNP-CTAB, ali ne i AgNP-PVP, gdje je u kombiniranim tretmanima zabiljeZeno dodatno
povecanje aktivnosti navedenih izoformi APX u odnosu na kontrolu i tretmane bez cisteina pri
svim koncentracijama, a zabiljeZeno je i povecanje intenziteta vrpci APX8, APX9 i APXI10.
Kombinirani tretmani AgNO3 i cisteina dodatno su umanjili aktivnost izoformi APX1, APX2 i
APX3, a detektirana je i izoforma APX8 koja nije bila prisutna u tretmanu bez cisteina. Tretmani

omota¢ima PVP i CTAB nisu znacajno utjecali na aktivnost i broj izoformi APX.

106

CAT1



AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO,
K 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 §5 6

Slika 38. Aktivnost i izoforme APX u gelu nakon provedene nativne PAG elektroforeze u klijancima duhana
tretiranih sa AQNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije s cisteinom (cys), te omotac¢ima PVP
i CTAB. K —kontrola, 1 —25 uM Ag, 2 — 50 uM Ag, 3 — 100 uM Ag, 4 — 25 uM Ag + 125 uM cys, 5 —
50 uM Ag + 250 uM cys, 6 — 100 uM Ag + 500 uM cys, 7 — 25 uM omotac.

Na slici 39. prikazana je aktivnost izoenzima PPX u klijancima duhana nakon tretmana s AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, njihove kombinacije s cisteinom te omota¢ima PVP i CTAB. Nakon
obrade specifi¢nim supstratom, u gelu je detektirano 9 izoformi PPX razli¢ite elektroforetske

pokretljivosti, oznacenih kao PPX1 — PPX9.

Pojacana aktivnost izoformi PPX1 i PPX2, ovisna o koncentraciji srebra, detektirana je kod oba
tipa AgNP, kao i u tretmanu s 50 i 100 uM AgNOa. Dodatak cisteina zna¢ajno je umanjio aktivnost
ovih izoformi u svim kombiniranim tretmanima u odnosu na tretmane bez cisteina, $to je bilo
posebice izrazeno nakon izlaganja svim kombiniranim tretmanima AgNP-PVP i AgNOs s
cisteinom, gdje su detektirane vrpce po intenzitetu nalikovale kontrolnima. Aktivnost izoformi
PPX1 i PPX2 bila je pojacana i u tretmanu s omotacem CTAB, dok omota¢ PVP nije izazvao
znaCajne promjene. Sve koncentracije AgNP-PVP, kao i njihove kombinacije s cisteinom,
uzrokovale su znacajno smanjenje aktivnosti PPX3 i PPX4 u odnosu na kontrolu. S druge strane,

aktivost PPX3 i PPX4 nije se znacajno razlikovala u tretmanima s AgNP-CTAB i AgNO3, kao ni
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pri tretmanu omotac¢ima PVP i CTAB. Vrpce PPX5, PPX6 i PPX7 nisu pokazale promjene niti u
jednom od tretmana, dok je aktivnost PPX8 i PPX9 bila znacajno pojac¢ana nakon izlaganja 25 uM
AgNP-PVP te svim koncentracijama AgNP-CTAB i AgNOs u odnosu na kontrolu. Dodatak
cisteina umanjio je utjecaj AQNP-PVP, no isto nije zabiljeZeno u kombiniranim tretmanima cisteina
s AgNP-CTAB i AgNOs. Oba omotaca takoder su izazvala pojac¢anu aktivnost izoformi PPX8 i
PPX9.

AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO,

l
_~ PPX3
'.'."'. """."l"g_PPx4
~ PPX5
~— PPX6

PPX7
'Q PPX8
PPX9

Slika 39. Aktivnost i izoforme PPX u gelu nakon provedene nativne PAG elektroforeze u klijancima duhana
tretiranih sa AQNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO3, njihove kombinacije s cisteinom (cys), te omota¢ima PVP
i CTAB. K — kontrola, 1 — 25 uM Ag, 2 — 50 uM Ag, 3 — 100 uM Ag, 4 — 25 uM Ag + 125 uM cys, 5 —
50 uM Ag + 250 uM cys, 6 — 100 uM Ag + 500 uM cys, 7 — 25 uM omotac.
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4.10. Analiza ekspresije ukupnih topivih proteina

Ekspresiju ukupnih topivih proteina analizirala sam nakon provedene SDS-PAG
elektroforeze i bojanja dobivenih gelova na dva nacina — bojom CBB i primjenom AgNOs. Za
istrazivanje promjena u ekspresijskim profilima proteina izabrala sam tretmane sa 100 UM
koncentracijama AgNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNOz i njihove kombinirane tretmane s 500 uM
cisteinom, jer su navedeni tretmani pokazali najznacajnije povecanje koli¢ine ROS, ostecenje

vaznih biomolekula i promjene u sadrzaju enzimskih i neenzimskih antioksidansa.

Nakon tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNOs i njihove kombinacije s 500 uM
cisteinom, na gelu obojanom bojom CBB vidljiva je promjena u ekspresiji ukupno pet proteinskih
vrpci (Slika 40A). Vrpca koja se nalazi na 50 kDa (crveni pravokutnik) na tretmanima s AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNO3 pokazala je slabiju ekspresiju u odnosu na kontrolu i odgovarajuce
kombinirane tretmane s cisteinom. Smanjenje ekspresije bilo je najizrazenije na tretmanu s AgNO3,
dok izmedu tretmana s dva tipa AgNP nije bilo znac¢ajne razlike. Na proteinskim vrpcama veli¢ina
oko 35 i 30 kDa (zeleni pravokutnik) vidljiva je pojacana ekspresija nakon tretmana s AQNP-CTAB
i AgNOs u odnosu na kontrolu i tretman AgNP-PVP. Dodatak cisteina tretmanima srebrom
znacajno je umanjio ekspresiju ovih proteinskih vrpci u odnosu na tretmane bez cisteina, ali i u
odnosu na kontrolu, $to je bilo najjace izraZeno u kombiniranom tretmanu AgNOs i cisteina. Slican
je trend zabiljezen i za proteinske vrpce od 20 i 24 kDa (plavi pravokutnik). Tretmani s AgNP-
CTAB i AgNOs znacajno su pojacali eskpresiju ovih proteinskih vrpci u odnosu na kontrolu, dok
je ekspresija na tretmanu s AQNP-PVP bila nesto slabija od kontrole i ostalih tretmana. Dodatak
cisteina doveo je do smanjenja ekspresije vrpce od 24 kDa u svim kombiniranim tretmanima u
odnosu na tretmane bez cisteina i kontrolu, dok vrpca od 20 kDa na istim tretmanima nije

detektirana.

Na gelu obojanom AgNO:s detektirala sam promjenu ekspresije 6 proteinskih vrpci nakon tretmana
sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNO:s i njihove kombinacije s 500 uM cisteinom (Slika
40B). Proteinska vrpca veli¢ine oko 50 kDa (crveni pravokutnik), pokazala je smanjenu ekspresiju
na tretmanima s AgQNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs u odnosu na kontrolu i kombinirane tretmane
s cisteinom, §to je u skladu s rezultatom dobivenim na gelu obojanom bojom CBB za isti protein
(crveni pravokutnik, Slika 41A). Proteinske vrpce od 40 i 45 kDa (smedi pravokutnik) imale su

smanjenu ekspresiju na tretmanima svim tipovima srebra u odnosu na kontrolu, $to je znacajno
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umanjeno dodatkom cisteina pri ¢emu je intenzitet vrpca kombiniranih tretmana bio sli¢an kontroli.
Ekspresija proteina od 32 kDa (plavi pravokutnik) bila je znatno slabija u tretmanu s AQNP-CTAB
u odnosu na kontrolu i tretmane s AgQNP-PVP i AgNO3, koji nisu izazvali znacajne promjene u
njenom intenzitetu. Dodatak cisteina u svim je tretmanima doveo do pojacane ekspresije navedenih
proteina, ne samo u odnosu na tretmane bez cisteina, nego i u odnosu na kontrolu. Za protein
veli¢ine oko 28 kDa (zuti pravokutnik) zabiljezen je slian trend te je uocena smanjena ekspresija
u tretmanima sa svim oblicima srebra u odnosu na kontrolu, dok je dodatak cisteina zna¢ajno
pojacao ekspresiju ovog proteina u svim kombiniranim tretmanima u odnosu na kontrolu i tretmane
bez cisteina. Ekspresija proteina od oko 20 kDa (crni pravokutnik) takoder je bila smanjena u svim
tretmanima srebrom u odnosu na kontrolu, dok je intenzitet vrpci u kombiniranim tretmanima s

cisteinom bio jednak kontroli.
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Slika 40. Razlike u ekspresiji ukupnih topivih proteina klijanaca duhana tretiranih sa 100 uM AgNP-PVP,
AgNP-CTAB i AgNOs, te njihove kombinacije s 500 uM cisteinom nakon provedene SDS-PAG
elektroforeze i bojanja gela bojom CBB (A) i AgNOs (B). M — biljezi molekulskih masa (kDa), K — kontrola,
1 - 100 pM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-CTAB, 3 — 100 uM AgNOs, 4 — 100 uM AgNP-PVP +
500 uM cys, 5— 100 uM AgNP-CTAB + 500 uM cys, 6 — 100 uM AgNQO;3 + 500 uM cys
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4.11. Imunodetekcija proteina na membrani

Analiza ekspresije enzima SOD detektirala je postojanje jedne izoforme veliCine oko
20 kDa prisutne u klijancima duhana (Slika 41A). Iako su svi tretmani srebrom pojacali ekspresiju
te izoforme u odnosu na kontrolu, znac¢ajna razlika zabiljeZzena je samo na tretmanu s AgNO3 (Slika
42A). Dodatak cisteina umanjio je ekspresiju SOD u kombiniranom tretmanu s AgNO3s u odnosu
na tretman bez cisteina, te se dobivena vrijednost nije znacajno razlikovala od kontrolne.
Kombinirani tretman cisteina s AgQNP-CTAB takoder je pojacao ekspresiju SOD u odnosu na
kontrolu, ali i odgovaraju¢i tretman bez cisteina, ukazujuéi na to da mehanizam djelovanja AgNP-

CTAB nije ovisan o ionima Ag".

Na membrani koja prikazuje ekspresiju enzima CAT detektirala sam jednu izoformu veli¢ine oko
60 kDa (Slika 41B). Analiza dobivenih vrpci na membrani pokazala je smanjenu ekspresiju CAT
na tretmanima sa 100 uM AgNP-PVP i AgNOs u odnosu na kontrolu, dok je ekspresija vrpce nakon
izlaganja AgNP-CTAB pokazala intenzitet sli¢an kontroli (Slika 42B). Dodatak cisteina znac¢ajno
je umanjio utjecaj AgNP-PVP na promjenu ekspresije CAT, dok isto nije bilo zabiljezeno u

kombiniranom tretmanu s AgNOa.

Imunodetekcija APX pokazala je postojanje dvije izoforme ovog proteina prisutne u klijancima
duhana, veli¢ine oko 30 kDa (APX1) i 20 kDa (APX2) (Slika 41C). Analizom je utvrdena razli¢ita
ekspresija ovih izoformi u tkivu klijanaca nakon tretmana (Slika 42C). Izoforma APXL1 nije
Ipak, znacajno smanjenje zabiljeZeno je nakon svih kombiniranih tretmana s cisteinom u odnosu
na kontrolu i tretmane bez cisteina. Izoforma APX2 pokazala je znacajno povecanje ekspresije
samo u tretmanu s AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu, §to je smanjeno dodakom cisteina.
Smanjenje ekspresije APX2 detektirano je i na kombiniranim tretmanima AgNP-PVP i AgNOs s

cisteinom u odnosu na kontrolu i tretmane bez cisteina.

Analiza membrane nakon imunodetekcije enzima HRP u klijancima duhana otkrila je ekspresiju
pet izoformi veli¢ina od 70 kDa (HRP1), 65 kDa (HRP2), 55 kDa (HRP3), 50 kDa (HRP4) i
40 kDa (HRP5) (Slika 41D). Izoforme HRP1 i HRP2 bile su jednako eksprimirane u kontroli i
svim tretmanima srebrom, kao i u kombiniranim tretmanima srebra i cisteina (Slika 42D).
Ekspresija izoforme HRP3 znacajno se povecala samo nakon tretmana s AgNO3z u odnosu na

kontrolu, a dodatkom cisteina ekspresija se zna¢ajno smanjila u odnosu na tretman bez cisteina i
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kontrolu. Na pojac¢anu ekspresiju izoforme HRP4 utjecali su tretmani s AgNP-PVP i AgNOg, dok
je dodatak cistena vratio na kontrolnu vrijednost. Najveée promjene zabiljezene su u ekspresiji
izoforme HRPS5. Svi su tretmani srebrom znacajno pojacali ekspresiju ove izoforme u odnosu na
kontrolu, $to je bilo najviSe izraZzeno u tretmanu s AgNQOs3. Dodatak cisteina dobivene je vrijednosti
znacajno priblizio kontrolnim samo u kombiniranom tretmanu s AgNP-PVP, iako je pozitivan
utjecaj cisteina vidljiv i nakon tretmana s AgNOaz. S druge strane, dodatak cisteina tretmanu s
AgNP-CTAB nije izazvao znacajne promjene u ekspresiji HRP5 u odnosu na tretman bez cisteina,

te je vrijednost ostala znacajno veca od kontrolne.

Ekspresiju proteina ACT koristila sam kao kontrolu nanoSenja uzoraka i za normalizaciju
dobivenih vrijednosti intenziteta. Analizom membrane nakon imunodetekcije ACT detektirana je
jedna izoforma veli¢ine oko 45 kDa ¢ija je ekspresija u tkivu klijanaca bila jednaka u svim

primijenjenim tretmanima (Slika 41E).
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Slika 41. Imunodetekcija proteina SOD (A), CAT (B), APX (C), HRP (D) i ACT (E) u klijancima duhana
tretiranih sa 100 pM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, te njihove kombinacije s 500 pM cisteinom (cys)
nakon provedene SDS-PAG elektroforeze i prijenosa na nitroceluloznu membranu. M — biljezi molekulskih
masa (kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-CTAB, 3 — 100 uM AgNOQO3, 4 —
100 pM AgNP-PVP + 500 uM cys, 5 — 100 uM AgNP-CTAB + 500 pM cys, 6 — 100 uM AgNOs +
500 UM cys.
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Slika 42. Analiza ekspresije proteina SOD (A), CAT (B), APX (C) i HRP (D) u klijancima duhana tretiranih sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs3, te
njihove kombinacije s 500 uM cisteinom (cys) nakon provedene SDS-PAG elektroforeze i prijenosa na nitroceluloznu membranu. Rezultati su normalizirani prema
ekspresiji B-aktina i prikazuju srednju vrijednost tri replike + standardna pogreska. Jednostruka zvjezdica (*) oznacava smanjenu, a dvostruka zvjezdica (**) pojacanu
ekspresiju u odnosu na kontrolu (p < 0,05) nakon provedene jednosmjerne ANOVA i post-hoc Duncan testa. K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM
AgNP-CTAB, 3 - 100 uM AgNQ3, 4 — 100 uM AgNP-PVP + 500 pM cys, 5 — 100 uM AgNP-CTAB + 500 uM cys, 6 — 100 uM AgNOs + 500 UM cys.
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4.12. Promjene u proteomu

Razlike u ekspresijskim profilima proteina klijanaca duhana tretiranih sa 100 uM AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNO3 te njihove kombinacije sa 500 uM cisteinom utvrdila sam nakon
provedene dvodimenzionalne elektroforeze te raCunalne analize dobivenih gelova, a rezultati

kvantitativne obrade gelova prikazani su na slikama 43, 44 i 45.

U tkivu klijanaca duhana ukupno je detektirano 26 proteinskih mrlja koje su pokazale znacajnu
razliku u ekspresiji izmedu kontrole i ispitivanih tretmana, a njihova identifikacija rezultirala je
pronalaskom ukupno 21 proteina, ¢ija je ekspresija u tretmanima uglavnom bila pojacana u odnosu
na kontrolu. U tretmanu s AgQNP-PVP promjena ekspresije zabiljezena je za ukupno 13 proteina,
od kojih je 10 imalo pojac¢anu ekspresiju u odnosu na kontrolu, dok je ekspresija tri proteina bila
znacajno smanjena (Slika 43B). Dodatkom cisteina tretmanu s AgNP-PVP, broj diferencijalno
eksprimiranih proteina se smanjio na 6, od kojih je 5 zadrzalo pojaanu, a jedan smanjenu
ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slika 43C). U tretmanu s AQNP-CTAB zabiljeZen je najveéi broj
diferencijalno eksprimiranih proteina u odnosu na kontrolu, ukupno 21, od kojih je 17 imalo
pojacanu, a Cetiri smanjenu ekspresiju (Slika 44B). Dodatkom cisteina taj se broj smanjio na
ukupno 13 proteina, pri ¢emu je njih 11 zadrzalo pojacanu, a dva smanjenu ekspresiju u usporedbi
s kontrolom (Slika 45C). Analiza gelova nakon tretmana s AgNOs pokazala je 15 diferencijalno
eksprimiranih proteina u odnosu na kontrolu, od kojih je 13 proteina imalo pojacanu, a dva
smanjenu ekspresiju (Slika 45B). U kombiniranom tretmanu AgNOs i cisteina doslo je do
smanjenja ukupnog broja proteina s razlikovnom ekspresijom; od 6 detektiranih proteina 5 ih je

zadrZalo pojacanu ekspresiju, a jedan smanjenu (Slika 45C).

Od ukupnog broja diferencijalno eksprimiranih proteina u klijancima duhana, samo je 8 proteina
pokazalo jednak odgovor nakon izlaganja svim tretmanima sa samim srebrom, pri ¢emu je 7
proteina pokazalo pojacanu, a jedan smanjenu ekspresiju (Tablica 11). Najvece preklapanje u
odgovoru pokazali su tretmani s AgQNP-CTAB i AgNOs, koji su izazvali identiéne promjene u
ekspresiji 14 proteina. U tretmanima s dva tipa AgNP detektirano je 11 zajednickih proteina, dok

su tretmani AgNP-PVP i AgNOs pokazali istovjetan odgovor za 10 proteina.
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SDS-PAGE ' (k
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SDS-PAGE S
12%

14,4

SDS-PAGE
12%

100 uM AgNP-PVP i 500 uM cisteina, razdvojeni dvodimenzionalnom elektroforezom. M — biljezi molekulskih masa
(kDa), IEF 3-10 — relativan poloZzaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢ne tocke, SDS-PAGE 12% —
relativan polozaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Proteini ¢ija se ekspresija statisti¢ki znacajno
razlikuje od kontrole (p < 0.05) oznaceni su brojevima 1-26. Proteini s pove¢anom ekspresijom u odnosu na kontrolu
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Slika 44. Topivi proteini kontrolnih klijanaca duhana (A) te klijanaca tretiranih sa 100 uM AgNP-CTAB (B) i
kombinacijom 100 uM AgNP-CTAB i 500 uM cisteina, razdvojeni dvodimenzionalnom elektroforezom. M — biljezi
molekulskih masa (kDa), IEF 3-10 — relativan polozaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢ne tocke,
SDS-PAGE 12% — relativan polozaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Proteini ¢ija se ekspresija
statisticki znacajno razlikuje od kontrole (p < 0.05) oznaceni su brojevima 1-26. Proteini s pove¢anom ekspresijom u odnosu
na kontrolu oznaceni su punim (©), a oni sa smanjenom ekspresijom isprekidanim kruznicama (::).
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Slika 45. Topivi proteini kontrolnih klijanaca duhana (A) te klijanaca tretiranih sa 100 puM AgNO3 (B) i kombinacijom
100 UM AgNO:s i 500 uM cisteina, razdvojeni dvodimenzionalnom elektroforezom. M — biljezi molekulskih masa (kDa),
IEF 3-10 - relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektriéne tocke, SDS-PAGE 12% —
relativan polozaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Proteini ¢ija se ekspresija statisticki znacajno
razlikuje od kontrole (p < 0.05) oznaceni su brojevima 1-26. Proteini s pove¢anom ekspresijom u odnosu na kontrolu
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4.13. Identifikacija i kategorizacija diferencijalno eksprimiranih proteina

Proteine koji su pokazali znacajnu razliku u ekspresiji prilikom tretmana s AgNP-PVP,
AgNP-CTAB i AgNO:3 te njihove kombinacije s cisteinom, nakon identifikacije kategorizirala sam
u pet funkcionalnih skupina ovisno o lokalizaciji, molekularnoj funkciji te bioloSkom procesu u
kojem sudjeluju (Tablica 14), pri ¢emu je bio primjetan specifican odgovor klijanaca duhana na

tretman razli¢itim oblicima srebra.

Najvecu skupinu proteina ukljuc¢enih u odgovor na tretman AgNP-PVP ¢inili su proteini ukljuceni
u obranu i odgovor na stres (46%, Slika 46A), gdje je zabiljezena pojacana ekspresija pet proteina
vaznih za obranu biljke i metabolizam glutationa te smanjena ekspresija jednog proteina
uklju¢enog u odgovor na patogenezu, dok jedan protein nije bio razli¢ito eksprimiran u odnosu na
kontrolu (Slika 46B). U kombiniranom tretmanu AgNP-PVP i cisteina pojacana ekspresija
zabiljezena je za samo dva proteina od pet detektiranih u tretmanu sa samim AgNP-PVP, jedan
protein je bio slabije eksprimiran, a za Cetiri proteina koji su bili razlikovno eksprimirani u tretmanu
sa samim AgNP-PVP nije zabiljezena promjena u ukupnoj ekspresiji. Prema udjelu zastupljenosti,
sljedecu skupinu ¢ine skladi$ni proteini (23%), ¢ija je glavna funkcija skladistenje hranjivih tvari.
Nakon izlaganja samim AgNP-PVP, za tri identificirana proteina zabiljeZena je pojacana
ekspresija, a jedan je bio jednako eksprimiran u odnosu na kontrolu, dok je u kombiniranom
tretmanu s cisteinom samo jedan od proteina iz ove skupine pokazao promjenu ekspresije u odnosu
na kontrolu. Proteini iz skupine metabolizma ugljikohidrata i energije ¢ine 15% diferencijalno
eksprimiranih proteina u tretmanu AgNP-PVP, a rije¢ je o proteinu ukljuCenom u proces
fotosinteze, Cija je ekspresija u tretmanu bila znacajno smanjena u odnosu na kontrolu, dok je
protein ukljucen u Krebsov ciklus pokazao pojacanu ekspresiju. Ekspresija ostala Cetiri proteina iz
ove skupine nije pokazala promjenu u tretmanu s AgNP-PVP, a sli¢an odgovor pokazao je i
kombinirani tretman s cisteinom, gdje je samo za jedan protein uklju¢en u Krebsov ciklus
zabiljezena pojacana ekspresija u odnosu na kontrolu. S najmanjim udjelom u proteomskom
odgovoru Klijanaca na tretman AgNP-PVP sudjelovali su proteini ukljueni u metabolizam
nukleinskih kiselina (8%), gdje je S-adenozilmetionin sintaza, ukljuc¢ena u metabolizam 1-ugljika,
imala povecanu ekspresiju u tretmanu sa samim AgNP-PVP, ali i u kombiniranom tretmanu s
cisteinom. S istim udjelom (8%) bili su zastupljeni i proteini odgovorni za sintezu i obradu proteina,
gdje je od tri identificirana proteina samo jedan, protein disulfid-izomeraza, pokazao znacajno

smanjenu ekspresiju u tretmanu s AgNP-PVP u odnosu na kontrolu. Zanimljivo, proteosomalna
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podjedinica alfa tipa, koja nije pokazala zna¢ajnu promjenu u tretmanu sa samim AgNP-PVP,

dodatkom cisteina bila je znatno jace eksprimirana u odnosu na kontrolu.

A Sinteza i obrada
Metabolizam proteina
ugljikohidrata i 8% Skladini
energije ‘oteini
proteini
15% 33%
Metabolizam Obrana i
nukleinskih odgovor na stres
kiselina 46%
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SKladiSni Obrana i Metabolizam Metabolizam Sinteza i obrada
proteini odgovor na stres  nukleinskih  ugljikohidrata i proteina
kiselina energije

Slika 46. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u klijancima duhana
nakon tretmana sa 100 uM AgNP-PVP u odnosu na kontrolu (A) i funkcionalna kategorizacija nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-PVP te njihove kombinacije sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na kontrolu
(B). Na pozitivnoj osi ordinate prikazan je broj proteina povecane ekspresije, a na negativnoj osi broj
proteina smanjene ekspresije.
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U tretmanu s AgNP-CTAB, dvije najveée skupine proteina, obrana i odgovor na stres te
metabolizam ugljikohidrata i energije, podjednako su zastupljene sa udjelom od 30% (Slika 47A).
Unutar skupine obrane i odgovora na stres, Cetiri identificirana proteina uklju¢ena u odgovor na
oksidacijski stres te metabolicki put glutationa pokazala su poja¢anu ekspresiju u odnosu na
kontrolu, dok je ekspresija proteina uklju¢enog u odgovor na patogenezu te molekularnog Saperona
uklju¢enog u odgovor na stres bila znacajno smanjena (Slika 47B). Kombinirani tretman AgNP-
CTAB i cisteina izazvao je pojacanu ekspresiju dva proteina ukljuCena u procese obrane na stres,
dok je smanjenje ekspresije, sli¢no kao i nakon tretmana bez cisteina, zabiljezeno samo za protein
vezan za patogenezu. U skupini metabolizam ugljikohidrata i energije, nakon tretmana s AgNP-
CTAB detektirana su Cetiri poja¢ano eksprimirana proteina ukljucena u procese stani¢nog disanja,
fotosinteze i beta-oksidacije masnih kiselina, dok je ekspresija velike podjedinice proteina Rubisco,
kao 1 enzima vaznog za njegovu aktivaciju, bila znacajno smanjena. U kombiniranom tretmanu s
cisteinom zabiljezena je promjena u ekspresiji ukupno tri proteina, pri ¢emu je pojacana ekspresija
zabiljezena za dva proteina ukljucena u glikolizu 1 beta-oksidaciju masnih kiselina, dok je znacajno
smanjenje ekspresije pokazao protein uklju¢en u aktivaciju enzima Rubisco. U odgovoru klijanaca
na tretman s AQNP-CTAB, 20% diferencijalno eksprimiranih proteina ¢inili su skladi$ni proteini,
pri ¢emu je zabiljezena pojacana ekspresija sva Cetiri idenificirana proteina ove skupine u
tretmanima sa i bez cisteina. Sljedecu skupinu prema zastupljenosti ¢ini sinteza i obrada proteina
(15%), u kojoj je nakon izlaganja tretmanu s AQNP-CTAB zabiljeZena pojacana ekspresija sva tri
identificirana proteina vazna za procese smatanja i katabolizma proteina, dok je dodatak cisteina
rezultirao pove¢anom ekspresijom dva proteina iz ove skupine. Najmanju zastupljenost u odgovoru
klijanaca duhana na tretman AgNP-CTAB imala je skupina metabolizam nukleinskih kiselina
(5%), gdje je ekspresija S-adenozilmetionin sintaze bila pojacana i u tretmanu sa samim AgNP-

CTAB i u njegovoj kombinaciji s cisteinom.
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Slika 47. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u klijancima duhana
nakon tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu (A) i funkcionalna kategorizacija nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB te njihove kombinacije sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na kontrolu
(B). Na pozitivnoj osi ordinate prikazan je broj proteina poveéane ekspresije, a na negativnoj osi broj
proteina smanjene ekspresije.

Nakon tretmana s AgNO3, 40% diferencijalno eksprimiranih proteina pripadalo je skupini obrana
I odgovor na stres (Slika 48A). Ukupno pet identificiranih proteina, uklju¢nih u odgovor na stres
ili metabolicki put glutationa, pokazalo je pojaanu ekspresiju u tretmanu u odnosu na kontrolu,
dok je smanjenje ekspresije zabiljezeno samo za protein vezan za patogenezu (Slika 48B). U
kombiniranom tretmanu s cisteinom, dva proteina uklju¢ena u odgovor na stres bila su poja¢ano
eksprimirana, dok je smanjenje ekspresije, kao i u tretmanu bez cisteina, bilo zabiljeZeno za protein
vezan za patogenezu. Proteini iz skupine metabolizam ugljikohidrata i energije €inili su 27%
diferencijalno eksprimiranih proteina. Medu njima, pojacanu ekspresiju pokazala su tri proteina

ukljucena u procese glikolize, Krebsovog ciklusa te fotosinteze. Slicno kao u tretmanu s AgNP-
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CTAB, i AgNO:s je izazvao znacajno smanjenje ekspresije proteina Rubisco, dok za dva proteina
nisu zabiljezene znaCajne promjene. U kombiniranom tretmanu s cisteinom, znac¢ajne promjene
zabiljezene su samo u povecanoj ekspresiji dva proteina vezana uz proces stanicnog disanja.
Sljedeca skupina prema zastupljenosti (13%) okuplja proteine vaZzne za sintezu i obradu proteina,
a u tretmanu s AgNOs zabiljezena je pojacana ekspresija dva proteina ukljuena u smatanje
proteina i njihovu katabolicku razgradnju. Kombinirani tretman AgNOs i cisteina nije izazvao
znaCajne promjene u ekspresiji proteina ove skupine. SkladiSni proteini takoder ¢ine 13%
diferencijalno eksprimiranih proteina u tretmanu s AgNQO3, gdje je izmjerena pojacana ekspresija
dva proteina u odnosu na kontrolu, S$to nije zabiljezeno nakon dodatka cisteina. Najmanje
zastupljenu skupinu Cine proteini ukljuceni u metabolizam nukleinskih kiselina (7%), gdje je

pojacana ekspresija jednog proteina bila detektirana u tretmanu s AgNOs, sa i bez cisteina.
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Slika 48. Zastupljenost funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina u klijancima duhana
nakon tretmana sa 100 uM AgNOs u odnosu na kontrolu (A) i funkcionalna kategorizacija nakon tretmana
sa 100 uM AgNOs; te njihove kombinacije sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na kontrolu (B). Na
pozitivnoj osi ordinate prikazan je broj proteina povecane ekspresije, a na negativnoj osi broj proteina
smanjene ekspresije.
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Tablica 11. Diferencijalno eksprimirani proteini, njihove bioloske i molekularne funkcije te stani¢ne lokalizacije u klijancima duhana nakon tretmana sa 100 pM
AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO:s te njihove kombinacije sa 500 pM cisteinom. Za tretmane samim AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNO3 strelica prema gore (1)
oznaava pojacanu, strelica prema dolje (|) smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u odnosu na kontrolu, dok za kombinirane tretmane s cisteinom
zvjezdica (*) oznaCava smanjenu, a dvostruka zvjezdica (**) poja¢anu ekspresiju u odnosu na kontrolu (p < 0,05) nakon provedene jednosmjerne ANOVA i post-

hoc Duncan testa.

Broj proteinske mrlje Ime proteina MW (kDa)  pl Molekularna funkcija Biolo$ki proces Lokalizacija Diferencijalna ekspresija
Skladisni proteini AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO:;
2,12,25 legumin A 53,6 8,35 skladistenje hranjivih tvari skladi$ni protein vakuola 1 1** =
9 antimikrobni peptidi 946 705  skladistenje hranjivih tvari  skladisni protein vakuola o o |
poput vicilina 2-3
14,21 118 globulin beta 567 827  skladistenje hranjivih tvari  skladi¥ni protein vakuola ' — '
podjedinica
15, 20, 22 IS globulin 2 skladisni g5 6 758 adistenic hranjivih tvari  skladisni protein vakuola = p =
protein sjemenke
Obrana i odgovor na
stres
1 70 I§Da provtem 753 5,38 vezanje na proteine u odgovqr na stres, Kloroplast e _ -
toplinskog Soka nesmotanom stanju Smatanje proteina
glutation S transferaza . metabolicki put .
3 L3 izoforma X2 27,0 4,91 aktivnost transferaze glutationa citoplazma 1 1 1
glutation S transferaza . metabolicki put . o
18 L3 izoforma X1 27,3 5,10 aktivnost transferaze glutationa citoplazma 1 1 1
5 Hsp70-Hsp90 - 55,5 5,99 Saperon odgovor na stres citoplazma, 1 l =
organizirajuci protein 2 jezgra
13 1C protein povezan s 20,5 5,68  protein vezan za patogenezu obrana biljke vanstanicni * * *
patogenezom prostor
citosolna askorbat . . odgovor na . . .
16 peroksidaza 27,4 5,67 peroksidazna aktivnost oksidacijski stres citoplazma 1 1 1
17 L-askorbat peroksidaza 27,5 5,85 peroksidazna aktivnost odgovor na citoplazma = 1x* 1

oksidacijski stres

123




Tablica 11. — nastavak

Metabolizam

nukleinskih kiselina

S-adenozilmetionin

4 sintaza 42,6 6,05 transferazna aktivnost 1-ugljik metabolizam  citoplazma 1x* 1x* 1x*
Metabolizam
ugljikohidrata i
energije
7 fosfopiruvat hidrataza 47,8 5,57 lijazna aktivnost glikoliza citoplazma = 1** 1**
ribuloza-1,5-bifosfat fotosinteza
8 karboksilaza, velika 52,9 6,87  oksidoreduktazna aktivnost f S kloroplast = ! !
SO otorespiracija
podjedinica
10 3-ketoacil-CoA tiolaza 2 48,8 7,56 aciltransferazna aktivnost beta—9k5|_dac_ua peroksisomi = x> =
masnih kiselina
ribuloza bifosfat . -
11 karboksilaza/oksigenaza 48,3 7,74 ATPazna qktlvnostz aktivacija fotosinteza kloroplast 1 * =
: enzima Rubisco
aktivaza 2
dihidrolipoilizinski-
19 ostatak 51,1 8,70 transferazna aktivnost Krebsov ciklus mitohondrij 1x* 1 1x*
sukciniltransferaza
23 klorOf';)f(;,Z%ezajum 29,3 8,68 vezanje klorofila fotosinteza kloroplast = 1 1
Sinteza i obrada
proteina
Saperonin 60, podjedinica N . . _ o _
6 beta 2 63,2 5,66 Saperon Smatanje proteina kloroplast = 1 =
24 p_rot_ea_somalna_ 26,0 4,82 endopeptidazna aktivnost katabOth.l proces citoplazma =** 1** 1
podjedinica alfa tipa proteina
26 protein disulfid- 27,5 8,41 izomerazna aktivnost smatanje proteina endoplazmatski ! 1 1

izomeraza

retikulum
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RASPRAVA



5. RASPRAVA

U ovom radu istrazila sam utjecaj AgNP stabiliziranih s dva omotaca (PVP i CTAB) na
isklijavanje i rani rast, pojavu oksidacijskog stresa i promjene u proteomu klijanaca duhana.
Kako bih ispitala mehanizam djelovanja AgNP, provodila sam usporednu analizu klijanaca
tretiranih s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, a kako bih utvrdila u kolikoj mijeri
fitotoksi¢nom u¢inku AgNP doprinose otpusteni ioni Ag", koristila sam i kombinirane tretmane
s cisteinom. Svemu je prethodilo detaljno ispitivanje fizikalno-kemijskih karakteristika AgNP-

PVP i AgNP-CTAB te provjera njihove stabilnosti u hranjivoj podlozi za izlaganje biljaka.

5.1. Utjecaj fizikalno-kemijskih karakteristika AQNP-PVP i AQNP-CTAB

Ovisnost utjecaja fizikalno-kemijskih karakteristika AgNP na njihovu stabilnost, unos
te bioloske interakcije potvrdena je mnogim istrazivanjima, pri ¢emu autori kao odlucujuci
¢imbenik njihove toksi¢nosti posebno isti¢u veli¢inu koristenih AgNP (Cvjetko 1 sur. 2017,
Cvjetko i sur. 2018, Jiang i sur. 2014, Yin i sur. 2012, Rastogi i sur. 2017). Naime, AgNP
manjih dimenzija imaju sposobnost prolaska kroz pore stanicne stijenke biljaka, Sto im
omogucava direktan unos i olakSava daljnju translokaciju (Tripathi i sur. 2017b). Osim toga,
veliki omjer povrSine 1 volumena kod malih AgNP efektivno pojac¢ava njihovu reaktivnu
povrsinu, a veéi broj atoma u izravnom kontaktu s oksidansima u okolini moze uzrokovati i
otpustanje iona Ag", §to dodatno doprinosi pojac¢anju njihove toksi¢nosti u odnosu na vece
AgNP (Zhao 1 Wang 2012). Ipak, veli¢ina AgNP nije predstavljala glavni parametar toksi¢nosti
AgNP u mom istrazivanju. AgNP-CTAB, ¢iji je promjer iznosio oko 70 nm, pokazale su
znacdajno negativniji utjecaj u odnosu na AgNP-PVP od 40 nm, pri gotovo svim ispitivanim
parametrima na klijancima duhana. Razlike u omotacu koji se koristi za stabilizaciju AgNP
ovdje su se pokazale kao vazniji faktor u procjeni njihove toksi¢nosti. Naime, upotreba omotaca
definira oblik i naboj AgNP te znacajno utjeCe na njihovu agregaciju i otapanje (Akter i sur.
2018). Osim toga, primjena kationskih 1 anionskih omota¢a koja omogucava kontrolu
elektrokineti¢kih svojstava AgNP, vaznu za njihovu stabilizaciju u suspenziji, takoder uvjetuje
1 njihovu interakciju s vaznim biomolekulama (Tolaymat 1 sur. 2010, Matras i sur. 2022). Jak
toksi¢ni ucinak pozitivno nabijenih AgNP-CTAB stoga se mozZe pripisati njihovom vezanju za
negativno nabijenu stani¢nu stijenku. Znacajno jaci toksi¢ni u¢inak AgNP-CTAB u odnosu na
nenabijene AgNP-PVP te negativno nabijene AgNP-citrat zabiljeZen je i u istrazivanjima na
luku (Cvjetko i sur. 2017) te odraslim biljkama duhana (Peharec Stefani¢ i sur. 2021). Uz to, i

drugi tipovi AgNP stabilizirani pozitivho nabijenim molekulama, poput AgNP-cistamina
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(Barbasz i sur. 2018) i AQNP-DDAB (Barabanov i sur. 2018) takoder su pokazali ja¢i u¢inak
na biljke u odnosu na AgNP-citrat i AQNP-PVP. Uz veli¢inu i tip omotaca, vazan parametar
toksi¢nosti AgNP predstavlja 1 njihova koncentracija (Yan i Chen 2019). Ovo je istrazivanje
pokazalo da se negativan utjecaj AgNP-PVP i AgNP-CTAB ispoljava pretezito pri ve¢im
koncentracijama tretmana. Sli¢na su zapazanja o postojanju pozitivne korelacije izmedu
fitotoksi¢nosti AgNP i njihove koncentracije zabiljeZena i u mnogim drugim istraZzivanjima na
biljkama (Mirzajani i sur. 2013, Oukarroum i sur. 2013, Cvjetko 1 sur. 2017). Medutim, pri
tumacenju ove ovisnosti treba imati na umu da koncentracija AgNP prvenstveno uvjetuje
njihovo ponasanje u istrazivanom sustavu te transformacije u podlozi koja se koristi za
tretmane, Sto svakako komplicira interpretaciju rezultata toksikoloskih istrazivanja (Metreveli

i sur. 2016).

5.2. Stabilnost AgNP-PVP i AgNP-CTAB

AgNP pokazuju najveéu stabilnost u medijima niske ionske jakosti i veé¢ih pH
vrijednosti (De Leersnyder i sur. 2019, Fernando i Zhou, 2019). Medutim, procjena utjecaja
AgNP na biljkama cCesto ukljucuje primjenu dobro definiranih hranjivih podloga ¢iji je sastav
posebno prilagoden vrsti od interesa, a razlike u fizikalno-kemijskim parametrima pojedinih
podloga neminovno dovode i1 do razlicitih transformacija AgNP nastalih uslijed agregacije 1
interakcije s anorganskim i organskim komponentama podloge (Seitz i sur. 2015, Metreveli i

sur. 2016). Zbog toga se radi tocnije interpretacije dobivenih rezultata javlja izrazita potreba za

detaljnom karakterizacijom AgNP prije i u tijeku tretmana.

Ovo je istrazivanje pokazalo da postoje znacajne razlike u stabilnosti AQNP-PVP i AgNP-
CTAB u podlozi 2 MS koriStenoj za uzgoj i izlaganje klijanaca duhana. Stericka stabilizacija
AgNP-PVP pokazala se efikasnijom u odnosu na elektrostaticku stabilizaciju koriStenu kod
AgNP-CTAB i u krutoj i u tekucoj podlozi. Nakon inicijalne aglomeracije AQNP-PVP u krutoj
podlozi, izazvane interakcijom s prisutnim ionima, doSlo je do njihove stabilizacije te nisu
zabiljezene znaCajne promjene u polozaju maksimuma apsorbancije koje bi oznacile daljnje
transformacije AgNP-PVP u tijeku trajanja pokusa. AgNP-PVP su se pokazale relativno
stabilne 1 u tekucoj podlozi /2 MS. Ipak, aglomeracija, koja nije bila znacajna u samom pocetku
mjerenja, postupno se pojacavala tijekom 7 dana, a postojanje vec¢ih aglomerata dodatno su
potvrdila provedena DLS mjerenja. Bolja stabilnost AQNP-PVP u krutoj podlozi u odnosu na

tekucu moze se pripisati njihovoj dodatnoj stabilizaciji putem Phytagela, prirodnog polimera
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koji se koristi za pripremu krutih podloga (Peharec Stefani¢ i sur. 2018, Biba i sur. 2021b).
Stericka stabilizacija AgNP putem nenabijenih polimernih omotaca u mnogim se istrazivanjima
pokazala efikasnom (Moore i sur. 2015, Mogosanu i sur. 2016, Schubert i Chanana 2018).
AgNP-PVP pokazale su izrazitu stabilnost u ultra-¢istoj vodi tijekom tretmana korjenci¢a luka
(Cvjetko 1 sur. 2017), ali i u razli¢itim podlogama za uzgoj biljaka, poput 10% Hoaglandove
otopine koriStene za tretman biljke S. polyrhiza (Jiang i sur. 2017) i % Hutnerove otopine u
kojoj je izlagana biljka Landoltia punctata (Stegemeier i sur. 2017). Medutim, zabiljezeno je i
stvaranje aglomerata u tekucoj podlozi 2 MS koriStenoj za tretman odraslih biljaka duhana,
koje je ipak bilo manje izrazeno u odnosu na AgNP-citrat i AQNP-CTAB istih koncentracija
(Peharec Stefanié i sur. 2021), $to odgovara mojim rezultatima. Uz to, u istom je istraZivanju
izmjerena i ja¢a promjena ( potencijala AQNP-PVP prema negativnim vrijednostima u podlozi,
Sto je takoder u skladu s mojim rezultatima. Ovakvu promjenu naboja moglo bi uzrokovati
stvaranje bio-korone na povrsini AgNP-PVP (Argentiere i sur. 2016, Barrena i sur. 2009).
Naime, interakcija AgNP s biomolekulama prisutnima u hranjivoj podlozi moze dovesti do
promjene naboja na njihovoj povrSini te, ovisno o intrinziénim karakteristikama samih
nanocestica, dodatno stabilizirati AgNP ili pospjesiti njihovu aglomeraciju (Lv i sur. 2019,

Akter i sur. 2018, Moore i sur. 2015), kao sto se dogodilo u podlozi 2 MS.

AgNP-CTAB pokazale su razli¢ite obrasce ponasanja u krutoj i tekucoj podlozi 2 MS. lako
znacajno stabilnije u krutoj podlozi, vjerojatno zbog utjecaja Phytagela, prolaskom vremena
zabiljezeno je postupno smanjenje veli¢ine AgNP-CTAB izazvano disocijacijom iona Ag" s
njihove povrsine. U tekucéoj podlozi, s druge strane, doslo je do potpune aglomeracije AgNP-
CTAB, koja je u konacnici rezultirala njihovim taloZenjem. Stvaranje aglomerata, potvrdeno 1
DLS analizom, moglo bi biti potaknuto otpuStanjem molekula CTAB s povrSine AgNP koje je
dovelo do njihove destabilizacije. Ovo dodatno potvrduje promjena  potencijala AgNP-CTAB
od pozitivnih (+11,4 mV) prema negativnim vrijednostima (-7,0 mV) ve¢ od samog dodavanja
u podlogu 2 MS. Naime, ovakve vrijednosti povrSinskog naboja AgNP karakteristicne su za
nanocestice bez omotaca koje u prisutnosti hidroksilnih iona iz otopine poprimaju negativne
vrijednosti, dok postojanje iona suprotnih naboja u hranjivoj podlozi smanjuje odbojne sile
stvorene medu njima te potice agregaciju (Levard 1 sur. 2012). Sli¢na su zapazanja dobivena
tijekom mjerenja stabilnosti AQNP-CTAB u tekucoj podlozi 2 MS u istrazivanju na odraslim
biljkama duhana (Peharec Stefani¢ i sur. 2021), dok su u ultra-Gistoj vodi tijekom tretmana

korjencica luka AgNP-CTAB pokazale izrazitu stabilnost (Cvjetko i sur. 2017), pokazujuéi da
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sastav, ionska jakost i pH vrijednost medija imaju snazan utjecaj na transformacije AgNP-

CTAB.

Dodatak cisteina uzrokovao je znacajan pad stabilnosti oba tipa AgNP. Kod AgNP-PVP to se
ponajvise vidjelo u ubrzanom smanjenju veli¢ine uzrokovanom pojacanom disocijacijom iona
Ag" s njihove povrsine, §to je pokazalo formiranje sekundarnog maksimuma apsorbancije na
manjim valnim duljinama i u krutim i u teku¢im podlogama 2> MS. Sli¢an trend zabiljeZen je 1
kod AgNP-CTAB u krutim podlogama, dok je u teku¢im podlogama pod utjecajem cisteina, uz
djelomi¢nu disocijaciju iona Ag", izraZenija bila aglomeracija AgNP-CTAB. Prethodna
istrazivanja pokazala su da hidrofilni tioli malih molekulskih masa, poput cisteina ili glutationa,
umanjuju aglomeraciju i precipitaciju AgNP vezanjem na njihovu povrSinu i promjenom
povriinskog naboja, dok istovremeno pospjeSuju otpuStanje iona Ag" s njihove povrSine
(Gondikas i sur. 2010, Gondikas i sur. 2012, Navarro i sur. 2008b), sto je u skladu s opazanjima
interakcije cisteina i AQNP-PVP u mom istrazivanju. Ipak, pokazalo se da u otopinama visoke
ionske jakosti prisutnost cisteina moze uzrokovati i aglomeraciju AgNP (Gondikas 1 sur. 2012),
Sto bi moglo objasniti ponasanje AgNP-CTAB u tekucoj podlozi nakon dodatka cisteina.
Inicijalna disolucija iona Ag* s AgNP-CTAB, pracena otpu$tanjem molekula omotaca s njihove
povrsine, uzrokuje povecanje ionske jakosti same podloge Sto rezultira aglomeracijom
nanocestica. Osim toga, pH vrijednost podloge > MS (5,6) pri kojoj se cistein u otopini nalazi
U protoniranom stanju, omogucuje formiranje tiolatne veze izmedu cisteina i izloZenih atoma
srebra na povrSini nanocestica $to dodatno ubrzava aglomeraciju zbog stvaranja vodikovih veza
izmedu karboksilnih i amino skupina obliznjih AgNP-cisteina (Mandal i sur. 2001, Ravindran
i sur. 2010).

5.3. Utjecaj na isklijavanje i rani rast

Prac¢enje promjena u isklijavanju i ranom rastu biljaka Cesto se koristi za procjenu
akutnog utjecaja razli¢itih okoli$nih stresora (Wang i sur. 2001, Lin 1 Xing, 2007). I u ovom
istrazivanju navedeni parametri pokazali su se kao kvalitetan indikator razlika u toksicnosti i
mehanizmu djelovanja razlicito stabiliziranih AgNP. Tretman s AgNP-CTAB snaZzno je
inhibirao klijanje sjemenki duhana, $to je bilo vidljivo u sporijoj dinamici klijanja te Smanjenom
ukupnom postotku isklijalih sjemenki. Uz to, AQNP-CTAB uzrokovale su zna¢ajno smanjenje
rasta korjencica 1 izdanaka, §to je rezultiralo smanjenom ukupnom svjeZom 1 suhom masom.

Mehanizam inhibicije klijanja i biomase biljaka pod utjecajem AgNP jo$ uvijek nije u
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potpunosti razjasnjen. Ipak, povecanje sadrzaja suhe tvari, izmjereno u tretmanu s AgNP-
CTAB, kao i smanjeni sadrzaj vode izmjeren u klijancima biljke Raphanus sativus nakon
tretmana s AgNP (Zuverza-Mena i sur. 2016), mogli bi upuéivati na to da razlog lezi u
smanjenom unosu vode. To potvrduje i istrazivanje na biljci A. thaliana koje je pokazalo da
AgNP utjecu na ravnotezu vode promjenom transkripcije akvaporina (Qian i sur. 2013). AgNP-
PVP i AgNO3 nisu pokazali znacajan ucinak na parametre isklijavanja duhana. Ipak, pri visim
koncentracijama tretmana inhibirali su rast korjenc¢i¢a te negativno utjecali na svjezu masu
klijanaca duhana, iako znac¢ajno slabije u odnosu na AgNP-CTAB. Fenomen da neke tvari
pokazuju inhibitorni u¢inak na rast biljaka, a pritom ne utjecu na isklijavanje sjemenki, pripisuje
se selektivnoj permeabilnosti sjemene lupine koja ima vaznu ulogu u zastiti embrija od vanjskih
¢imbenika (Wierzbicka i Obidzinska, 1998, Lin i Xing, 2007). Cinjenica da je sjemena lupina
zastitila sjemenke duhana od toksi¢nog uéinka AgNP-PVP i AgNOs, ali ne i AgNP-CTAB,
ukazuje na razli¢it mehanizam njihove toksi¢nosti. Sli¢nost u odgovorima na tretmane AgNP-
PVP i AgNO3 navodi na zakljucak da je utjecaj AgNP-PVP, barem djelomi¢no, posljedica
otpustanja iona Ag® s njihove povrsine, $to dodatno podupire ¢injenica da je dodatak cisteina
umanjio negativan utjecaj AgNP-PVP i AgNOs na rast korjenéica. Tretman s AgNP-PVP
takoder nije pokazao znacajan utjecaj na klijanje 11 razli¢itih mo¢varnih vrsta (Yin i sur. 2012)
te sjemenki biljke Ricinus communis (Yasur i Rani, 2013), ali je izazvao inhibiciju rasta korijena
biljke Triticum aestivum u kojemu je nakon tretmana izmjeren i znacajan porast sadrzaja srebra,
iako same AgNP nisu bile detektirane u tkivu nego samo na povrsini korijena, $to takoder
upucuje na jaci utjecaj otpustenih iona Ag” (Vannini i sur. 2014). Neka su istrazivanja pokazala
da AgNP-PVP mogu imati i pozitivan ucinak na rani rast biljaka. Primjerice, AgNP-PVP nisu
utjecale na isklijavanje sjemenki vrste E. sativa, ali su znacajno stimulirale rast njihova
korjencica, $to je bilo umanjeno dodatkom cisteina (Vannini i sur. 2014). Kod vrste A. thaliana
pojacani rast korjencica zabiljezen je pri nizoj koncentraciji tretmana, dok je visa koncentracija
imala suprotan u¢inak (Wang 1 sur. 2020a), slicno kao 1 u mojem istraZzivanju. Naime, mala
povecanja sadrzaja ROS u korijenu, koja nastaju tijekom tretmana s AgNP, mogu pospjesiti
diobu i elongaciju stanica te tako ubrzati rast korjencica, dok vece koncentracije ROS dovode
do oksidacijskih oStecenja koja inhibiraju stani¢nu diobu i smanjuju njihov rast (Kim 1 sur.
2014, Wang i sur. 2013b, Wang i sur. 2020a). Ova su opazanja vazna radi potencijalne
aplikacije AgNP u predsjetvenom tretmanu sjemenki (tzv. nano-priming) za poboljSanje

njihova prinosa i zastitu od vanjskih utjecaja (do Espirito Santo Pereira i sur. 2021).
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Dodatak cisteina tretmanima s AQNP-CTAB samo je djelomi¢no umanjio njihov inhibitorni
ucinak na isklijavanje sjemenki duhana, a mjerenja duljine korjencica te promjena u svjezoj i
suhoj masi pokazala su ¢ak 1 vecu inhibiciju u kombiniranim tretmanima u odnosu na tretman
samim AgNP-CTAB, pokazujué¢i da njihova toksi¢nost samo manjim dijelom potjece od
otpustenih iona Ag’. Mjerenja stabilnosti AGNP-CTAB u krutoj podlozi %2 MS ukazala su na
simultanu disocijaciju i aglomeraciju uslijed otpustanja omotaca CTAB s povrSine, §to se
dodatno pojacalo dodatkom cisteina. Toksi¢nost AgNP-CTAB stoga se moze pripisati
kombinaciji djelovanja samih nanodestica, otpustenih iona Ag" te omotata CTAB, S§to
potvrduje i snazna inhibicija svih mjerenih parametara u tretmanu samim omotacem. Sli¢na su
zapazanja dobivena tijekom tretmana sjemenki biljke Pisum sativum s AgNP-PVP i AgNP-
DDAB; AgNP-PVP nisu imale znacajan utjecaj na klijanje i rast korjencic¢a, dok je snazan
inhibitorni ucinak izmjeren u tretmanima s AgNP-DDAB i omotatem DDAB, takoder
ukazujuéi na negativan utjecaj pozitivno nabijenog omotaca (Barabanov i sur. 2018). AgNP-
CTAB negativno su utjecale i na rast korjencica A. cepa, dok isto nije zabiljezeno u tretmanima
s AgNP-citrat i AgNP-PVP (Cvjetko i sur. 2017). Pozitivno nabijene AgNP stabilizirane
cisteaminom takoder su izazvale snaZzniju inhibiciju isklijavanja i rasta korijena u usporedbi s
negativno nabijenim AgNP stabiliziranima citratom i taninskom kiselinom pri tretmanu vrsta
T. aestivum, Sorghum bicolor, Lepidium sativum i Sinapsis alba. Inhibicija rasta bila je
povezana sa oSteCenjem membrana i izljevom elektrolita, Sto ukazuje da uc¢inak pozitivno
nabijenih AgNP proizlazi iz njihove interakcije s negativno nabijenom membranom (Matras i
sur. 2022).

5.4. Utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa

Mnoga su istrazivanja pokazala da izloZenost AgNP uzrokuje pojacano stvaranje ROS,
koji u interakciji s proteinima, lipidima i molekulama DNA mogu oStetiti biomembrane i
izazvati metaboli¢ke poremecaje u stanici te u konacnici dovesti to apoptoze (Yang i sur. 2017,
Tkalec i sur. 2019). Glavni mehanizam nastanka ROS u tretmanima s AgNP pripisuje se
oksidaciji i otpustanju iona Ag™ s njihove povrsine (Lubick 2008, Pradas del Real i sur. 2017).
To podupiru i rezultati istrazivanja na klijancima duhana (Cvjetko i sur. 2018), koji su pokazali
veéi sadrzaj ukupnih ROS nakon tretmana s AgNOz u odnosu na tretman s AgNP-citratom.
Sli¢no tome, AgNOs je uzrokovao znacajno povecanje ROS u korijenu A. cepa u odnosu na iste
koncentracije AgNP-citrata, AQNP-PVP i AgNP-CTAB (Cvjetko i sur. 2017). Takoder, Li i

sur. (2020) pokazali su da je koncentracija H202 znacajno visa u listovima biljke Lactuca sativa
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nakon tretmana s AgNO3 u odnosu na AgNP-PVP, neovisno o mjestu apliciranja (korijen ili
listovi). Ipak, ne smije se zanemariti ni utjecaj samih nanocestica, koje su u mojem istrazivanju
pokazale jaci potencijal za stvaranje ukupnih ROS u odnosu na iste koncentracije tretmana
AgNO:a. To je u skladu s istrazivanjem na biljci A. thaliana, gdje je sadrzaj H2O2 bio znacajno
veéi u tretmanu s AgNP u odnosu na AgNQOg istih koncentracija (Nair i Chung, 2014a). Osim
toga, i Bagherzadeh Homaee i Ehsanpour (2016) su izmjerili snazniju produkciju O2 ™ i H202
u biljci S. tuberosum nakon tretmana s AgNP u odnosu na tretman s AgNO3, koja je dovela do
znaCajnog oSte¢enja membrana i1 propustanja elektrolita. Ovakva nedosljednost rezultata
razli€itih istrazivanja moze se pripisati razlikama u metodologiji rada koje dovode do promjena
u stabilnosti koriStenih AgNP te izravno utjecu na oblik srebra koji dolazi u kontakt s tretiranom
biljkom. Radi boljeg razlu¢ivanja utjecaja AgNP od iona Ag*, upotrijebila sam kombinirane
tretmane s cisteinom koji su u potpunosti umanjili negativan utjecaj AgNP-PVP i AgNQOs3,
sugerirajuéi da disocijacija iona Ag" ima znadajan utjecaj na mehanizam stvaranja ROS kod
AgNP-PVP. S druge strane, cistein je samo djelomi¢no umanjio utjecaj AgNP-CTAB,
pokazujuéi da ioni Ag" imaju samo manju ulogu u njihovoj toksiénosti. Osim toga, znacajan
porast sadrzaja ROS izmjeren je i u tretmanu samim omota¢em CTAB, dok isto nije zabiljeZeno
nakon tretmana s omotaéem PVP, ukazujuéi da i nacin stabilizacije te izbor omotaca imaju

vaznu ulogu u mehanizmu pokretanja oksidacijskog stresa.

Iako nije zabiljeZena znaCajna razlika ukupnog sadrzaja ROS izmedu tretmana razlicito
stabiliziranth AgNP u mom istraZzivanju, AgNP-CTAB su izazvale znaCajan porast
koncentracije H2O> koji nije bio izmjeren nakon tretmana s AgNP-PVP i AgNOs. Dodatak
cisteina umanjio je stvaranje H2O2 samo pri nizim koncentracijama kombiniranih tretmana s
AgNP-CTAB, a znaajno povecanje je izmjereno i nakon tretmana samim omotacem CTAB.
Osim toga, samo u tretmanu najvecom koncentracijom AgNP-CTAB te omotacem CTAB
izmjereno je 1 znacajno oksidacijsko oSteCenje vaznih biomolekula, dok isto nije bilo
zabiljezeno nakon tretmana s AgNP-PVP i AgNOs. Oksidacijsko ostecenje lipida, proteina i
molekule DNA nastaje kada stvaranje ROS premasi kapacitete antioksidacijskog sustava biljke
te nastane stanje oksidacijskog stresa (Tkalec i sur. 2019), a mjerenje sadrzaja MDA, vaznog
produkta lipidne peroksidacije, ¢esto se koristi kao prvi pokazatelj takvog stanja. Nair i Chung
(2014a) izmjerili su znacajno pojacanje lipidne peroksidacije u klijancima A. thaliana nakon
tretmana s AgNP, ali ne i AgNOs, §to podupire rezultate koje sam dobila na tretmanu s AgNP-
CTAB. S druge strane, istrazivanje na vrsti G. max pokazalo je da ionski oblik srebra moze

imati podjednak ucinak na sadrzaj MDA kao i primijenjene AgNP (Galazzi 1 sur. 2019), a
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zabiljezena je i znacajno jaca razina lipidne peroksidacije u kalusima (Barbasz i sur. 2016) i
klijancima vrste T. aestivum (Pradas del Real i sur. 2017) te u klijancima duhana (Cvjetko i sur.
2018) nakon tretmana s AgNOs u odnosu na tretman AgNP. Ovi rezultati pokazuju da razina
oksidacijskog oStecenja lipida u tretmanima s AgNP ovisi o biljnoj vrsti na kojoj se istrazuje, a
vazan utjecaj zasigurno imaju i omotaci koristeni za stabilizaciju AgNP. Naime, Cvjetko i sur.
(2017) pokazali su znacajno povecanje sadrzaja MDA na korijenu biljke A. cepa nakon
tretmana s AgNP-CTAB u odnosu na tretmane AgNP-PVP i AgNP-citrat, koje se ipak nije
znacajno razlikovalo od tretmana AgNOQO3 istih koncentracija. S druge strane, istrazivanje na
vodenoj biljci S. polyrhiza pokazalo je da AgNP-GA (promjera 6 nm) i AgQNP-PVP (promjera
20 nm) jednakim intenzitetom izazivaju pojavu lipidne peroksidacije, no kako se u ovom radu
primarno istrazivala razlika u veli¢ini primijenjenih AgNP, nije moguce donijeti jednoznacne
zakljucke o samom utjecaju omotaca (Jiang i sur. 2014). Ipak, znacajno povecanje razine MDA
koje sam izmjerila nakon tretmana klijanaca duhana samim omota¢em CTAB, ali ne i

omotatem PVP, ukazuje na vaznu ulogu stabilizacije AgNP.

U ovome sam istrazivanju takoder pokazala znacajnu ovisnost sadrZaja proteinskih karbonila o
apliciranom obliku srebra. Naime, samo je tretman AgNP-CTAB uzrokovao povecanje njihova
sadrzaja u stanici, Sto je takoder bilo zabiljezeno i1 u tretmanu samim omotacem CTAB, dok
tretmani AgNP-PVP i AgNOs nisu imali isti uc¢inak. Zanimljivo je da je dodatak cisteina
tretmanima s AgQNP-CTAB znacajno umanjio njihov negativan utjecaj na oksidaciju proteina,
vjerojatno uslijed smanjene koncentracije ROS u kombiniranim tretmanima, dok povecanje
koncentracije karbonila u tretmanu samim omotac¢em ukazuje na njegovu znacajnu ulogu u
toksi¢nosti AgNP-CTAB. Povecana razina proteinskih karbonila izmjerena je i u korijenu vrste
A. cepa nakon tretmana s AgNP-CTAB, ali i nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-citrat i
AgNO:g istih koncentracija, pri cemu izmedu navedenih tretmana nisu bile zabiljeZzene znacajne
razlike (Cvjetko i sur. 2017). Ipak, treba uzeti u obzir da su AgNP-PVP i AgNP-CTAB
primijenjene u navedenom istraZivanju bile zna¢ajno manjih dimenzija (9,4 odnosno 5,6 nm) u
odnosu na AgNP koriStene u mojem radu, a pokusi provedeni u ultra-¢istoj vodi doprinijeli su
njihovoj stabilnosti tijekom trajanja tretmana. Peharec Stefani¢ i sur. (2018) takoder su izmjerili
povecanje koncentracije proteinskih karbonila u klijancima duhana nakon tretmana s AgNP-
citratom, dok isti u¢inak nije bio zabiljezen na listovima i korijenju odraslih biljaka duhana
(Cvjetko i sur. 2018), pokazujuci da toksi¢nost AgNP znacajno ovisi o razvojnom stadiju biljke.
Iako karbonilacija proteina predstavlja jednu od naj¢es¢ih oksidacijskih modifikacija u stanici,

njezina vaznost u razjasnjavanju toksi¢nosti AgNP na biljkama jo§ uvijek nije detaljno
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istrazena. Sli¢ne studije na animalnim modelima pokazale su pojacanu karbonilaciju
citoskeletnih proteina poput aktina i tubulina u tretmanima s AgNP-PVP i AgNP-citratom, koje
bi mogle utjecati na stani¢nu mobilnost i transport. Uz to, zabiljeZena je karbonilacija proteina
ukljuc¢enih u signalne puteve Rho, Sto bi moglo uzrokovati promjene u adheziji stanica te
njihovoj polarnosti, a karbonilacija proteina ukljucenih u proces glikolize ukazuje na promjene

u metabolizmu tijekom tretmana s AgNP (Driessen i sur. 2015).

Poznato je da AgNP mogu izazvati jednolan¢ane i dvolan¢ane lomove molekule DNA pomocu
dva mehanizma; direktnom interakcijom molekule DNA s AgNP ili putem oksidacijskih
oStecenja nastalih uslijed pojacane produkcije razli¢itih oblika ROS (Flores-Lopez i sur. 2019).
U ovome radu pokazala sam da AgNP-CTAB pri najvi$oj dozi tretmana uzrokuju znacajno
povecanje %DNA u repu, indikatora loma molekule DNA, a isto je zabiljeZeno i u tretmanu
samim omotacem CTAB. S obzirom da jednaki ucinci nisu zabiljeZeni u tretmanima s AgNP-
PVP i AgNOs, namece se zakljucak da genotoksi¢nost AgNP znaéajno ovisi o na¢inu njihove
stabilizacije. OStecenje molekule DNA u tretmanu s AgNP-CTAB stoga bi ve¢im dijelom
moglo biti posljedica povecane koncentracije ROS, ponajviSe H202, ¢ija je produkcija bila
znacajno veéa u AgNP-CTAB tretmanu u odnosu na AgNP-PVP i AgNOa. Sli¢no zapazanje
dobiveno je i u istrazivanju Cvjetko i sur. (2017), gdje je najveca razina oSte¢enja molekule
DNA u korijenu biljke A. cepa bila izmjerena u tretmanu s AgNP-CTAB, nesto manje u
tretmanu s AgNP-PVP, dok AgNP-citrat nije pokazao genotoksi¢an ucinak. U istrazivanju
utjecaja AgNP-citrat na odrasle biljke duhana, zna¢ajno povecanje %DNA u repu izmjereno je
u listovima, ali ne i korijenima izlaganih biljaka (Cvjetko i sur. 2018). Osim toga, AgNP-citrat
imale su genotoksi¢an ucinak i na klijance duhana pri ve¢im koncentracijama tretmana, §to se
moze pripisati njihovoj vecoj stabilnosti u koriStenoj krutoj podlozi MS kao i dugotrajnijem
periodu izlaganja (Peharec Stefani¢ i sur. 2018). Stabilnost AgNP pokazala se bitnom i u
istrazivanju Ghosh i sur. (2012), gdje je genotoksi¢an u¢inak AgNP na vrste N. tabacum i A.
cepa bio negativno koreliran s primijenjenom koncentracijom tretmana, $to su autori pripisali
snaznijoj aglomeraciji AgNP pri viSim koncentracijama. S obzirom da je dodatak cisteina u
potpunosti umanjio genotoksi¢ni u¢inak AgNP-CTAB, vidljivo je da vaznu ulogu u mehanizmu
oSte¢enja molekule DNA imaju ioni Ag* koji se s njih otpustaju. Osim toga, jo§ je vaznije
napomenuti utjecaj samog omotaca, s obzirom da je tretman omotacem CTAB uzrokovao
znacajan porast %DNA u repu. Rajeshwari i sur. (2016) pokazali su snazan utjecaj nanocjevcica
zlata (AuNR) stabiliziranih s CTAB na smanjenje mitotskog indeksa u korijenu biljke A. cepa
koje je bilo 40% jace u odnosu na AuNR-PEG tretman istih koncentracija. Nadalje, tretman
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samim omota¢em CTAB takoder je pokazao snazan toksi¢ni u¢inak na stanice vrska korijena,
dok isto nije zabiljezeno za omota¢ PEG. Pozitivan naboj CTAB, koji doprinosi stabilizaciji
razli¢itih nanomaterijala, moze uzrokovati destabilizaciju stani¢nih membrana interakcijom s

fosfolipidnim dvoslojem, $to u konacnici moze dovesti i do apoptoze (Rajeshwari i sur. 2016).

U borbi protiv oksidacijskog stresa, biljke su razvile mnoge efikasne mehanizme za
neutralizaciju ROS i oCuvanje integriteta i funkcije stanica (Yan i Chen, 2019). Enzim SOD
predstavlja prvu liniju obrane protiv ROS, a njegova funkcija vazna je u katalizi pretvorbe
radikala Oz " u H202. Svi su tretmani u ovom istrazivanju izazvali pojacano stvaranje ukupnih
ROS, posebice O, " koji je bio izmjeren DHE testom. lako spektrofotometrijska mjerenja nisu
pokazala znacajne razlike u aktivnosti SOD ni u jednom od ispitanih tretmana srebrom, razlike
u aktivnosti pojedinih izoformi ovog enzima bile su vidljive u gelu nakon provedene
elektroforeze u nativnim uvjetima. Najznacajnije promjene zabiljezene su u aktivnosti izoforme
SOD3, koja je pokazala pojacanu aktivnost u tretmanu s 25 uM AgNP-PVP, 50 i 100 uM
AgNOs3, svim koncentracijama AgNP-CTAB te u tretmanu samim omota¢em CTAB. Dodatak
cisteina umanjio je pojacanu aktivnost izoforme SOD3 u kombiniranim tretmanima s AgNP-
PVP i AgNOs, ali ne i s AQNP-CTAB, ukazujucéi na razli¢it mehanizam djelovanja ovih oblika
srebra. Pojacana aktivnost enzima SOD zabiljeZena je i nakon izlaganja biljaka S. tuberosum
(Bagherzadeh Homaee i Ehsanpour 2016), L. esculentum (Song i sur. 2013), W. globosa (Zou
i sur. 2016) i R. communis (Yasur i Rani 2013) tretmanima s AgNP. Jiang i sur. (2014) izmijerili
su znacajan porast aktivnosti SOD koji je bio jednako izraZzen u tretmanima s AgNP-GA i
AgNP-PVP. Barbasz i sur. (2018) ukazali su na znacajne razlike u odgovoru kalusa vrste T.
aestivum na tretman razli¢ito stabiliziranim AgNP, gdje su pozitivno nabijene AgNP-cistamin
uzrokovale jacu aktivaciju enzima SOD u odnosu na AgNP bez omotaca i negativno nabijene
AgNP-citrat, §to podupire rezultate dobivene u mom istrazivanju. Za potpunu zastitu biljke od
ROS potrebna je i aktivnost enzima poput CAT i razli¢itih peroksidaza koje imaju vaznu ulogu
neutralizacije H202, a djeluju putem razli¢itih mehanizama (Sofo i sur. 2015). Tretman
klijanaca duhana s AgNP-CTAB u mom je istrazivanju doveo do najvecih promjena u
aktivnosti navedenih enzima, $to je u skladu s pove¢anom izmjerenom koncentracijom H20..
Pri najve¢im koncentracijama tretmana, spektrofotometrijskim mjerenjem i detekcijom u gelu
zabiljeZen je znacajan porast aktivnosti CAT i APX. S druge strane, ukupna aktivnost PPX bila
je inhibirana ve¢ od najmanje koncentracije, iako su izoforme PPX1 i PPX2 pokazale znac¢ajno
povecanje aktivnosti u gelu koje je bilo ovisno o primijenjenoj koncentraciji tretmana. Utjecaj

AgNP-PVP i AgNO3 bio je znacdajno slabije izrazen u odnosu na AgNP-CTAB, iako su i ti
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tretmani uzrokovali povecanje aktivnosti CAT te smanjenje aktivnosti APX. Sli¢no kao i kod
AgNP-CTAB, spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti PPX u tretmanima s AgNP-PVP i
AgNOs pokazalo je smanjenu aktivnost, iako je aktivnost izoformi PPX1 i PPX2 u gelu bila
pojacana. Dodatak cisteina umanjio je utjecaj AgNP-PVP i AgNOs3, ali ne i AQNP-CTAB,
ukazujuéi na razli¢it mehanizam djelovanja AgNP stabiliziranih razli¢itim omota¢ima. Osim
toga, sam omota¢ CTAB takoder je izazvao znacajne promjene u aktivnosti istrazivanih
peroksidaza, dodatno isticu¢i njegovu vaznu ulogu u toksi¢nosti AgNP-CTAB. Znacajno
povecanje aktivnosti CAT izmjereno je u istrazivanju utjecaja AgNP i AgNO3 na dva genotipa
G. max, a s obzirom da je u istrazivanju zabiljeZeno i smanjenje aktivnosti SOD, autori su
utvrdili da CAT ima glavnu zastitnu ulogu protiv ROS u tretmanu srebrom (Galazzi i sur. 2019).
Povecanje aktivnosti CAT 1 APX izmjereno je takoder nakon izlaganja klijanaca vrste
S. tuberosum tretmanima s AgNP i AgNOs (Bagherzadeh Homaee i Ehsanpour 2016), dok je u
kalusu varijeteta vrste T. aestivum osjetljivom na oksidacijski stres vaznu ulogu u otklanjanju
ROS imao PPX, dok je aktivnost CAT bila znacajno inhibirana uslijed prekomjerne
koncentracije ROS (Barbasz i sur. 2016). Slican utjecaj AgNP zabiljezen je i u biljci
B. monnieri, gdje je takoder izmjerena pojacana aktivnost PPX, a smanjena aktivnost CAT
(Krishnaraj i sur. 2012). Peharec Stefani¢ i sur. (2018) su nakon izlaganja klijanaca vrste
N. tabacum AgNP-citratu izmjerili povecanje aktivnosti APX i smanjenje aktivnosti PPX, dok
CAT nije pokazao znacajne promjene u aktivnosti, te su zakljucili da APX, sa najveéim
afinitetom prema H.O2, ima glavnu ulogu u otklanjanju oksidacijskog stresa. Stabilizacija
AgNP razli¢itim omotaima pokazala je vazan utjecaj na aktivnost enzima u tretiranim
biljkama. U tretmanu biljke S. polyrhiza, zna¢ajan porast aktivnosti izmjeren je za oba tipa
ispitivanih AgNP (AgNP-GA i AgNP-PVP), dok je aktivnost CAT porasla samo nakon
tretmana s AgNP-GA (Jiang i sur. 2014). Cvjetko 1 sur. (2017) zabiljezili su ve¢e promjene
aktivnosti PPX, APX i CAT u tretmanima s AgNP-PVP i AgNP-CTAB u odnosu na AgNP-
citrat, pri ¢emu se PPX istaknuo kao najvazniji enzim za uklanjanje H2O.. Ispitivanje utjecaja
AgNP-citrat i AgNP-PVP u biljci Lemna minor pokazalo je znacajnu aktivaciju enzima GPX
nakon oba tretmana, iako je utjecaj AgNP-citrat bio jace izrazen te je pri najvecoj koncentraciji
ovog tretmana izmjereno i povecanje aktivnosti GST. Ipak, niti jedan od tretmana nije doveo

do znac€ajnih promjena u aktivnosti CAT (Pereira 1 sur. 2018).

Osim putem antioksidacijskih enzima, biljke mogu umanjiti Stetu izazvanu prekomjernom
produkcijom ROS pomocu malih neenzimskih antioksidansa. Tu se posebno isti¢u prolin i

GSH, c¢ija interakcija s razli¢itim fitohormonima, uklju¢enima u obranu biljke, osigurava
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uspjesnu toleranciju na stres. Sadrzaj prolina bio je znacajno povecan u tretmanima najvisom
koncentracijom AgNP-PVP i AgNP-CTAB, te pri 50 uM koncentraciji AgNOs. Dodatak
cisteina umanjio je sadrzaj prolina u kombiniranim tretmanima s AgNP-PVP i AgNQOg, ali ne i
AgNP-CTAB, te je zabiljezeno 1 povecanje sadrzaja prolina u tretmanu samim omotacem
CTAB, sto ukazuje na njegovu vaznu ulogu u toksi¢nosti AgNP-CTAB. Povecanje sadrzaja
prolina zabiljeZeno je i nakon izlaganja klijanaca vrste Lupinus termis (Al-Hugail i sur. 2018) i
O. sativa (Nair i Chung 2014b) te biljke S. polyrhiza (Jiang i sur. 2012) tretmanima s AgNP.
Osim toga, Barbasz i sur. (2018) izmjerili su znaCajne razlike u sadrzaju prolina tijekom
izlaganja kalusa T. aestivum razlicito stabiliziranim AgNP, gdje su pozitivno nabijene AgNP-
cisteamin znac¢ajno povecale sadrzaj prolina u odnosu na negativno nabijene AgNP bez omotaca

te AgNP-citrat, Sto je u skladu s rezultatima mog istrazivanja.

Omjer GSH 1 GSSG cesto se koristi kao indikator redoks statusa stanice, a promjene u njihovu
omjeru mogu ukazati na postojanje oksidacijskog stresa. U ovome sam istrazivanju pokazala
da viSe koncentracije svih tretmana srebrom uzrokuju znacajno povecanje omjera GSH/GSSG,
§to je posebice bilo izrazeno u tretmanu s AgNP-PVP, dok kombinirani tretmani s cisteinom,
kao ni sami omotaci, nisu izazvali znacajne promjene. Poveéanje omjera GSH/GSSG u korist
reduciranog oblika GSH moze upucivati na znacajnu pojavu oksidacijskog stresa. Naime, u
prvoj fazi odgovora na pove¢anu koncentraciju ROS u stanici, omjer GSH/GSSG pada uslijed
porasta koncentracije oksidiranog oblika GSSG. Medutim, tijekom faze aklimatizacije, u kojoj
dolazi do pojacane aktivnosti antioksidansa te porasta kapaciteta ciklusa glutation-askorbat,
postize se nova ravnoteza prepoznatljiva po povecanim koncentracijama askorbata 1 GSH te
pojacanoj aktivnosti enzima uklju€enih u antioksidacijski odgovor, $to rezultira obnovljenom
ravnotezom omjera GSH/GSSG. Tijekom dugotrajne izloZenosti stresu ipak moZze do¢i do
prekomjerne kompenzacije odgovora, §to se ispoljava u povecanju omjera GSH/GSSG u korist
reduciranog oblika uslijed jake aktivacije obrambenih mehanizama (Masi i sur. 2002, Tausz i
sur. 2004), $to je vjerojatno bio slucaj u klijancima duhana nakon izlaganja tretmanima AgNP
I AgNOs u mom istrazivanju. Slicno tome, povecani sadrzaj GSH zabiljezen je u biljci
S. polyrhiza u tretmanu s AQNP-GA (Jiang i sur. 2014). Nadalje, tretman s AQNP-TA pokazao
je isti ucinak u kalusima vrste T. aestivum, iako su zabiljezene zna¢ajne razlike u odgovorima
kalusa pSenice koji su tolerantni, odnosno osjetljivi na oksidacijski stres. Kod tolerantnog
varijeteta znacajnije povecanje sadrzaja GSH ukazalo je da ovaj neenzimski mehanizam ima
glavnu ulogu u uklanjanju ROS u stanici, dok je povecanje sadrzaja GSH u osjetljivom

varijetetu bilo praceno aktivacijom enzima SOD i PPX, ukazujuéi na kombinaciju enzimskog i
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neenzimskog odgovora (Barbasz i sur. 2016). Bagherzadeh Homaee i Ehsanpour (2016)
zabiljezili su smanjenje omjera GSH/GSSG tijekom izlaganja biljke S. tuberosum tretmanu s
AgNP koje je bilo pozitivno korelirano s koncentracijom tretmana, te manje u odnosu na
tretman istim koncentracijama AgNOs. Takav su rezultat pripisali smanjenoj aktivnosti enzima

GR te direktnom utrosku GSH u interakciji s nastalim ROS u stanici.

5.5. Utjecaj na proteom

Analize ekspresije gena 1 proteina omogucavaju detaljan uvid u molekularne
mehanizme odgovora biljaka na tretmane s AgNP (Biba i sur. 2021a). Iako postoji vise metoda
za analizu ekspresije gena, niti jedna ne predstavlja moguénost istovremene analize cijelog
transkriptoma (Teo i sur. 2016). S druge strane, uporaba proteomike ukljucuje visokoproto¢ne
analize cijelog proteoma te predstavlja poveznicu izmedu ekspresije gena i stani¢nog
metabolizma (Hossain i sur. 2016, 2020). Dosadasnja su proteomska istrazivanja ukazala na
postojanje odredenih razlika u odgovoru biljaka na izlaganje AgNP iionima Ag* (Vannini i sur.
2013, Peharec Stefani¢ i sur. 2018, 2019), a zabiljeZene su i znacajne razlike u odgovoru
korijena i lista iste biljke (Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Iako je u dosada$njim proteomskim
istrazivanjima ispitan utjecaj AgNP bez omotaca (Mirzajani i sur. 2014, Mustafa i sur. 2015),
AgNP-citrat (Peharec Stefanié i sur. 2018, 2019, Galazzi i sur. 2019) te AgNP-PVP (Vannini i
sur. 2013, 2014), do sada nije napravljena komparativna usporedba proteomskog odgovora
biljaka tretiranih s razliito stabiliziranim AgNP unutar istog istraZivanja, pa bi moji rezultati
mogli dati bolji uvid u mehanizam djelovanja AgNP ovisan o njihovim intrinzi¢nim svojstvima.
Uz to, odgovor klijanaca u kombiniranim tretmanima s cisteinom pomo¢i ¢e u razlu¢ivanju

utjecaja AgNP i iona Ag".

U ovom istraZivanju detektirala sam ukupno 26 proteina ¢ija se ekspresija razlikovala u
tretmanima s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs u odnosu na kontrolu, podijeljenih u pet
funkcionalnih skupina ovisno o bioloSkom procesu u kojemu sudjeluju. Najveéi broj
diferencijalno eksprimiranih proteina zabiljeZen je u tretmanu s AgNP-CTAB (20), nakon ¢ega
slijedi tretman AgNOs (15), dok je najmanje promjena izazvao tretman s AgNP-PVP (13).
Vecdina proteina pokazala je pojacanu ekspresiju u svim tretmanima u odnosu na kontrolu, iako
je detektirano 1 nekoliko proteina smanjene ekspresije. Gledaju¢i utjecaj cisteina, najvise
promjena u ekspresiji proteina u kombiniranim tretmanima pokazao je ponovno AgNP-CTAB

(13), potom AgNP-PVP (7), dok je najmanje promjena zabiljezeno u kombiniranom tretmanu
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s AgNO:z (6), ukazujuci da je cistein znacajno umanjio utjecaj AgNO3 i AgGNP-PVP, a nesto
slabije utjecaj AQNP-CTAB.

Najveci broj diferencijalno eksprimiranih proteina u svim tretmanima pokazala je skupina
proteina ukljuc¢enih u obranu i odgovor na stres, pri ¢emu se posebno isti¢u proteini ukljuceni
odgovor na oksidacijski stres. Ekspresija APX, enzima izravno uklju¢enog u uklanjanje H2O»,
bila je pojacana u svim tretmanima srebrom te takoder u svim kombiniranim tretmanima srebra
i cisteina, sto je u skladu s rezultatima dobivenima u tretmanu klijanaca vrste O. sativa s AgNP
bez omotaca (Mirzajani i sur. 2014), E. sativa nakon izlaganja AgNP-PVP (Vannini i sur. 2013)
te N. tabacum u tretmanu s AgNP-citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2018). Nadalje, u svim sam
tretmanima zabiljezila 1 pojacanu ekspresiju dvije detektirane izoforme enzima GST, §to je
vidljivo 1 u pojaanom intenzitetu proteinskih vrpci veli¢ina 30 1 35 kDa u gelu nakon
provedene SDS-PAG elektroforeze, a u skladu je s rezultatom dobivenim na klijancima
O. sativa (Mirzajani i sur. 2014). GST je izravno uklju¢ena u metabolicki put GSH, a sudjeluje
i umnogim procesima detoksifikacije biljaka (Gong i sur. 2005). Kombinirani tretmani AgNP-
PVP i AgNOs s cisteinom nisu pokazali promjenu ekspresije ovoga enzima, dok je izoforma
X1 ukombiniranom tretmanu AgNP-CTAB i cisteina bila pojacano eksprimirana. lako ih nisam
detektirala na gelovima dobivenima dvodimenzionalnom elektroforezom, imunodetekcija
proteina na membrani ukazala je na postojanje znacajnih razlika u ekspresiji SOD, CAT i HRP
nakon tretmana klijanaca duhana razliito stabiliziranim AgNP i AgNOs, Sto su pokazala i
istrazivanja na drugim biljnim vrstama (Mirzajani 1 sur. 2014, Vannini 1 sur. 2013, Peharec
Stefani¢ i sur. 2018, 2019). Neka su istrazivanja pokazala da proteini uklju¢eni u patogenezu
(eng. pathogenesis related, PR) takoder sudjeluju u odgovoru biljaka na tretman AgNP. U svom
sam istraZivanju detektirala smanjenu ekspresiju 1C proteina povezanog s patogenezom u svim
Ispitanim tretmanima, sa i bez cisteina, §to je bilo vidljivo i na gelu tretiranom s AgNO3 nakon
provedene jednodimenzionalne SDS-PAG elektroforeze u vidu smanjenog intenziteta vrpce na
20 kDa. Sli¢no tome, u tretmanima s AgNP-PVP (Vannini i sur. 2014) i AgNP-citratom
(Peharec Stefanié i sur. 2018, 2019) zabiljezena je promijenjena ekspresija f-1,3-glukonaze i
hitinaze iz skupine PR proteina, koji su primarno ukljuceni u odgovor na ranjavanje ili infekciju,
ali sudjeluju i u odgovoru na stres uzrokovan teskim metalima (Wu i sur. 2001, Beata i Ildiko,
2011). Tretmani s AgNP-PVP i AgNOs, sa i bez cisteina, u mojem su istrazivanju izazvali
pojacanu ekspresiju 70 kDa proteina toplinskog Soka (eng. heat shock protein, Hsp), dok je u
tretmanu s AgNP-PVP zabiljezena 1 pojacana ekspresija Saperona Hsp70-Hsp90

organizirajuceg proteina 2. Skupinu Hsp €ini veliki broj proteina ukljucenih u o€uvanje nativne
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konformacije proteina ¢ija ekspresija ovisi 0 mnogim stresnim stanjima, ukljucujuéi toplinski
stres, suSu, poviseni salinitet ili infekciju patogenima (Breiman 2014). Osim toga, pojaana
ekspresija proteina Hsp 70, 17.4 kDa Hsp 1 20 kDa Saperonina nalik kloroplastnom zabiljezena
je i u drugim biljkama izloZenim tretmanima s AgNP (Vannini i sur. 2013, Peharec Stefani¢ i

sur. 2018).

Drugu veliku skupinu proteina uklju¢enih u odgovor na tretman AgNP ¢ine proteini iz skupine
metabolizam ugljikohidrata 1 energije, a utjecaj razlicito stabiliziranih AgNP bio je posebno
vezan za ekspresiju proteina ukljucenih u proces fotosinteze, najvazniji fizioloski proces biljaka
(Perdomo i sur. 2017). Tretmani AgNP-CTAB i AgNO3 izazvali su znafajno smanjenje
ekspresije velike podjedinice enzima Rubisco, $to je bilo vidljivo i u smanjenju intenziteta vrpce
od oko 50 kDa u gelu nakon SDS-PAG elektroforeze i vizualizacije proteina bojom CBB i
AgNO3. AgNP-CTAB dodatno je umanjio i ekspresiju enzima Rubisco aktivaza 2 vazne za
njegovu aktivaciju, dok isto nije bilo zabiljezeno u tretmanu AgNP-PVP. Enzim Rubisco
klju¢an je enzim za vezanje atmosferskog CO2 na ribuloza-1,5-bifosfat (eng. ribulose-1,5-
biphosphate, RuBP) u prvom koraku Calvinova ciklusa. Inhibicija fotosinteze potaknuta
stresnim uvjetima uzrokuje smanjenje sinteze ATP-a, §to posljedicno smanjuje brzinu
transporta elektrona te onemogucava pravilnu regeneraciju RuBP, ¢ime se limitira fiksacija
CO2 (Singh i sur. 2014, Galmés i sur. 2007, Perdomo i sur., 2017). Smanjena ekspresija velike
podjedinice enzima Rubisco zabiljezena je i nakon izlaganja listova duhana AgNP-citratu
(Peharec Stefanié i sur. (2019). Uz to, AgNP-citrat su u istrazivanju Galazzi i sur. (2019)
takoder izazvale smanjenje ekspresije male i velike podjedinice ovog enzima u biljci G. max,
ukazuju¢i na znacajnu degradaciju enzima Rubisco. lako su neka istrazivanja ukazala na
pojacanu ekspresiju proteina ukljucenih u fotosintezu u tretmanima biljaka s AgNP 1 AgNOs,
Sto se objasnilo pojaanom potrebom za osiguravanjem energije i prezivljavanjem stresnih
uvjeta (Peharec Stefani¢ i sur. 2018, Vannini i sur. 2013), rezultati dobiveni u mom istraZivanju
pokazuju da u stanju izrazitog stresa ipak dolazi do znacajnih oStecenja fotosintetskog aparata,
¢ime se onemogucava njegova pravilna funkcija. U tretmanima s AgNP-CTAB i AgNO3
zabiljezila sam pojacanu ekspresiju klorofil a-b vezajuceg proteina (eng. light-harvesting
chlorophyll a/b binding proteins, LHCB), integralnog dijela PSII koji vezanjem za klorofil i
ksantofil stvara kompleks za hvatanje svjetlosti (Jansson 1994, Liu i sur. 2013), a Cija se
ekspresija pokazala ovisnom o oksidacijskom stresu (Nott i sur. 2006, Staneloni i sur. 2008).
Istrazivanje utjecaja AgNP na biljkama pokazalo je znacajno smanjenje ekspresije proteina

OEE2 (eng. oxygen-evolving enhancer protein 2) (Galazzi i sur. 2019) i HCF136 (eng.
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Photosystem I1 stability/assembly factor) (Vannini i sur. 2014), takoder vaznih za funkciju PSII.
Jo$ jedan vazan proces na koji utjecu AgNP je glikoliza. U svom sam radu nakon tretmana
klijanaca duhana s AQNP-CTAB i AgNO3 detektirala pojacanu ekspresiju proteina fosfopiruvat
hidrataze, enzima koji katalizira pretvorbu 2-fosfoglicerata u fosfoenolpiruvat, glavni prekursor
piruvata. PojaCana ekspresija glikolitickih proteina vazna je za odrzavanje procesa glikolize i
osiguravanje dostatne energije za biljku tijekom stanja oksidacijskog stresa (Peharec Stefanié i
sur. 2018). Istrazivanja ekspresije glikolitickih proteina ukljuc¢enih u odgovor biljaka na tretman
AgNP nisu ujednacena. Naime, iako je tretman klijanaca duhana s AgNP-citratom pokazao
povecanje ekspresije plastidne aldolaze, gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze (GAPDH) i
triozafosfat izomeraze (Peharec Stefani¢ i sur. 2018), u listovima odraslih biljaka duhana isti je
tretman uzrokovao njihovu smanjenu ekspresiju (Peharec Stefani¢ i sur. 2019). S obzirom da
su klijanci duhana u istrazivanju Peharec Stefanié i sur. (2018) isklijavani i rasli na podlogama
s AgNP i AgNOs, moguce je da su razvili efikasnije mehanizme obrane od stresa koji ukljuc¢uju
navedene glikoliticke enzime, dok akutni tretman primijenjen na odraslim biljkama duhana nije
polugio isti rezultat (Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Ekspresija GAPDH takoder je bila smanjena
i u klijancima vrsta O. sativa (Mirzajani i sur. 2014) i T. aestivum (Jhanzab i sur. 2019) nakon
tretmana s AgNP, ukazuju¢i na diferencijalan odgovor razlicitih biljnih vrsta i njihovih
razvojnih stadija. U svom sam istrazivanju nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i
AgNO3z detektirala i pojacanu ekspresiju dihidrolipoilizinski-ostatak sukciniltransferaze,
enzima ukljuéenog u ciklus limunske kiseline (eng. tricarboxylic acid cycle, TCA) koji
povezuje glikolizu 1 mitohondrijski lanac transporta elektrona, Sto je takoder vazno za stvaranje
energije u biljci. Povecanje ekspresije enzima uklju¢enih u TCA ciklus zabiljeZzeno je 1 u
korijenju T. aestivum (Vannini i sur. 2014) te klijancima duhana (Peharec Stefanié i sur. 2018)
nakon tretmana s AgNP, a slicno kao 1 enzimi uklju€eni u glikolizu, enzimi TCA ciklusa bili su
slabije eksprimirani u korijenju tretiranih odraslih biljaka duhana (Peharec Stefani¢ i sur. 2019).
Na kraju, tretman s AgNP-CTAB te kombinirani tretman AgNP-CTAB i cisteina u ovom je
istrazivanju uzrokovao povecanje ekspresije enzima 3-ketoacil-CoA tiolaza 2, vaznog za proces
beta-oksidacije masnih kiselina. Navedeni rezultati ukazuju na stvaranje pojacane potrebe za

energijom u stanju oksidacijskog stresa uzrokovanog tretmanima srebrom.

Znacajne promjene ekspresije zabiljezila sam i1 kod skladi$nih proteina. Svi su tretmani
znacajno pojacali ekspresiju antimikrobnih peptida poput vicilina 2-3 te 11S globulina, a
pojacana ekspresija legumina A bila je zabiljezena samo u tretmanima s AgNP-PVP i AgNP-

CTAB. Kombinirani tretmani AQNP-PVP i AgNOs s cisteinom nisu izazvali znacajne promjene
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u ekspresiji skladisnih proteina, dok su svi proteini ove skupine bili pojatano eksprimirani u
kombiniranom tretmanu cisteina s AQNP-CTAB, ukazujuéi na razli¢it mehanizam njihova
djelovanja. SkladiSni proteini imaju vaznu ulogu kao rezervoari hranjivih tvari, ¢ija je funkcija
posebice vazna tijekom klijanja sjemenke, iako su lokalizirani i u ostalim razvojnim stadijima
biljaka, poput plodova, parenhima stabala, te u korijenu i gomolju (Mintz i sur. 1998). Sluze
za pohranu proteina te mogu biti mobilizirani tijekom rasta i razvoja biljaka te u slucaju
indukcije stresa (de Souza Candido i sur. 2011). Poznata je njihova uloga u obrani od virusa
(de Souza Candido 1 sur. 2011, Chen 1 sur. 2013), ali do sada nije zabiljeZzena njihova funkcija
u oksidacijskom stresu. lako su neka istrazivanja pokazala smanjenje sadrzaja skladiSnih
proteina uslijed njihove razgradnje u periodu pojacane potrebe za energijom u stresnim
uvjetima (Vitdmvas i sur. 2012, Kosova i sur. 2013, 2014), rezultati mog istrazivanja pokazuju

da i njihova akumulacija moze doprinijeti borbi protiv stresa u tretmanima s AgNP i AgNOz.

Kao $to je bilo pokazano u prethodnim poglavljima, AgNP mogu izazvati znacajna oSte¢enja
proteina. U odrzavanju funkcije stanice zato vaznu ulogu imaju proteini ukljuceni u skupinu
sinteza i obrada proteina. Pojac¢ana ekspresija proteina disulfid izomeraze, vazne za pravilno
smatanje proteina, zabiljeZena je u klijancima duhana nakon tretmana s AgNP-CTAB i AgNOs,
ali ne i AgNP-PVP. Osim toga, AQNP-CTAB, same i u kombinaciji s cisteinom, uzrokovale su
1 pojacanu ekspresiju beta 2 podjedinice Saperonina 60, koji u stanici ima istu funkciju. Pojacana
ekspresija proteina ove skupine, zabiljezena u mnogim dosadas$njim istraZivanjima utjecaja
AgNP na biljke (Vannini i sur. 2014, Mirzajani i sur. 2014, Peharec Stefani¢ i sur. 2018,
Jhanzab 1 sur 2019), ukazuje na njihovu vaznost u odrzavanju homeostaze stanice. U
tretmanima AgNP-CTAB i AgNO3z sam takoder izmjerila pojacanu ekspresiju proteosomalne
podjedinice alfa tipa, ¢ija je endopeptidazna aktivnost ukljucena u katabolizam proteina. I druga
Su istrazivanja zabiljezila pojaanu ekspresiju proteina ukljucenih u degradacijske procese
uslijed nastajanja nepovratnih oStec¢enja proteina uzrokovanih stresnim uvjetima (Jhanzab i sur.

2019, Hashimoto i sur. 2020).

U skupinu proteina ukljucenih u metabolizam nukleinskih kiselina pripada protein S-adenozil
metionin (SAM) sintaza, enzim ukljucen u sintezu SAM iz metionina i ATP-a, ¢ija je ekspresija
u klijancima duhana bila pojac¢ana nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, sa i
bez cisteina. SAM sudjeluje u epigenetickoj regulaciji kao glavni donor metilne skupine u
mnogim organizmima, ukljucujuci biljke. Metilacija DNA, RNA, proteina, lignina i flavonoida
igra vaznu ulogu u regulaciji biljnog razvitka te odgovoru na bioticki 1 abioticki stres (Xu 1 sur.

2006, Kollner i sur. 2010, Ezaki i1 sur. 2016), §to ukazuje na vaznu ulogu SAM sintaze u
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odgovoru na oksidacijski stres potaknut izlaganjem AgNP. | drugi proteini iz ove skupine
pokazali su pojadanu ekspresiju u tretmanima s AgNP i AgNOs. Peharec Stefani¢ i sur. (2018)
su u klijancima duhana nakon izlaganja AgNP-citratu i AgNO3 zabiljezili pojacanu ekspresiju
glutamin sintetaza, enzima uklju¢enih u metabolizam amonijaka, Sto ukazuje na vaznost
ravnoteze ugljika i dusika tijekom adaptacije na stres uzrokovan srebrom. Uz to, aminometil
transferaza, ukljuena u metabolizam glicina, pokazala je poja¢anu ekspresiju u tretmanu s
AgNO;, ali ne i s AgNP-citratom u listovima odraslih biljaka duhana (Peharec Stefanié i sur.
2019). S obzirom da je glicin nuzan za sintezu glicin betaina, vaznog osmolita biljaka, ova
promjena ukazuje na vaznu regulaciju mehanizma tolerancije abiotickog stresa (Ashraf i Foolad

2007, Chen i Murata 2008).
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ZAKLJUCAK



6. ZAKLJUCAK
Utjecaj AgNP na biljke je kompleksan i ovisi 0 mnogo parametara koje treba uzeti u
obzir tijekom njihove implementacije u svakodnevnom Zzivotu. Na temelju rezultata ovog

istrazivanja, moguce je zakljuciti sljedece:

e Fizikalno-kemijske karakteristike AgNP uvjetuju mehanizam njihova djelovanja te
snazno utjecu na njihovu fitotoksi¢nost, pri ¢emu vaznu ulogu ima odabir omotaca za
stabilizaciju; pozitivno nabijene AgNP-CTAB pokazale su ja¢i utjecaj pri svim
ispitivanim parametrima u odnosu na AgNP-PVP s blagim negativnim nabojem.

e Stabilnost AgNP u podlozi za izlaganje ovisi o sastavu podloge; oba tipa AgNP
pokazala su vecu stabilnost u krutoj podlozi u odnosu na tekuc¢u. Osim toga, stabilnost
uvjetuje 1 izbor omotaca; promjene AgNP-PVP su bile zna¢ajno manje i sporije u
odnosu na AgNP-CTAB.

e Tretman s AgNP-CTAB negativno je utjecao na brzinu i postotak isklijavanja sjemenki
duhana te je zabiljezena i snazna inhibicija parametara ranog rasta pri svim ispitanim
koncentracijama. Tretmani s AgNP-PVP i AgNOs nisu izazvali promjene u isklijavanju,
ali su imali inhibitorni u¢inak na rani rast duhana pri povisenim koncentracijama
tretmana.

e Svi tretmani uzrokovali su pojacano stvaranje ukupnih ROS u stanici, ali je to bilo
znacajno jace nakon izlaganja AgNP-PVP i AgNP-CTAB u odnosu na AgNOs, $to
potvrduje da je oksidacijski stres glavni mehanizam toksi¢nosti AgNP. U tretmanu s
AgNP-CTAB zabiljeZena je i povec¢ana koncentracija H20z, Sto pokazuje da mehanizam
nastanka oksidacijskog stresa ne ovisi isklju¢ivo o ionima Ag* koji se otpustaju s AgNP.

e Oksidacijsko oStecenje lipida, proteina i molekule DNA bilo je zabiljeZeno samo u
tretmanu s najvec¢om koncentracijom AgNP-CTAB, §to ukazuje na to da je proizvodnja
ROS premasila kapacitete antioksidacijskog sustava te je nastupilo stanje oksidacijskog
stresa.

e U obrani protiv oksidacijskog stresa aktivirali su se enzimski i neenzimski
antioksidansi; u tretmanu s AgNP-CTAB jace je bila izrazena aktivacija
antioksidacijskih enzima, posebice CAT i APX, dok su u obrani tijekom tretmana s
AgNP-PVP i AgNO3 veéi znacaj pokazali prolin i GSH.

e Tretman s AgNP-CTAB izazvao je ve¢e promjene u proteomu klijanaca duhana u
odnosu na tretmane s AgNP-PVP i AgNOs, pri ¢emu je vecina identificiranih proteina

pokazala povecanu ekspresiju u tretmanima u odnosu na kontrolu.

143



Najvise diferencijalno eksprimiranih proteina pripadalo je skupinama obrana i odgovor
na stres, metabolizam ugljikohidrata i energije te skladiSni proteini, $to potvrduje pojavu
oksidacijskog stresa i ukazuje na pojacanu potrebu za energijom u borbi protiv stresa
uzrokovanog tretmanima s AgNP i AgNO:s.

Dodatak cisteina umanjio je utjecaj AQNP-PVP i AgNOs za vecinu ispitanih parametara,
ali nije imao veliki znacaj na tretman s AgNP-CTAB, S§to ukazuje na to da je toksi¢an
ucinak AgNP-PVP veéim dijelom posljedica otpusStanja iona Ag®, dok toksi¢nost
AgNP-CTAB proizlazi iz intrinzi¢nih svojstava samih nanocestica.

Omota¢ CTAB takoder je negativno utjecao na sve ispitane parametre u klijancima

duhana, sto pokazuje da i sam omota¢ doprinosi toksicnosti AgNP-CTAB.
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