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Nanocestice srebra (AgNP) biljeze sve veéu primjenu zbog ¢ega su rastuci ekoloski problem.
Kako bi se sprijecila njihova agregacija i disocijacija pri sintezi im se dodaju stabilizirajuéi
omotac¢i koji mogu modulirati toksi¢ni ucinak. U ovom radu istrazen je utjecaj AgNP
stabiliziranih omotac¢ima polivinilpirolidon (PVP) i cetiltrimetilamonij bromid (CTAB) na
fizioloske procese u korijenu i listu biljaka duhana. Napravljena je i usporedna analiza
izlaganjem AgNOs i kombiniranim tretmanima AgNP ili AgNOs s cisteinom. Oba organa
pokazala su mobilizaciju antioksidacijskog sustava koja je bila izrazenija nakon tretmana s oba
tipa AgNP u odnosu na AgNO:s. Jaci antioksidacijski odgovor zabiljeZen je u listu u odnosu na
korijen, s aktivacijom odredenih komponenti specificnih za biljni organ i tip omotaca.
Smanjenje fotosintetske ucinkovitosti praceno je smanjenom ekspresijom fotosintetskih
proteina, a promjene u ekspresiji pokazali su i proteini ukljuc¢eni u odgovor na stres i sintezu
proteina. Cistein je ublazio u€inak svih tretmana, pokazujuci da toksi¢nost AgNP djelomi¢no
potjeGe od iona Ag®. Veca toksi¢nost AgNP-CTAB u usporedbi s AgNP-PVP pokazuje da

fizikalno-kemijska svojstva omotac¢a moduliraju toksi¢ne ucinke.
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physiological processes in adult tobacco plants (Nicotiana tabacum 1.)
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With increasing silver nanoparticles (AgNP) use comes a growing concern for the environment.
To prevent aggregation and dissociation, stabilisers are used in their synthesis that can modulate
their toxic effects. In this work, effects of AgNP stabilised with polyvinylpyrrolidone (PVP)
and cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) on physiological processes in roots and leaves
of tobacco plants were investigated. A comparative analysis included treatments with AgNO3
and combined treatments of AgNP or AgNOs with cysteine. In both organs, mobilisation of
antioxidant system was more pronounced after both types of AgNP treatments compared with
AgNOs. A stronger antioxidant response was observed in leaf compared with root, while
activation of specific components was organ- and coating-dependent. Reduced photosynthetic
efficiency correlated with decreased expression of photosynthetic proteins, while proteins
involved in stress response and protein synthesis also showed changes in expression. Cysteine
attenuated effects of all treatments, suggesting that AgNP toxicity is partly due to Ag* ions. The
higher toxicity of AgNP-CTAB compared with AgNP-PVP suggests that coating

physicochemical properties play a role in modulating the toxic effects.
(211 pages / 57 figures /9 tables / 356 references / original in Croatian)
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1. UvOD

Porast proizvodnje razli¢itih nanomaterijala i njihova upotreba u industriji i proizvodima za
Siroku potro$nju povecava zabrinutost glede njihovog utjecaja na okoli$ i ljudsko zdravlje
(Vance i sur. 2015). Male dimenzije nanoCestica (eng. nanoparticles, NP), s barem jednom
dimenzijom izmedu 1 i 100 nm, rezultiraju jedinstvenim fizikalno-kemijskim svojstvima, a
veliki omjer povrsine i volumena te velika kataliti¢ka aktivnost daju im poboljSana svojstva u
usporedbi s istim tvarima makroskopskih dimenzija, koja ve¢ imaju primjene u raznim
komercijalnim proizvodima. S druge strane, kompleksna veza izmedu fizikalno-kemijskih
svojstava NP i njihove bioloske aktivnosti moze biti uzrok njihove toksi¢nosti (Rico i sur. 2011;
Tolaymat i sur. 2010). Medu razlicitim NP metala, svojom primjenom posebno se isticu NP
srebra (eng. silver nanoparticles, AgNP) koje ¢ine gotovo 25% nanomaterijala u potrosackim
proizvodima, a zbog svojih dobro poznatih protubakterijskih i protugljivi¢nih svojstava rastucu
primjenu nalaze u medicini, prehrambenoj industriji i poljoprivredi (Tolaymat i sur. 2010;
Vance i sur. 2015). Povecano otpustanje AgNP u okoli§ rezultira njihovim transportom i
bioakumulacijom u razli¢ite organizme, dok primjena u poljoprivredi, primjerice kao
nanopesticida, predstavlja direktni put kontakta s biljkama koje posreduju u daljnoj

biodistribuciji AgNP u hranidbeni lanac, predstavljajuc¢i tako potencijalni rizik i za ljude

v

kao Sto su: vrsta 1 starost biljke, karakteristike samih NP (veli¢ina, oblik 1 naboj), stabilnost,
odnosno podloznost transformaciji u eksperimentalnom mediju, te duljina i na¢in izlaganja, dok
na biolosku dostupnost AgNP uvelike utjeCe sastav medija u kojem se odvija izlaganje (kruta
ili tekuca hranjiva podloga, vodena otopina ili tlo) (Tkalec 1 sur. 2019). Budu¢i da su AgNP
relativno sklone kemijskim transformacijama, upotreba razli¢itih omotaca pri njihovoj sintezi
Stiti 1h od izravnih interakcija s okoliSem te smanjuje moguénost agregacije i oksidacije
elementarnog srebra (Ag®) u ionski oblik (Ag*). Medutim, dodatkom omota¢a mijenjaju se
njihova fizikalno-kemijska svojstva, te njihova reaktivnost i topivost, a pokazalo se i da
intrinsi¢na svojstva omotaca mogu doprinijeti toksi¢nosti AgNP (Biba i sur. 2022b; Ferdous 1
Nemmar 2020; Tkalec i sur. 2019). Suspenzije AgNP mogu se stabilizirati elektrostati¢kim
interakcijama primjenom anionskih i kationskih surfaktanata, najceS¢e citrata |
cetiltrimetilamonijevog bromida (CTAB), ili sterickim interakcijama, primjenom polimernih i
neionskih surfaktanata poput polivinilpirolidona (PVP) ili polietilen glikola (PEG) (Pongrac i
sur. 2018). Iako su brojna istrazivanja ispitivala utjecaj AgNP na biljke i usporedivala ga s
utjecajem iona Ag*, samo nekolicina je ispitala utjecaj razli¢itih omotada na doprinos
toksi¢nosti | pokazala da postoje razlike u odgovoru biljaka na AgNP stabiliziranim razli¢itim
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omotacima (Biba 1 sur. 2022a). Rezultati istrazivanja provedenih na razli¢itim biljnim vrstama
pokazali su da je glavni mehanizam fitotoksi¢nosti AgNP povecano stvaranje reaktivnih
kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS), kao $to su singletni kisik (*O2),
superoksidni radikal (O2™), vodikov peroksid (H20>) te hidroksilni radikal (HO"). Neravnoteza
u oksidacijskim i antioksidacijskim procesima izaziva oksidacijski stres, uslijed kojeg dolazi
do ostecenja stani¢nih struktura (Parvaiz i sur. 2010; Tkalec i sur. 2019; Yan i Chen, 2019).
Osim poremecaja integriteta staniéne membrane, do kojeg dolazi uslijed procesa lipidne
peroksidacije (Suresh i sur. 2010), povecana razina ROS moze izazvati oste¢enja biomolekula,
pri cemu oksidacijsko oste¢enje molekule DNA moze dovesti do promjena u diobi stanica i
ekspresije gena (Levine i sur. 2017), a karbonilacija proteina do gubitka njihove funkcije (Tola
i sur. 2021). Kako bi se obranile od oksidacijskog stresa, biljne stanice povecavaju aktivnost
antioksidacijskih enzima i koli¢inu neenzimskih antioksidansa koji prevode ROS u slabije
reaktivne oblike i na taj nacin odrzavaju redoks homeostazu (Arora i sur. 2002; Mittler, 2017).
Neki od znacajnijih antioksidacijskih enzima koji sudjeluju u obrani od oksidacijskog stresa su
superoksid dismutaza (SOD), koja pretvara O2" u O2i H20z, te katalaza (eng. catalase, CAT)
i peroksidaze, koje prevode H20; i organske perokside u molekularni kisik (O2) i vodu (H20)
(Parvaiz i sur. 2010). Vaznu ulogu u obrani od oksidacijskog stresa imaju i neenzimski
antioksidansi poput prolina 1 glutationa (GSH), koji zbog snaZznog redukcijskog potencijala
mogu izravno ukloniti ROS, ali su ujedno i prekursori u sintezi ostalih antioksidansa (de Pinto
1 De Gara 2004; Parvaiz 1 sur. 2010). Vecina dosadasnjih istraZivanja fitotoksi¢nosti AgNP
provedena je na razini cijele biljke i to nakon izlaganja kroz period dovoljno dug da izazove
ozbiljna oStec¢enja na stanicnoj razini (Tkalec 1 sur. 2019). Medutim, malo se paZznje pridalo
ispitivanju ranog fizioloskog odgovora biljke in situ na stres uzrokovan AgNP. Buduéi da su
nastanak 1 razgradnja ROS u stanici dinamicki procesi, te da su ROS relativno kratkoZivuce
molekule (Schmitt i sur. 2014), za njihovo pracenje u uvjetima in vivo mogu se koristiti probe
koje iskazuju svojstvo fluorescencije uslijed interakcije s unutarstanicnim ROS (McLennan i
Esposti, 2000), uz primjenu konfokalne fluorescencijske mikroskopije (Mai i sur. 2013; Ortega-
Villasante i sur. 2005). Osim promjena na stani¢noj razini, AGQNP imaju negativne utjecaje i na
fizioloskoj razini biljke, Sto se ocituje u smanjenju sadrzaja fotosintetskih pigmenata i
poremecaja u fotosintezi, te smanjenju transpiracije i promjenama u koncentraciji biljnih
hormona (Sun i sur. 2017; Durgesh K. Tripathi i sur. 2017; Yan i Chen 2019). Smanjenje
koli¢ine fotosintetskih pigmenata uglavnom je u korelaciji sa smanjenjem intenziteta
fluorescencije klorofila a, $to ukazuje na poremecaj u transportu elektrona unutar fotosustava

Il (eng. photosystem I1, PSII), a promjene u ultrastrukturi kloroplasta koje su zabiljezene uslijed
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izlaganja biljaka AgNP dodatno ukazuju na inhibiciju fotosintetske u¢inkovitosti (Biba i sur.
2021a; Tkalec i sur. 2019). Stres uzrokovan AgNP utjeCe i na ekspresiju odredenih gena te
posljedi¢no moze dovesti do promjene u sastavu proteina (Biba i sur. 2021a; Yan i Chen 2019).
Malobrojne studije koje su ispitivale promjene u biljnom proteomu pokazale su da uslijed
tretmana s AgNP najcesce dolazi do promjene u ekspresiji proteina ukljuenih u primarni
metabolizam, prvenstveno onih ukljuc¢enih u fotosintezu, te proteina ukljucenih u odgovor na
stres, a kao potencijalni biomarkeri toksi¢nosti nanosrebra izdvojili su se antioksidacijski
enzimi (Biba i sur. 2022b; Mirzajani i sur. 2014; Peharec Stefani¢ i sur. 2018; Vannini i sur.

2013).

Unato¢ brojnim istraZivanjima na temu fitotoksi¢nosti AgNP, mehanizam njhovog Stetnog
djelovanja jos uvijek je nedovoljno razjasnjen. Posljedice izlaganja biljaka nanosrebru mogu se
pripisati djelovanju srebra u nanocesticnom obliku, ali 1 oksidiranom srebru koji se s AgNP
otpusta u obliku iona Ag* (Biba i sur. 2021b; Cvjetko i sur. 2018; Navarro i sur. 2008b; Peharec
Stefani¢ i sur. 2019). Dodatak snaznog liganda srebra, kao sto je aminokiselina cistein,
tretmanima s AgNP mogao bi pomo¢i u razluéivanju utjecaja samih AgNP od iona Ag*. Naime,
ako toksi¢ni u¢inak AgNP u vecoj mjeri potjece od disociranih iona Ag*, cistein bi njihovim
vezanjem pomogao ublaziti Stetno djelovanje, $to su i potvrdila neka istrazivanja (Biba 1 sur.
2020; Gondikas 1 sur. 2012; Navarro 1 sur. 2015, 2008b). Novije studije ukazuju 1 na vaznost
omotaca primijenjenog za stabilizaciju AgNP u mehanizmu toksi¢nosti (Barbasz i sur. 2018;
Biba i sur. 2022b; Peharec Stefanié i sur. 2021). Stoga su potrebna daljnja istrazivanja kako bi
se §to bolje razlucio utjecaj AgNP od iona Ag", te ispitao utjecaj stabiliziraju¢ih omotaca na

njihovu fitotoksi¢nost.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati fizioloske odgovore biljaka duhana na izlozenost ¢esticama
AgNP stabiliziranim omota¢ima PVP 1 CTAB, te otkriti sudjeluje 1i oksidacijski stres u
mehanizmu toksic¢nosti i dolazi li prilikom izlaganja AgNP do promjena u ucinkovitosti
fotosinteze i sastavu proteina. Kako bi se utvrdilo jesu li karakteristike omotaca jedna od
odrednica toksi¢nosti AgNP i u kojoj mjeri toksi¢ni ucinci potjeCu od samih AgNP u odnosu
na otpustene ione Ag*, provedene su i usporedne analize biljaka tretiranih s AgNP ili AgNOsu
kombinaciji s cisteinom. Hipoteza istrazivanja bila je da AgNP stabilizirane razli¢itim
omotacima U razli¢itoj mjeri, a potencijalno i razli¢itim mehanizmima, izazivaju fitotoksi¢nost,
koja je barem djelomi¢no posljedica otpustanja iona Ag", ali i karakteristika djelovanja samih

omotaca.
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2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Nanotehnologija i nanomaterijali

Nanoznanost je relativno nova grana znanosti koja se bavi istrazivanjem jedinstvenih
svojstava materijala ¢ije su dimenzije manje od 100 nm (Sim i Wong 2021), dok se termin
nanotehnologija koristi za primjenu tih istrazivanja u svrhu razvijanja, sinteze, karakterizacije
i primjene takvih materijala s ciljem izrade novih materijala, uredaja ili sustava s poboljSanim
svojstvima (Kalkidan Mamo i sur. 2021; Kolahalam i sur. 2019; Sim i Wong 2021).
Nanotehnologija je multidisciplinarna znanost koja obuhvacéa podru¢ja kemije, biologije i
fizike, a primjenu pronalazi u gotovo svim granama znanosti i tehnologije (Kolahalam i sur.
2019). Nanomaterijali (NM) zbog svojih malih dimenzija, a velikog omjera povrsine i
volumena, iskazuju jedinstvena opticka, elektri¢na 1 magnetska svojstva, zbog ¢ega iskazuju
poboljsane fizikalno-kemijske karakteristike u odnosu na iste materijale ¢ije dimenzije
odgovaraju makroskali (Kolahalam i sur. 2019; Sim i Wong 2021). NM imaju barem jednu
dimenziju unutar nanoskale (izmedu 1 i 100 nm), a mogu biti razli¢itih oblika, veli¢ina i
dimenzija; nula-dimenzionalni NM imaju sve tri dimenzije unutar nanoskale i nazivaju se
nanocestice (eng. nanoparticles, NP) (Wang i sur. 2020); jedno-dimenzionalni, nanoStapici ili
nanocjevcice, imaju jednu dimenziju vec¢u od 100 nm; dok se dvo-dimenzionalni, s dvije
dimenzije ve¢e od 100 nm, nazivaju filmovi ili listovi (Kolahalam 1 sur. 2019). Prema nacinu
postanka, NM mogu biti: prirodni, nastali putem biogeokemijskih procesa na Zemlji poput
vulkanskih erupcija i trosenja stijena (Shalan i sur. 2019). Antropogeni NM, nastali su
djelovanjem covjeka, najcesce izgaranjem fosilnih goriva (Barhoum i sur. 2022) dok su

sintetski, nastali umjetnim putem (Albalawi i sur. 2021).

Ne postoji jedinstvena definicija NM, no legislative Europske Unije (EU) i Sjedinjenih
Americkih Drzava (SAD) daju donekle sli¢na objasnjenja. Prema Europskoj komisiji, NM su
prirodni ili proizvedeni materijali koji su sa¢injeni od nevezanih, agregiranih ili aglomeriranih
Cestica dimenzija izmedu 1 i 100 nm. Sli¢no objasnjenje daju i Americka agencija za zastitu
okolisa (U.S. Environmental Protection Agency, EPA) i Americka agencija za hranu i lijekove
(U.S. Food and Drug Administration, FDA), dok Medunarodna organizacija za standardizaciju
(International Organization for Standardization, 1SO) opisuje NM kao materijale s bilo kojom
vanjskom dimenzijom ili unutarnjom povrSinskom strukturom dimenzija na nanoskali
(Jeevanandam 1 sur. 2018). U 2014. godini na trziStu je zabiljezeno oko 1814 potrosackih
proizvoda koji sadrze NM, a komercijalno su dostupni u preko 20 zemalja, od ¢ega je ¢ak 37%

proizvoda sadrzavalo NP metala ili metalnih oksida (Vance i sur. 2015).



2.1.1. Nanodestice metala

Prvi znanstveni zapis o sintezi NP metala datira iz 1857. godine, kada je M. Faraday
objavio postupak sinteze koloidne otopine nanocestica zlata (AuNP), pritom otkrivsi da AuUNP
imaju razli¢ita opticka svojstva u odnosu na ishodisnu otopinu. Danas je poznato da NP metala
imaju znacajno poboljSana svojstva u odnosu na ishodiSne materijale u vidu vece izdrzljivosti,
provodljivosti i ¢vrstoce, a osim toga mogu rezultirati i nekim novim Kkorisnim svojstvima,

poput protumikrobnih i krioprotekcijskih (Jeevanandam i sur. 2018).

NP metala uglavnom se dobivaju kemijskim ili fotokemijskim metodama iz otopina metalnih
soli koje sadrze dvovalentne ili trovalentne ione metala. Primjenom reducirajucih agensa, ioni
metala reduciraju u nenabijeni oblik te formiraju NP, koje imaju veliku povrSinu i mogucnost
vezanja manjih molekula (Kolahalam i sur. 2019). Danas, najvecu primjenu imaju NP
titanijevog dioksida (TiO2NP), srebra (AgNP), cinkovog oksida (ZnONP), cerijevog dioksida
(CeO2NP) i silicijevog dioksida (SiO2NP), a implementirane su u kozmeticke i farmaceutske
proizvode, elektroni¢ke uredaje, herbicide i razne aditive u prehrambenoj industriji. Primjerice,
godisnje se proizvede priblizno 3000 tona TiO2NP, od ¢ega je preko 50% primijenjeno u
proizvodima za osobnu njegu poput krema za sunéanje. Slicnu primjenu u kozmetickim
preparatima imaju i ZnONP, koji se osim toga dodaju i u razne boje i lakove. Nadalje,
jedinstvena magnetska, kataliti¢ka 1 opticka svojstva cerija (Ce), koja su poboljSana kad je
primijenjen u obliku NP, razlog su primjene CeO.NP u tehnologiji poliranja, gorivnim
¢lancima, kozmetickim pripravcima i raznim drugim proizvodima (Ma i sur. 2015). Jedinstvena
svojstva SIO2NP poput kemijske inertnosti, toplinske stabilnosti i kontroliranog poroziteta,
razlog su njihove primjene u prehrambenoj tehnologiji, obradi otpadnih voda, pretvorbi i
pohrani energije te biomedicinskim uredajima i isporuci ljekova (Nayl i sur. 2022). Ipak, jedan
od najzastupljenijih 1 najbolje istrazenih NP su AgNP, s udjelom od preko 25% na globalnom
trzistu NM (Vance i sur. 2015).

2.1.2. Nanodestice srebra

Srebro se ve¢ tisu¢ama godina Koristi za dezinfekciju i u medicinske svrhe, jos otkad je
njegova protumikrobna svojstva prvi opisao Hipokrat 400. godina pr. Kr. (Owens, 2013;
Tolaymat i sur. 2010), no srebro u obliku NP otkriveno je mnogo kasnije. Prvi zabiljezen zapis
o sintezi AgNP datira iz 1889. godine, kad je M.C. Lea sintetizirao AgNP stabilizirane citratom,
Sto je ujedno i prvi spomen stabilizacije AgNP upotrebom druge kemikalije kao omotaca (Lea,
1889). Godine 1897. na trziste je izasao proizvod komercijalnog naziva “Collargol” koji sadrzi



AgNP stabilizirane proteinima, a koristi se kao antiseptik (Nowack i sur. 2011), dok je 2003.
godine Samsung predstavio novu protubakterijsku tehnologiju ,,Silver Nano™*, koju je
implementirao u klima uredaje, hladnjake, perilice rublja te usisavace, a temelji se na

protumikrobnim svojstvima AgNP (Jeevanandam i sur. 2018).

Upravo zbog dobro poznatih protubakterijskih 1 protugljivi¢nih svojstava srebra, te povecane
reaktivnosti kada se nalazi u obliku NP, AgNP danas pronalaze sve vecu implementaciju u
raznim potroSackim proizvodima, pakiranjima hrane i lijekova, tekstilu (posebno sportskoj
odjeci), dezinfekcijskim sredstvima, igrackama, ku¢anskim aparatima, kozmetici, medicinskim
proizvodima (zavoji, kateteri, kirurski pribor) (Bruna i sur. 2021; Ferdous i Nemmar 2020; Yan
i Chen 2019). U medicini, AgNP se primjenjuju i za ciljano i kontrolirano usmjeravanje lijekova
(Bruna i sur. 2021), te u dijagnostici za oznac¢avanje i snimanje stanica tumora (Takac 1 sur.
2023). Nadalje, AgNP primjenu nalaze i u elektroni¢kim uredajima te tretmanima za obradu
otpadnih voda zbog svoje dobre elektricne vodljivosti i fotokemijskih svojstava. U
poljoprivredi, AgNP se primjenjuju u nanopesticidima i nanofungicidima te kao stimulatori
rasta i sazrijevanja plodova, $to predstavlja direktan put za unos AgNP u biljke koje posreduju
u daljnoj biodistribuciji AgNP u hranidbeni lanac, predstavljajuci tako potencijalni rizik i za
ljude (Rico i sur. 2011; Yan i Chen 2019).

Procjena je da se godiSnje proizvede oko 320 tona AgNP (Gherasim i sur. 2020; Siddiqi i sur.
2018), koji su kao aktivne komponente prisutni u preko 560 proizvoda (Slika 1.) (The
Nanodatabase, pristupljeno 21.03.2023.). Zbog rastu¢e proizvodnje i implementacije AgNP
raste 1 problem zagadenja kao posljedice njihovog otpustanja u okolis. Koncentracija ukupnog
srebra u razli¢itim ekosustavima procijenjena je na razine ng L™* u vodenom okoligu te mg L
u tlu 1 sedimentima (Blaser 1 sur. 2008). Matematickim modeliranjem dobivene su procjene
koncentracija AgNP u povrsinskim vodama koje za SAD iznose izmedu 0,09 i 0,43 ng L%, dok
su za Europu vrijednosti izmedu 0,59 i 2,16 ng L (Blaser i sur. 2008; Gottschalk i sur. 2009;
Nowack i sur. 2011).
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Slika 1. Porast upotrebe AgNP u proizvodima Siroke potroSnje na globalnom trzistu u razdoblju od
2012. do 2023. godine. Preuzeto i prilagodeno s https://nanodb.dk/en/analysis/consumer-
products/#chartHashsection.

2.1.2.1. Sinteza i stabilizacija AgNP

Distribucija veli¢ina AgNP te morfologija u najvecoj su mjeri odrednice njihovih
fizikalno-kemijskih svojstava, a na iste je moguce utjecati moduliranjem brzine mijeSanja,
temperature, vrijednosti pH i izbora reducensa tijekom sinteze (Vega-Baudrit i sur. 2019).
Medu sintetskim postupcima dobivanja AgNP razlikujemo fizikalne, bioloske i kemijske
metode. Fizikalne metode ukljucuju postupke poput pirolize ili elektriénog praznjenja, dok
bioloske obuhvacaju primjenu mikroorganizama ili visih organizama poput biljaka koje
djelovanjem alkaloida, terpena i fenola reduciraju ione Ag"* iz otopina srebrovih soli, primjerice
srebrovog nitrata (AgNQO3,), srebrovog klorida (AgCl) ili srebrovog sulfida (Ag2S) (Xu i sur.
2020). Najcesce se za sintezu AgNP primjenjuju kemijske metode koje se temelje na redukciji
otopina srebrovih soli primjenom odgovaraju¢eg kemijskog reducirajuc¢eg agensa (Slika 2.), a
moguca je, iako rjeda, i primjena elektrokemijskih ili fotokemijskih postupaka redukcije (Behra
i sur. 2013). Atomi Ag°, dobiveni redukcijom iona Ag®, medusobno stupaju u interakcije
formirajuci klastere u procesu koji nazivamo nukleacija (Slika 2.). Aglomerirane Cestice rastu
dok ne dostignu kriti¢ni promjer pri kojem su NP najstabilnije, dok na brzinu procesa te veli¢inu
I oblik cCestica utje¢u temperatura, vrijednost pH i koncentracija ishodisne otopine te

reducirajuca jakost primijenjenog reducensa (Vega-Baudrit i sur. 2019). Jaca reducirajuca


https://nanodb.dk/en/analysis/consumer-products/#chartHashsection
https://nanodb.dk/en/analysis/consumer-products/#chartHashsection

sredstva poput natrijevog borhidrida (NaBHa4) ili hidrazin hidrata (HeN20) rezultiraju sintezom
Cestica manjeg promjera, dok slabiji reducensi poput askorbinske Kkiseline (CsHgOs) i
trinatrijevog citrata (NasCsHsO7) uvjetuju sintezu veéih Cestica (Chen i Schluesener, 2008;
Vega-Baudrit i sur. 2019). Dodatak stabiliziraju¢eg agensa tijekom sinteze sprjecava daljnji rast
i aglomeraciju AgNP te ih §titi od izravnih kontakata s okoliSem i time sprjecava oksidaciju u
ione Ag" ili adsorpciju makromolekula (Lee i Jun 2019; Vega-Baudrit i sur. 2019). Odabir
omotaca ovisi o primjeni za koju se AgNP sintetiziraju, budu¢i da se vezanjem omotaca
mijenjaju njihova fizikalno-kemijska svojstva, reaktivnost i topivost, a dosada$nja istrazivanja
pokazuju da intrinsi¢na Svojstva omotac¢a mogu modulirati toksi¢nost AGNP (Biba i sur. 2022a;
Ferdous i Nemmar 2020).

gl
AgNP-PVP
L &
. &y ¢
Ag Ag ‘l’ ~ ~ @l
ag Ap reducirajuéi S @gd e G stabilizirajuéi
Ag' A agens  (agd (ag’ A,‘,o“d '\2 ik(/ agens
e & S © ;
: L \’&_,' - . "
prekursor srebra atomi srebra nukleacija — nestabilni - N
klasteri ST
" \\\//
Y% AgNP-citrat

Slika 2. Shematski prikaz sinteze AgNP kemijskom metodom i primjenom stericke (PVP kao
stabiliziraju¢i agens, AgNP-PVP) ili elektrostaticke (citrat kao stabiliziraju¢i agens, AgNP-citrat)
stabilizacije. Preuzeto i prilagodeno prema Biba i sur. (2021).

Stabilizacija AgNP uglavnom se temelji na adsorpciji ili kovalentnom vezanju organskih
spojeva elektrostati¢kim, sterickim ili elektrosterickim interakcijama izmedu AgNP i omotaca
(Slika 2.). Elektrostaticka stabilizacija postize se vezanjem kationskih ili anionskih
surfaktanata, Cije nabijene ionske skupine stvaraju elektri¢ni dvosloj na povrsini NP. AgNP su
stabilizirane kada naboj odbojnih elektrostatickih sila nadjac¢a Van der Waalsove privlacne sile
izmedu cestica (De Leersnyder i sur. 2019; Levard i sur. 2012). Primjer elektrostati¢kih
omotaca su negativno nabijeni NasCsHs0- i natrijev dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate,
SDS) te pozitivno nabijeni CTAB i didecildimetilamonijev bromid (DDAB) (Biba i sur. 2021a).

Stericka stabilizacija postize se vezanjem polimernih nenabijenih makromolekula na povrsinu
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NP, pri ¢emu se stvaraju stericke odbojne sile koje umanjuju interakciju izmedu NP i
sprjecavaju agregaciju. Kao stericki omotac najcesce se koristi PVP zbog kemijske inertnosti,
hidrofilnosti i netoksi¢nosti, a osim njega primjenjuju se i polimerni alkoholi poput polivinil
alkohola (PVA) i polietilen glikola (PEG) te arapska guma (eng. gum arabic, GA), prirodni
polisaharidni polimer (De Leersnyder i sur. 2019; Koczkur i sur. 2015; Sharma i sur. 2014).
Polimerne makromolekule s nabijenim skupinama (polielektroliti), kao $to je razgranati
polietilen imin (eng. branched polyethylenimine, BPEI), omogucuju hibridni mehanizam
stabilizacije putem elektrosterickih odbojnih sila (De Leersnyder i sur. 2019).

2.1.2.2. Stabilnost i transformacije AgNP u okelisu i eksperimentalnom mediju

Porast proizvodnje 1 upotrebe AgNP rezultira njihovim nereguliranim otpuStanjem u
vodeni i kopneni okoli§ razli¢itim putevima, bilo prilikom sinteze i ugradnje u proizvode ili
rukovanja, recikliranja i odlaganja istih, zbog Cega raste zabrinutost glede utjecaja AgNP na
okoli§ (McGillicuddy 1 sur. 2017; Yan 1 Chen 2019). Pri procjeni potencijalnog rizika koje
AgNP predstavljaju za okoli§ i zive organizme, vazno je uzeti u obzir njihovu podloznost

transformacijama u okolisu koje im modificiraju svojstva (Levard i sur. 2012; Yu i sur. 2013).

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da su nakon ispustanja u okoli§ AgNP podlozne razli¢itim
kemijskim i fizikalnim transformacijama poput agregacije, te oksidacije i otpustanja iona Ag",
amogu i reagirati sa sulfidima, kloridima i organskim spojevima (Slika 3.) (Levard i sur. 2012,
2011) te adsorbirati razlicite polimere 1 proteine (Behra i1 sur. 2013; Sharma i sur. 2014).
Modifikacije AQNP mogu imati velik utjecaj na njihova ishodi$na svojstva te time utjecati na
njihovu biodostupnost, reaktivnost i toksi¢nost (Reidy i sur. 2013). Nadalje, intrinsi¢na svojstva
omotaca, kao $to su istoca, povrsinska napetost, konformacija, kemijska struktura i molekulska
masa, takoder utjeCu na stabilizaciju AgNP kao i na njihovo ponasanje i transformacije u
okoliSu (Levard i sur. 2012). Bioloski sustavi imaju kompleksan kemijski sastav jer se sastoje
od razli¢itih organskih i anorganskih tvari, zbog ¢ega mogu imati razli¢ite ionske jakosti i
vrijednosti pH. Velika ionska jakost okoliSa destabilizira AgNP, uzrokuju¢i njihovu povecanu
agregaciju koja moze smanjiti ishodi$nu koncentraciju AgNP te na taj na¢in smanjiti njithovu
biodostupnost, sto posljedi¢no moze sprijeciti toksi¢ni uc¢inak AgNP (Levard i sur. 2012; Reidy
i sur. 2013). Osim toga, oksidacija AgNP i otpustanje iona Ag* moze dovesti do kompleksacije
s ionima iz otopine, prvenstveno kloridnim (CI°), sulfidnim (S?) ili nitratnim (NOs%) ionima,
ili do stvaranja sekundarnih AgNP (Slika 3.) koje nastaju kemijskom ili foto-induciranom

redukcijom (Biba i sur. 2021a). Brzina otpustanja iona Ag" veca je za manje Gestice AgQNP bez



+

omotaca U mediju bogatom molekulama koje mogu kompleksirati otpuStene ione Ag
(Muraleetharan i sur. 2019).

elepdoaad

AgCl, Ag,S, Ag-SR

Slika 3. Shematski prikaz transformacija koje AgNP prolaze nakon otpustanja u okoli§. AgO — srebrov
oksid, Ag* — ioni srebra, AgCl — srebrov klorid, AgzS — srebrov sulfid, Ag-SR — srebrovi tiolati.
Preuzeto i prilagodeno prema Pem i sur. (2021).

AgNP bez omotaca imaju negativan naboj u rasponu vrijednosti pH koje su uobicajene u
okoliSu (pH 3 do 9) (El Badawy 1 sur. 2011), medutim prisutnost iona suprotnog naboja u
hranjivoj podlozi ili tlu smanjuje odbojne sile izmedu AgNP i promovira njihovu agregaciju. U
istrazivanjima utjecaja AgNP na biljke u uvjetima in vitro, kao medij za izlaganje biljaka
uobicajeno se koriste voda ili tekuce hranjive podloge. AgNP su relativno stabilne u
deioniziranoj i ultra-Cistoj vodi kroz duzi vremenski period (Cafiamares i sur. 2008; Capjak i
sur. 2018), a iz literature je poznato da je brzina otpustanja iona Ag* u vodi puno manja nego u
hranjivoj podlozi (Sharma 1 sur. 2014; Zook 1 sur. 2011). Medutim, sama voda bez dodatka
hranjivih tvari nije prikladna za uzgoj biljaka i ne predstavlja realan bioloski sustav, stoga se
analizom stabilnosti AgNP u takvom mediju ne mogu dobiti stvarni podaci o njihovom
ponasanju U okolisu. S druge strane, hranjive podloge za uzgoj biljaka u kontroliranim
laboratorijskim uvjetima su kompleksne smjese tvari razli¢itih vrijednosti pH i ionskih jakosti
te predstavljaju vrlo sloZzene sustave za analizu stabilnosti AgNP i njihove transformacije.
Posebice su izazovne krute hranjive podloge, zbog moguénosti enkapsuliranja AgNP, te tlo,
zbog svog kompleksnog sastava, a dodatni problem predstavlja to sto trenutno nema dostupnih
metoda za analizu stabilnosti AgNP u ovakvim sustavima (Biba i sur. 2021a).
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Istrazivanja stabilnosti AgNP bez omotaca u razli¢itim medijima za uzgoj biljaka pokazala su
njihovu znacajno ve¢u aglomeraciju i otpustanje iona Ag* u tekuc¢im hranjivim podlogama (Nair
i Chung 2014a; Thwala i sur. 2013) i pjeskovitom tlu (Dimkpa i sur. 2013) u odnosu na tretmane
u vodi (Barrena i sur. 2009; Patlolla i sur. 2012). Ispitivanja stabilnosti AgNP stabiliziranih
omotac¢ima pokazala su da su AgNP s negativno nabijenim omota¢em od citrata (AgNP-citrat)
izrazito stabilne u vodovodnoj vodi (Pokhrel i Dubey 2013), a nestabilne u medijima vece
ionske jakosti, kao sto su hranjive podloge za uzgoj biljaka u kulturi tkiva. Primjerice, znacajno
povecéanje hidrodinamic¢kog promjera (dn, definira veli¢inu Cestica) AgNP-citrat primijeceno je
u tekucoj hranjivoj podlozi Murashige i Skoog (MS; Murashige i Skoog 1962) (Ke i sur. 2018;
Peharec Stefani¢ i sur. 2021) i Hoaglandovoj podlozi (Hoagland i Arnon, 1950) s Y
koncentracije makroelemenata (Geisler-Lee i sur. 2013), $to ukazuje na njihovu agregaciju.
Sli¢no ponaSanje pokazale su 1 AgNP stabilizirane s pozitivno nabijenim surfaktantom CTAB
(AgNP-CTAB), koje su visoku stabilnost imale u ultra-cistoj vodi (Cvjetko i sur. 2017), dok je
u tekucoj podlozi MS s polovi¢nom koncentracijom makroelemenata (2 MS) doslo do znac¢ajne
promjene naboja koja je dovela do brze aglomeracije &estica (Peharec Stefani¢ i sur. 2021). S
druge strane, AgNP stabilizirane steriCkim interakcijama pokazale su se stabilnima 1 u ultra-
¢istoj vodi (Cvjetko 1 sur. 2017) 1 u hranjivim podlogama razlic¢itih ionskih jakosti. Primjerice,
Jiang i sur. (2017) pokazali su da Hoaglandova tekuca podloga s 10% koncentracije
makroelemenata nije imala utjecaj na oblik i veli¢inu AgNP-PVP, a sli¢an rezultat dobiven je
i u Hutnerovoj tekucoj podlozi (Hutner i sur. 1950) s polovicnom koncentracijom
makroelemenata (Stegemeier i sur. 2017). Yang i sur. (2019) pokazali su da ioni CI" iz hranjive
podloge mogu dodatno stabilizirati AQNP-PVP povecavaju¢i ukupni negativni naboj Cestica,
¢ime se povecava njihova disperzija. Nadalje, interakcije AgNP sa slozenim organskim
makromolekulama poput nukleinskih kiselina, proteina i lipida, prisutnih u bioloskom mediju,
mogu dovesti do stvaranja tzv. korone na povrSini AgNP (Slika 3.). Stvaranje takvog omotaca
utjeCe na naboj AgNP, a ovisno o intrinsi¢nim svojstvima moze djelovati stabilizirajuce ili

dovesti do povecane agregacije Cestica ili otpustanja iona Ag* (Biba i sur. 2022a).
2.2. Unos AgNP i translokacija u biljkama

Unos AgNP u biljke ve¢ je potvrden u velikom broju istrazivanja (Yan i Chen 2019),
medutim jos uvijek je nejasno njihovo ponasanje i sudbina nakon ulaska (Biba i sur. 2021a).
Istrazivanja su pokazala da je glavni put ulaska AgNP u biljku kroz pore stani¢ne stijenke
epidermalnih stanica korijena, no ako su aplicirane folijarno, AGQNP mogu u¢i u biljku kroz puci

I kutikulu. Ipak, veci broj istrazivanja ispitivao je unos AgNP putem Korijena, a rezultati su
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pokazali da unos uvelike ovisi o veli¢ini 1 obliku Cestica te primijenjenoj koncentraciji, a
pokazalo se i da AgNP uglavnom ostaju vezane na povrsinu korijena ili u stanicama korijena,
dok se samo u manjoj mjeri translociraju do udaljenijih organa poput izdanaka i listova (Tkalec
i sur. 2019).

Osim karakteristika samih AgNP i kemijskog sastava medija u kojem se nalaze, na njihovu
biodostupnost utjece i sastav rizosfere. Naime, eksudati korijena mogu imati kelatorska
svojstva, odnosno, mogu vezati srebro i time smanjiti njegovu dostupnost, a s druge strane
mogu potaknuti i redoks promjene koje uzrokuju agregaciju ili disocijaciju AgNP (Lv i sur.
2019; Viehweger, 2014). Yin i sur. (2011) po prvi puta su otkrili djelomi¢no oksidirane oblike
srebra u korijenu vrste Lolium multiflorum nakon tretmana s AgNP i postavili dvije hipoteze
kao mogucéa objasnjenja: (i) direktan unos AgNP kroz korijen i oksidacija unutar stanica
korijena, ili (ii) disocijacija AgNP u blizini povrsine korijena te unos disociranih iona Ag* u
stanice korijena. AGNP moraju pro¢i kroz stani¢nu stijenku i stani¢cnu membranu epidermalnih
stanica korijena kako bi usle u vaskularno tkivo i transportirale se do udaljenijih organa.
Stani¢na stijenka biljaka gradena je od kompleksne mreze ugljikohidrata i proteina koja djeluje
kao prepreka i molekularno sito. Sastoji se od pora promjera u prosjeku 3-8 nm, kroz koje manje
AgNP mogu proéi i u¢i u stani¢nu membranu zajedno s unosom vode i drugih otopljenih tvari
(Khanna i sur. 2021; Ma i sur. 2015, 2010; Navarro i sur. 2008a; Tripathi i sur. 2017; Yin i sur.
2011). Iako sam mehanizam jo§ nije dovoljno razjasnjen, pretpostavka je da ulazak AgNP
manjih dimenzija moze uzrokovati oste¢enja stani¢ne stijenke i inducirati stvaranje novih, ve¢ih
pora §to omogucava prolaz AgNP vecih od 5 nm (Navarro 1 sur. 2008a). Nadalje, AgNP se
mogu transportirati kroz stanicu putem plazmodezmija ¢ije su pore promjera 50-60 nm
(Concenco i Galon 2011), a koje spajaju susjedne biljne stanice i omogucavaju im komunikaciju
i transport tvari (Yan i Chen 2019). U vrsti Arabidopsis thaliana zabiljezeno je nakupljanje
AgNP u plazmodezmijama i u stani¢noj stijenci (Geisler-Lee i sur. 2013), $to moze uzrokovati
smetnje u medustani¢noj komunikaciji i transportu hranjivih tvari (Yan i Chen 2019). Nakon
prolaska kroz stani¢nu stijenku, AgNP mogu pro¢i kroz lipidni dvosloj stani¢ne membrane
pomocu integralnih transportnih proteina ili putem ionskih kanala (Mueller i Nowack 2008),
primarno putem transportera za ione bakra (Cu*), buduéi da ioni Ag" nose isti naboj kao ioni
Cu™ (Behraii sur. 2013). Drugi potencijalni na¢in unosa je putem endocitoze, $to podrazumijeva
stvaranje vezikule koja obavija NP, odvaja se od stani¢ne membrane i unosi AgNP u stanicu

(Navarro i sur. 2008a).
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Nakon unosa u korijen, AgNP se kroz stabljiku translociraju do udaljenijih organa, uglavnom
kroz izvanstani¢ne prostore putem apoplasta, dok ne prodru u vaskularno tkivo kojim se onda
mogu transportirati do listova i plodova (Geisler-Lee i sur. 2014; Tkalec i sur. 2019). Bao i sur.
(2016) su u popre¢nim presjecima korijena biljke A. thaliana izlozene AgNP veli¢ine 10 nm
uocili pojedinacne AgNP u stanicama, ali i nakupine njihovih agregata duz stani¢ne stijenke,
srediSnje lamele, izvanstani¢nog prostora i u vakuoli. Medutim, veéina istrazivanja pokazala je
da je transport do nadzemnih organa ograni¢en i da AgNP uglavnom ostaju akumulirane u

korijenu (Kaveh i sur. 2013; Vishwakarma i sur. 2017; Yang i sur. 2019).
2.3. Mehanizmi odgovora biljaka na stres uzrokovan AgNP

Biljke su kao primarni proizvodaci vitalan dio svakog ekosustava, zbog Cega igraju
kljuénu ulogu u akumulaciji i1 biodistribuciji razli¢itih tvari iz okoliSa. Buduc¢i da su sesilni
organizmi, biljke ¢e neizbjezno stupiti u interakciju s AgNP iz kontaminirane vode ili tla te na
taj nacin predstavljaju potencijalni put prijenosa AgNP u hranidbeni lanac i neposredno utjecu
na ljudsko zdravlje (Dietz 1 Herth 2011; Rico 1 sur. 2011; Yan i Chen 2019). Razlicite biljne
vrste razvile su razli¢ite mehanizme prilagodbe na stres uzrokovan metalnim NP. Prvi korak
obrane je strategija izbjegavanja koja se temelji na ograniavanju unosa metala iz tla ili
njegovom iskljucivanju, odnosno sprje¢avanju ulaska u korijen (Viehweger, 2014). Ovaj nacin
obrane ukljucuje imobilizaciju metala mikoriznom asocijacijom, sekvestraciju metala ili
kompleksaciju s organskim tvarima koje izlu€uje korijen (Emamverdian i sur. 2015). Ukoliko
metali ipak udu u biljke, aktiviraju se mehanizmi detoksikacije, pri ¢emu biljke primarno
pokuSavaju razviti toleranciju putem aktivnog izbacivanja ili kompartmentalizacije metala,
pretezno u vakuoli (Patra i sur. 2004). Drugi nacin je vezanje metala na stani¢nu stijenku ili
ometanja prijenosa iona metala kroz stani¢énu membranu. Osim toga, aktivira se sinteza i/ili
akumulacija osmolita i osmoprotektanata poput prolina te proteina fitokelatina i metalotioneina,
koji keliraju ione metala i pomazu njihovo izlu¢ivanje. Ukoliko se sve navedene mjere pokazu
neuspjesne 1 biljka se viSe ne moze nositi sa stresnim uvjetima, aktivira se antioksidacijski
sustav kao odgovor na povecanu razinu slobodnih radikala, kako bi se sprijecila pojava
oksidacijskog stresa i oste¢enja na stani¢noj razini (Biba i sur. 2022a; Emamverdian i sur. 2015;
Tkalec i sur. 2019).
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Do sada su na razli¢itim biljnim vrstama zabiljezeni uglavnom negativni ucinci AgNP na
klijanje, rast, morfologiju i fiziologiju (Slika 4.). Pokazalo se da izlaganje biljaka AgNP
uzrokuje smanjenje klijavosti sjemenki, inhibiciju rasta korijena i izdanka te smanjenje
vijabilnosti peludi, povrSine listova i biljne biomase (Dimkpa i sur. 2013; Jiang i sur. 2012;
Kaveh 1 sur. 2013; Nair i Chung 2014a; Stampoulis i sur. 2009). Na fizioloskoj razini, AgNP
mogu izazvati smanjenje unosa vode i nutrijenata (Zuverza-Mena i sur. 2016), sadrzaja klorofila
(Qian i sur. 2013; Song i sur. 2013) i transpiracije (Musante i White 2012), te promjene u
koncentraciji biljnih hormona (Sun i sur. 2017). Na stani¢noj i molekularnoj razini, AQNP mogu
uzrokovati promjene u stani¢nim strukturama, primjerice oste¢enja stani¢ne stijenke, smanjenje
vakuole ili promjene u ultrastrukturi kloroplasta (Peharec Stefanié i sur. 2021; Pokhrel i Dubey
2013; Yin i sur. 2011). Nadalje, AgNP mogu izazvati poremecaje u diobi stanica, smanjenje
mitotskog indeksa i pojavu kromosomskih aberacija (Kumari i sur. 2009; Patlolla i sur. 2012).
Ipak, kao glavni mehanizam fitotoksi¢nosti AgNP navode se oksidacijska ostecenja
biomolekula (lipida, proteina i molekule DNA), koje nastaju kao posljedica povecanog
stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) ili njihovog
neucinkovitog uklanjanja (Tkalec i sur. 2019; Yan i Chen 2019).

smanjenje klijavosti sjemenki

smanjenje vijabilnosti peludi
<2 ; (,\
oStecenje membrane
/ Smanjenje »»  olfatenlle
Vakuoke molekule DN

smanjenje povrsine listova X kromosomske %
. raspadanje aberacije \=/
translokacija Klorofila =

smanjenje
biomase

..
e
smanjenje rasta
korijenovih dlacica

smanjenje elongacije korijena

Slika 4. Shematski prikaz unosa, translokacije i glavnih mehanizama fitotoksi¢nosti AgNP u biljkama.
ROS - reaktivne kisikove vrste. Preuzeto i prilagodeno prema Yan i Chen (2019).

S druge strane, nekolicina istrazivanja pokazala je da AgNP mogu imati i pozitivne ucinke na

isklijavanje (Fayez i sur. 2017), te stimulirati izduzivanje korijena i djelovati na povecanje
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biomase (Almutairi i Alharbi 2015; Pallavi i sur. 2016; Vannini i sur. 2013; Wang i sur. 2013).
U nekim vrstama je nakon izlaganja AgNP zabiljezeno i povecanje sadrzaja klorofila (An i sur.

2008; Sharma i sur. 2012) i povecana ucinkovitost fotosinteze (Sharma i sur. 2012).
2.3.1. Pojava oksidacijskog stresa

U normalnim uvjetima u stanicama kao nusproizvod u procesima fotosinteze i stani¢nog
disanja nastaju ROS, slobodni i vrlo nestabilni oblici kisika (Carocho i Ferreira 2013). Najces¢i
oblici ROS su singletni kisik (*O2), superoksidni radikal (O2"), vodikov peroksid (H20;) te
hidroksilni radikal (HO"). Kada se odrzavaju na niskoj, bazalnoj razini, ROS imaju vazne
regulatorne i signalne uloge u stanicama (Carocho i Ferreira 2013; Mittler, 2002). Stvaranje i
razgradnja ROS u stanicama su dinamicki procesi, a za odrzavanje njihove optimalne razine s
ciljem odrzavanja homeostaze zaduZen je sustav antioksidansa koji ROS prevode u slabije
reaktivne oblike (Apel i Hirt 2004). Kao posljedica stresnih uvjeta, proizvodnja ROS moze
nadmasiti njihovu neutralizaciju putem sustava antioksidansa, §to izaziva naruSavanje redoks
homeostaze u stanicama i dovodi do pojave oksidacijskog stresa (Arora i sur. 2002; Parvaiz i
sur. 2010).

Kada dode do preopterec¢enja u transportu elektrona, bilo u procesu stani¢nog disanja ili u
procesu fotosinteze, redukcijom O stvara se O2™ (Slika 5.), koji je relativno nestabilan, jaki
reducens. Osim §to se redukcijom prevodi u druge oblike ROS, Oz djeluje i kao prekursor za
stvaranje drugih reaktivnih vrsta poput reaktivnih oblika dusika (eng. reactive nitrogen species,
RNS), reaktivnih oblika sumpora (eng. reactive sulfur species, RSS) i reaktivnih oblika
karbonila (eng. reactive carbonyl species, RCS) (Carocho i Ferreira 2013; Hayyan i sur. 2016).
lako u animalnim stanicama O™ predominantno nastaje u procesu oksidacijske fosforilacije u
mitohondrijima (Tripathy i Oelmiiller 2012) , u biljnim stanicama, vec¢ina O," nastaje u procesu
fotosinteze u tzv. Mehlerovoj reakciji koja odreduje direktnu redukciju O2 komponentama
fotosintetskog lanca transporta elektrona (Kozuleva i Ivanov 2016). Primjerice, ukoliko dode
do preopterecenja u transportnom lancu elektrona, elektroni s fotosustava I (eng. photosystem
I, PSI) prenose se na feredoksin koji reducira Oz pri ¢emu nastaje O™ (Arora i sur. 2002). Enzim
superoksid dismutaza (SOD) reducira O2™ u slabije reaktivan i stabilniji H>O (Slika 5.), koji
se smatra najvaznijom ROS molekulom u redoks regulaciji stani¢nih procesa i stani¢noj
signalizaciji (Carocho i Ferreira 2013; Sies i Jones 2020). H2O2 moze lako prolaziti kroz
akvaporine stani¢ne membrane, a u interakciji s ionima kalcija (Ca™) i dusikovim (II) oksidom
(NO), sudjeluje u regulaciji razvojnih i fizioloskih procesa u biljkama, prvenstveno u odgovoru
na abioticki stres (Niu i Liao 2016). Redukcijom H2O,u prisutnosti iona zeljeza (Fe?*)
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(Fentonova reakcija) dolazi do stvaranja HO" (Flora, 2009) (Slika 5.), za kojeg se zbog velike
reaktivnosti smatra da djeluje iskljuc¢ivo u blizini mjesta nastanka (Sies i Jones 2020). Osim
toga, HO® moze nastati i u Haber-Weissovoj reakciji iz H2O21 O™ pri ¢emu osim HO' nastaju
I OH i1 Oz (Carocho i Ferreira 2013) (Slika 5.). Nadalje, djelovanjem slobodnih radikala na
molekule lipida dolazi do stvaranja lipidnih radikala (L") koji se u reakciji s Oz prevode u jako
reaktivne lipidne peroksilne radikale (LOQO") koji mogu uzrokovati ostecenja lipida u sastavu
stani¢nih membrana (Halliwell 1 Chirico 1993) (Slika 5.).

Hidroksiperoksilni Superoksidni
radikal radikal

0, +e+H'— HO;y —» H'+0,~

e +2H! 0, Peroksilni
- ) \ radikal

Vitamin E

4 o — ..
Vodikov Hidroksilni L: — LOO » LOOH
peroksid radikal Lip‘idni
H202_> OH-+ OH- radikal
Hidroksidni
fon ‘—* OH:+e+H — 1
H,0 + 0,
Fe?* + H,0, » Fe’* +OH + + OH —

Slika 5. Shematski prikaz reakcija stvaranja ROS. Zelene strelice predstavljaju proces lipidne
peroksidacije. Plave strelice prikazuju Haber-Weissove reakcije, a crvene strelice prikazuju Fentonove
reakcije. LH —lipid, LOOH - lipidni hidroksiperoksid, SOD — superoksid dismutaza, CAT — katalaza.
Preuzeto i prilagodeno prema Carocho i Ferreira (2013).

PoviSena razina ROS zabiljezena je u velikom broju istrazivanja na biljkama izlozenim AgNP.
U vrstama vodene le¢e Lemna gibba, koja je bila tretirana s AgNP bez omota¢a (Oukarroum i
sur. 2013) i Spirodela polyrhiza, koja je bila izlozena ¢esticama AgNP-PVP i AgNP-GA (Jiang
1 sur. 2014), sadrzaj ROS povecavao se razmjerno povecanju koncentracije AgNP. Sli¢an
rezultat zabiljezen je i nakon tretmana korjencic¢a luka Allium cepa nanocesticama AgNP-
CTAB i AgNP-PVP (Cvjetko i sur. 2017) te izlaganja vrsta A. thaliana (Nair i Chung 2014b) i
Oryza sativa cesticama AgNP stabiliziranim citratom (Nair i Chung 2014a).

2.3.2. Oksidacijsko ostecenje biomolekula

U normalnim uvjetima u stanicama oksidacijski i antioksidacijski sustav su u ravnotezi,

medutim kad se biljke nadu u uvjetima stresa, dolazi do neravnoteze izmedu nastanka ROS i
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njihove razgradnje, Sto dovodi do oStecenja na stani¢noj i molekularnoj razini (Arora 1 sur.

2002; Parvaiz i sur. 2010; Yan i Chen 2019).
2.3.2.1. Ostecenje lipida

Lipidna peroksidacija je lan¢ana reakcija oksidacijske razgradnje lipida u kojoj slobodni
radikali napadaju dvostruku vezu ugljika (C=C) u okosnici masnih kiselina i zamjenjuju vodik
s kisikom. Pri tome nastaje nestabilan lipidni peroksilni radikal (Slika 5.), koji reagira sa
sljede¢om masnom kiselinom, a reakcija propagira sve dok u reakciji izmedu dva radikala ne
dode do formiranja neradikalnog stabilnog produkta (Anand i Bhagat 2019; Halliwell i Chirico
1993; Yin i sur. 2011). Posebno podlozne oksidacijskom ostecenju su polinezasi¢ene masne
kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA), koje izgraduju fosfolipide bioloskih
membrana, ali mogu biti pogodene i1 druge lipidne molekule membrana poput kolesterola i
glikolipida (Ayala i sur. 2014). Peroksidacija PUFA dovodi do poremecaja integriteta stani¢ne
membrane, uslijed povecanja njene permeabilnosti i smanjenja fluidnosti (Halliwell, 2006).
Kao jedan od konacénih produkata lipidne peroksidacije nastaje malondialdehid (MDA), dok u
manjoj mjeri nastaju i drugi aldehidi, koji svi mogu izazvati ireverzibilna o$tecenja proteina ili
molekule DNA. Razina MDA u stanicama koristi se kao jedan od parametara za indirektno
odredivanje integriteta stanicnih membrana, ali i kao pokazatelj oksidacijskog stresa u
stanicama (Ayala i sur. 2014).

Promjene u sadrzaju MDA zabiljeZene su u biljkama izloZenim djelovanju AgNP. Povecani
sadrzaj MDA zabiljezen je u klijancima soje Glycine max (Galazzi i sur. 2019) i duhana
Nicotiana tabacum (Peharec Stefani¢ i sur. 2018) nakon tretmana Gesticama AgNP-citrat, te u
vrsti A. thaliana izloZzenoj djelovanju AgNP bez omotaca (Nair i Chung 2014b). Medutim,
nakon izlaganja korjenci¢a A. cepa Cesticama AgNP stabiliziranim razli¢itim omotacima
(AgNP-citrat, AQNP-PVP i AgNP-CTAB), povecanje lipidne peroksidacije zabiljezeno je samo
nakon tretmana s AQNP-CTAB (Cvjetko i sur. 2017). Sli¢an rezultat zabiljezen je i u vodenoj
le¢i S. polyrhiza, gdje su AgNP-GA izazvale povecanje razine MDA, dok tretman s AgNP-

PVP nije rezultirao promjenom u njegovom sadrzaju (Jiang i sur. 2014).

2.3.2.2. Ostecenje molekule DNA

Istrazivanja su pokazala da se NP metala mogu transportirati do jezgre i drugih organela
koji sadrze molekule DNA (mitohondriji i kloroplasti), gdje mogu izazvati oSte¢enja direktno,
u reakciji s DNA, ili posredno, putem povecanja razine ROS koji izazivaju oksidacijska
ostecenja DNA (Flores-Lopez i sur. 2019; Lovecka i sur. 2021; Parvaiz i sur. 2010).
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Genotoksi¢nost ROS molekula potje¢e od razli¢itih mehanizama kao $to su delecije,
modifikacije nukleotidnih baza, pomicanje okvira ¢itanja, dvolancani lomovi i kromosomske
aberacije. Pri tome, najvecu reaktivnost pokazuje radikal HO®, a kao naj¢es¢a modifikacija
nukleotidnih baza zabiljezena je oksidacija gvanina u hidroksi-gvanin djelovanjem 1O, (Parvaiz
I sur. 2010), koja uzrokuje krivo sparivanje baza $to rezultira nastajanjem mutacija (Avkin i
Livneh 2002). Mitohondrijska DNA je osjetljivija na oksidacijska oSte¢enja od jezgrine DNA,
najvjerojatnije zbog nedostatka kromatinske organizacije i slabijeg popravljanja DNA (Yakes i
Van Houten 1997). Osim razli¢itih mutacija, oksidacijske promjene molekule DNA mogu

dovesti do metilacije citozina te na taj nacin utjecati na promjene u ekspresiji gena (Halliwell,

2006).

Dosadasnja istrazivanja na biljkama pokazala su da AgNP uzrokuju ostec¢enja molekule DNA.
AgNP bez omotaca izazvale su genotoksi¢ne ucinke u stanicama korjenciéa i cvjetnih pupova
vrste A. cepa, koje su zabiljezene kao abnormalnosti u mitozi i mejozi (Kumari i sur. 2009),
dok je u stanicama korjenci¢a boba Vicia faba pronadeno povecanje broja kromosomskih
aberacija, mikronukleusa i smanjenje mitotskog indeksa (Patlolla i sur. 2012). Smanjen mitotski
indeks zabiljezen je i u korjenci¢ima luka A. cepa nakon izlaganja AgNP-PVP i AgNP-CTAB
(Cvjetko i sur. 2017), dok je u istom istrazivanju primjenom komet testa (eng. Comet test),
kojim se odreduju jedno- 1 dvolancani lomovi u lancu molekule DNA (Gichner i sur. 2004),
zabiljezeno znacajno povecanje lomova nakon primjene najvisih koncentracija AgNP s obje
vrste omotaca. Zanimljivo je da u navedenom istrazivanju AgNP-citrat nije pokazao

genotoksi¢ni ucinak ni pri jednoj testiranoj koncentraciji (Cvjetko i sur. 2017).
2.3.2.3. Osteéenje proteina

ROS mogu izazvati oksidacijsko oStecenje proteina putem nekoliko mehanizama: (i)
oksidacijske modifikacije specificnog aminokiselinskog ostatka, (ii) cijepanja peptida
posredovanog slobodnim radikalima te (iii) unakrsnim umrezavanjem proteina zbog reakcije s
produktima lipidne peroksidacije (Lobo i sur. 2010). Postranslacijske modifikacije (PTM)
proteina, poput stvaranja disulfidne veze izmedu dvaju cisteinskih ostataka 1 veze izmedu
cisteina i NO ili sumporovodika (H.S) te nastajanja cistein-sulfonskih kiselina u reakciji
cisteina s H202, mogu dovesti do aktivacije ili deaktivacije ciljanog proteina ili gubitka njegove
modifikacija uzrokovana djelovanjem ROS, koja pokrece razgradnju proteina u proteasomima
(Levine, 2002). Karbonilacija ukljucuje kovalentno vezanje karbonilne skupine na bocne
ogranke lizina, prolina ili treonina u Fentonovoj reakciji, ili posredno, dodavanjem lipidnih
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aldehida nastalih procesom peroksidacije na bo¢ne ogranke cisteina, histidina 1 lizina (Tola i
sur. 2021) Uloga karbonilacije proteina u biljnim stanicama jo$ uvijek nije razjasnjena u
usporedbi s prokariotima i animalnim stanicama, gdje je ova PTM povezana s prijenosom
signala u raznim fizioloskim procesima ukljucujuci antioksidacijski odgovor, stani¢nu

proliferaciju i apoptozu (Tola i sur. 2021).

Za sada nema puno podataka o karbonilaciji proteina u biljkama tretiranim s AGNP. Povecéanje
sadrzaja proteinskih karbonila zabiljeZzeno je u korjenci¢ima luka A. cepa nakon izlaganja
Cesticama AgNP-citrat, AgNP-PVP i AgNP-CTAB i proporcionalno se povecavalo s
povecanjem koncentracije sva tri tipa AgNP (Cvjetko i sur. 2017). U klijanacima duhana N.
tabacum samo je najveca primijenjena koncentracija AgNP-citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2018)
i AQNP-CTAB (Biba i sur. 2022b) izazvala povecanje sadrzaja proteinskih karbonila, dok u
listovima i Kkorijenu odraslih biljaka ove vrste nije zabiljezen ucinak AgNP-citrata na

karbonilaciju proteina (Cvjetko i sur. 2018).
2.3.3. Mobilizacija antioksidacijskog sustava

Za obranu od oksidacijskog stresa aktivira se sustav antioksidansa koji se sastoji od
enzimskih i neenzimskih komponenti. Antioksidansi su tvari koje mogu sprijeciti ili usporiti
oksidaciju drugih molekula, a od toksi¢nih u¢inaka metala mogu zastiti hvatanjem slobodnih
radikala, ¢ime prekidaju lancanu reakciju stvaranja novih radikala, keliranjem iona metala 1
sprje¢avanjem reakcije s ROS ili njegovim odrzavanjem u redoks stanju koje mu onemogucéava
redukciju O (Flora, 2009). Cilj djelovanja antioksidacijskog sustava je vratiti homeostazu
prevode¢i ROS u slabije reaktivne oblike kako bi se sprije¢ila njihova interakcija s
biomolekulama(Arora i sur. 2002; Mittler, 2017).

2.3.3.1. Antioksidacijski enzimi

Sustav enzimskih antioksidansa moZe se podijeliti na primarnu i sekundarnu obranu, a
aktivnost pojedinih komponenti specifi¢na je za odredene stani¢ne odjeljke (Janku i sur. 2019)
(Slika 6.). U primarni sustav ubrajaju se glutation peroksidaza (eng. glutathione peroxidase,
GPX), katalaza (eng. catalase, CAT) i SOD, koji neutraliziraju ROS i sprjeavaju stvaranje
novih radikala (Carocho i Ferreira 2013; Ighodaro i Akinloye 2018). Sekundarni sustav ¢ine
glutation reduktaza (eng. glutathione reductase, GPR) i glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (eng.
glucose 6-phosphate dehydrogenase, G-6-PD), koje djeluju kao pomo¢ enzimima primarnog

sustava (Carocho i Ferreira 2013). Nadalje, peroksidaze (eng. peroxidases, POX) predstavljaju
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sekundarnu liniju obrane od H2O:> koja se aktivira u kombinaciji s CAT, a osim anorganskog,
kataliziraju i pretvorbu organskih peroksida (Agati i sur. 2012; Rajput i sur. 2021).

Prva linija obrane od ROS je SOD koji katalizira dismutaciju O2", pri ¢emu se kationi metala
u aktivnom mjestu enzima naizmjenice oksidiraju i reduciraju (McCord i Fridovich 1969). SOD
je obitelj metaloproteina, sastavljena od tri izoenzima koji se razlikuju po metalnom kofaktoru
u reakcijskom centru, a kod nekih je biljaka pronadeno Cak 6 razlicitih izoenzima (Carocho i
Ferreira, 2013). Izoforma mangan SOD (Mn-SOD) nalazi se pretezno u mitohondrijima i
peroksisomima, izoforma bakar/cink SOD (Cu/Zn-SOD) lokalizirana je u citosolu, ali moze se
pronaci i u kloroplastima i peroksisomima, dok se izoforma zeljezo SOD (Fe-SOD) pretezno
nalazi u kloroplastima (Arora i sur. 2002) Istrazivanja su pokazala da je samo Mn-SOD
esencijalna za prezivljenje stanica, dok Fe-SOD osim antioksidacijske uloge, moze imati i
kelatorsku ulogu, vezuju¢i katione metala. Sve tri izoforme podloZne su inhibiciji putem
jednovalentnih aniona, dok se najosjetljivija od njih, Cu/Zn-SOD, pokazala posebno podlozna
djelovanju fluoridnih (F"), nitridnih (N3°) ili cijanidnih (CN") iona (Stephenie i sur. 2020).
Enzim SOD sastavljen je od dvije podjedinice, a u nativnoj formi moze se nac¢i u obliku homo-

dimera ili -tetramera (Alscher, 2002)

Enzim CAT je tetramer sa Fe kao kofaktorom, koji katalizira pretvorbu H>02 u H20 i O2
(Parvaiz i sur. 2010). Nalazi se pretezno u peroksisomima, a razli¢ite biljne vrste imaju razlic¢it
broj izoformi ovog enzima pa su tako dvije izoforme pronadene u ricinusu, tri u duhanu, a ¢ak
6 u vrsti A. thaliana (Frugoli i sur. 1996; Rajput i sur. 2021). Smatra se da je CAT enzim s
jednom od najvecih brzina obrtaja supstrata, buduci da jedna molekula CAT moZe katalizirati
pretvorbu ¢ak 6 milijuna molekula H2O, (Rahman, 2007), a moze reagirati i S metanolom,
etanolom, formaldehidom i mravljom kiselinom (Parvaiz i sur. 2010). I1zoforme CAT se prema
mjestu djelovanja svrstavaju u tri skupine: CAT1 su najzastupljenije u kloroplastima i zaduzene
su za uklanjanje prekomjernog H20- nastalog fotorespiracijom, CAT2 su uglavnom pronadene
u vaskularnom tkivu biljaka i smatra se da imaju ulogu u lignifikaciji, dok su CAT3
najzastupljenije u sjemenkama i klijancima i njihova aktivnost je uglavhom povezana s
uklanjanjem viska H>O> proizvedenog tijekom degradacije masnih kiselina (Willekens i sur.
1994).
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Slika 6. Shematski prikaz stvaranja i razgradnje ROS u razli¢itim odjeljcima biljne stanice. PSI i PSII —
fotosustav | i Il (eng. photosystem), ETC — transportni lanac elektrona (eng. electron transport chain),
RBOH — homolozi oksidaze respiratornog praska (eng. respiratory burst oxidase homologues), POX —
peroksidaze (eng. peroxidases), SOD — superoksid dismutaza, CAT — katalaza, GOX — glutation
oksidaza (eng. glutathion oxidase), MK — masne kiseline, ? — nepoznati mehanizam nastanka. Preuzeto
i prilagodeno prema Janku i sur. (2019).

POX su uglavnom monomeri, lokalizirani pretezno u vakuoli 1 medustani¢nim prostorima, ali
pronadeni su u gotovo svim organelima. Neki od uobi¢ajenih donora elektrona za reakciju
pretvorbe H>O> u dvije molekule H2O su gvajakol, pirogalol, askorbat i GSH, koji se pritom
oksidiraju pa ovisno o supstratu za kojeg imaju afinitet razlikujemo i razliite tipove POX
(Parvaiz i sur. 2010; Rajput i sur. 2021). Osim uloge u odrzavanju redoks ravnoteze u
stanicama, POX imaju i uloge u rastu i razvoju stanica, sudjelujuci u stvaranju stanicne stijenke,
procesima lignifikacije i suberizacije, te u katabolizmu hormona auksina (Rajput i sur. 2021).
GPX su skupina izoenzima iz obitelji peroksidaza koji kataliziraju pretvorbu peroksida, ali i
uklanjaju toksi¢ne produkte lipidne peroksidacije prevodeci ih u lipidne alkohole (Parvaiz i sur.
2010; Rajput i sur. 2021). Ipak, od navedenih enzima, najveci afinitet za H2O2 ima enzim
askorbat peroksidaza (eng. ascorbate peroxidase, APX), za koju se smatra da ima ulogu i u
finoj regulaciji ROS signalizacije. Osim toga, ova hem peroksidaza smatra se i klju¢nim

enzimom u ciklusu askorbat-glutation, vaznom metaboli¢kom putu za uklanjanje H>O2 (Noctor
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1 Foyer 1998). Obitelj APX cini barem pet razliitih izoformi, od Cega je najnestabilnija
kloroplastna, koja se u odsutnosti askorbata degradira za manje od 30 sekundi (Noctor i Foyer
1998).

Dosadasnja istrazivanja uc¢inaka AgNP na biljke zabiljezila su uglavnom pojacanu aktivnost
antioksidacijskih enzima kao posljedicu povecéanja razine ROS nakon izlaganja vrsta Eruca
sativa (Vannini i sur. 2013) i Ricinus communis ¢esticama AgNP-PVP (Yasur i Rani 2013),
vodene lece S. polyrhiza ¢esticama AgNP-GA i AgNP-PVP (Jiang i sur. 2014), te soje G. max
Cesticama AgNP-citrat (Galazzi i sur. 2019). AgNP bez omotaca potaknule su aktivnost
antioksidacijskih enzima u sukulentu Bacopa monnieri (Krishnaraj i sur. 2012) i krumpiru
Solanum tuberosum (Bagherzadeh Homaee i sur. 2016). S druge strane, u nekim istrazivanjima
tretmani s AgNP sa ili bez omotaca nisu rezultirali promjenama u aktivnosti antioksidacijskih
enzima (Biba i sur. 2022b; Cvjetko i sur. 2018) ili su ¢ak izazvali njihovo smanjenje (Biba i

sur. 2022b; Cvjetko i sur. 2018; Hatami i Ghorbanpour 2013).
2.3.3.2. Sustav neenzimskih antioksidansa

Neenzimski sustav obrane od oksidacijskog stresa ¢ine spojevi niske molekulske mase
kao Sto su askorbinska kiselina, GSH, prolin i fenoli, koji su aktivni u vodenoj fazi, te lipofilni
spojevi poput a-tokoferola i B-karotena, koji su aktivni u membranama (Parvaiz i sur. 2010;
Waskiewicz i sur. 2014). Kao odgovor na povecanu razinu ROS, stanice povecavaju razinu
neenzimskih antioksidansa putem dva mehanizma: povecanjem njihove sinteze i putem
njihovog redoks recikliranja (Flora, 2009; Waskiewicz i sur. 2014). Osim §to Stite stanice od
oksidacijskog oste¢enja, neenzimski antioksidansi imaju i vazne uloge u rastu i razvoju stanica

te regulaciji ekspresije gena ukljucenih u odgovor stanica na stres (de Pinto i De Gara 2004).

Askorbinska kiselina je karboksilna kiselina, ¢iji reducirani oblik askorbat, ujedno i
predominantni oblik u stanicama pri fizioloSkom pH, djeluje kao antioksidans. Oksidacijom
askorbata u nizu reakcija nastaje dehidroaskorbat koji je relativno stabilan i inertan, a ROS se
pritom reduciraju u H>O (Flora, 2009). Smatra se da zbog potencijala za vrlo brzom izmjenom
elektrona ima ulogu u inhibiciji procesa lipidne peroksidacije (Flora, 2009). Osim u
neutralizaciji ROS, askorbinska kiselina ima regulatornu ulogu u ekspresiji gena, indukciji

apoptoze i nekim drugim stani¢nim procesima (You, 2000).

Spojevi koji sadrze tiolne skupine vrlo su potentni antioksidansi zbog velike reaktivnosti tiola
koja potjeCe od nize energije ionizacije sumpora u odnosu na druge elemente koji izgraduju

organske spojeve. Medu njima se isti¢e aminokiselina cistein kao sastavni dio bioloskih tiola,
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zatim homocistein, GSH te drugi peptidi koji sadrze disulfidne veze (Miura i sur. 2014). Smatra
se da antioksidacijska sposobnost cisteina potjece iz njegove sposobnosti da donira vodik iz
tiolne skupine (Elias i sur. 2005), a osim toga, tiolne skupine cisteina djeluju i kao kelatori iona
metala (Flora, 2009; Gondikas i sur. 2012; Navarro i sur. 2008b). Nadalje, acetilirani oblik
cisteina, N-acetil cistein, djeluje kao stimulator sinteze GSH, jednog od najvaznijih tiolnih

......

O2" (Suzuki i sur. 1992).

GSH je tripeptid male molekulske mase, sastavljen od aminokiselina glutamata, cisteina i
glicina. U stanicama se nalazi u znacajno visim koncentracijama u odnosu na ostale tiole, a iako
je prisutan u gotovo svim organelima, najvecu koncentraciju ima u kloroplastima (Flora, 2009;
Parvaiz i sur. 2010; Waskiewicz i sur. 2014). Jedan je od najvaznijih antioksidansa u biljkama,
koji izmedu ostalog djeluje u obrani od oksidacijskog stresa izazvanog metalima, bilo direktno,
detoksifikacijom RQOS, ili indirektno, kao u supstrat u sintezi fitokelatina, kelatora iona metala
(Biba i sur. 2022a). U biljnim stanicama nalazi se u dvije forme, reduciranoj GSH koja je pri
optimalnim uvjetima barem 20 puta vise zastupljena od oksidirane forme GSSG (Shu i sur.
2011). Omjer GSH/GSSG vazan je pokazatelj oksidacijskog stresa, budu¢i da u stresnim
uvjetima dolazi do pomicanja ravnoteze U smjeru nastanka oksidiranog GSSG, za koji je
poznato da moze reagirati sa sulfthidrilnim skupinama proteina te na taj nafin uzrokovati
njihovo ostec¢enje (Flora, 2009; Noctor 1 Foyer 1998; Waskiewicz 1 sur. 2014). Smatra se da
reducirani GSH neutralizira radikale 'Oz i H.02, a moZe neutralizirati i HO", najreaktivniji ROS,
za koji su ostali mehanizmi razgradnje slabo poznati. Jo§ jedna vazna uloga GSH u stanicama
je regeneracija askorbata, drugog mocnog antioksidansa, putem ciklusa askorbat-glutation
(Parvaiz i sur. 2010). Osim uloge antioksidansa, GSH ima uloge i u diferencijaciji, starenju i
smrti stanica, dio je obrambenog odgovora na patogene, a sudjeluje i u regulaciji aktivnosti
nekih enzima (Ogawa, 2005).

Aminokiselina prolin, osim §to je vaZzna za primarni metabolizam, sudjeluje 1 u odrZavanju
redoks ravnoteze u stanicama, a djeluje i kao kompatibilni osmolit, pri cemu regulira unos vode
1 odrzavanje turgora u biljkama u uvjetima stresa. Velik broj istrazivanja povezao je povecanu
razinu prolina u stanicama s odgovorom na abioticki stres, prvenstveno na suSu i povecani
salinitet, ali i na toksi¢nost iona metala (Hayat i sur. 2012; Szabados i Savouré 2010). Prolin je
vazna signalna molekula u mitohondrijskim procesima, sudjeluje u regulaciji proliferacije
stanica i stani¢noj smrti, a aktivira i ekspresiju odredenih gena ¢iji produkti su vazni u odgovoru

biljke na stres (Szabados i Savouré 2010). Prolin moze neutralizirati razlicite ROS, primarno
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10,, a moZe i inhibirati proces lipidne peroksidacije u cilju ofuvanja integriteta stani¢nih

membrana (Liang i sur. 2013).

Istrazivanja na biljkama izloZzenim AgNP pokazala su uglavnom povecéanu razinu neenzimskih
antioksidansa kao odgovor na povecanu razinu molekula ROS u stanicama. U klijancima
duhana, tretman ¢esticama AgNP-PVP izazvao je povecanje sadrZzaja prolina i GSH u odnosu
na kontrolu (Biba i sur. 2022b). Izlaganje vodene le¢e S. polyrhiza Cesticama AgNP-GA i
AgNP-PVP (Jiang i sur. 2014) i pSenice Triticum aestivum AgNP bez omotaca (Barbasz i sur.
2016) rezultiralo je povecanim sadrzajem GSH, koji se povecavao proporcionalno povecanju

koncentracije AgNP.
2.4. IstraZivanje rane pojave oksidacijskog stresa in situ

Vecina istrazivanja fitotoksi¢nosti AgNP provedena je na razini cijele biljke ili biljnog
organa kroz period dovoljno dug da izazove ozbiljne poremecaje u metabolizmu i osteéenja
stani¢nih struktura (Tkalec i sur. 2019). Vrlo malo paznje pridalo se ispitivanju ranog
fizioloSkog odgovora biljke in situ na stres uzrokovan NP metala, dok podaci o utjecaju AgNP
u literaturi nisu dostupni. Razlog tomu su nedovoljno razvijena metodologija i relativno otezano
pracenje promjena koje nastaju kao uzrok ili posljedica oksidacijskog stresa. Nastanak i
razgradnja ROS u stanici su brzi 1 dinami¢ni procesi, a ROS su kratkozivu¢i oblici (Schmitt i
sur. 2014), zbog c¢ega je njihova detekcija i kvantifikacija vrlo izazovna. Razvoj novih
mikroskopskih tehnika u kombinaciji s uporabom visoko osjetljivih i specifi¢nih fluorescentnih
proba, omogucuje pracenje trenutnih i suptilnih promjena izazvanih pojavom oksidacijskog
stresa na tkivnoj i stani¢noj razini (Mai i sur. 2013; McLennan i Esposti 2000; Ortega-Villasante
i sur. 2005).

Stvaranje ROS moze se pratiti primjenom specificnih fluorescentnih proba, kao sto su
dihidroetidij (DHE), koji se koristi za detekciju O™, te 2’,7’-diklorofluorescein-diacetat
(H2DCF-DA), koji je specifican za detekciju H202 (Rothe i Valet 1990; Schulze-Osthoff i sur.
1992; Zamzami i sur. 1995), koje u kombinaciji sa fluorescencijskom mikroskopijom mogu
dati informaciju o mjestu nastanka ROS u stanici 1 relativnoj koli¢ini u usporedbi s kontrolnim
tkivom. Nadalje, uporabom probe monoklorobiman (eng. monochlorobimane, MCB) moguce
je detektirati stvaranje antioksidansa GSH; naime, molekula MCB nema svojstvo
fluorescencije, medutim u reakciji s GSH, koju katalizira enzim glutation S-transferaza (GST),
nastaje fluorescentni konjugat GSH-MCB (Fernandez-Checa i Kaplowitz 1990). Ovom

metodom moguce je analizirati i vijabilnost stanica, bojanjem tkiva i tkivnih prereza propidij
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jodidom (eng. propidium iodide, PI), koji interkalira izmedu baza molekule DNA i selektivno

se koristi za detekciju mrtvih stanica (Dengler i sur. 1995; Krishan, 1990).

U dosada$njim istrazivanjima ranog fizioloskog odgovora biljke na stres uzrokovan metalima,
nakon primjene probe H.DCF-DA, fluorescencijskom mikroskopijom zabiljeZeno je povecano
stvaranje H20. u korijenu lucerne Medicago sativa nakon kratkotrajnog (6 h) tretmana
kadmijem (Cd) i zivom (Hg), uz povecanje udjela mrtvih stanica odredenog bojanjem tkiva
probom Pl (Ortega-Villasante i sur. 2005). U istom istrazivanju zabiljeZeno je smanjenje
koli¢ine GSH, $to je odredeno pra¢enjem intenziteta fluorescencije produkta GSH-MCB
(Ortega-Villasante i sur. 2005). Pojac¢ano stvaranje ROS molekula primijeceno je i u klijancima
rize O. sativa nakon 7-dnevnog izlaganja djelovanju AgNP, kada je mjerenjem intenziteta
fluorescencije 3’-(p-hidroksifenil)-fluoresceina zabiljezen porast koli¢ine H.O2, dok je

primjenom probe DHE zabiljezen porast sadrzaja O™ (Nair i Chung 2014a).
2.5. Utjecaj AgNP na proces fotosinteze

Fotosinteza je jedan od najvaznijih biokemijskih procesa koji se odvija u kloroplastima
biljaka i algi, a ¢ija je svrha pohrana energije u obliku organske tvari i oslobadanje O2 potrebnog
za zivot svih aerobnih organizama (Whitmarsh i Govindjee 1999). Poznato je da je proces
fotosinteze osjetljiv na abioticke stresne faktore poput suse, povisene temperature i saliniteta te
izlozenosti teSkim metalima (Tkalec i sur. 2019). Dosadasnja istrazivanja pokazala su
uglavnom negativan utjecaj abiotickog stresa na fotosintezu putem nekoliko mehanizama, pri

¢emu je najistaknutija promjena sadrzaja fotosintetskih pigmenata (Richardson i sur. 2011).

Fotosintetski pigmenti su molekule odgovorne za apsorpciju svjetlosnog zrac¢enja, nakon ¢ega
se energija apsorbiranih fotona prenosi do reakcijskih centara PSII gdje se odvijaju
fotokemijske reakcije (Montero, 2015). Klorofil je najvazniji fotosintetski pigment, zbog cega
odredivanje njegovog sadrzaja u kloroplastima moze sluziti kao indikator fotosintetske
ucinkovitosti (Tkalec i sur. 2019). Klorofil a jedini je pigment neophodan za odvijanje procesa
fotosinteze, jer energiju dobivenu apsorpcijom fotona prenosi do reakcijskog centra, pri cemu
djeluje kao primarni donor elektrona u transportnom lancu elektrona. Ostali fotosintetski
pigmenti poput klorofila b te pigmenata iz skupine karotenoida i fikobilina imaju sporednu
ulogu u fotosintezi, a to je prvenstveno omoguciti biljkama da apsorbiraju $iri raspon valnih
duljina svjetlosti, pri ¢emu energiju apsorbirane svjetlosti potom usmjeravaju na klorofil a radi
pokretanja fotokemijskih reakcija (Rabinovitch i Govindjee 1970). Smanjenje sadrzaja

ukupnog klorofila kao posljedica izlaganja cesticama AgNP ve¢ je zabiljeZeno u slatkovodnim
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i morskim algama (Hazeem i sur. 2019; Mariano i sur. 2020; Pham, 2019; Romero i sur. 2020),
te u vodenim i kopnenim biljkama (Jiang i sur. 2012, 2017; Liang i sur. 2018; Qian i sur. 2013;
Zou i sur. 2017), a u nekoliko istrazivanja izmjereno je i smanjenje sadrzaja karotenoida (Nair
i Chung 2014a; Peharec Stefanié i sur. 2021; Qian i sur. 2013) (Slika 7.).

Mijerenje prinosa fluorescencije klorofila a je brza, osjetljiva i nedestruktivha metoda za
ispitivanje utjecaja okoli$nih uvjeta na fotosintetsku u¢inkovitost (Krause i Weis 1991; Strasser
i sur. 2004). Svjetlosna energija koju apsorbiraju molekule klorofila ima tri razli¢ite sudbine:
(1) moze biti koriStena za fotokemijske reakcije potrebne za odvijanje fotosinteze, ili moze biti
re-emitirana (ii) u obliku toplinske energije 1 (ii1) kao fluorescencija. Budu¢i da su ovi procesi
u medusobnoj kompeticiji, analizom promjene fluorescencije klorofila a moguce je odrediti
kvantnu uc¢inkovitost fotokemijskih reakcija odgovornih za dobivanje energije i reducirajuceg
potencijala za asimilaciju ugljikovog dioksida (CO2), te posredno dobiti uvid u strukturu i
funkciju fotosintetskog aparata (Strasser i sur. 2004). Kod mjerenja prinosa fluorescencije,
naj¢esce se odreduje kvantni prinos (Fv/Fm) PSII, kao mjera uc¢inkovitosti reakcijskih centara
PSII da apsorbiraju foton (Wassink, 1951). Smanjeni sadrzaj ukupnog klorofila, pracen
smanjenom ucinkovitosti PSII, zabiljezen je u vodenim biljkama S. polyrhiza nakon tretmana s
AgNP-GA (Jiang i sur. 2012) i AgNP-PVP (Jiang i sur. 2017) te L. gibba izlozenoj djelovanju
AgNP bez omotaca. Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i u kopnenim vrstama A. thaliana nakon
tretmana s Cesticama AgNP-citrat (Qian i sur. 2013), te Pisum sativum (Tripathi i sur. 2017) i
Brassica juncea (Vishwakarma i sur. 2017) izlozenih djelovanju AgNP bez omotaca. Rezultati
ovih istrazivanja pokazali su da AgNP uzrokuju poremecaj u apsorpciji svjetlosti i prijenosu
energije do reakcijskih centara, ostec¢enje PSII i inaktivaciju njegovih reakcijskih centara (Slika
7.). Jos§ jedan pokazatelj inhibicije fotosinteze je smanjena brzina transporta elektrona, koja je
u direktnoj korelaciji s povecanom proizvodnjom ROS (Biba i sur. 2022a) (Slika 7.), a
zabiljezena je u duhanu N. tabacum izloZzenom djelovanju AgNP s tri razli¢ita omotaca (citrat,
PVP i CTAB) (Peharec Stefani¢ i sur. 2021), te u zelenoj algi Clamydomonas reinhardtii
(Dewez i Oukarroum 2012) izloZenoj djelovanju AgNP bez omotaca. Nadalje, istraZivanja
strukture stanica lista nekoliko biljnih vrsta nakon tretmana s AgQNP pokazala su promjene u
ultrastrukturi kloroplasta i organizaciji tilakoidnih membrana te nakupljanje Skrobnih zrnaca

(Peharec Stefani¢ i sur. 2021; Biba i sur. 2022b).
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Slika 7. Shematski prikaz utjecaja AgNP na proces fotosinteze. RuBP — ribuloza 1,5-bisfosfat (eng.
ribulose 1,5-bisphosphate), 3-PGA — 3-fosfoglicerat (eng. 3-phosphoglyceric acid), G3P — gliceraldehid
3-fosfat (eng. glyceraldehyde 3-phosphate), PS — fotosustav (eng. photosystem), PQ — plastokinon (eng.
plastoquinone), Cyt bef — citokrom bef (eng. cytochrome bef), PC — plastocijanin, Fd — feredoksin, ADP
— adenozin difosfat (eng. adenosine diphosphate), ATP — adenozin trifosfat (eng. adenosine
triphosphate), NADPH — nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (eng. nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate). Preuzeto i prilagodeno prema Biba i sur. (2022b).

U manjem broju istrazivanja nije zabiljeZen Stetan utjecaj AgNP na proces fotosinteze (Larue i
sur. 2014; Pardha-Saradhi i sur. 2018; Shabnam i sur. 2017), dok je u nekim sluc¢ajevima
zabiljezen i stimulativni u¢inak (Bello-Bello i sur. 2017; Sadak, 2019; Sharma i sur. 2012;
Spinoso-Castillo i sur. 2017), sto dovodi do zakljucka da kod interpretacije rezultata treba uzeti
u obzir niz ¢imbenika poput fizikalno-kemijskih svojstava samih AgNP i svojstava omotaca
koristenih pri sintezi, biodostupnosti AgNP te uvjeta izlaganja, vrste 1 starosti biljke (Biba
2022h).
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2.6. Utjecaj AgNP na biljni proteom

Proteini u stanicama imaju vazne strukturne uloge, ali i uloge u gotovo svim stani¢nim
procesima, koji ukljucuju transport tvari, katalizu razli¢itth metaboli¢kih procesa, stani¢nu
signalizaciju i1 odgovor na stres (Majumdar i Keller 2021). Analiza promjena u biljnom
proteomu omogucava identifikaciju diferencijalno eksprimiranih proteina i s njima povezanih
odgovora uslijed promjena u biljnom okoliSu, ¢ime predstavlja sponu izmedu promjena u
ekspresiji gena i utjecaja na metabolicke procese u stanicama (Hossain i1 sur. 2015).
Kombiniranom primjenom genomike, proteomike i metabolomike moguce je kvalitativno i
kvantitativno ispitati promjene na stani¢noj i molekularnoj razini koje nastaju kao kompleksan
odgovor biljaka na stres, a osim toga ove metode omogucavaju lakSu usporedbu odgovora
razli¢itih biljnih vrsta u razli¢itim eksperimentalnim uvjetima (Majumdar i sur. 2019). Izlaganje
biljaka cesticama AgNP uzrokuje promjene na morfoloskoj, fizioloSkoj, biokemijskoj i
molekularnoj razini, no ve¢ina dosadasnjih istrazivanja fokusirala se uglavnom na ispitivanje
fizioloskih promjena, dok je mali broj ispitivao molekularne osnove fitotoksi¢nosti (Biba i sur.
2022b). Stoga je utjecaj AgNP na promjene u biljnom proteomu jo$ uvijek slabo istrazen, a
vecina radova fokusirala se na jedan tip AgNP 1 jednu biljnu vrstu (Tkalec 1 sur. 2019), dok o
utjecaju AgNP s razli¢itim omota¢ima gotovo da i nema podataka. U dosadasnjim
istrazivanjima, najve¢i broj diferencijalno eksprimiranih proteina uslijed izlaganja biljaka
AgNP bili su proteini ukljuceni u procese primarnog metabolizma, pri ¢emu je zabiljeZena
povecana ekspresija proteina ukljuenih u procese glikolize 1 fotosinteze (Biba i sur. 2022b;
Mirzajani i sur. 2014; Peharec Stefanié i sur. 2018; Vannini i sur. 2013). Nadalje, ne§to manji
broj razli¢ito eksprimiranih proteina bili su proteini ukljuceni u odgovor na stres i stani¢nu
signalizaciju, pri ¢emu Su pojac¢anu ekspresiju imali proteini ukljuceni u antioksidacijski
odgovor na stres (Biba i sur. 2022b; Mirzajani i sur. 2014; Mustafa i sur. 2015; Peharec Stefani¢
i sur. 2018; Vannini i sur. 2013), a u neSto manjoj mjeri bili su zastupljeni proteini ukljuceni u
sintezu, smatanje i degradaciju proteina, te apoptozu (Vannini i sur. 2013; Mirzajani i sur. 2014;
Peharec Stefanié i sur. 2018; Biba i sur. 2022a).

2.7. Usporedba utjecaja AgNP i iona Ag*

lako je u posljednjem desetljecu istrazivanje utjecaja AgNP na biljke pridobilo veliku
paznju znanstvene zajednice, jo§ uvijek nije razjasnjeno potjeCe li fitotoksi¢nost AgNP od
svojstava samih NP i/ili iona Ag®, koji se s njih otpustaju. Stoga je prilikom dizajniranja pokusa
u kojima se ispituje utjecaj AgNP na biljke, vazno osim kontrolnih, netretiranih biljaka, uvesti

i dodatnu kontrolu u obliku ionskog srebra, $to je naj¢es¢e otopina AgNOs (Beer i sur. 2012;
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Layet i sur. 2019; Leclerc i Wilkinson 2014). Usporedbom uc¢inaka ionskog srebra i srebra u
obliku NP, apliciranih u istim uvjetima 1 istoj koncentraciji, moguce je djelomicno razluciti
utjecaj iona Ag* od utjecaja samih AgNP (Leclerc i Wilkinson 2014; Navarro i sur. 2015,
2008b; Noori i sur. 2022). Medutim, prica je puno kompleksnija buduéi da je poznato da ioni
Ag" otpusteni s AgNP u reduciraju¢em okoliSu mogu formirati sekundarne nanodestice ¢ija su
fizikalno-kemijska svojstva razli¢ita od polaznih NP (Pem i sur. 2021), a i same biljke mogu
biosintetizirati AgNP iz prekursora ionskog srebra (Dobrucka i sur. 2019; Vishwakarma i sur.
2017; Wang i sur. 2020). Provedena istrazivanja potvrdila su razli¢ite u¢inke AgNP i ionskog
srebra primijenjenih u istim koncentracijama na istoj biljci u istim eksperimentalnim uvjetima
(Biba 1 sur. 2021b; Cvjetko i sur. 2017; Peharec Stefani¢ i sur. 2019; Shabnam i sur. 2017;
Vishwakarma i sur. 2017).
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Slika 8. Predlozeni mehanizam kompleksacije iona Ag* s cisteinom. Preuzeto i prilagodeno prema
Paredes i sur. (2014).

Osim uvodenja tzv. ionske kontrole u pokuse, dodatnu provjeru otpustanja iona Ag™ s AgNP
moguce je provesti primjenom kelatora srebra, za Sto se koriste hidrofilni tioli kao §to su
glutation i cistein koji mogu vezati srebro stvaranjem Ag-sulfhidrilne veze (Slika 8.)(Gondikas
i sur. 2012).
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Osim keliranja iona Ag®, cistein moze djelovati i kao omota¢ putem dva mehanizma: (i)
interakcijom tiolne skupine s povrSinom nanocestice, 1 (ii) elektrostatickom stabilizacijom
djelovanjem karboksilne skupine cisteina (Slika 9). AgNP na koje je vezan cistein, mogu se
dodatno umreziti stvaranjem vodikove veze izmedu amino skupina cisteina, §to posljedi¢no
dovodi do agregacije Cestica (Mandal i1 sur. 2001). Nekoliko istrazivanja ve¢ je pokazalo da
dodatak cisteina u kombiniranim tretmanima s AgNP i/ili AgNO3z dovodi do ublazavanja
njihovog toksi¢nog ucinka, Sto sugerira da fitotoksi¢nost AgNP barem djelomi¢no potjece od

otpustenih iona Ag* (Biba i sur. 2022b, 2021b; Navarro i sur. 2015, 2008b; Yin i sur. 2011).
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Slika 9. Shematski prikaz stvaranja Ag-sulthidrilne veze izmedu AgNP i molekula cisteina. Preuzeto i
prilagodeno prema Bamdad i sur. (2016).

2.8. Duhan kao modelni organizam

Osim §to je ekonomski vazna poljoprivredna biljka, duhan je dobro poznati modelni
organizam za razna geneticka, fizioloska i morfoloska istrazivanja. Razlog tome je dostupnost
biljke, kratko generacijsko vrijeme i lagana transformacija. Stoga je ve¢ina otkri¢a iz podrucja
biljne biologije upravo potekla iz istrazivanja na duhanu, a i prva je dobivena transgeni¢na
biljka (Van Lijsebettens i sur. 2013). Danas se zbog Siroke primjene u proizvodnji
rekombinantnih proteina, antitijela i posebnih kemikalija naziva ,,Pepeljugom biljne
biotehnologije” (Ganapathi i sur. 2004). Tijekom rada s biljkom duhana u uvjetima kulture
tkiva, Murashige i Skoog su 1962. osmislili hranjivu podlogu koja se i danas s manjim
modifikacijama koristi za uzgoj brojnih drugih biljnih vrsta u uvjetima in vitro (Ganapathi i sur.
2004).
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Danas najpoznatija i najviSe uzgajana vrsta duhana, od njih ukupno 70, je virginijski duhan (N.
tabacum) koji je prirodni alotetraploid dobiven krizanjem dva diploidna pretka, Nicotiana
sylvestris i Nicotiana tomentosiformis, prije 6 milijuna godina. Uzgoj duhana od stadija
sjemenke do odrasle biljke, koja moze dati i do milijun novih sjemenki, traje u prosjeku oko tri
mjeseca, zbog cega se relativno brzo i jednostavho moze uzgojiti u velikim koli¢inama
(Ganapathi i sur. 2004). Danas se kao poljoprivredna biljka uzgaja u oko 130 zemalja svijeta sa
godi$njim prinosom od gotovo 7 milijuna tona (https://beef2live.com/story-ranking-countries-
produce-tobacco-263-212893, pristupljeno 12. veljace 2023.).

Duhan se danas ucestalo koristi kao modelni organizam u istrazivanjima utjecaja abiotickog
stresa na biljke (Antofie i Sava Sand 2021; Khan i sur. 2020; Majsec i sur. 2016; Peharec
Stefani¢ i sur. 2012; Song 1 sur. 2022; Tkalec i sur. 2014), budu¢i da je relativno otporan na
stres uzrokovan okoliSnim uvjetima (Schaeffer i sur. 2012), a prikladan je 1 za proteomske
studije (Biba i sur. 2022b; Chen i sur. 2019; Peharec Stefani¢ i sur. 2019, 2018; Shen i sur.
2022) budu¢i da mu je genom sekvenciran (Sierro i sur. 2014) i dostupan u bazama podataka.
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3. MATERIJALI | METODE

Kemikalije koriStene u ovom radu su od proizvodaca Sigma-Aldrich (SAD), ukoliko

nije drugacije navedeno.
3.1. Sinteza AgNP

Sintezu AgNP izvodila sam u mraku zbog fotoosjetljivosti srebra. Sintezu AgQNP-PVP
provela sam redukcijom otopine AgNOz natrijevim citratom uz dodatak PVP-a. Potrebne
odvage pripremila sam na analiti¢koj vagi (Sartorius, Njemacka), a zatim sam u 120 mL ultra-
giste vode (Milli-Q, 18,2 MQcm?, Merck Millipore, SAD) otopila 0,02 g AgNO3 i 0,019 g PVP.
Priredenu otopinu sam uz konstantno mijeSanje zagrijavala na magnetskoj mijesalici (Kartell
Labware, Italija) do vrenja, nakon ¢ega sam dodala alikvot od 5 mL 1% (w/v) otopine
NasCsHs07 1 nastavila zagrijavati uz mijeSanje do promjene boje iz prozirne u bistru Zuto-
narancastu. Reakciju sam tada naglo zaustavila pod mlazom hladne vode, a pripremljenu

suspenziju pohranila sam u tamnu bocu na +4 °C do upotrebe.

Sintezu AgNP-CTAB provela sam redukcijom otopine AgNO3 askorbinskom kiselinom uz
dodatak CTAB-a. U 62,5 mL ultra-Ciste vode otopila sam 0,02 g AgNO3i 0,0043 g CTAB i
otopinu prvo ohladila na ledu. Zatim sam u otopinu, uz konstantno mijesanje, dokapavala
hladnu otopinu koja je sadrzavala 0,01 g askorbinske kiseline u 62,5 mL ultra-¢iste vode sporim
kontinuiranim mlazom pomoc¢u birete. Nakon dokapavanja citavog volumena reducensa,
otopina je promijenila boju iz prozirne u mutnu sivkasto-narancastu, nakon ¢ega sam naglo
zaustavila mijeSanje 1 pohranila dobivenu suspenziju AgNP-CTAB u tamnu bocu na +4 °C do

koristenja.

3.2. Fizikalno-kemijska karakterizacija AgNP
3.2.1. UV/Vis spektrofotometrija

Za potvrdu uspjesnosti sinteze AgNP, koristila sam UV/Vis spektroskopiju zbog
jedinstvenih optickih svojstava AgNP. Naime, kada se povrSina AgNP pobudi svjetlo$¢u
odredenih valnih duljina, dolazi do snazne oscilacije vodljivih elektrona, koja za posljedicu ima
apsorpciju i rasprSenje svjetlosti koje se mogu mijeriti UV/Vis spektrofotometrom, a
karakteristi¢ne su za plazmonske nanocestice (Malinsky 1 sur. 2001; Paramelle i sur. 2014).
Nastala pojava naziva se rezonancija povrsinskih plazmona (eng. surface plasmon resonance,
SPR). Suspenzije AgNP u vodi imaju karakteristican maksimum apsorbancije na valnoj duljini
od oko 420 nm (Kaur i sur. 2021), a na temelju valne duljine pri kojoj se nalazi maksimum
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apsorbancije moguce je procijeniti velicinu AgNP i njihovu koncentraciju u otopini (Paramelle
i sur. 2014).

Nakon sinteze AgNP, priredila sam 5x razrijedenu suspenziju AQNP-PVP i AgNP-CTAB u 5%
(v/v) dusicnoj kiselini (HNO3) i izmjerila apsorbancije u rasponu valnih duljina od 300 do 800
nm na uredaju Specord 50 PLUS (Analytik Jena, Njemacka), a maksimum apsorbancije uzoraka
o¢itala sam u programu WIinASPECT PLUS (Analytik Jena, Njemacka). Kao slijepu probu za
analizu suspenzije AgNP-PVP koristila sam otopinu koja je sadrzavala 0,019 g PVP u 125 mL
ultra-Ciste vode, a slijepa proba za analizu suspenzije AgNP-CTAB bila je otopina 0,0043 g
CTAB u 125 mL ultra-¢iste vode.

3.2.2. Odredivanje distribucije veli¢ina i naboja

Distribuciju velicina AGQNP-PVP i AGQNP-CTAB u mati¢nim otopinama (poglavlje 3.1.)
odredila sam metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (eng. dynamic light scattering, DLS),
koja se temelji na mjerenju intenziteta rasprSenja svjetlosti i analizi njegovog intenziteta kao
funkcije vremena (Fissan i sur. 2014). Distribuciju veli¢ina AgNP odredila sam na temelju
vrijednosti hidrodinamickog promjera (dx) AgNP dobivenih iz distribucije veli¢ine i volumena
Cestica koje sam dobila mjerenjem metodom DLS, dok sam (-potencijal, odnosno efektivni
naboj cestica u mediju, odredila mjerenjem elektroforetskog rasprsenja svjetlosti (eng.
electrophoretic light scattering, ELS). Metodom ELS odreduje se stabilnost AGNP u koloidnoj
suspenziji, Sto je od presudne vaznosti za procjenu njihovih interakcija s tvarima iz medija u
kojem se nalaze (Vega-Baudrit i sur. 2019). Pri tome se stabilnim smatraju koloidi ¢ija

vrijednost C-potencijala prelazi £ 30 mV (Saeb i sur. 2014).

Parametri DLS 1 ELS izmjereni su na uredaju Zetasizer Nano ZS (Malvern Panalytical, UK)
opremljenim zelenim laserom (532 nm). Za mjerenje DLS, alikvote suspenzija AgNP prebacila
sam u kivete od polistirola/polistirena, intenzitet rasprsene svjetlosti detektirala pod kutom od
173°, a dobivene podatke obradila u softveru Zetasizer verzija 6.32 (Malvern Panalytical, UK).
Hidrodinamicki promjeri AgNP dobiveni su iz distribucije veli€ine i volumena cestica, a
prikazani su kao srednja vrijednost 10 mjerenja + standardna devijacija. Naboj AgNP odredila
sam metodom ELS primjenom kapilarnih ¢elija, a dobivene vrijednosti {-potencijala iskazane

su kao srednja vrijednost pet mjerenja + standardna devijacija.
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3.2.3. Mjerenje koncentracije srebra u mati¢nim otopinama AgNP

Odredivanje sadrzaja srebra u suspenziji AgNP provela sam metodom apsorpcijske
atomske spektroskopije (AAS), koja se primjenjuje za kemijsku kvantifikaciju elementarnih
tvari u otopinama (McGillicuddy i sur. 2017). Metoda AAS temelji se na prevodenju analita u
plinovito stanje te prolasku vidljivog ili UV zrac¢enja kroz sloj slobodnih atoma, pri ¢emu se dio
zraenja odredenih valnih duljina apsorbira dajuc¢i prepoznatljiv spektar odgovarajuceg
elementa (Lagalante, 2004). Nedostatak ove metode je nemoguc¢nost uredaja da razlikuje AgNP
od iona Ag", zbog Cega se za precizno mjerenje koncentracije AgNP, odnosno za mjerenje
postotka disocijacije iona Ag*, suspenzije AgNP centrifugiraju kroz odgovarajuce filtere, pri
¢emu AgNP zaostaju na filteru, a ioni Ag* prolaze kroz filter i sakupljaju se za analizu (Liu i
sur. 2012; Wojcieszek i sur. 2020).

Koncentraciju srebra u mati¢énim otopinama AgNP-PVP i AgNP-CTAB (poglavlje 3.1.)
izmjerila sam na uredaju SOLAAR S4 (Thermo Elemental, SAD). Prije mjerenja, alikvote
mati¢nih otopina razrijedila sam 50% u 5% (v/v) HNOg3, a sadrzaj srebra odredila sam preko
bazdarnog pravca dobivenog mjerenjem otopina srebra poznatih koncentracija. Rezultati su

iskazani kao srednja vrijednost tri mjerenja + standardna pogreska.
3.2.4. Odredivanje veli¢ine i oblika AgNP

Primjenom transmisijske elektronske mikroskopije (TEM) u mati¢nim otopinama
vizualizirala sam sintetizirane AgNP-PVP i AgNP-CTAB te im odredila oblik i veli¢inu. Pri
tome sam alikvote od 2 puL mati¢nih otopina AgNP prebacila na Formar® bakrenu mreZicu
naparenu ugljikom. OsusSene uzorke sam prebacila na nosa¢ i analizirala elektronskim
mikroskopom (TF20, FEI Tecnai G2, SAD) sa Schottky katodom pri naponu od 200 kV.
Pomocu detektora energetski disperzivne rendgenske spektroskopije (eng. energy dispersive X-
ray spectroscopy, EDX) analiziran je elementarni sastav uzorka kako bi se potvrdila prisutnost

srebra.
3.3. Uzgoj biljnih kultura i tretmani

Sjemenke duhana (Nicotiana tabacum L.) koristene u ovom istrazivanju dobivene su od
Duhanskog instituta u Zagrebu. Sjemenke su prije nasadivanja sterilizirane na nacin da sam
0,025 g sjemenki prebacila u mikroepruvete od 1,5 mL, te dodala 1 mL 50% (v/v) natrijevog
hipoklorita (NaOCI) (Gram-mol, Hrvatska). Nakon 15 min na tresilici, sjemenke sam 3x isprala

u autoklaviranoj dH20. Nakon sterilizacije, sjemenke sam nasadivala u Erlenmeyerove tikvice
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s 5 mL prethodno pripremljene i autoklavirane tekuce hranjive podloge MS s polovicnom
koncentracijom makroelemenata (2 MS) (Prilog 1.). Sjemenke su isklijavane na tresilici u
komori za uzgoj biljnih kultura, pri intenzitetu svjetlosti od 90 umol m2s™!, temperaturi 24+1
°C u uvjetima dugog dana (16 h svjetlosti 1 8 h tame). Nakon tri tjedna, klijanci su prebaceni u
vecée posude u 50 mL hranjive podloge MS, a kako bih osigurala da je samo korijenje uronjeno
u podlogu, kao potporu sam koristila staklene drzace. Klijanci su uzgajani u asepti¢énim
uvjetima u komori za uzgoj pri ranije navedenim uvjetima otprilike 5 tjedana, odnosno do
potpuno razvijenog korijenja i stabljike s diferenciranim listovima. Sterilizaciju i nasadivanje
sjemenki i1 presadivanje klijanaca provodila sam u komori s horizontalnim strujanjem zraka

(Heraeus, Njemacka).

Za tretman odraslih biljaka duhana koristila sam hranjive podloge Y2 MS s dodatkom AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNOsu koncentracijama od 25, 50 i 100 uM, samih ili u kombinaciji s
cisteinom (cys) u omjeru 1:5 (125, 250 1 500 uM) (Prilog 2). Otopine sam pripremila iz
odgovarajuc¢ih mati¢nih otopina (poglavlje 3.1.), u sterilnim uvjetima prije samog tretmana.
100 mM mati¢ne otopine AgNO3 i cys pripremljene su u ultra-Cistoj vodi, nakon ¢ega su
sterilno filtrirane 1 pohranjene u mrak na +4 °C do koriStenja. Tretmane sam postavila u
asepti¢énim uvjetima, na nacin da sam iz posuda u kojima su rasle biljke sterilnim nastavkom
izvukla podlogu i dodala po 50 mL prethodno pripremljenih otopina pojedinog tretmana, nakon
cega su biljke vrac¢ene u komoru za uzgoj. Kontrolne biljke rasle su u hranjivoj podlozi /2 MS
bez dodatka srebra. Tretman je trajao 7 dana, nakon ¢ega sam odvojila korijenje i detaljno ga
isprala s dH20 kako bih uklonila visak AQNP/AgNOs te ih posusila i odmah Kkoristila za pokuse
ili pohranila na —80 °C do upotrebe. Listove sam pojedinacno odvajala od stabljika, posusila i
pohranila na —80 °C ili odmah koristila. Tkivo dobiveno na ovaj nacin koristila sam za analize
parametara oksidacijskog stresa ili proteomske analize. Za svaki pokus postavila sam po 6

posuda svake koncentracije i tretmana, a pokus je ponovljen dva puta.

3.4. Mjerenje stabilnosti AQNP-PVP i AQNP-CTAB u podlozi %2 MS

3.4.1. Spektrofotometrijsko odredivanje stabilnosti

UV/Vis spektrofotometrijom pratila sam stabilnost suspenzija AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i otopine AgNO3z koncentracija 25, 50 i 100 uM, samih i u kombinaciji s 125, 250 i
500 uM cys, u tekuéoj podlozi 2 MS. Suspenzije odgovaraju¢ih koncentracija tretmana
pripremila sam u UV-kivetama koristeci prethodno autoklaviranu tekuc¢u podlogu 2 MS, nakon

¢ega sam UV-kivete zatvorila parafilmom. Apsorbancije u spektru valnih duljina od 300 do 800
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nm ocitala sam na nacin opisan u poglavlju 3.2.1., ukupno 7 dana u definiranim vremenskim
razmacima, a izmedu mjerenja UV-kivete sam drzala u komori za uzgoj biljnih kultura, pri
eksperimentalnim uvjetima opisanim u poglavlju 3.3. Slijepa proba bila je podloga 2 MS bez
dodatka srebra.

3.4.2. Odredivanje promjene veli¢ine i naboja

Promjenu veli¢ine i naboja AgNP-PVP i AgNP-CTAB u tekucoj podlozi Y2 MS
analizirala sam metodama DLS i ELS samo za najve¢u koncentraciju nanocestica (100 uM),
samih i u kombinaciji s cys (100 uM AgNP + 500 uM cys), jer su nakon spektrofotometrijskih
mjerenja pokazale najznacajnije promjene. Analize su napravljene metodom opisanom u
poglavlju 3.2.2., a promjene sam pratila u definiranim vremenskim razmacima u periodu od 48
h.

3.5. Analiza AgNP u tkivu korijena i lista duhana

3.5.1. Odredivanje sadrzaja srebra

Metodom induktivno spregnute plazme sa spektrometrijom masa (eng. inductively
coupled plasma mass spectrometry, ICP-MS) moguce je kvantificirati elementarne tvari u
bioloskim uzorcima (McGillicuddy i sur. 2017), zbog ¢ega sam koristila ovu metodu za brzo i
precizno mjerenje sadrzaja srebra u tkivu korijena 1 listova nakon tretmana biljaka duhana.
Princip rada metode ICP-MS temelji se na razlaganju uzoraka na atome primjenom plazme te

identifikacijom i utvrdivanjem koncentracije pojedinog elementa spektrometrijom masa.

Nakon 7-dnevnog tretmana (opisano u poglavlju 3.3.), tkivo korijena i listova tretiranih i
kontrolnih biljaka osuseno je na temperaturi od 80 °C, kroz 24 h, nakon ¢ega je usitnjeno u prah
koriStenjem tarionika i tucka. Digestija tkiva napravljena je u mikrovalnoj peé¢nici ETHOS SEL
(Milestone Inc., USA) prema metodi EPA 3051. Prvi korak proveden je u 10 mL koncentrirane
65% (v/v) HNOs3 pri temperaturi od 130 °C, 10 min, zatim jo§ 15 min pri 180 °C. Drugi korak
digestije proveden je u 1 mL 37% (v/v) kloridne kiseline (HCI) 5 min pri temperaturi od 85 °C,
zatim jo§ 4 min na temperaturi od 130 °C. Uzorci su potom ohladeni i razrijedeni s 1% (v/v)
HNOs3 do kona¢nog volumena od 50 mL i analizirani uredajem ELAN DRC-e ICP-MS (Perkin
Elmer, SAD). Za odredivanje koncentracije srebra u uzorcima koriSten je bazdarni pravac
dobiven na temelju seta standarda poznatih koncentracija srebra. Granica detekcije bila je 0,05
mg kg, a granica kvantifikacije 0,1 mg kg*. Test za odredivanje to¢nosti mjerenja (eng. spike
recovery test) u tkivu korijena dao je rezultate 95,6% (AgNP-PVP), 95,2% (AgNP-CTAB) i
96,5% (AgNO3), dok su u listovima dobivene vrijednosti 96,2% (AgNP-PVP), 96,6% (AgNP-
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CTAB) 1 96,8% (AgNOs). Sadrzaj srebra u uzorcima izrazen je kao ug Ag po g suhe tvari tkiva,
a prikazan je kao srednja vrijednost 9 replika + standardna pogreska dobivena iz tri nezavisna

pokusa.
3.5.2. Detekcija AgNP

Uzorci za mikroskopske analize pripremljeni su prema modificiranom protokolu
opisanom u Peharec Stefanié¢ i sur. (2013). Mali komadiéi tkiva korijena i listova duhana
kontrolnih biljaka i biljaka tretiranih sa 100 pM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNOs, fiksirani
su 1 h u 1%-tnoj (w/v) otopini glutaraldehida u 50 mM kakodilatnom puferu, pH 7,2 na ledu.
50 mM kakodilatni pufer pripremila sam razrjedivanjem 2 M mati¢ne otopine, dobivene
otapanjem 4,28 g natrijevog kakodilatata (C2HsAsNaO2) u 100 mL dH20. Uzorke sam potom
ispirala 2x10 minuta s 1 mL 50 mM kakodilatnog pufera i zatim postfiksirala u 1%-tnoj (w/v)
otopini osmijevog tetroksida (OsO4) u istom puferu, 1 h na +4°C. Nakon postfiksacije uzorke
sam isprala s dH20 10 minuta, pri +4 °C te ih dehidrirala na sobnoj temperaturi u seriji rastu¢ih
koncentracija etanola, redom 50%, 60%, 70%, 80% i 96% (v/v), u svakoj koncentraciji po 10
minuta. Naposljetku sam uzorke prebacila u 100% (v/v) etanol i inkubirala preko no¢i. Sutradan
sam uzorke prebacila u smjesu 100%-tnog etanola i acetona u omjeru 1:1 te inkubirala 30
minuta na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega sam ih jo§ 30 minuta inkubirala u ¢istom acetonu.
Nakon zavrSenog postupka dehidracije, uzorke sam prebacila u mjeSavinu epoksidne smole
(Spurrovo sredstvo) i acetona u omjeru (1:3) 30 minuta, zatim u smjesu omjera 1:1 narednih
30 minuta te naposljetku u smjesu Spurrovog sredstva i acetona u omjeru 3:1 zadnjih 30 minuta.
Smjesu sam zamijenila sa ¢istom smolom te sam uzorke ostavila 2 sata na 42 °C. Po isteku
vremena uzorke sam prenijela u kalupe te ih prekrila ¢istim Spurrovim sredstvom i inkubirala

na temperaturi od 65 °C 48 h, kako bi se smola potpuno polimerizirala.

Nakon polimerizacije, pripremila sam ultratanke prereze debljine 70 nm koriStenjem
ultramikrotoma (RMC MT-6000) sa staklenim nozi¢em. Prerezi su plivali na povrsini vode u
bazencicu staklenog noza, te sam ih pojedinacno prenosila na bakrenu mrezicu presvucenu
Formvarom® i naparenu ugljikom. Konac¢no, uzorke sam dodatno kontrastirala inkubacijom u
vodenoj otopini 2%-tnog (w/v) uranil acetata i 2%-tnog (w/v) olovnog citrata, pH 12 u trajanju
od 10 minuta (Reynolds, 1963). Uzorke sam analizirala pomoc¢u monokromatskog TF20 TEM-
a (FEI Tecnai G2, SAD) sa Schottky katodom pri naponu od 200 kV, dok sam za potvrdu
prisutnosti srebra koristila detektor EDX.
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3.6. Mjerenje parametara oksidacijskog stresa

3.6.1. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina u kalij-fosfatnom puferu

Odvage liofiliziranog tkiva korijena (35 mg) i lista (50 mg) prebacila sam u tarionik i
ekstrahirala tuckom uz dodatak 10 mg PVVP-a. Na dobiveni prah dodala sam 1,5 mL ohladenog
0,1 M Kkalij-fosfatnog pufera, pH 7 i nastavila usitnjavati do potpune homogenizacije.
Homogenat sam potom prebacila u mikroepruvetu od 1,5 mL i centrifugirala (Eppendorf
centrifuge 5804 R, Njemacka) 15 min na 20000 g pri +4° C, nakon ¢ega sam supernatante
prebacila u Ciste mikroepruvete od 1,5 mL i centrifugirala 45 min pri istim uvjetima. Nakon
toga, supernatante sam prebacila u ciste mikroepruvete od 1,5 mL i iz alikvota odredila
koncentraciju proteina metodom po Bradfordu (Bradford, 1976), a ostatak ekstrakata pohranila
na—20 °C za daljnje analize. Dobivene proteinske ekstrakte koristila sam za mjerenje ukupnog

sadrzaja ROS, sadrzaja proteinskih karbonila te mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima.

Metoda odredivanja koncentracije proteina po Bradfordu temelji se na vezanju boje Coomasie
Brilliant Blue (CBB) na proteine (primarno na aminokiselinske ostatke arginina, lizina i
histidina) u kiselim uvjetima, pri ¢emu se nastalo obojenje mjeri spektrofotometrijski. Za
mjerenje koncentracije proteina po Bradfordu, pripremila sam mati¢nu otopinu (350 mg CBB
G-250, 30 mL 96% (v/v) etanola, 200 mL 85% (v/v) fosforne kiseline (HsPOs) (T.T.T.,
Hrvatska) i radnu otopinu (30 mL mati¢ne Bradford otopine, 15 mL 96% (v/v) etanola, 30 mL
85% (v/v) H3POs, 425 mL ultra-¢iste H20). Zatim sam u mikroepruvetu od 1,5 mL dodala 980
uL radne otopine i 20 pL proteinskog ekstrakta, promijeSala na vorteks mijesalici (IKA,
Njemacka) te inkubirala 10 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi. Intenzitet plavog obojenja
koje nastaje pri reakciji spektrofotometrijski sam izmjerila pri valnoj duljini od 595 nm na
spektrofotometru ATI/Unicam UV4-100 (UK). Na temelju bazdarne krivulje napravljene s
poznatim koncentracijama (0,2 — 2,0 mg mL ™) otopina govedeg serumskog albumina (eng.
bovine serum albumine, BSA) u 0,1 M kalij-fosfatnom puferu, pH 7, odredila sam vrijednosti

koncentracije proteina iz uzoraka.

3.6.2. Odredivanje sadrzaja ROS in vitro

3.6.2.1. Fluorimetrijsko odredivanje sadrzaja O2™

Ekstrakte korijena i lista pripremljene na nacin opisan u poglavlju 3.7.1. koristila sam
za odredivanje sadrzaja O2". Pri tom sam koristila boju DHE koja u prisutnosti O oksidira
prvo u hidroetidij (EOH), a zatim u etidij, pri ¢emu se apsorpcijski 1 emisijski spektar pomicu

prema podrucju crvene fluorescencije (McLennan i Esposti 2000.)
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U mikrotitarskoj plo€ici pomijesala sam 50 pL ekstrakta i 50 uL 20 uM DHE u dH20 i kratko
protresla, nakon ¢ega sam odmah izmjerila intenzitet fluorescencije na ¢itacu mikrotitarskih
plocica (Tecan, SAD) s valnom duljinom pobudujuce svjetlosti podesenom na 520 nm, a
emitirane na 600 nm. Rezultate mjerenja prikazuju srednju vrijednost = standardna pogreska,

dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6 replika, a iskazani su kao postotak od kontrole.
3.6.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja H202

Metodom prema Alexievu i sur. (2001) spektrofotometrijski sam odredila sadrzaj H20-
u korijenu i listu duhana. Koristila sam 150 mg svjezeg tkiva korijena ili lista koje sam usitnila
u fini prah u tarioniku s tuckom uz dodatak PVP-a i tekuceg dusika. Svi koraci ekstrakcije
provedeni su na ledu, a nakon usitnjavanja tkiva, u tarionik sam dodala 2 mL 0,1% (w/v)
trikloroctene kiseline (eng. thrichloroacetic acid, TCA). Ekstrakte sam potom prebacila u
mikroepruvete od 2 mL i centrifugirala 10 minuta pri 20000 g i 0 °C. Dobivene supernatante

sam prebacila u ¢iste mikroepruvete od 2 mL i drzala na ledu do mjerenja.

Za analizu uzoraka pomijesala sam 0,5 mL dobivenog supernatanta s 0,5 mL 10 mM kalij-
fosfatnog pufera, pH 7,0 i 1 mL 1 M kalijevog jodida (K1), a za slijepu probu umjesto uzoraka
dodala sam 0,1% (w/v) TCA. Dobivenu smjesu sam homogenizirala na vorteksu i prebacila u
UV-kivetu te mjerila u UV/Vis spektrofotometru pri valnoj duljini od 390 nm. Koncentraciju
H20; izra¢unala sam preko bazdarne krivulje pripremljene s otopinama H20> (Gram-mol,
Hrvatska) poznatih koncentracija (1,378 — 352,8 uM). Rezultati prikazuju srednju vrijednost =
standardna pogreska, dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6 replika, a izrazila sam ih kao

umol g svijeze mase.

3.6.3. Mjerenje ostec¢enja biomolekula
3.6.3.1. Mjerenje sadrzaja MDA

Stupanj lipidne peroksidacije indirektno sam odredila mjerenjem sadrzaja produkta
MDA prema metodi koju su opisali Heath i Packer (1968). Na sobnoj temperaturi ekstrahirala
sam 20 mg svjezeg tkiva korijena ili lista u tarioniku uz dodatak 1,3 mL ekstrakcijskog pufera
(0,3% (wi/v) tiobarbiturne kiseline (eng. thiobarbituric acid, TBA) otopljene u 10% (w/v) TCA).
Homogenate sam potom prebacila u mikroepruvete od 2 mL i inkubirala 30 minuta na 95 °C u
termobloku (Termomixer comfort, Eppendorf, Njemacka). Reakciju sam zaustavila naglim
hladenjem u ledenoj kupelji, nakon ¢ega sam uzorke centrifugirala 15 minuta pri 20000 g i
+4 °C. Supernatante sam odvojila u ¢iste mikroepruvete od 1,5 mL, a taloge bacila.
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Apsorbanciju sam mjerila spektrofotometrijski pri valnim duljinama 532 i 600 nm, pri ¢emu

razlika ove dvije vrijednosti daje korekciju za nespecifi¢cno zamucenje.

Sadrzaj MDA u uzorku izracunala sam koriste¢i formulu:

.. As32—A600 .
Sadrzaj MDA = (umol mg™ sune tvari)
mxVxsxl

pri ¢emu je:

As3, — apsorbancija izmjerena na 532 nm

Asoo— apsorbancija izmjerena na 600 nm

m — masa tkiva (mg)

V — volumen uzorka (1,5 mL)

& —molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM™* cm™)
| — duljina puta (1 cm)

Rezultate sam izrazila kao umol mg™ suhe tvari, a prikazuju srednju vrijednost + standardna

pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6 replika.
3.6.3.2. Mjerenje ostecenja molekule DNA komet testom

Komet test, odnosno gel elektroforeza pojedinacnih stanica (eng. single cell gel
electrophoresis assay, SCGE) brza je i jednostavna metoda za analizu genotoksi¢nosti, a koristi
se za odredivanje jednolancanih i dvolancanih lomova u molekuli DNA. Metoda se temelji na
razli¢itim obrascima putovanja DNA kroz agarozni gel, pri ¢emu se lanci na kojima se dogodio
lom brZe putuju prema anodi, formiraju¢i karakteristi¢ni ,,rep” kometa. Intenzitet oStecenja

odreduje se kao postotak DNA u repu u odnosu na ,,glavu“ kometa (neosStecene, kondenzirane
molekule DNA) (Ostling i Johanson 1984).

Za odredivanje razine oSte¢enja molekule DNA u svjezem tkivu korijena ili lista neposredno
nakon tretmana (poglavlje 3.3.) koristila sam modificiranu metodu prema Gichner i sur. (2004).
Prvo sam mehanickim postupkom izolirala jezgre, zarezuju¢i ziletom tkivo uronjeno u 250 uLb
400 mM Tris-HCI, pH 7,5 na ledu. Suspenziju jezgara sam potom pomijesala s jednakim
volumenom 1% (w/v) agaroze niskog talista (eng. low melting point, LMP), koju sam pripremila
otapanjem agaroze na 42 °C u otopini fosfatnih soli (eng. phosphate buffer saline, PBS) koja je
sadrzavala 10 mM Na;HPOQOg4, 1,7 mM KH2POys, 2,7 mM KCI, 130 mM NaCl (sve Gram-mol,
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Hrvatska). Dobivenu smjesu sam prebacila na predmetna mikroskopska stakalca na koja sam
prethodno nanijela sloj 1% (w/v) agaroze normalnog talista (eng. normal melting point, NMP),
koju sam pripremila zagrijavanjem u dH2O u mikrovalnoj pecnici. Predmetna stakalca zatim
sam prekrila pokrovnim stakalcem i ostavila na +4 °C da o¢vrsne. Nakon pripreme stakalaca
provela sam horizontalnu agaroznu gel elektroforezu. Predmetna stakalca sa smjesom jezgara
premjestila sam u kadicu za elektroforezu u kojoj se nalazila ohladena otopina koja se sastojala
od 1 mM Naz;EDTA i 300 mM NaOH, pH 13, nakon ¢ega sam uklonila pokrovna stakalca. Za
denaturaciju u luznatim uvjetima, uzorke sam ostavila u kadici u mraku 10 minuta, nakon ¢ega
sam pokrenula elektroforezu koja se odvijala 20 minuta na 26 V i 300 mA. Nakon toga sam
predmetna stakalca s jezgrama neutralizirala na na¢in da sam stakalca isprala 3x s 1 mL 0,4 M
Tris-HCI, nakon ¢ega sam ih ostavila da se u potpunosti osuse na zraku. Jezgre sam vizualizirala
uporabom fluorescentne boje GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, SAD) koja interkalira
izmedu parova baza u molekuli DNA. Stakalca sam 5 minuta inkubirala u 70 uL boje prethodno
razrijedene 10000%, nakon ¢ega sam ih analizirala uporabom fluorescencijskog mikroskopa s
ekscitacijskim filterom BP 520/09 nm i grani¢nim filterom od 610 nm. Na ukupno 150
nasumicno odabranih jezgara po stakalcu, odredila sam postotak DNA u repu (eng. % tail DNA,
% tDNA) tretmana u odnosu na kontrolu, koriste¢i ra¢unalni program Komet ver. 5 (Kinetic
Imaging, UK). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost ukupno 150 jezgara + standardna

pogreska.
3.6.3.3. Mjerenje sadrzaja proteinskih karbonila

Metoda za odredivanje sadrzaja proteinskih karbonila temelji se na rekaciji
derivatizacije karbonilne skupine 2,4-dinitrofenilhidrazinom (DNPH), pri ¢emu nastaje obojani
adukt dinitrofenilhidrazon koji se mjeri spektrofotometrijski (Colombo i sur. 2016). Metodu
koju sam koristila za mjerenje proteinskih karbonila prvi su razvili Levine i sur. (1994). U
mikroepruveti od 1,5 mL sam pomijesala 20 pL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.6.1.) sa 180
uL 0,1 M kalij-fosfatnog pufera, pH 7, te dodala 300 pL 10 mM DNPH pripremljenog u 2 M
HCI. Uzorke sam promijeSala na vorteks mijeSalici te inkubirala 1 h u mraku na sobnoj
temperaturi uz povremeno protresanje. Nakon inkubacije, precipitirala sam proteine dodatkom
500 puL 10% (w/v) TCA te inkubacijom 5 minuta na -20 °C, nakon cega sam uzorke
centrifugirala 10 minuta na 20000 g i +4 °C. Supernatant sam odlila, a taloge sam ispirala 3x u
500 uL otopine etanol/etilacetat u omjeru 1:1 kako bih uklonila nevezani DNPH. Zatim sam na
taloge dodala 1 mL 6 M uree otopljene u 20 mM Kkalij-fosfatnom puferu, pH 2,4 te ih otopila

mijesanjem pomocu vorteksa. Uzorke sam zatim mjerila spektrofotometrijski pri valnoj duljini
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od 370 nm za odredivanje proteinskih karbonila te na 280 nm za odredivanje ukupnih proteina
1 na 260 nm za detekciju potencijalnog oneciS¢enja uzorka nukleinskim kiselinama. Svaki
uzorak je imao svoju slijepu probu koja je pripremljena na opisani nacin, ali bez dodatka DNPH.
Sadrzaj ukupnih proteina izracunat je bazdarne krivulje BSA poznatih koncentracija (0,2 — 2,0

mg mL1) dobivene mjerenjem apsorbancije standarada BSA na 280 nm.

Sadrzaj proteinskih karbonila sam potom izrac¢unala prema sljedecoj formuli:

Az

Sadrzaj karbonila = (umol Mg proteina)

cXsXxl
pri ¢emu je:
Aas70— apsorbancija uzorka izmjerena na 370 nm
& —molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM™ cm™)
¢ — sadrzaj ukupnih proteina (mg mL™)
| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

Rezultate sam izrazila kao umol mg™ proteina, a prikazuju srednju vrijednost + standardna

pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa sa po 6 replika.

3.6.4. Spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti antioksidacijskih enzima
3.6.4.1. Mjerenje aktivnosti SOD

Aktivnost SOD mijerila sam metodom prema Beauchamp i Fridovich (1971), koja se
temelji na fotokemijskoj reakciji u kojoj riboflavin stvara O." koji reducira nitro plavi tetrazolij
(eng. nitroblue tetrazolium, NBT) u ljubi¢asto obojani produkt formazan. Promjena obojenja

mjeri se spektrofotometrijski, a iz dobivenih vrijednosti apsorbancija odreduje se aktivnost
SOD.

Za mjerenje aktivnosti SOD pripremila sam reakcijsku smjesu (13 mM metionin, 75 uM NBT
(Alfa Aesar, SAD), 0,1 M etilendiamintetraoctena Kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic
acid, EDTA) (T.T.T., Hrvatska) i 2 mM riboflavin u 50 mM kalij-fosfatnom puferu, pH 7,8).
Budu¢i da se jedinica (eng. unit, U) SOD definira kao koli¢ina enzima potrebnog za 50%-tnu
inhibiciju redukcije NBT, prije mjerenja uzoraka, odredila sam maksimalnu apsorbanciju koja
je posljedica redukcije NBT-a u formazan u prisutnosti riboflavina koji pod utjecajem svjetlosti
producira O2". Bez prisutnosti SOD, koji uklanja O."", nastat ¢e vise formazana Sto ce

rezultirati maksimalnom apsorbancijom. Apsorbanciju nastalu uslijed reakcije stvaranja
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formazana izmjerila sam pri valnoj duljini od 560 nm, nakon 8-minutne inkubacije u kiveti
izlozenoj svjetlosti (15 W) u transiluminatoru. Kao slijepu probu koristila sam istu smjesu, koja
nije bila izloZena svjetlosti. Za mjerenje aktivnosti SOD u proteinskim ekstraktima (poglavlje
3.6.1.), u reakcijsku smjesu sam dodala volumen uzorka kontrole koji izaziva 50%-tno
smanjenje vrijednosti maksimalne apsorbancije, a mjerenje je provedeno u istim uvjetima.
Aktivnost SOD izracunala sam na temelju bazdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancija
SOD standarda (0,025 — 1 U uLY), a dobivene vrijednosti sam izrazila kao U mg™ proteina.
Rezultati prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska, dobivenu iz dva nezavisna pokusa

po 6 replika.
3.6.4.2. Mjerenje aktivnosti CAT

Aktivnost CAT mjerila sam metodom prema Aebi i sur. (1984), koja se temelji na
odredivanju brzine razgradnje H>O, dodanog u uzorak, a promjene se prate mjerenjem
smanjenja apsorbancije uzorka pri valnoj duljini od 240 nm. U UV-kiveti pomijesala sam
970 uL reakcijske smjese (10 mM H20., 50 mM Kkalij-fosfatni pufer, pH 7,0) i 30 pL
proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.6.1.) te mjerila promjenu apsorbancije pri valnoj duljini od

240 nm svakih 10 sekundi tijekom jedne minute.

Aktivnost CAT u uzorcima izracunala sam prema sljede¢oj formuli:

AAX6XVrsxF.R .
CAT = 220X 5% (umol 1202 mint mgt)

VuzXxsxlIlxc

pri Gemu je:

AA — srednja vrijednost promjene 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 optickog puta (1 cm)

¢ — koncentracija proteina (mg mL™?)
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Rezultati su izrazeni kao umol utrosenog H202 po mg proteina u minuti i prikazuju srednju

vrijednost + standardna pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6 replika.
3.6.4.3. Mjerenje aktivnosti APX

Enzim APX Katalizira reakciju H202 s askorbatom koja dovodi do oksidacije askorbata
u monodehidroaskorbinsku kiselinu. Mjereéi pad apsorbancije pri valnoj duljini od 290 nm do

koje dolazi uslijed oksidacije askorbata izracunava se aktivnost APX (Nakano i Asada 1981).

Za mjerenje aktivnosti APX u uzorcima, u UV-kiveti pomijesala sam 800 uL reakcijske smjese
(50 mM Kalij-fosfatni pufer, pH 7,0 i 10 mM EDTA), 10 uL 0,1 mM askorbinske kiseline,
10 uL 12 mM H2021 180 uL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.6.1.). Promjenu apsorbancije

mjerila sam pri valnoj duljini od 290 nm, svakih 15 sekundi unutar jedne minute.

Aktivnost APX u uzorcima sam izrazila pomo¢u formule:

AAX4XVrsXF.R. .
APX = (umolask mint mg?)

VuzxsxlIlxc

Pri cemu je:

AA- srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nm tijekom 15 sekundi
4 — faktor korekcije za AA za izrazavanje rezultata u minuti

V/rs — 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 utrosenog askorbata po mg proteina u minuti i prikazuju srednju

vrijednost + standardna pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6 replika.
3.6.4.4. Mjerenje aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX)

Aktivnost PPX odredila sam spektrofotometrijski, metodom prema Nakano i Asada
(1981) koja se temelji na mjerenju porasta apsrobancije pri valnoj duljini od 430 nm do koje
dolazi uslijed oksidacije pirogalola u purpurogalin u prisutnosti H2O».
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Za mjerenje, u Kiveti sam pomijesala 980 uL reakcijske smjese (50 mM Kkalij-fosfatni pufer, pH
7,0, 20 mM pirogalol i 1 mM H;02) i 20 pL proteinskog ekstrakta (poglavlje 3.6.1.) i pratila

promjenu apsorbancije pri valnoj duljini od 430 nm svakih 15 sekundi u periodu od 2 minute.

Aktivnost PPX u uzorcima sam izracunala pomoc¢u formule:

AAX4XVTsXF.R L
PPX = (1Mol purpurogalina MIN 1 mg 1)

VuzxsxlIlxc

pri ¢emu je:

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

V/rs — 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 optickog puta (1 cm)

¢ — koncentracija proteina (mg mL™?)

Rezultati su izraZeni kao pumol nastalog produkta purpurogalina po mg proteina u minuti 1
prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6

replika.

3.6.5. Mjerenje sadrzaja neenzimskih antioksidansa

3.6.5.1. Mjerenje sadrzaja prolina

Sadrzaj prolina odredila sam metodom prema Bates i sur. (1973). Svjeze tkivo korijena
ili lista (150 mg) ekstrahirala sam u tarioniku uz dodatak male koli¢ine PVP-a i 1,5 mL 3%
(w/v) sulfosalicilne kiseline. Dobivene homogenate centrifugirala sam 15 minuta pri 10000 g i
+4 °C, nakon ¢ega sam supernatante prebacila u ¢iste mikroepruvete od 1,5 mL i pohranila na

ledu do mjerenja.

Za mjerenje sam pripremila otopinu kiselog ninhidrina otapanjem 1,25 g ninhidrina u 30 mL
ledene octene kiseline uz dodatak 20 mL 6 M H3POg, uz zagrijavanje na mijesalici do promjene

boje iz plave u Zutu. Zatim sam u mikroepruveti od 1,5 mL pomijesala 500 uL kiselog
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ninhidrina s 500 pL ekstrakta i 500 pL ledene octene kiseline (T.T.T., Hrvatska) te nakon
mijeSanja inkubirala u termobloku 60 minuta pri 95 °C. Reakciju sam zaustavila naglim
hladenjem u ledenoj kupelji, nakon ¢ega sam ekstrakte prebacila u staklene epruvete i dodala
po 1,5 mL toluena (Carlo Erba, Njemacka). Nakon 30 sekundi mijeSanja na vorteksu, pazljivo
sam izvukla gornju toluensku fazu u kojoj su ekstrahirane kromoforne skupine, prebacila 900
puL u kvarcnu kivetu i mjerila apsorbanciju pri valnoj duljini od 520 nm. Sadrzaj prolina
izraCunala sam uz pomo¢ bazdarne krivulje dobivene mjerenjem otopina poznatih koncentracija
prolina (0,5 — 500 uM). Rezultate sam izrazila kao pmol prolina po gramu svjeze tvari, a
prikazuju srednju vrijednost + standardna pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6

replika.
3.6.5.2. Mjerenje sadrzaja GSH

Sadrzaj reduciranog GSH odredila sam prema modificiranoj metodi Salbitani i sur.
(2017). Metoda se temelji na reakciji Ellmanovog reagensa (5,5-ditio-bis-(2-nitrobenzojeva
kiselina), DTNB) s tiolnom skupinom GSH pri ¢emu nastaje obojeni produkt 5-

tionitrobenzojeva kiselina (TNB), a koli¢ina nastalog produkta mjeri se spektrofotometrijski.

Za mjerenje reduciranog GSH, u kiveti sam pomijesala 100 pL ekstrakta (poglavlje 3.6.5.1.) 1
750 pL reakcijske smjese (1,5 mg mL™* DTNB, 0,1 M Kalij-fosfatni pufer, pH 7,0 i 1 mM
EDTA) i inkubirala na sobnoj temperaturi 20 minuta te potom izmjerila apsorbanciju pri valnoj
duljini od 412 nm. Koncentraciju reduciranog GSH oditala sam iz bazdarne krivulje dobivene
mjerenjem otopina GSH standarda poznatih koncentracija (0,785 — 25 uM). Rezultate sam
izrazila kao pmol GSH po gramu svjeze tvari, a prikazuju srednju vrijednost + standardna

pogreska dobivenu iz dva nezavisna pokusa po 6 replika.

3.6.6. Odredivanje aktivnosti razli¢itih izoformi antioksidacijskih enzima

3.6.6.1. Razdvajanje proteina poliakrilamidnom gel elektroforezom u nativnim uvjetima

Gel elektroforeza je jedna od najcescih tehnika za razdvajanje nukleinskih kiselina ili
proteina iz smjese, a temelji se na razli¢itim brzinama putovanja nabijenih Cestica kroz gel
uslijed primjene elektricnog polja. Za razdvajanje proteina Kkoristi se elektroforeza u
poliakrilamidnom gelu (eng. polyacrylamide gel electrophoresis, PAGE) kod koje proteini
putuju kroz pore u gelu uslijed djelovanja elektricnog polja. Veli¢inu pora uvjetuje
koncentracija akrilamida i bisakrilamida (Chakavarti i Chakavarti 2008), a proteini se u gelu
razdvajaju na temelju razlika u elektroforetskoj pokretljivosti, koju definira njihova molekulska

masa i gustoca naboja (Balen i sur. 2011). Gel elektroforeza u nativnim uvjetima podrazumijeva
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razdvajanje proteina koji se nalaze u nativnoj formi, odnosno sacuvane konformacije ali i
bioloske aktivnosti, stoga se ova tehnika moze koristiti za analizu aktivnosti pojedinih izoformi

enzima (Covian i sur. 2012; Sari i sur. 2011).

Za razdvajanje proteina na gelu koristila sam sustav PROTEAN® [ xi cell (Bio-Rad, SAD), a
elektroforezu sam provodila prema protokolu opisanom u Balen i sur. (2011). Prvo sam
pripremila 12%-tni gel za razdvajanje (Prilog 3.), kojega sam izlila izmedu staklenih ploca. Gel
sam nadsvodila otopinom 20% (v/v) etanola i boje bromfenol plava (eng. bromphenol blue,
BFB), kako bih sprijecila kontakt otopine gela sa zrakom tijekom polimerizacije. Nakon $to se
gel polimerizirao, isprala sam ga s dH20 te na njega izlila pripremljeni 4%-tni gel za sabijanje
(Prilog 3.), dodala ¢esljice (debljine 1 mm) za pripremu jazica i ostavila gel da se polimerizira.
Staklene ploc¢e s gelovima postavila sam na elektrodni nosa¢ te ih prenijela u kadicu za
vertikalnu elektroforezu ispunjenu 1x elektrodnim puferom za nativnu elektroforezu dobivenim
razrjedivanjem 10% elektrodnog pufera (0,25 M Tris, 1,92 M glicin, pH 8,3). Na gelove sam
nanosila volumen proteinskih ekstrakata (poglavlje 3.6.1.) koji je odgovarao masi proteina od
90 pg. Prije nanoSenja uzoraka u jazice, uzorke sam pomijesala s 20 uL 0,5% (w/v) otopine
saharoze (Gram-mol, Hrvatska) i boje BFB. Saharoza zbog svoje velike gustoce osigurava
zadrzavanje uzoraka u jazicama, dok BFB stvara frontu koja omogucéava pracenje tijeka
elektroforeze. Elektroforezu sam provodila na +4 °C, prvih 45 minuta pri 100 V, te pri 220 V
dok fronta nije dosla do donjeg ruba gela. Nakon provedene elektroforeze, gelove sam
inkubirala u otopinama sa specifi¢énim supstratima za vizualizaciju izoformi pojedinih

antioksidacijskih enzima.
3.6.6.2. Odredivanje aktivnosti izoformi antioksidacijskih enzima

Za odredivanje aktivnosti izoformi SOD na gelu, koristila sam modificiranu metodu
prema Beauchamp i Fridovich (1971). Nakon provedene elektroforeze (poglavlje 3.6.6.1.), gel
sam 25 minuta inkubirala u 50 mM kalij-fosfatnom puferu, pH 7,8 s dodatkom 2,45 mM NBT.
Nakon toga gel sam inkubirala 15 minuta u mraku u istom puferu, ali uz dodatak 28 mM
TEMED-a i 0,028 mM riboflavina. Gel sam u istoj toj otopini prebacila u transiluminator i
izlozila svjetlosti (15 W) te inkubirala na sobnoj temperaturi 1 h uz povremeno protresanje.

Nakon pojave akromatskih vrpca na ljubi¢astoj podlozi, gel sam isprala u dH2O i skenirala.

Izoforme CAT detektirala sam prema modificiranom protokolu od Woodbury i sur. (1971). Gel
sam nakon provedene elektroforeze (poglavlje 3.6.6.1.) isprala 3x15 minuta u dH20, nakon
¢ega sam ga inkubirala u otopini 0,0003% (v/v) H202. Potom sam gel kratko isprala u dH-O i
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tretirala otopinom 2% (w/v) FeClz (Carlo Erba, Njemacka) i 2% (w/v) KsFe(CN)s (Alfa Aesar,
SAD) dok se nisu pojavile bijelo-zute vrpce na zelenoj pozadini. Gel sam potom isprala u dH>O

i skenirala.

Za detekciju izoformi APX, elektroforezu sam provela u elektrodnom puferu (poglavlje
3.6.6.1.) s dodatkom 2 mM askorbata prema modificiranom protokolu opisanom u Mittler i
Zilinskas (1993). Nakon provedene elektroforeze, gel sam ispirala 3x10 minuta u 50 mM Kkalij-
fosfatnom puferu, pH 7,0 uz dodatak 2 mM askorbata. Gel sam zatim inkubirala 20 minuta u
istom puferu uz dodatak 4 mM askorbata i 2 mM H20., nakon ¢ega sam ga kratko isprala u
samom puferu te potom inkubirala u otopini koja je sadrzavala 2,45 mM NBT i 28 mM TEMED
u 50 mM Kkalij-fosfatnom puferu, pH 7,8 do pojave akromatskih vrpci na ljubicastoj podlozi,

nakon ¢ega sam ga isprala s dH20 i skenirala.

Za detekciju PPX Kkoristila sam modificiranu metodu prema Maehly i Chance (1954). Nakon
provedene elektroforeze (poglavlje 3.6.6.1.), gel sam 30 minuta inkubirala u 50 mM Kkalij-
fosfatnom puferu, pH 7,0 te potom u istom puferu s dodatkom 20 mM pirogalola i 4 mM H-0>
do pojave smedih vrpci na zutoj pozadini. Gel sam skenirala odmah nakon pojave vrpci bez

ispiranja jer intenzitet obojenja opada sa stajanjem.

3.6.7. Analize ekspresije proteina

3.6.7.1. Ekstrakcija proteina fenolom

Ekspresiju proteina analizirala sam u korijenu i listu duhana tretiranih samo s najve¢im
koncentracijama (100 uM) AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNOs te njihovim kombinacijama s
cys. Proteine sam izolirala metodom po Faurobert i sur. (2007) uz manje modifikacije
(Pavokovi¢ i sur. 2012). U prethodno ohladenom tarioniku, tu¢kom sam usitnila 40 mg tkiva
korijena ili 50 mg listova u prah uz dodatak 10 mg PVVP-a. Na dobiveni prah korijena dodala
sam 3 mL ekstrakcijskog pufera pH 8,0 (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 (Alfa Aesar, SAD), a za ekstrakciju listova dodala sam 4 mL istog
pufera. Dobivene homogenate prebacila sam u polipropilensku epruvetu od 15 mL, promijesala
na vorteksu te poslozila horizontalno na led i inkubirala 10 minuta na tresilici. Nakon toga, u
svaku epruvetu s proteinskim ekstraktima korijena dodala sam po 3 mL fenola (ROTI® Phenol,
ROTH, Njemacka), a proteinskim ekstraktima listova dodala sam po 4 mL fenola, promijesala
na vorteksu i inkubirala 10 min na ledu na tresilici. Uzorke sam potom centrifugirala 20 minuta

pri 4500 g i 0 °C, nakon ¢ega sam supernatant oprezno pipetom prebacila u Cistu epruvetu,
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pritom pazeéi da ne pokupim medufazu, te dodala 3 (korijen) ili 4 mL (listovi) ekstrakcijskog
pufera, promijeSala na vorteksu i inkubirala 3 min na tresilici na ledu. Uzorke sam centrifugirala
pri ve¢ navedenim uvjetima, nakon ¢ega sam supernatante prebacila u Ciste polipropilenske
epruvete od 50 mL pomocu pipete, paze¢i da ne pokupim donju fazu. Na uzorke sam dodala 4x
veci volumen hladne precipitacijske otopine (0,1 M amonijev acetat u metanolu), promijesala

sadrzaj epruvete laganim okretanjem te ostavila na precipitaciji preko no¢i na —20 °C.

Sljede¢i dan precipitirane proteine sam dodatno procistila serijom centrifugiranja i ispiranja
taloga proteina. Prvo sam uzorke centrifugirala 30 min pri 4500 g i +4 °C, a dobivene taloge
sam otopila u 3 mL hladne precipitacijske otopine, prebacila u polipropilenske epruvete od 15
mL te ponovila postupak centrifugiranja i ispiranja taloga jos 3x po 15 minuta pri veé
navedenim uvjetima. Nakon zadnjeg centrifugiranja, taloge sam otopila u 3 mL hladnog
acetona, ponovno centrifugirala pri istim uvjetima te zatim izbacila aceton, epruvete polegnula
horizontalno i taloge osus$ila 1 minutu u digestoru. Pro¢i§éene proteine u talogu sam potom
resuspendirala u 500 pL pufera za izoelektri¢no fokusiranje (IEF) sastavljenog od 9 M uree i
4%  (wiv)  3-((3-kolamidpropinil)  dimetilamonijev)-1-propansulfata  (eng.  3-((3-
cholamidopropyl)dimethylammonio)-1-propanesulfonate, CHAPS) (Roche, Svicarska) uz
dodatak 2 mg mL™* ditiotreitola (DTT) (Roth, Njemacka) i 5,2 pL mL™ amfolita. Otopljene
taloge sam prebacila u mikroepruvete od 1,5 mL i 5 minuta centrifugirala pri 20000 g i 23 °C,
nakon ¢ega sam supernatante prebacila u Ciste mikroepruvete od 1,5 mL i ¢uvala na +4 °C do

analiza.

Koncentraciju ukupnih topivih proteina odredila sam modificiranom Bradfordovom metodom
(Ramagli i Rodriguez 1985), koja se temelji na zakiseljavanju uzoraka, ¢ime se omogucuje
vezanje boje CBB na proteine bez interferencija koje mogu izazvati sastojci IEF pufera (urea,
amfoliti, neionski surfaktanti i tiolni spojevi). U polipropilenskim epruvetama od 15 mL
pripremila sam reakcijsku smjesu — pomijesala sam 10 pL 0,1 M HCI, 20 pL proteinskog
ekstrakta, 70 pL ultra-Ciste vode i 3,5 mL radne Bradford otopine (poglavlje 3.6.1.). Uzorke
sam kratko promijesala na vorteksu te inkubirala u mraku 10 minuta, nakon ¢ega sam izmjerila
apsorbanciju pri valnoj duljini od 595 nm. Kao slijepu probu koristila sam reakcijsku smjesu u
koju sam umjesto proteinskog ekstrakta dodala 20 puL IEF pufera. Koncentraciju proteina u
uzorcima izracunala sam pomocu bazdarne krivulje dobivene mjerenjem asporbancija otopina

BSA poznatih koncentracija (0,2 — 2,0 mg mL™1), pripremljenih u IEF puferu.
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Ovako pripremljene uzorke koristila sam za analizu ekspresije ukupnih topivih 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.
3.6.7.2. Elektroforetsko razdvajanje proteina

Najcesca koriStena elektroforetska tehnika za analizu proteina je natrijev dodecil sulfat-
poliakrilamid gel elektroforeza (eng. sodium dodecyl sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE) koja ukljucuje uporabu anionskog detergenta SDS-a za otapanje,
denaturaciju i disocijaciju proteina, ¢ime polipeptidni lanci postaju negativno nabijeni, $to
omogucuje razdvajanje polipeptida na temelju njihove relativne molekulske mase (Laemmli,

1970).

SDS-PAGE provodila sam u sustavu Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-Rad, SAD), prema
protokolu opisanom u Balen i sur. (2011). Sastav gelova opisan je u Prilogu 4. Prije nanoSenja
na gel, proteinske ekstrakte (poglavlje 3.6.7.1.) pomijesala sam s puferom za denaturaciju (eng.
sample buffer, SB; 187,5 mM Tris-HCI, 20% (v/v) glicerol, 6% (w/v) SDS, 5% (v/v), B-
merkaptoetanol, 0,1% BFB) (Laemmli, 1970) u omjeru 5:1 te inkubirala 5 minuta na 95 °C u
termobloku. U svaku jazicu sam nanijela volumen proteinskog ekstrakta koji je sadrzavao 14
pug proteina za vizualizaciju proteinskih vrpci bojom CBB, odnosno 6 pg proteina za
vizualizaciju srebrovim nitratom. Kao biljeg molekulskih masa koristila sam ColorBURST™
Electrophoresis Marker. Elektroforezu sam provodila na sobnoj temperaturi u 1x razrijedenom
elektrodnom puferu za SDS-PAG elektroforezu (0,25 M Tris, 1,92 M glicin i 10% (w/v) SDS,
pH 8,3), prvih 15 minuta pri naponu od 100 V, te 190 V do zavrsetka elektroforeze.

3.6.7.3. Vizualizacija proteina bojom Coomassie Brilliant Blue

Za vizualizaciju proteinskih vrpci u gelu, koristila sam boju CBB kako je opisano u
Balen i sur. (2011). Nakon zavr$ene elektroforeze (poglavlje 3.6.7.2.), gel sam inkubirala u
otopini CBB (0,1% (w/v) CBB R-250, 45% (v/v) etanol, 10% (v/v) ledena octena kiselina) 1 h
na tresilici pri sobnoj temperaturi. Nakon toga gel sam ispirala u otopini za odbojavanje (10%
(v/v) octena kiselina i 10% (v/v) metanol) pri istim uvjetima, do pojave plavih proteinskih vrpci
na prozirnom gelu. Otopinu za odbojavanje sam nekoliko puta promijenila. Gel sam pohranila

u 10%-tnu (v/v) otopinu octene kiseline do skeniranja i daljnje analize detektiranih vrpci.
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3.6.7.4. Vizualizacija proteina srebrovim nitratom

Vizualizaciju proteina s AgNOs provela sam prema postupku opisanom u Blum i sur.
(1987). Nakon provedene elektroforeze (poglavlje 3.6.7.2.), gelove sam fiksirala u otopini koja
je sadrzavala 30% (v/v) etanola, 12% (v/v) octene kiseline i 0,5% (v/v) formaldehida, 1 h na
tresilici pri sobnoj temperaturi. Nakon toga, gelove sam ispirala otopinom 30%-tnog (v/v)
etanola 3x20 minuta pri istim uvjetima. Uslijedila je obrada gelova 0,02%-tnom otopinom
natrijevog tiosulfata (Na»S20z3) (T.T.T., Hrvatska) 1 minutu. Nakon kratkog ispiranja u ddH20,
gelove sam inkubirala u otopini za impregnaciju (0,2% (w/v) AgNOs i 0,075% (v/v)
formaldehida), 20 minuta na sobnoj temperaturi na tresilici. Na kraju sam dodala otopinu za
razvijanje (6% (w/v) natrijevog karbonata (Na.COsz) (Kemika, Hrvatska); 0,05% (v/v)
formaldehida; 0,0004% (w/v) Na>S»03), inkubirala uz protresanje rukom do pojave smedih
vrpci, nakon ¢ega sam reakciju zaustavila naglim zakiseljavanjem dodatkom otopine 50% (v/v)

etanola i 12% (v/v) octene kiseline. Gel sam zatim skenirala za analizu proteinskih vrpci.

3.6.8. Imunodetekcija antioksidacijskih enzima

3.6.8.1. SDS-PAG elektroforeza i prijenos proteina na membranu

Proteine dobivene ekstrakcijom fenolom (poglavlje 3.6.7.1.) razdvojila sam SDS-PAG
elektroforezom, kako je opisano u poglavlju 3.6.7.2. U prvu jazicu nanijela sam 2 uL biljega
molekulskih masa ColorBURST™Electrophoresis Marker. Za razdvajanje i detekciju enzima
SOD, CAT i APX, koristila sam 12%-tne poliakrilamidne gelove za razdvajanje (Prilog 4.), na
koje sam nanijela volumen uzoraka koji odgovara masi od 14 pg proteina, a za detekciju enzima

HRP koristila sam 10%-tni gel (Prilog 4.) i nanijela volumen koji odgovara 12 ug proteina.

Nakon elektroforeze, gelove sam prebacila na nitroceluloznu membranu (Amersham™
Protran®, veli¢ina pora 0,45 pm) metodom mokrog prijenosa i polozila izmedu Whatmann
filtar papira 1 spuzvice sa svake strane, te sve zajedno prenijela u plasti¢ni okvir, ucvrstila i
prenijela u vertikalni sustav za elektroprijenos Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell
(Bio-Rad, SAD) nanacin da je membrana bila okrenuta prema anodi. Nitroceluloznu membranu
sam prethodno namodila u pufer za prijenos (29 mM Tris-HCI, 192 mM glicin, 10% (v/v)
metanol, pH 8,3), u kojem se prijenos izvodio. Sustav za prijenos sam zatim prebacila u kadicu
koju sam nadopunila hladnim puferom za prijenos te postavila posudu s ledom za dodatno
hladenje. Prijenos se odvijao 1 h na 60 V, nakon Cega sam uspjeSnost prijenosa provjerila
bojanjem bojom Rouge Ponceau S (0,5% (w/v) Rouge Ponceau S, 1% (v/v) octena kiselina),

koja se reverzibilno veze na proteine. Membrane sam isprala s ddH-O, a zatim sam grafitnom
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olovkom ucrtala poloZaje biljega molekulskih masa, te potom dodatno odbojila membrane u

25 mL pufera 1x TBS (eng. Tris-buffered saline; 50 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5).
3.6.8.2. Obrada membrana antitijelima i detekcija

Nakon prijenosa, membrane sam blokirala kako bih sprijecila nespecificno vezanje
antitijela. Za detekciju izoformi enzima CAT i APX, membrane sam inkubirala u otopini za
blokiranje sastava: 1x PBS pufer (poglavlje 3.6.3.2.), 1% (v/v) Tween 20 i 2% (w/v) bezmasnog
mlijeka u prahu. Membranu za detekciju izoformi enzima SOD blokirala sam u istoj otopini,
ali uz dodatak 5% (w/v) bezmasnog mlijeka u prahu, dok sam za blokiranje membrane za
detekciju enzima HRP koristila 10% (w/v) mlijeko.

Blokiranje membrana je provedeno u Petrijevim zdjelicama, 1 h, pri sobnoj temperaturi na
tresilici, nakon cega je uslijedila inkubacija u otopinama primarnih antitijela (Agrisera,
Svedska) pripremljenim u otopini za blokiranje (Prilog 5.) 1 h pri sobnoj temperaturi na tresilici,
a zatim preko noc¢i na +4 °C. Sljede¢i dan, membrane sam ispirala 3x15 minuta u otopini za
blokiranje te potom inkubirala 1 h u otopini sekundarnog antitijela (Prilog 5.), pri sobnoj
temperaturi na tresilici. Membrane sam potom ispirala u otopini sastava: 1x PBS pufer i 1%
(viv) Tween 20, 2x10 minuta, nakon ¢ega sam proteinske vrpce detektirala otopinom za
kemiluminiscenciju Western-Sure® Chemiluminescent Substrate (L1-COR Biosciences, SAD)
na uredaju C-DiGit Chemiluminescence Western Blot Scanner (LI-COR Biosciences, SAD).
Za analizu intenziteta proteinskih vrpci Koristila sam racunalni program Image Studio Lite 5.2
(LI-COR Biosciences, SAD). Za kontrolu nanoSenja uzoraka (eng. loading control) koristila
sam antitijelo za B-aktin (ACT), protein stani¢nog citoskeleta veli¢ine oko 45 kDa koji ima
konstitutivnu ekspresiju u svim tipovima stanica, odnosno ekspresija mu nije podlozna
znacajnim promjenama uslijed tretmana. Intenzitete signala proteina SOD, CAT, APX 1 HRP
normalizirala sam prema signalu proteina ACT, a dobivene rezultate sam prikazala kao srednje

vrijednosti relativnog intenziteta + standardna pogreska, dobivene u tri nezavisna pokusa.

3.7. Analiza ranog fizioloskog odgovora in situ i detekcija AgNP u tkivu primjenom

fluorescencijske konfokalne mikroskopije

Primjenom specifiénih fluorescentnih proba u kombinaciji s konfokalnom
mikroskopijom ispitala sam pojavu oksidacijskog stresa u tkivu korijena i lista biljaka duhana
in situ, nakon kratkotrajnog tretmana sa 100 pM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOsg, te

njihovim kombinacijama s cisteinom.
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Nakon uzgoja odraslih biljaka duhana (opisano u poglavlju 3.3.), izrezala sam mali dio vr$nog
dijela korijena te izradila lisne diskove promjera od oko 1 cm i prebacila ih u mikrotitarske
plo¢ice s dubokim jazicama. U jazice sam dodala 1 mL 100 uM otopine odgovarajuceg
tretmana (Prilog 2.) i inkubirala 24 h u komori za uzgoj biljnih kultura u uvjetima opisanim u
poglavlju 3.3. Nakon toga, korijen i lisne diskove sam isprala 3x s ultra-Cistom vodom i

inkubirala u otopinama s odgovaraju¢im fluorescentnim probama.

Za detekciju Oz, tkivo korijena ili listova inkubirala sam u 1 mL 10 uM otopine DHE u ultra-
Cistoj vodi, 10 minuta u mraku. DHE iskazuje svojstvo plave fluorescencije kada se nalazi u
citosolu, dok ga O>" ne oksidira u hidroetidij (EOH), koji moze interkalirati izmedu parova
baza u molekuli DNA, pri ¢emu mu se apsorpcijski i emisijski spektri pomicu prema podrucju
crvene svjetlosti (McLennan i Esposti, 2000). Nakon inkubacije u DHE, uzorke sam analizirala
konfokalnim laserskim pretraznim mikroskopom (eng. confocal laser scanning microscope,
CLSM), (Leica SP8, Njemacka) s laserskom pobudnom linijom od 405 nm, pri ¢emu sam
vrijednosti valne duljine pobudujuce svjetlosti namjestila na 500 nm, a emitirane svjetlosti na

580 nm. Negativna kontrola pripremljena je na isti na¢in kao i uzorci, ali bez dodatka DHE.

Za detekciju H202, u jazice s tkivnim prerezima dodala sam 1 mL 50 pM otopine H2.DCF-DA
u ultra-¢istoj vodi i inkubirala 10 minuta u mraku. H2DCF-DA moze lako difundirati u stanice
gdje ga stani¢ne esteraze deacetiliraju u nefluorescentni spoj 2',7'-diklorodihidrofluorescein
(H2DCF), dok u prisutnosti H20., H.DCF brzo oksidira u visoko fluorescentni 2',7'-
diklorofluorescein (DCF) (McLennan i Esposti, 2000; Yang i sur. 2014). Analiza uzoraka
provedena je na istom mikroskopu, pri ¢emu sam vrijednosti valne duljine pobudujuce svjetlosti
namjestila na 504 nm, a emitirane svjetlosti na 550 nm. Negativna kontrola pripremljena je na

isti nacin kao i uzorci, ali bez dodatka Ho.DCF-DA.

Za detekciju GSH koristila sam probu MCB koja sama nema svojstvo fluorescencije, ali u
interakciji sa stanicnim GSH tvori fluorescentni adukt MCB-GSH u reakciji koju katalizira
enzim GST (Fernandez-Checa i Kaplowitz 1990). U jazice s tkivnim prerezima dodala sam
I mL 50 uM otopine MCB u ultra-¢istoj vodi 1 inkubirala 10 minuta u mraku. Nakon toga,
uzorke sam analizirala istim mikroskopom, ali ovoga puta sam kao izvor pobudujuce svjetlosti
koristila multifotonski pulsiraju¢i laser (Chameleon Discovery TPC, 80 Mhz, 140 + 10 fs), pri
¢emu sam valnu duljinu pobudujuce svjetlosti namjestila na 720 nm, a emisijski signal je
filtriran pomoc¢u SP680 dikroidnog zrcala 560 te pomocu filtera propustanja 525/50 1 610/70.
Negativna kontrola je pripremljena na isti na¢in kao i uzorci, ali bez dodatka MCB.
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Vijabilnost stanica analizirala sam bojanjem tkiva bojom PI, koji interkalira izmedu baza u
molekuli DNA, ali budu¢i su membrane zivih stanica nepropusne za PI, selektivno se koristi za
detekciju mrtvih stanica. Nakon S§to se boja veze, njena fluorescencija se pojacava 20 do 30
puta, a maksimum ekscitacije fluorescencije pomaknut je ~30 — 40 nm u crveni dio spektra
(Dengler i sur. 1995; Krishan, 1990). Za odredivanje sadrzaja mrtvih stanica u uzorcima
korijena i listova, u jazice sam dodala 1 mL 25 uM otopine PI i inkubirala 10 minuta u mraku,
nakon ¢ega sam ponovo Koristila lasersku pobudnu liniju od 405 nm, a vrijednosti valnih duljina
pobudujuce i emitirane svjetlosti bile su namjestene na 543 i 620 nm. Negativna kontrola bili

su uzorci bez dodatka P, tretirani i analizirani pri istim uvjetima.

Vremena ekspozicije bila su postavljena tako da se dobije optimizirana slika s minimalnim
pozadinskim signalom. Slike su dobivene opti¢kim rezovima debljine 30 nm tako da je kona¢ni
rezultat bio preklapanje signala kroz sve vidljive dijelove promatranih ravnina duz z-0si. Za
odvajanje kratkozivuéeg signala autofluorescencije (koji potjece od klorofila ili sekundarnih
metabolita) od signala ciljane probe, Kkoristila sam postavku filtracije signala na temelju
vremena zivota fluorescencije. Dobivene slike su obradene u programu Leica LAS X (Leica,

Njemacka), a intenzitet signala odreden je u programu Lucida 6.0 (Wirral, UK).

Na temelju intrinsi¢nog svojstva fluorescencije AgNP pri valnoj duljini od 465 nm (Alqudami
i Annapoorni, 2007), moguce ih je detektirati u tkivu primjenom fluorescencijske mikroskopije.
Primjenom modula za mjerenje zivota fluorescencije (eng. fluorescence-lifetime imaging
microscopy, FLIM) moguce je napraviti distinkciju razli¢itih fluorofora u biljci, te razluditi
AgNP od drugih spojeva koji emitiraju fluorescenciju pri sli¢cnim valnim duljinama (Datta i sur.
2020). Uzorke korijena duhana tretirane s AgNP ili AgNO3 na nacin opisan na pocetku ovog
poglavlja, analizirala sam istim mikroskopom, primjenom multifotonskog pulsirajuceg lasera
(Chameleon Discovery TPC, 80 Mhz, 140 £+ 10 fs), pri ¢emu sam valnu duljinu pobudujuce
svjetlosti namjestila na 740 nm, a emisijski signal je filtriran pomocu SP680 dikroidnog zrcala
560 te pomocu filtera propustanja 525/50 i 610/70, pri ¢emu su za detekciju signala koristeni
HyD detektori (Leica). Za mjerenje zivota fluorescencije koristila sam Becker i Hickl SPC-150
modul, koriste¢i vremenski korelirano brojenje pojedina¢nih fotona u periodu od 300 sekundi

(eng. time-correlated single photon counting, TCSPC).
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3.8. Ispitivanje utjecaja AgNP na parametre fotosinteze

3.8.1. Mjerenje fluorescencije klorofila a

Za mjerenje fluorescencije klorofila a koristila sam metodu saturacijskog pulsa
(Klughammer i Schreiber 1994) primjenom uredaja FluorPen FP100 (Photon Systems
Instruments, Ceska). Listove tretiranih i kontrolnih biljaka prvo sam 30 minuta adaptirala na
tamu kako bih odredila minimalnu fluorescenciju (F0). U tim uvjetima reakcijski centri PSII su
otvoreni a molekule plastokinona oksidirane. List sam obasjala modrom svjetlos¢u (455 nm)
vrlo niskog intenziteta (oko 1 umol fotona m-2 s-1), $to je nedovoljno za pokretanje
fotokemijskih reakcija. Nakon kratke primjene saturacijskog svjetlosnog pulsa (2100 umol
fotona m-2s-1), izmjerena je maksimalna fluorescencija (Fm). U tom su trenutku svi reakcijski
centri zatvoreni i molekule plastokinona reducirane. Iz dobivenih vrijednosti izra¢una se
maksimalni kvantni prinos PSII. Do kraja pokusa, listove sam izlagala svjetlosti 100 umol
fotona m—2s—1, koja je dovoljno jakog intenziteta za odvijanje fotosinteze. U tom dijelu pokusa
se u odredenim vremenskim intervalima primjenjuju saturacijski pulsevi, pri ¢emu se biljeze
vrijednosti maksimuma fluorescencije (F'm) i fluorescencije ravnoteznog stanja (Fs). Mjerenje
je trajalo 10 minuta, odnosno dok se vrijednosti F'm i Fs nisu ustalile. Nakon toga sam listove
ponovno obasjala svjetlos¢u vrlo niskog intenziteta kako bih izmjerila vrijednost F'0.Parametri
fluorescencije klorofila a odredeni su prema Maxwell i Johnson (2000) prema sljede¢im

izrazima:
1. Maksimalni kvantni prinos PS I1:
(Fm — FO) / Fm = Fv/ Fm

pri ¢emu je Fyrazlika izmedu maksimalne i minimalne fluorescencije. Omjer varijabilne i
maksimalne fluorescencije u listu prilagodenom na uvjete tame mjera je maksimalnog kvantnog
prinosa PSIL tj. njegove ucinkovitosti u uvjetima kada su svi reakcijski centri oksidirani. Za

vecinu biljnih vrsta optimalna vrijednost iznosi otprilike 0,83.
2. Efektivni kvantni prinos PSII (®psi):
®ps = (F'm—Fs) / F'm

koji predstavlja udio svjetlosne energije apsorbirane klorofilom vezanim uz PSII i iskoriStene

u fotokemijskim reakcijama.
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3. Fotokemijsko gasSenje (eng. photochemical quenching, gP):
gP=(F'm-Fs)/ (F'm-Fo)

koje ovisi o udjelu oksidiranih reakcijskih centara na PSII i redoks-stanju primarnog akceptora

elektrona PSII (plastokinona).
4. Nefotokemijsko gasenje (eng. nonphotochemical quenching, NPQ):
NPQ = (Fm - F'm) / F'm

koje odrazava gubitak energije u obliku topline.
3.8.2. Odredivanje sadrzaja fotosintetskih pigmenata

Svjeze tkivo lista homogenizirala sam u 96% (v/v) hladnom acetonu s 0,3 mg mL*!
kalcijevog karbonata (CaCOs), a ekstrakciju sam provodila u polumraku. Pigmente sam
razdvojila tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (eng. high-performance liquid
chromatography, HPLC) (Perkin Elmer, SAD) primjenom reverzno fazne kolone Zorbax ODS
(4,6%250 mm, 5 um velicina Cestica) (Agilent Technologies, SAD) s detektorom s nizom dioda
(eng. diode array detector, DAD) na koloni. Za eluciju pigmenata koristila sam metodu koju
su opisali Thayer 1 Bjorkman (1990) s manjim izmjenama. Kolonu sam prvo ispirala sa 100%-
tnom otopinom A (smjesa acetonitril/metanol/H>O u omjeru 84:12:4) 2 minute, nakon ¢ega je
uslijedilo eluiranje u linearnom gradijentu sa 100%-tnom otopinom B (metanol/etil acetat u
omjeru 68:32) 14 minuta, a zatim izokratno eluiranje 9 minuta pri brzini protoka od 1 mL min™.
Pigmenti neoksantin, violaksantin, anteraksantin, zeaksantin, lutein, B-karoten, Klorofil a i
klorofil b detektirani su mjerenjem apsorbancija na valnoj duljini od 440 nm i kvantificirani
prema poznatim standardima (DHI Water and Environment, Danska). Sadrzaji fotosintetskih
pigmenata i njihovi omjeri izrazeni su kao % od kontrole. Rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti + standardna pogreska dobivenih iz tri nezavisna pokusa, svaki s po tri replike.
3.8.3. Analize ultrastrukture kloroplasta

Tkivni prerezi lista pripremljeni su na naéin opisan u poglavlju 3.5.2. Promjene
ultrastrukture kloroplasta analizirala sam elektronskim mikroskopom Morgagni 268D (FEl,

Nizozemska) pri naponu od 70 kV.
3.9. Analiza diferencijalne ekspresije proteina dvodimenzionalnom elektroforezom
Analiza promjena u ekspresiji proteina uslijed odredenog tipa tretmana moguca je

primjenom tehnika dvodimenzionalne elektroforeze (2D-E), koja se temelji na razdvajanju
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proteina prema naboju metodom izoelektricnog fokusiranja (IEF) u prvoj dimenziji, zatim
prema relativnoj molekulskoj masi primjenom SDS-PAG elektroforeze u drugoj dimenziji.
Identifikaciju tako razdvojenih proteina moguce je provesti tehnikom spektrometrije masa

(Balen i sur. 2011).
3.9.1. Prva dimenzija - IEF

Proteinske ekstrakte pripremljene na nacin opisan u poglavlju 3.6.7.1. razrijedila sam
u IEF puferu do kona¢nog volumena od 400 puL u kojem je sadrzana jednaka masa proteina.
Uzorke sam zatim pomijesala s 5 uL boje BFB i centrifugirala na 20000 g pri sobnoj temperaturi
te ih prebacila u zasebne jaZice u posudu za rehidraciju imobilina (eng. immobiline drystrip)
(Cytiva, Svedska). U svaku jazicu sam potom polozila jedan imobilin duljine 13 cm s
nelinearnim gradijentnim gelom (pH 3-10). Svaku jazicu prekrila sam s 900 uL mineralnog ulja
(Immobiline DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare, SAD), koje sluzi kao zastita od isusivanja.
Rehidracija je trajala 16 h na sobnoj temperaturi.

Nakon rehidracije, imobiline sam prebacila na kerami¢ku podlogu uredaja Ettan IPHphore 3
(GE Healthcare, SAD) u skladu s njihovom duZzinom i orijentacijom. Na krajeve imobilina
dodala sam elektrodne papiric¢e koje sam prethodno namo¢ila u 150 uL dH20 i 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 oznacio prelazak 30

kVhT. Nakon zavrsetka prve dimenzije, imobiline sam pohranila na -80 °C preko no¢i.
3.9.2. Drugadimenzija - SDS-PAGE

Prije razdvajanja proteina u drugoj dimenziji, provela sam postupak ekvilibracije
imobilina kako bih osigurala da su proteini denaturirani i da im je nativni naboj maskiran
vezanjem SDS-a (Balen i sur. 2011) kako je opisano u poglavlju 3.6.7.2. Imobiline sam otopila
1 prebacila u plasticnu posudu s jazicama. Na svaki imobilin dodala sam 2,5 mL pufera za
ekvilibraciju (0,05 M Tris-HCI, pH 8,8, 6 M urea, 2% (w/v) SDS) s dodatkom 130 mM DTT-a
(za redukciju disulfidnih veza izmedu polipeptidnih lanaca) i inkubirala 15 minuta na tresilici.
Nakon toga, imobiline sam lagano ocijedila i prebacila u ciste jazice te dodala 2,5 mL
ekvilibracijskog pufera s dodatkom 135 mM jodacetamida (eng. iodoacetamide, 1AA;
alkiliranjem sulthidridnih skupina sprjecava ponovno stvaranje disulfidnih veza) te inkubirala

u istim uvjetima.
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Prema tablici u Prilogu 6. pripremila sam poliakrilamidni gel za provodenje SDS-PAG
elektroforeze. Imobiline sam kratko isprala u 1x elektrodnom puferu (poglavlje 3.7.7.2.) te ih
polozila na gel za razdvajanje s tim da sam uz ,,minus‘ (—) stranu imobilina postavila komadi¢
Whatmann filter papira s 5 pL biljega molekulskih masa Pierce™ Unstained Protein MW
Marker (Thermo Fisher Scientific, SAD). Sve sam nadsvodila s otopinom zagrijane agaroze
(0,5% (w/v) agaroza, 0,1% (v/v) BFB, 1x elektrodni pufer do 25 mL) kako bih osigurala dodatno
prijanjanje imobilina na gel, a dodatak BFB omoguc¢uje pracenje tijeka elektroforeze.
Elektroforezu sam provodila u 1x elektrodnom puferu (poglavlje 3.7.7.2.), u sustavu PROTEAN
I1 xi Cell (Bio-Rad, SAD) spojenom na izvor vode kako ne bi doslo do pregrijavanja sustava,
prvih 30 minuta na 100 V te na 220 V do kraja.

Nakon elektroforeze, gelove sam inkubirala u otopini CBB (poglavlje 3.6.7.3.), 1 h na tresilici
pri sobnoj temperaturi kako bih vizualizirala proteinske mrlje. Gelove sam potom odbojavala
kako je opisano u poglavlju 3.6.7.3., skenirala te pohranila u 10% (v/v) octenoj kiselini na +4 °C

do daljnjih analiza.
3.9.3. Analiza gelova i odabir proteinskih mrlja za daljnju analizu

Kvalitativnu i kvantitativnu analizu proteinskih mrlja napravila sam rac¢unalnim
programom Image Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare, SAD). Koli¢ina proteina sadrzana
u pojedina¢nim proteinskim mrljama izrazena je u obliku volumnog postotka. Na temelju
usporedbe volumnog postotka pojedinih proteinskih mrlja u kontrolnim i tretiranim uzorcima
za daljnju analizu odabrala sam proteine ¢ija je ekspresija u tretmanima bila 1,5x veca ili manja

u odnosu na kontrolu.

3.10. Identifikacija proteina spektrometrijom masa

3.10.1. Priprema uzoraka za digestiju u gelu

Odabrane proteinske mrlje (poglavlje 3.9.3.) izrezala sam iz gela koriste¢i plasti¢ni
nastavak za pipetu kojem sam odrezala vrh. lzrezane komadi¢e gela prebacila sam u
mikroepruvete od 1,5 mL s 1 mL otopine za odbojavanje (10% (v/v) octena kiselina i 40% (v/v)
metanol) i odbojavala u termobloku pri 23 °C i 700 rpm preko noéi, odnosno do potpunog
obezbojenja.

3.10.2. Digestija proteina u gelu

Nakon odbojavanja, uklonila sam otopinu za odbojavanje iz mikroepruveta, a komadica

gelaispirala 2x5 minuta u 500 pL otopine 5 mM amonijevog bikarbonata, (NH4sHCO3), pH 7,8
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na termobloku pri 23 °C 1 700 rpm. Zadnje ispiranje trajalo je 30 minuta kako bih uklonila
zaostali CBB i SDS te pomo¢u NH4sHCO3 postigla optimalanu pH vrijednost za djelovanje
proteaze tripsina (pH 7,8). Nakon toga, uklonila sam otopinu, komadi¢ima gela dodala 500 uL.
otopine sastava 50% (v/v) 50 mM NHsHCOs i 50% (v/v) acetonitrila (ACN), te inkubirala
sljedec¢ih 30 minuta u termobloku pri 700 rpm i 23 °C. Otopinu sam uklonila i dodala 100 pL
100% (v/v) ACN, te dehidrirala gelove 5 minuta u istim uvjetima. ACN sam potom uklonila
uparavanjem u vakuum centrifugi Concentrator 5301 (Eppendorf, Njemacka) 30 minuta na
45 °C. Osusene komadice gela prebacila sam u mikroepruvete volumena 200 pL i dodala 10 puL
otopine tripsina koncentracije 7 ug mL™, koja je pripremljena otapanjem mati¢ne otopine
tripsina koncentracije 1 mg mL™* u 25 mM NHsHCOs, pH 7,8. Uzorci su inkubirani preko no¢i

u termobloku na 37 °C i 500 rpm.
3.10.3. Ekstrakcija peptida iz gela

Nakon digestije proteina, provela sam ekstrakciju peptida iz gela. Sadrzaj u
mikroepruvetama najprije sam centrifugirala (MiniSpin, Eppendorf, Njemacka) 20 sekundi,
kako bih ga sabila na dno. Zatim sam sav sadrzaj otopine prebacila u mikroepruvete od 1,5 mL
1 uparavala u vakuum centrifugi pri 45 °C do potpunog susenja. Komadi¢ima gela zaostalim u
mikroepruvetama dodala sam 10 pL otopine za ekstrakciju (50% (v/v) otopine 5%-tne
trifluoroctene kiseline (eng. trifluoroacetic acid, TFA) u ACN), pa ih inkubirala 30 min u
ultrazvuénoj kupelji (Ultrasonic Cell Disruptor XL, Misonix Inc., SAD) pri sobnoj temperaturi.
Mikroepruvete sam dodatno inkubirala 15 minuta u termobloku na 500 rpm pri sobnoj
temperaturi, a potom ekstrakte spojila s osusenim tripsinskim puferima, a komadice gela bacila.
Ekstrakte peptida susila sam u vakuum centrifugi 30 min pri 45 °C te ih zatim pohranila
na -80 °C do daljnih analiza.

3.10.4. Proc¢iséavanje peptida

Postupak procis¢avanja peptida provela sam na automatiziranom uredaju za pripremu
uzoraka AssayMAP Bravo Automated Liquid Handling Platform (Agilent Technologies, SAD),
upotrebom kromatografskih kolona. Tehnologija AssayMAP ima modificiranu 96-kanalnu
robotsku ,,ruku® opremljenu s preciznim protocnim Spricama, Koje se spajaju na
kromatografske kolone kroz posebnu sondu, a sam postupak proc¢is¢avanja temelji se na
principu tekucinske kromatografije obrnutih faza. Kolone C18 (eng. reversed phase-small,
RP-S) prvo se kondicioniraju nizom otapala rastu¢e polarnosti, nakon ¢ega se na njih nanosi

uzorak. Peptidi iz uzorka vezu se na Cestice punila elektrostatskim interakcijama, dok se
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molekule soli koje se ne vezu na punilo ispiru polarnim otapalom (vodenom otopinom TFA).

Peptidi se konac¢no eluiraju otapalom manje polarnosti (vodenom otopinom ACN).

Postupak prociS¢avanja zapocela sam resuspendiranjem osusenih peptida u 50 pL 0,1%-tne
(v/v) TFA, a dobivene otopine prebacila sam u jazice mikrotitarskih plo¢ica. U prazne
mikrotitarske plocice prebacila sam po 300 uL otopine za kondicioniranje kolone (pripremni
pufer - 0,1% (v/v) TFA i 50% (v/v) ACN). Drugu mikrotitarsku plo¢icu napunila sam s 300 uLL
otopine za ekvilibraciju (0,1% (v/v) TFA), dok sam u trec¢u mikrotitarsku plo¢icu dodala 100 pL
otopine za eluciju peptida s kolone (0,1% (v/v) TFA i 70% (v/v) ACN). Pripremljene
mikrotitarske plo¢ice postavila sam u instrument AssayMAp BRAVO Platform na to¢no
predvidena mjesta i postavila jo§ dvije prazne mikrotitarske plocice, od kojih je jedna bila
predvidena za sakupljanje organskog otapala s kolone, a druga za sakupljanje procis¢enih
peptida (eluat). Pokrenula sam program pro¢is¢avanja peptida u trajanju od 40 minuta, prilikom
kojeg su kolone prvo kondicionirane sa 100 pL pripremnog pufera brzinom od 300 pL min?,
zatim sa 100 pL ekvilibracijskog pufera brzinom od 10 uL min™, nakon &ega je uslijedilo
nano$enje uzorka (svih 45 uL) brzinom od 5 pL min te elucija peptida otopinom za eluciju
peptida s kolone, u volumenu od 25 uL brzinom od 3 pL min™. Dobivene pro¢iséene peptide

osusila sam u vakuum centrifugi i Koristila za daljnju analizu.
3.10.5. Analiza peptida spektrometrijom masa

Procis¢ene i osuSene peptide resuspendirala sam u 5 pL matrice (otopina a-Ciano-4-
hidroksicimetne kiseline (eng. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid, CHCA) koncentracije 5 mg
mL? (5 mg CHCA u 1 mL 50% (v/v) ACN). Za analizu uzoraka koristila sam matricom
potpomognutu ionizaciju uz desorpciju laserskim zracenjem (eng. matrix-assisted laser
desorption/ionization, MALDI), koja koristi matricu kao nosa¢ peptida, koji se nakon
zagrijavanja i fotoionizacije laserom rasprSuje U vakuumu spektrometra masa zajedno s
peptidima. Ovakav princip ionizacije pogodan je za prevodenje velikih nehlapivih molekula

(poput peptida) iz ¢vrste u plinovitu fazu (Karas i Hillenkamp, 1988).

Po 1 uL uzoraka peptida, otopljenih u matrici, nanijela sam na plocicu te nakon susenja uzoraka
na zraku, plocicu stavila u spektrometar masa MALDI s analizatorom koji mjeri vrijeme leta
(eng. time of flight, TOF; 4.800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer, Applied Biosystems, SAD).
Dobiveni peptidi u spektrometru masa prvo se ioniziraju, zatim razdvajaju na temelju
vrijednosti omjera mase i naboja (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
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i lokaciji PTM (Aebersold i Mann 2003; Yates i sur. 2009). Analizator TOF daje informaciju o
vremenu koje je potrebno pojedinacnoj Cestici da prode kroz uredaj, a brzina prolaska kroz

uredaj je direktno vezana uz masu cestica. Parametri analize prikazani su u tablici u Prilogu 7.
3.10.6. Analiza podataka i identifikacija proteina

Dobivene spektre masa MS/MS Koristila sam za daljnju pretragu spektralne baze
podataka NCBIprot/green plants ra¢unalnim programom MASCOT (verzija 2.1., Matrix
Science, UK).

Pomocu posebnih algoritama ra¢unalnog programa ProteinPilot™ Software (SCIEX, SAD) iz
dobivenih podataka identificirala sam proteine iz odgovarajucéih proteinskih mrlja, pri cemu
sam kao pozitivan rezultat uzimala u obzir samo analize koje su davale razinu pouzdanosti (eng.
confidence) preko 95%. Pretrazivanjem baze podataka UniProt, identificirane proteine sam

okarakterizirala i pronasla bioloSke procese u kojima sudjeluju.
3.11. Statisticka analiza podataka

Statisticku analizu podataka provela sam u programu STATISTICA 14.0 (TIBCO
Software Inc., USA). Podatke dobivene nakon analize tehnikom ICP-MS, fluorimetrijskih i
spektrofotometrijskih mjerenja kao i rezultate komet testa, analizirala sam uporabom
jednosmjerne analize varijance (eng. analysis of variance, ANOVA) za utvrdivanje razlika
unutar tretmana i izmedu njih kao i utjecaja dodatka cisteina i samih omotaca nakon provedenog
post-hoc Duncan testa. Rezultate mjerenja fluorescencije klorofila a i sadrzaja fotosintetskih
pigmenata analizirala sam takoder primjenom jednosmjerne ANOVA, ali uz koristenje post-hoc
testa najmanje znacajne razlike (eng. least significant difference, LSD). U svim provedenim

analizama statisticki sam znac¢ajnom smatrala razliku pri p < 0,05.
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4. REZULTATI
4.1. Svojstva mati¢nih suspenzija AQNP-PVP i AgNP-CTAB
4.1.1. Uspjesnost sinteze AgNP

Postupkom kemijske sinteze, redukcijom iona Ag* iz ishodi$ne otopine AgNOs, uz
dodatak odgovaraju¢eg omotaca (PVP ili CTAB), dobivene su mati¢ne suspenzije AgNP-PVP
i AgNP-CTAB. Suspenzija AgNP-PVP bila je bistra i zuto-narancaste boje (Slika 10.A). 1z
apsorpcijskog spektra prikazanog na Slici 10.B, na temelju Sirine krivulje, mogude je izvesti
zakljucak o relativno uskoj distribuciji veli¢ina Cestica u suspenziji, pri ¢emu maksimum
apsorbancije pri valnoj duljini od 420 nm ukazuje na uspjesnu sintezu AgNP (Kaur i sur. 2021),

S najve¢im brojem Cestica veli¢ine oko 50 nm (Paramelle i sur. 2014).
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Slika 10. Izgled A) i apsorpcijski spektar B) mati¢ne suspenzije AgNP-PVP.

Suspenzija AgNP-CTAB bila je mutna i zuto-narancaste boje (Slika 11.A). Apsorpcijski
maksimum izmjeren je pri valnoj duljini od 446 nm (Slika 11.B), $to ukazuje na uspjesSnu
sintezu AgNP s najve¢im brojem cestica veli¢ine oko 70 nm (Paramelle 1 sur. 2014). Izgled

apsorpcijskog spektra (Slika 11.B) ukazuje na siroku distribuciju veli¢ina Cestica u suspenziji.

Boja i izgled obje mati¢ne suspenzije AgNP u skladu je s literaturom i upucuje na sintezu

pretezito sferi¢nih, ne-agregiranin NP (https://nanocomposix.com/pages/silver-nanoparticles-

optical-properties).
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Slika 11. Izgled A) i apsorpcijski spektar B) mati¢ne suspenzije AQNP-CTAB.

4.1.2. Veli¢ina i oblik AgNP
Na mikrografijama suspenzija AgNP-PVP (Slika 12.A) i AgNP-CTAB (Slika 13.A)

dobivenih TEM-om vidljive su pretezito sfericne NP s manjim udjelom Cestica Stapiastog
oblika. Detektorom EDX analiziran je elementarni sastav pojedina¢nih Cestica te nedvojbeno
potvrdena prisutnost srebra (Slike 12.B i 13.B). Dijagrami distribucije veli¢ina Cestica dobiveni
iz mikrografija pokazali su srednju veli¢inu od oko 50 nm za oba tipa AgNP, te prisutnost veceg
broja cestica veli¢ine oko 25 nm (Slike 12.C i 13. C).
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Slika 12. Mati¢na suspenzija AgNP-PVP analizirana transmisijskim elektronskim mikroskopom
(TEM). A) mikrografija u svijettom vidnom polju (bar = 500 nm), B) spektar energijski
razlucujuce/disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX), C) dijagram distribucije veli¢ina Cestica
dobiven analizom mikrografija.
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Slika 13. Mati¢na suspenzija AgNP-CTAB analizirana transmisijskim elektronskim mikroskopom
(TEM). A) mikrografija u svijetlom vidnom polju (bar = 1 pm), B) spektar energijski
razluCujucée/disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX), C) dijagram distribucije veli¢ina Cestica
dobiven analizom mikrografija.

4.1.3. Veli¢ina i naboj AgNP

Mijerenjem distribucije veli¢ina izraZzenih po volumenu Cestica metodom DLS, dobivene
su vrijednosti dn u mati¢nim suspenzijama AgNP-PVP i AgNP-CTAB. Analiza dn suspenzije
AgNP-PVP pokazala je unimodalnu distribuciju veli¢ina s maksimumom na 57,96 + 17,54 nm
(Tablica 1.), $to je u skladu s rezultatima dobivenim UV/Vis spektrofotometrijom. Suspenzija
AgNP-CTAB pokazala je trimodalnu distribuciju veli¢ina s maksimumom na 55,99 + 11,60 nm
koji odgovara rezultatima apsorpcijskog UV/Vis spektra te maksimumom na 28,26 + 10,28 nm
(Tablica 1.), koji potjece od manjih Cestica vjerojatno sintetiziranih na samom pocetku uslijed
ubrzane redukcije iona Ag* u uvjetima suviSka reducirajueg agensa u odnosu na otopinu
AgNOs. Populacija Cestica vrijednosti du od 163,30 £ 85,96 nm (Tablica 1.) ukazuje na

aglomerirane Cestice.

Mjerenjem (-potencijala metodom ELS odreden je efektivni naboj AgQNP-PVP i AgNP-CTAB
u mati¢nim suspenzijama. U suspenziji AgNP-PVP izmjeren je {-potencijal blizu neutralnom
(4,24 £ 2,57 mV), sto je posljedica stabilizacije nenabijenim polimerom (PVP), dok je (-
potencijal suspenzije AgQNP-CTAB od 44,67 + 3,36 mV ukazao na pozitivan naboj Cestica
koji je posljedica stabilizacije kationskim surfaktantom (CTAB).

Metodom AAS izmjerene su koncentracije ukupnog srebra u mati¢nim suspenzijama AgNP,
koje su iznosile 0,81 mM za AgNP-PVP i 0,88 mM za AgNP-CTAB (Tablica 1.). Dobivene

vrijednosti sluzile su za pripremu radnih otopina za tretman odraslih biljaka duhana.
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Tablica 1. Fizikalno-kemijska svojstva mati¢nih suspenzija AgNP-PVP i AgNP-CTAB dobivenih
kemijskom sintezom. Hidrodinamicki promijer (dw) dobiven je iz omjera distribucije veli¢ina po
volumenu i izraZen kao srednja vrijednost 10 mjerenja + standardna pogreska, {-potencijal izraZen je u
mV i prikazan kao srednja vrijednost 5 mjerenja + standardna pogreska, valne duljine (nm) maksimuma
apsorbancije dobivene su UV/Vis spektrofotometrijom, koncentracije srebra u mati¢nim suspenzijama
izrazene su U mM i prikazane kao srednja vrijednost tri mjerenja.

Svojstva AgNP-PVP AgNP-CTAB
L dw, Nm 57,96 + 17,54 28,26 + 10,28
I. distribucija o
volumni udio, % 100% 18,1%
S dw, M 55,99 + 11,60
I1. distribucija volumni udio, % 23,9%
1. distribucija 0, N 163,30 + 85,96
volumni udio, % 58,0%
¢-potencijal, mV —4.24 + 257 44,67 + 3,36
Maksimum apsorbancije, nm 420 446
Koncentracija mati¢ne
suspenzije, mM 0,81 0,88

4.2. Stabilnosti AgNP u podlozi % MS
4.2.1. Apsorpcijski spektri AgNP

Mjerenjem apsorpcijskog spektra (podruéje valnih duljina 300-800 nm) suspenzija
AgNP-PVP i AgNP-CTAB, samih i u kombinaciji s cisteinom, u tekuc¢oj hranjivoj podlozi
% MS u odredenim vremenskim intervalima u periodu od 7 dana, odredila sam stabilnost
AgNP-PVP i AgNP-CTAB.

Odmah po dodatku u podlogu, apsorpcijski maksimum suspenzija AgNP-PVP za sve tri
koncentracije pokazao je tzv. red-shift, odnosno pomak prema ve¢im valnim duljinama (Slike
14.A,C,E), §to ukazuje na brzu aglomeraciju Cestica uslijed interakcije s ionima iz hranjive
podloge. Pritom je apsorpcijski maksimum bio veéi u suspenziji 25 uM AgNP-PVP (473 nm)
u odnosu na 50 uM (470 nm) i 100 uM (443 nm) koncentracije. U prvih 30 minuta mjerenja
nije doslo do znacajnih promjena u polozaju apsorpcijskih maksimuma niti za jednu ispitanu
koncentraciju. Nakon jednog sata, apsorpcijski maksimum pomakao se prema manjim valnim
duljinama (tzv. blue-shift) za sve tri koncentracije, ukazujué¢i na djelomi¢no raspadanje
aglomerata. Apsorpcijski maksimum zadrzao se na valnoj duljini oko 440 nm za sve tri
koncentracije AgNP kroz naredna cetiri sata mjerenja, dok je apsorbancija s vremenom opadala

u suspenzijama 25 i 50 uM AgNP-PVP, ukazujué¢i na djelomiénu disocijaciju AgNP u ione
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Ag". S druge strane, nakon jednog sata, apsorbancija suspenzije 100 uM AgNP-PVP blago se
povecala u odnosu na pocetno mjerenje i nastavila je rasti u naredna Cetiri sata mjerenja, Sto
ukazuje na povecanje koncentracije AgNP, najvjerojatnije uslijed sinteze novih NP redukcijom
iona Ag® u interakciji sa sastojcima hranjive podloge. Nakon 24 sata, u suspenziji 25 uM
koncentracije apsorpcijski maksimum vise nije bio vidljiv (Slika 14.B), $to ukazuje na potpunu
disocijaciju AgNP naione Ag*. U suspenziji 50 uM AgNP-PVP, apsorbancija je opadala u prva
tri dana mjerenja, Sto je bilo popraéeno pomakom polozaja apsorpcijskog maksimuma prema
manjim valnim duljinama (Slika 14.D); to ukazuje na postepenu disocijaciju AgNP u ione Ag".
Nakon 3. dana, u ovoj suspenziji viSe nije bilo vidljivog maksimumaa. U suspenziji 100 pM
koncentracije AgNP-PVP, u prva tri dana doslo je do opadanja apsorbancije, popracene s
blagim pomakom apsorpcijskog maksimuma prema manjim valnim duljinama (Slika 14.F) u
odnosu na vrijednosti izmjerene u prvih pet sati mjerenja. Mjerenja u 4. i 5. danu nisu pokazala
karakteristiCan maksimum koji ukazuje na postojanje AgNP u suspenziji, nakon ¢ega je u 6. i
7. danu ponovno izmjeren apsorpcijski maksimum na valnoj duljini od 436 nm, ukazujuéi na

ponovnu sintezu AgNP, vjerojatno redukcijom iona Ag* u interakciji sa sastojcima podloge.
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Slika 14. Apsorpcijski spektar suspenzija AQNP-PVP u podlozi /2 MS; A) 25 uM AgNP-PVP u prvom
danu, B) 25 uM AgNP-PVP tijekom 7 dana, C) 50 uM AgNP-PVP u prvom danu, D) 50 uM AgNP-PVP
tijekom 7 dana, E) 100 uM AgNP-PVP u prvom danu, F) 100 uM AgNP-PVP tijekom 7 dana.

Dodatak cisteina u suspenzije AgNP-PVP u podlozi nije znac¢ajnije utjecao na stabilnost cestica
u prvih 30 minuta mjerenja (Slike 15.A,C,E). U svim suspenzijama AgNP-PVP i cisteina,
odmah po dodatku u podlogu, apsorpcijski maksimum se pomaknuo na vecée valne duljine (oko
470 nm) u odnosu na mati¢nu suspenziju AQNP-PVP, ukazujuci na brzu aglomeraciju Cestica.
U suspenziji 25 uM AgNP-PVP i 125 uM cisteina, u prvom satu mjerenja doslo je do pada
apsorbancije 1 pomaka valne duljine apsorpcijskog maksimuma s 468 nm na 426 nm, §to
ukazuje na djelomi¢no raspadanje aglomerata i disocijaciju na ione Ag"; sli¢ni rezultati
dobiveni su i u sljedeca dva sata mjerenja. Nakon 4. sata vise nije bilo maksimumaa

karakteristicnog za AgNP (Slike 15.A,B), ukazuju¢i na njihovo raspadanje, a u skladu je s
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rezultatima analize suspenzije 25 uM AgNP-PVP bez cisteina UV/Vis spektrofotometrijom
(Slike 14.A,B). Apsorpcijski spektar suspenzije 50 uM AgNP-PVP i 250 uM cisteina pokazao

je pad apsorbancije s pomakom maksimuma s 467 (nakon 30 minuta) na 438 nm u 1. satu

mjerenja. U daljnjim satima i danima mjerenja nije detektiran maksimum apsorbancije

karakteristi¢an za AgNP (Slika 15.C,D), §to ukazuje na potpuni raspad AgNP-PVP ve¢ dva sata

nakon dodatka u podlogu. Sli¢an rezultat dobiven je i u suspenziji 100 uM AgNP-PVP s 500

uM cisteinom, gdje je apsorpcijski maksimum uocen na 440 nm u 1. 1 2. satu mjerenja, nakon

Cega vise nije bio mjerljiv (Slike 15.E,F).
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Slika 15. Apsorpcijski spektar suspenzija AgNP-PVP u kombinaciji s cisteinom (cys) u podlozi /2 MS;
A) 25 uM AgNP + 125 uM cys u prvom danu, B) 25 AgNP uM + 125 uM cys tijekom 7 dana, C) 50 uM
AgNP-PVP + 250 uM cys u prvom danu, D) 50 uM AgNP-PVP + 250 uM cys tijekom 7 dana, E)
100 uM AgNP-PVP + 500 uM cys u prvom danu, F) 100 uM AgNP-PVP + 500 uM cys tijekom 7 dana.
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U suspenzijama svih koncentracija AgNP-CTAB, u 0. minuti uocene su $iroke, nepravilne
krivulje koju ukazuju na Siroku distribuciju veli¢ina Cestica (izrazenije kod 25 i 50 uM
koncentracije; Slike 16.A,C) te se nije mogao odrediti maksimum apsorbancije. U suspenziji
100 uM koncentracije, maksimum apsorbancije u 0. minuti detektiran je na 425 nm (Slika
16.E), Sto je manja valna duljina u odnosu na maksimum uocen U mati¢noj suspenziji (446 nm)
(Slika 11.B). To ukazuje na smanjenje veli¢ine AgNP uslijed otpustanja iona Ag*. U prvih 30
minuta mjerenja nije doslo do promjena u izgledu krivulja niti u jednoj suspenziji, osim blagog
pada apsorbancije zabiljeZenog u suspenziji koja je sadrzavala 25 uM AgNP-CTAB. Nakon 1.
sata, vise nije bilo maksimuma karakteristicnog za AgNP ni u jednoj suspenziji (Slike

16.B,D,F), §to ukazuje na brzu destabilizaciju AgNP-CTAB zbog interakcije s ionima iz

podloge.
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Slika 16. Apsorpcijski spektar suspenzija AGQNP-CTAB u podlozi 2 MS; A) 25 uM AgNP-CTAB u
prvom danu, B) 25 uM AgNP-CTAB tijekom 7 dana, C) 50 uM AgNP-CTAB u prvom danu, D) 50 uM
AgNP-CTAB tijekom 7 dana, E) 100 uM AgNP-CTAB u prvom danu, F) 100 uM AgNP-CTAB
tijekom 7 dana.
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Apsorpcijski spektri 25, 50 i 100 uM AgNP-CTAB s cisteinom nisu pokazali apsorpcijski

maksimum karakteristican za AgNP ni u jednoj vremenskoj tocki (Slike 17.A-F), Sto ukazuje

na brzu destabilizaciju AQNP-CTAB djelovanjem cisteina i disocijaciju na ione Ag".
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Slika 17. Apsorpcijski spektar suspenzija AGNP-CTAB u kombinaciji s cisteinom (cys) u podlozi 2
MS; A) 25 uM AgNP-CTAB + 125 uM cys u prvom danu, B) 25 uM AgNP-CTAB + 125 uM cys
tijekom 7 dana, C) 50 uM AgNP-CTAB + 250 uM cys u prvom danu, D) 50 uM AgNP-CTAB +
250 uM cys tijekom 7 dana, E) 100 uM AgNP-CTAB + 500 uM cys u prvom danu, F) 100 uM

AgNP-CTAB + 500 uM cys tijekom 7 dana.

U prvih 30 minuta nakon dodatka AgNOs u podlogu 2 MS nije detektiran apsorpcijski

maksimum koji bi odgovarao AgNP ni u jednoj otopini. U 1. satu, maksimum apsorbancije 25 i

50 uM otopina odreden je na valnoj duljini od 421 nm, a u 100 uM otopini na 425 nm (Slike

18. A,C,E), ukazujuéi na sintezu AgNP iz otopine AgNOs. U 25 uM otopini apsorbancija naglo

jeopalau 2. satu i zadrzala se na istoj razini kroz naredne sate i u 1. danu (Slike 18.A,B). Nakon
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2. dana nije detektiran apsorpcijski maksimum koji odgovara AgNP, Sto ukazuje na potpunu

disocijaciju novosintetiziranih AgNP (Slika 18.B). U 50 uM otopini, apsorbancija u 1. i 5. satu

bila je podjednaka, dok je u 2., 3. i 4. satu bila vecéa (Slika 18.C), ukazujuéi na sintezu novih

AgNP izmedu 1. i 2. sata te postepenu disocijaciju novonastalih NP nakon 4. sata. Apsorbancija

je opadala do 3. dana, nakon ¢ega nije bilo maksimuma karakteristi¢cnog za AgNP (Slika 18,D).

Apsorbancija 100 uM otopine bila je najveca u 2. satu (Slika 18.E), nakon Cega je postepeno

opadala do 2. dana, kada viSe nije bila mjerljiva (Slika 18.F). Apsorpcijski maksimum u svim

otopinama zadrzao se na oko 420 nm kroz ¢itavo vrijeme mjerenja, ukazujuéi na relativnu

stabilnost novonastalin AgNP.
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Slika 18. Apsorpcijski spektar otopina AgNOs u podlozi 2 MS; A) 25 uM AgNOsz u prvom danu,
B) 25 uM AgNOs tijekom 7 dana, C) 50 pM AgNOs u prvom danu, D) 50 uM AgNOs tijekom 7 dana,
E) 100 uM AgNO;z u prvom danu, F) 100 uM AgNOs tijekom 7 dana.
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Spektar otopine 25 pM AgNOs u kombinaciji s 250 uM cisteina pokazao je apsorpcijski
maksimum pri valnoj duljini od 346 nm u 1. i 2. satu (Slika 19.A), koji vjerojatno potjece od
kompleksa srebra s cisteinom ili drugim sastojcima iz podloge. Apsorpcijski maksimum
detektiran je ponovno tek 6. i 7. dana na neSto manjoj valnoj duljini (329 nm) (Slika 19.B). U
otopinama kombiniranih tretmana vec¢ih koncentracija, maksimum na valnoj duljini oko 360
nm izmjeren je ve¢ u 0. minuti, pri ¢emu je u otopini 50 uM AgNOszs 125 uM cisteinom bio
uocen samo u prvih 30 minuta (Slike 19.C,D,E,). U otopini kombiniranog tretmana najvece

koncentracije, apsorbancija je rasla do 20. minute (Slika 19.E), nakon ¢ega je postupno opadala

do 2. sata, kada vise nije bilo specifiénog maksimuma asporbancije.
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Slika 19. Apsorpcijski spektar otopina AgNO3z u kombinaciji s cisteinom (cys) u podlozi 2 MS; A)
25 uM AgNOs + 125 uM cys u prvom danu, B) 25 uM AgNOs + 125 uM cys tijekom 7 dana, C) 50 uM
AgNO;3 + 250 uM cys u prvom danu, D) 50 uM AgNOsz+ 250 uM cys tijekom 7 dana, E) 100 uM
AgNO;+ 500 uM cys u prvom danu, F) 100 uM AgNOs + 500 uM cys tijekom 7 dana.
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4.2.2. Promjena veli¢ine i naboja AgNP

Promjene veli¢ine i naboja AgNP nakon dodatka u podlogu 2 MS izmjerene su samo u

suspenzijama 100 uM AgNP-PVP i AgNP-CTAB koje su pokazale najvece promjene u UV/Vis

apsorpcijskim spektrima. Vremenski intervali za mjerenje dn i (-potencijala izabrani su na

temelju analize UV/Vis spektara iz kojih je vidljivo da se najveée promjene u stabilnosti oba

tipa AgNP dogadaju u prvih 24 sata.

Rezultati mjerenja dw u suspenziji AQNP-PVP pokazali su §iru distribuciju veli¢ina Cestica ve¢
10 minuta nakon dodatka u podlogu 2 MS, u odnosu na onu izmjerenu u ultra-¢istoj vodi (Slike
20.A,B). Pritom je maksimum dy iznosio 124 nm, $to ukazuje na relativno brzu aglomeraciju
AgNP kao posljedicu interakcije sa sastojcima podloge i u skladu je s rezultatima dobivenim

UV/Vis spektrofotometrijom (Slika 14.E). Veli¢ina Cestica nastavila je rasti kroz prvih 24 sata,

nakon ¢ega se stabilizirala na oko 450 nm (Slike 20.C- F).
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Slika 20. Dijagram distribucije veli¢ina AgNP u suspenziji 100 uM AgNP-PVP u A) ultra-Cistoj vodi
(Milli-Q) te B) 10 min, C) 1 h, D) 4 h, E) 24 h i F) 48 h nakon dodatka u podlogu %2 MS.
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DLS mjerenje suspenzije AgNP-CTAB u ultra-¢istoj vodi pokazalo je Siroku distribuciju

veli¢ina Cestica (Slika 21.A), medutim ve¢ 10 minuta nakon dodatka u podlogu zabiljezena je

brza aglomeracija Cestica, pri ¢emu je maksimum dn zabiljezen na oko 470 nm (Slika 21.B).

Najveéi maksimum dn (510 nm) izmjeren je u 1. satu (Slika 21.C), nakon ¢ega je veli¢ina Cestica

blago opadala do kraja mjerenja (Slike 21.D,E,F). Nakon 48 sati zabiljezena je populacija

AgNP-CTAB veli¢ine oko 100 nm, koja ukazuje na restabilizaciju manjih aglomerata

ponovnim vezanjem omotaca CTAB, te populacija malih Cestica (oko 10 nm), koja vjerojatno

predstavlja micele CTAB (Slika 21.F).
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Slika 21. Dijagram distribucije veli¢ina AQNP u suspenziji 100 uM AgNP-CTAB u A) ultra-¢istoj vodi
(Milli-Q) te B) 10 min, C) 1 h, D) 4 h, E) 24 h i F) 48 h nakon dodatka u podlogu %2 MS.
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Dodatkom AgNP-PVP u podlogu doslo je do pojave blago negativnog povrsinskog naboja, sto
je vidljivo iz smanjenja (-potencijala sa -4 mV (u mati¢noj suspenziji) na —9,6 mV nakon
10 minuta. Pad (-potencijala ukazuje na povecano elektrostaticko odbijanje izmedu Cestica, §to
je vjerojatno posljedica interakcije s ionima iz podloge. Vrijednosti {-potencijala blago su se
smanjile nakon sat vremena, nakon ¢ega se nisu znacajno promijenile do kraja mjerenja, $to je
u skladu sa sporijom brzinom aglomeracije AQNP-PVP (Tablica 2.). Smanjenje (-potencijala
AgNP-CTAB sa 44,67 mV na 16,5 mV, zabiljezeno 10 minuta nakon dodatka u hranjivu
podlogu, vjerojatno je posljedica brzog otpustanja pozitivno nabijenog omotaca CTAB s
povrsine AgNP. Otpustanje omotaca uzrokuje destabilizaciju ¢estica i moze dovesti do njihove
aglomeracije, sto je u skladu sa zabiljezenim porastom vrijednosti d+. Daljnji pad {-potencijala
zabiljeZen je nakon Cetiri sata, medutim, nakon 24 i 48 sati izmjeren je blagi rast {-potencijala
(Tablica 2.). Blago povecanje naboja vjerojatno potjece od populacije Cestica veli¢ine 100 nm
koje su se stabilizirale ponovnim vezanjem omotac¢a CTAB, te od pozitivno nabijenih micela
omotac¢a CTAB veli¢ine 10 nm (Slika 21.F, Tablica 2.).

Tablica 2. Promjena vrijednosti C-potencijala i dqv AgNP u suspenzijama 100 uM AgNP-PVP i 100 uM

AgNP-CTAB u podlozi 2 MS nakon 10 min te 1, 4, 24 i 48 h, prikazana kao srednja vrijednost
5 mjerenja + standardna pogreska.

AgNP-PVP AgNP-CTAB

Vrijeme ¢-potencijal (mV) du (nm) ¢-potencijal (mV) du (nm)

10 min —9,63 +0,91 124,3+92,9 16,50 + 3,49 468,9 + 143,6
1h -12,00+0,70 152,8 + 64,2 7,00 + 0,91 510,7 +£102,2
4 h -13,13+1,40 317,5+1534 495+1,40 408,2 +138,7
24 h -11,97 £ 1,27 448,7 +132,7 11,12+ 1,75 398,0 + 1447

101,6 £13,5

48 h -11,07 £ 1,14 450,6 +128,0 9,31 +£2,20 393:4 . 10,7,6

4.3. AgNP u tkivu korijena i lista duhana
4.3.1. Sadrzaj akumuliranog srebra

Metodom ICP-MS izmjeren je sadrzaj ukupnog srebra u korijenu i listu nakon 7-
dnevnog tretmana s AQNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNOz ili kombiniranih tretmana s cisteinom.

Nakon svih tretmana, u korijenu biljaka zabiljeZeno je povecanje sadrzaja ukupnog srebra

proporcionalno porastu koncentracije tretmana. Znacajno veci sadrzaj srebra zabiljezen je
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nakon oba tipa tretmana s AgNP u odnosu na odgovaraju¢e koncentracije tretmana s AgNOs.
Dodatak cisteina nije u potpunosti inhibirao unos srebra, no znacajno je smanjio sadrzaj
akumuliranog srebra u svim kombiniranim tretmanima, iako je ucinak bio izraZeniji u

tretmanima s AgNOs u odnosu na tretmane s AgNP (Tablica 3.).

Sadrzaj srebra u listu povecavao se s povecanjem koncentracije srebra u svim tipovima
tretmana. Pri svim ispitanim koncentracijama, znacajno ve¢a akumulacija srebra zabiljezena
nakon tretmana s AgNP u odnosu na odgovaraju¢e koncentracije AgNOs. Sadrzaj srebra
izmjeren u svim kombiniranim tretmanima s cisteinom bio je znac¢ajno manji u odnosu na

odgovarajuce tretmane bez cisteina (Tablica 3.).

Tablica 3. Sadrzaj srebra u korijenu i listu duhana nakon tretmana s 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNOsi njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom (cys) prikazan kao srednja
vrijednost + standardna pogreska iz tri nezavisna pokusa, svaki sa po tri replike. Vrijednosti u stupcima
koje su obiljezene razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05, jednosmjerna ANOVA i
post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana i kontrole (mala slova) ili istih
koncentracija razlic¢itih tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznafava znaCajnu razliku izmedu
tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#) oznacavaju znacajnu razliku
izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i kontrole. U kontroli, sadrzaj srebra je bio ispod limita
detekcija (LOQ < 0.1pg g-1). s.tv. — suha tvar

Sadrzaj Ag (ng g's.tv.)
Biljni .. Tretman  Konc. (uM)
materijal
AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO3
Kontrola 0 0,00 + 0,00 © 0,00 + 0,00 ¢ 0,00 + 0,00 ¢
25 3,60+0,15°8 535+£0,25¢%A 2,71+£0,15¢¢
Ag 50 14,83+0,71*~  8,86+0,32"8 3,83+0,175¢
Korijen 100 16,26 +0,28*8 18,98+ 0,642~  10,75+0,042°¢
25+ 125 1,85+0,08 *# 3,94+018**  0,79+0,05* *
Ag+cys 50+ 250 7,94+0,34 * 6,39+0,25**  0,91+0,06* *
100 + 500 11,36+ 0,65**  12,67+0,14** 235+0,04* *
Kontrola 0 0,00 + 0,00 © 0,00 + 0,00 ¢ 0,00 + 0,00 ¢
25 0,64 +0,10 %8 2,11+0,51 %A 0,91+0,04 & A8
Ag 50 5,25+0,23 %A 3,39+0,21 28 1,40 £0,055¢
List 100 744+02428 8,94+0,292A 529+0,232¢
25 + 125 0,16 £0,51 * 0,90 £ 0,20 0,11+0,01 **
Ag+cys 50+ 250 1,04 £0,21 % # 2,04+0,14 *# 0,29+0,01 * *
100 + 500 3,38 +0,29 * # 6,69+£0,66**  1,16+0,09* *
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4.3.2. Lokalizacija AgNP

Nakon izlaganja biljaka 100 uM AgNP-PVP ili AQNP-CTAB, ultratanki prerezi tkiva
korijena i lista analizirani su TEM-om. Nakon oba tipa tretmana, ¢estice AgNP pretezno su
uoCene U citoplazmi epidermalnih stanica korijena (Slike 22.A,B; 23.A,B). Analizom
elementarnog sastava pojedinacnih Cestica detektorom EDX dokazana je prisutnost srebra, $to

je potvrda unosa AgNP i njihove akumulacije u korijenu (Slike 22.C; 23.C).
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Slika 22. AgNP u stanicama korijena nakon tretmana sa 100 pM AgNP-PVP. A) mikrografija stanica
korijena s AgNP lokaliziranim pretezito u citoplazmi, B) elementarna mapa srebra (bar = 2 um), C)
spektar energijski razlu¢ujuce/disperzivne rendgenske spektroskopije (EDX). SS — staniéna stijenka, Cit
— citoplazma. Strelice na slikama A) i B) oznacavaju AgNP.
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Slika 23. AgNP u stanicama korijena nakon tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB. A) mikrografija stanica
korijena s AgNP lokaliziranim pretezito u citoplazmi (bar = 2 um), B) elementarna mapa srebra na
uvecanom dijelu citoplazme (bar = 0,5 um), C) spektar energijski razlu¢ujuce/disperzivne rendgenske
spektroskopije (EDX). SS — stani¢na stijenka, V — vakuola, Cit — citoplazma. Strelica na slici B)
oznacava AgNP.

U ultratankim prerezima lista AgNP nisu pronadene, §to dovodi do zakljuc¢ka da nakon unosa
putem Korijena, AgNP preteZzno ostaju akumulirane u stanicama korijena i vjerojatno se u

manjoj mjeri ili uopée ne prenose do listova.
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4.4. Utjecaj AgNP na pojavu oksidacijskog stresa
4.4.1. Sadrzaj ROS i oStecenja biomolekula
4.4.1.1. Korijen

Spektrofotometrijsko mjerenje sadrzaja H2O, metodom prema Alexieva i sur. (2001),
rezultiralo je velikim odstupanjem izmedu bioloskih replika, zbog ¢ega nije moguca sasvim
pouzdana interpretacija rezultata, no ipak se mogu uociti generalni ucinci razli¢itih tipova
tretmana na korijen (Tablica 4.). Tretmani s oba tipa AgNP smanjili su sadrzaj H2O2 u odnosu
na kontrolu, $to je ublazeno dodatkom cisteina tretmanu sa 100 uM AgNP-CTAB. S druge
strane, tretmani s AQNOgz povecali su sadrzaj H202 u odnosu na kontrolu, dok je dodatak cisteina

doveo do smanjenja sadrzaja H>O> u odnosu na odgovarajuce tretmane bez cisteina.

Tretman s AgNP-PVP povecao je stvaranje O2" u odnosu na kontrolu pri svim primijenjenim
koncentracijama, iako je samo pri 25 uM koncentraciji povecanje bilo statisti¢ki znacajno, dok
je dodatak cisteina ublazio navedeni u¢inak. Niti jedna koncentracija AgNP-CTAB ili njegove
kombinacije s cisteinom, nije izazvala promjenu u sadrzaju O2" u odnosu na kontrolu. Sli¢no
kao kod tretmana s AgNP-PVP, samo najmanja koncentracija AgNOs statisticki znac¢ajno
povecala je sadrzaj O™, Sto je ublazeno dodatkom cisteina. Usporedbom ucinaka razli¢itih
tipova tretmana istih koncentracija, pri 50 uM zabiljeZen je znacajno jaci u¢inak nakon tretmana
s AgNP-PVP u odnosu na tretman s AgNOs, dok je pri 100 pM koncentraciji tretman s
AgNP-PVP znacdajno povecao sadrzaja Oz u odnosu na tretmane s AGNP-CTAB i AgNOs
(Tablica 4).

Sadrzaj MDA, indikatora ostecenja stani¢énih membrana, znac¢ajno se smanjio nakon tretmana
s najve¢om koncentracijom AgNP-PVP u odnosu na kontrolu i niZe koncentracije, a nakon
kombiniranih tretmana s cisteinom izmjerene su vrijednosti sli¢ne kontroli. Tretmani s AgNP-
CTAB i njegovim kombinacijama s cisteinom nisu pokazali zna¢ajan u¢inak na sadrzaj MDA,
dok su sve koncentracije AQNOs podjednako smanjile sadrzaj MDA u usporedi s kontrolom.
Dodatak cisteina tretmanima s dvije nize koncentracije AgNOs rezultirao je sli¢nim ili ¢ak
smanjenim vrijednostima u odnosu na odgovarajuce tretmane bez cisteina. Znacajno veci
sadrzaj MDA izmjeren je nakon tretmana s oba tipa AgNP u usporedbi s AgNOs pri 25 uM
koncentraciji, dok su pri najvisoj koncentraciji, najvece vrijednosti MDA izmjerene nakon

tretmana s AQNP-CTAB (Tablica 4.).

Sadrzaj proteinskih karbonila nije se znaajno promijenio u odnosu na kontrolu niti pri jednoj

ispitanoj koncentraciji tretmana s AQNP-PVP i AgNP-CTAB i njihovih kombinacija s
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cisteinom. Promjene nisu zabiljezene niti nakon tretmana s AgNOs, no u kombiniranom
tretmanu AgNOzi cisteina izmjerene su vece vrijednosti u odnosu na kontrolu i odgovarajuci
tretman bez cisteina. Usporedbom razlicitih tipova tretmana istih koncentracija pokazalo se da
je 50 1 100 uM AgNP-PVP uzrokovao povecanje sadrzaja proteinskih karbonila u odnosu na
tretmane s AQNP-CTAB i AgNOs (Tablica 4.).

Rezultati komet testa prikazani su kao % DNA u repu, koji je direktno proporcionalan stupnju
ostecenja molekule DNA. Niti jedna ispitana koncentracija AQNP-PVP nije zna¢ajno povecala
ostecenje molekule DNA u odnosu na kontrolu, iako je 100 uM koncentracija izazvala zna¢ajno
povecanje u odnosu na 25 uM koncentraciju. Dodatak cisteina nije pokazao razliku u odnosu
na tretmane bez cisteina. Tretmani s AQNP-CTAB generalno nisu izazvali oSteCenja molekule
DNA, dok je nakon izlaganja 100 uM koncentraciji zabiljezen ¢ak manji % DNA u repu u
odnosu na kontrolu i dvije nize koncentracije. Vrijednosti kombiniranih tretmana s cisteinom
bile su sli¢ne kontroli. Najveca koncentracija AgNO3 znacajno je povecala vrijednosti % DNA
u repu u usporedbi s nizim koncentracijama, iako se nije znacajno razlikovala u odnosu na
kontrolu. Dodatak cisteina povecao je % DNA u repu u niZim koncentracijama kombiniranih
tretmana AgNOs i cisteina, ali razlika nije bila statisticki znac¢ajna u odnosu na kontrolu.
Usporedbom ucinaka razli¢itih tipova tretmana pokazalo se da je 100 uM AgNP-CTAB imao
slabiji u¢inak u odnosu na istu koncentracije AgQNP-PVP i AgNOs (Tablica 4).
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Tablica 4. Sadrzaj vodikovog peroksida (H20-), superoksidnog radikala (O.) malondialdehida (MDA), proteinskih karbonila i % DNA u repu u korijenu nakon
tretmana s 25, 50, i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs i njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom (cys) prikazan je kao srednja vrijednost
+ standardna pogreSka iz dva nezavisna pokusa, svaki sa po 6 bioloskih replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05,
jednosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana i kontrole (mala slova) ili istih koncentracija razlicitih tretmana
(velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#) oznacavaju znacajnu
razliku izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i kontrole. sv.t. — svjeze tkivo.

Konc. Sadrzaj H,O> - MDA Proteinski karbonili % DNA U repu
(uM) (umol g s.tv.) (% od kontrole) (nmol g sv.t) (umol mg* proteina) 0 P
Kontrola 0 1,43+0,402 100 +£6,11° 126,62 + 2,95 @ 0,025+ 0,003 2 4,70 £0,01
25 054+0,1328 180,45 + 25,59 & A 139,78 £5,022A 0,029 +0,002 &4 3,80+0,332A
AgNP-PVP 50 0,81 £0,20 @A 142,09 £ 14,86 A 125,03+3,92>A  0,032+0,003%A 4,10 £ 0,40 @A
100 0,68 +£0,130C 145,50 £ 6,92 A 106,97 +£4,73¢B 0,029 +£0,002 A 5,18+0,492A
25+125 0,51 +0,06" 114,61 £14,06 * 118,18 +3,71" 0,030 + 0,003 5,74+0,43"
AgNP-PVP + cys 50 + 250 1,23 +0,35 134,45+ 12,64 123,44 + 1,81 0,029 + 0,003 5,03 +0,45
100 +500 0,67 +0,13* 150,30 + 13,68 * 114,38 + 8,47 0,030 + 0,002 5,48 £ 0,48
Kontrola 0 0,68 +0,052 100+4,392 126,62 £ 2,762 0,025+ 0,002 2 4,70 £0,01 8
25 0,44 +0,0108 125,78 +£ 14,46 %A 139,94 +927%A 0,023 +0,003 %A 4,65+0,46 A
AgNP-CTAB 50 0,51 +0,02 %A 104,24 + 6,33 0. AB 121,41 £4,71%A  0,022+0,003%8 452+0,438A
100 0,34+0,01¢8 92,97 +8,6608 133,40+ 7,212 A 0,023 + 0,002 2 AB 2,84+0,3408
25+125  0,45+0,047 127,12 £ 12,23 119,18 £3,13 " 0,022 + 0,002 4,51 +£0,50
AgNP-CTAB + cys 50 + 250 0,61 +0,02 102,31+ 4,70 116,63 + 6,86 0,019+ 0,001 # 4,01+0,38
100 +500 0,62+0,02" 108,46 + 14,83 115,12 + 9,37 0,022 + 0,001 418+0,42"
Kontrola 0 0,37+0,16° 100+3,91° 126,62 +2,48°2 0,025 +0,0022 4,70 £0,0,01 2
25 0,86 +0,03¢A 169,16 £11,322 A 108,02 +3,02>8 0,027 £0,003 %A 3,57+0,332A
AgNO; 50 0,95+0,15%A 86,76 +9,80 " B 115,89 +5,39%A  0,022+0,00128 3,81+0,390A
100 0,91+0,064A 76,95 +5,155 8 95,39+2,17¢8B 0,022 +0,00128 580+0,46 A
25+125 0,60 0,06 87,67+195" 101,58 +2,18#% 0,039 +0,001 ~*# 5,35+0,46 "
AgNOs+ cys 50 + 250 0,62 + 0,08 83,84 + 8,03 102,65 4,42 % # 0,030 £ 0,002 * 5,56+0,44"
100+500 0,58+0,06" 69,84 + 1,17 113,19 +6,69 ™ # 0,043 +£0,002 ™ # 5,40 +0,43
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4.4.1.2. List

Rezultate mjerenja sadrzaja H2Ozu listu (Tablica 5.) takoder nije bilo moguce sasvim
pouzdano interpretirati (poglavlje 4.4.1.1.), no ipak su uo¢eni neki generalni uéinci. Tretmani s
AgNP-PVP nisu doveli do promjena u sadrzaju H202 u odnosu na kontrolu. Najmanja i najveca
koncentracija AQNP-CTAB povecale su sadrzaj H2O2 u odnosu na kontrolu, dok je dodatak
cisteina tretmanu s 25 1 100 uM koncentracijom smanjio vrijednosti u odnosu na odgovarajuci

tretman bez cisteina. Tretmani s AgNOz nisu promjenili sadrzaj H202 u odnosu na kontrolu.

Tretmani s AQNP-PVP nisu povecali sadrzaj O2" u odnosu na kontrolu. Vrijednosti izmjerene
pri 100 uM AgNP-PVP bile su znacajno vece nego nakon tretmana s 25 pM koncentracijom.
Dodatak cisteina povecao je sadrzaj O>" samo u kombiniranom tretmanu s 25 uM AgNP-PVP,
ali promjena nije bila statisticki znac¢ajna u odnosu na kontrolu. Tretmani s AgNP-CTAB nisu
izazvali promjene u sadrzaju O2" u odnosu na kontrolu. Tretmani s 25 i 50 uM AgNOs3
znacajno su smanjili sadrzaj O>™", dok je 100 uM koncentracija izazvala povecanje u odnosu na
kontrolu. Dodatak cisteina povecao je vrijednosti samo pri 25 uM AgNOsz u odnosu na tretman
bez cisteina (Tablica 5.). Medu razli¢itim tipovima tretmana pri istim koncentracijama nisu

zabiljezene statisticki znacajne razlike u sadrzaju O2".

Svi tretmani s AgNP i AgNOz povecali su sadrzaj MDA u odnosu na kontrolu, iako razlike nisu
bile statisti¢ki znacajne. Dodatak cisteina u kombiniranim tretmanima smanjio je sadrzaj MDA
na razine sli¢éne kontroli samo u tretmanima s 25 uM AgNP-PVP i 50 uM AgNP-CTAB u
odnosu na tretmane bez cisteina (Tablica 5).

Niti jedan tretman nije izazvao promjenu u sadrzaju proteinskih karbonila u odnosu na kontrolu.
Dodatak cisteina smanjio je vrijednosti u svim kombiniranim tretmanima s AgNP-CTAB u
odnosu na tretman bez cisteina, iako statisticki znac¢ajno samo pri najnizoj koncentraciji
(Tablica 5.). Zabiljezeno je znacajno povecanje sadrzaja proteinskih karbonila u svim

tretmanima s AQNP-CTAB u odnosu na iste koncentracije tretmana s AGNP-PVP i AgNOa.

Medu svim ispitanim tretmanima, samo je tretman s 25 pM AgNP-PVP izazvao znacajno
oSte¢enje molekule DNA u usporedbi s kontrolom. Dodatak cisteina uglavnom nije imao
znacajnog ucinka na ostecenje DNA u kombiniranim tretmanima s AgNP, dok je u
kombiniranim tretmanima s AgNOs uzrokovao povecanje vrijednosti % DNA u repu.
ZabiljeZzeno je da su tretmani s 25 uM AgNP-PVP i AgNP-CTAB imali ja¢i u¢inak u odnosu

na tretman s AgNOg iste koncentracije (Tablica 5.).
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Tablica 5. Sadrzaj vodikovog peroksida (H20>), superoksidnog radikala (O.) malondialdehida (MDA), proteinskih karbonila i % DNA u repu u listu nakon
tretmana s 25, 50, i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs i njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom (cys) prikazan je kao srednja vrijednost
+ standardna pogreSka iz dva nezavisna pokusa, svaki sa po 6 bioloskih replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05,
jednosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana i kontrole (mala slova) ili istih koncentracija razli¢itih tretmana
(velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#) oznacavaju znacajnu
razliku izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i kontrole. sv.t. — svjeze tkivo.

Konc. Sadrzaj H.O> - MDA Proteinski karbonili % DNA U repu
(uM) (umol g s.tv.) (% od kontrole)  (nmol g sv.t) (umol mg! proteina) 0 P
Kontrola 0 0,33 +0,022 100 +11,182 157,51 +4,13% 0,022 +£0,002 @ 420+0,165"
25 0,21+0,0728 72,15+12,825A 180,07 £7,202A 0,023 +0,00128 5,46+ 0,49 A
AgNP-PVP 50 0,29+0,0328 100,45 +£6,70®A 165,19 +11,88 A 0,019 +0,00128 3,87+0,36>A
100 0,22+0,082C 119,08 £14,122A 161,47 +7,46 %A 0,019 +0,002 @ B 4,39+0,39 A
25+ 125 0,22 +0,01 108,68 + 5,77~ 148,71 +6,72 " 0,024 + 0,001 5,70 £ 0,49
AgNP-PVP + cys 50 + 250 0,18 0,04 78,18 + 8,88 143,68 + 6,32 0,017 +£0,001 6,65+ 0,54"%
100 + 500 0,24 = 0,05 111,38 £9,32 152,23 £+ 7,16 0,017 £ 0,002 5,03 £0,45
Kontrola 0 1,00 + 0,042 ° 100 £11,14¢2 157,51 + 2,55" 0,022 +0,002° 4,20+0,162
25 154+0,11 A 103,16 £17,26 A 17029 +6,47® A 0,033+0,001>A 5,124+0,48 %A
AgNP-CTAB 50 0,85 + 0,24 A 98,81+ 12,582~ 19536+ 6,884 0,033 +0,001 2~ 4,71+0,49 2 A
100 153+0,112A 111,47 +13,495A 155,19 +4,772A 0,033 +0,0022A 4,27 +0,58%A
25+ 125 0,40+0,09 7% 109,70 £ 8,47 187,36 £ 7,59 # 0,024 + 0,003~ 6,19+0,63 7%
AgNP-CTAB + cys 50 + 250 0,34 + 0,08 67,13 £5,20 177,63+ 7,45 0,027 + 0,003 4,09 +0,38
100 + 500 0,77+0,19" 95,66 + 7,27 153,76 £ 7,31 0,028 £ 0,003 4,72+ 0,38
Kontrola 0 0,42+0,07% 100 +3,96° 157,51 £ 5,192 0,022 £ 0,002 4,20+0,162
25 0,25+0,09 B 70,61 £4,90¢A  15875+521aA 0,023+ 0,001 2B 3,15+0,352B
AgNO; 50 0,23 +0,09 08 7720+8,15%A  171,73+843%A 0,020 + 0,002 > & 4,07+0,372A
100 0,68 +0,14 28 12347+ 4,462~  173,78+9,50 > A 0,022 +0,002 2B 3,87+0422A
25+ 125 0,40 = 0,08 126,92+ 821"%# 155,05 + 5,28 0,019 £+ 0,002 507+042"
AgNOs + cys 50 + 250 0,46 + 0,27 89,65+ 17,16 157,24 +£ 4,31 0,019 + 0,002 551+0,52"#
100 + 500 0,51 +£0,07 104,99 + 16,55 156,48 + 8,86 0,022 + 0,001 6,56 + 0,46~ *#
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4.4.2. Aktivnost antioksidacijskih enzima
4.4.2.1. Korijen

Tretmani s AgNP-PVP povecali su aktivnosti SOD proporcionalno povecanju
koncentracije AgNP. Dodatak cisteina cisteina tretmanima s 50 i 100 uM AgNP-PVP znac¢ajno
je smanjio aktivnost SOD u odnosu na tretmane bez cisteina. Tretmani s AQNP-CTAB i AgNO3
nisu znac¢ajno promijenili aktivnost SOD u odnosu na kontrolu. Dodatak cisteina smanjio je
aktivnost SOD u kombiniranim tretmanima 25 uM AgNP-CTAB i 125 uM cistein te 100 uM
AgNO31 500 uM cistein u odnosu na odgovarajuce tretmane bez cisteina. Usporedba ucinaka
istih koncentracija razlicitih tretmana pokazala je da su 50 i 100 uM AgNP-PVP imali znacajno
jaci u¢inak na aktivnost SOD u odnosu na tretmane s AQNP-CTAB i AgNOs (Slika 24.A).

Tretmani s AgNP-PVP ni njihove kombinacije s cisteinom nisu zna¢ajno promijenile aktivnost
CAT, dok su je 50 i 100 uM AgNP-CTAB znacajno povecale, §to je bilo ublazeno dodatkom
cisteina, iako je statisticki znacajno samo kod najvise koncentracije kombiniranog tretmana u
odnosu na tretman bez cisteina. Vrijednosti u kombiniranim tretmanima s cisteinom bile su
slicne onima u kontroli. Sve koncentracije AgNOs povecale su aktivnost CAT, iako ne
statistiCki znacajno. Dodatak cisteina ublazio je u¢inak AgNOg, iako statisticki znacajno samo
za vece koncentracije kombiniranog tretmana u odnosu na tretmane bez cisteina. Usporedbom
ucinaka istih koncentracija razli€itih tipova tretmana uocen je znacajno ve¢i ucinak 25 uyM

AgNO3 na aktivnost CAT u odnosu na istu koncentraciju AQNP-CTAB (Slika 24.B).

Svi tretmani s AgNP povecali su aktivhost APX u odnosu na kontrolu, iako ne statisticki
znacajno. Kombinirani tretmani s cisteinom ublazili su u¢inak za sve koncentracije AGNP-PVP
i najvecu koncentraciju AgNP-CTAB. Tretman s 50 uM AgNO3z smanjio je aktivnosti APX, a
svi kombinirani tretmani s AgNOs i cisteinom smanjili su aktivnosti na vrijednosti nize od
kontrole. Usporedba razlicitih tipova tretmana istih koncentracija pokazala je jaci u€inak 25 1

50 uM AgNP, posebice AgQNP-PVP, u odnosu na AgNOs (Slika 24.C).

100 uM AgNP-PVP povecao je aktivnosti PPX u odnosu na kontrolu, $to je ublazeno dodatkom
cisteina. Sve koncentracije AQNP-CTAB povecale su aktivnost PPX u odnosu na kontrolu, iako
ne statisticki znac¢ajno. Kombinirani tretmani AQNP-CTAB i cisteina smanjili su vrijednosti na
one sli¢ne kontroli i vrijednosti manje u odnosu na tretmane AgNP-CTAB bez cisteina. AgNOs
je povecao aktivnost PPX samo pri najnizoj koncentraciji, iako ne statisticki znacajno (Slika
24.D). U kombiniranim tretmanima s AgNOzi cisteinom, vrijednosti su bile smanjene u odnosu

na kontrolu i odgovarajuce tretmane bez cisteina, iako ne statisticki znacajno (Slika 24.D).
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Slika 24. Aktivnosti antioksidacijskih enzima A) superoksid dismutaze (SOD), B) katalaze (CAT), C) askorbat peroksidaze (APX), D) pirogalol peroksidase (PPX) u korijenu

nakon tretmana s 25, 50, i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNQs i njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom (cys). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

+ standardna pogreska iz dva nezavisna pokusa, svaki sa po 6 bioloskih replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05, jednosmjerna ANOVA

i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana i kontrole (mala slova) ili istih koncentracija razli¢itih tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava

w

¢avaju zna

liku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#) ozna

znacajnu raz

kontrole.

¢ajnu razliku izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i
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4.422. List

Svi tretmani s AQNP-PVP povecali su aktivnost SOD u usporedbi s kontrolom, iako
statisticki znac¢ajno samo za 100 uM koncentraciju. Dodatak cisteina smanjio je aktivnost u
odnosu na tretmane bez cisteina, ali statisticki znac¢ajno samo za najvecu koncentraciju. 25 i
50 uM AgNP-CTAB smanjili su aktivnost SOD, dok je 100 uM koncentracija rezultirala
znacajnim povecanjem. Najveca koncentracija AgNP-CTAB i cisteina dovela je do znacajnog
smanjenja aktivnosti SOD u odnosu na tretman bez cisteina. AgNO3z nije imao utjecaj na
aktivnost SOD, osim najvece koncentracije AgNO3 s cisteinom Kkoji je dao manju aktivnost u
odnosu na tretman bez cisteina. Smanjenje aktivnosti SOD zabiljezeno je nakon izlaganja
25150 uM AgNP-CTAB u odnosu na iste koncetracije AQNP-PVP i AgNO3 (Slika 25.A).

Tretmani s AgQNP-PVP i njihove kombinacije s cisteinom nisu utjecali na aktivnost CAT. Svi
tretmani s AgNP-CTAB i AgNOs povecali su aktivnost CAT, statisticki znacajno za sve
koncentracije AgQNP-CTAB i 100 uM AgNOs. Kombinirani tretmani AQNP-CTAB i cisteina
povecali su aktivnost CAT u odnosu na kontrolu, iako su vrijednosti bile znacajno nize u
odnosu na tretmane bez cisteina. Dodatak cisteina tretmanima s AgNOsz rezultirao je
vrijednostima sli¢nim kao u kontroli. Usporedbom ucinaka istih koncetracija razlic¢itih tipova
tretmana, zabiljezena je znacajno vecéa aktivnost CAT nakon tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB
u odnosu na istu koncentraciju AgNP-PVP (Slika 25.B).

Niti jedan tretman sa srebrom nije znacajno utjecao na aktivnost APX, dok je dodatak cisteina
tretmanima s AgNP smanjio aktivnost u odnosu na tretmane bez cisteina. Svi kombinirani
tretmani AgNP-PVP s cisteinom te najmanja i najvec¢a koncentracija kombiniranog tretmana
AgNOsss cisteinom rezultirali su znacajno nizim vrijednostima od onih izmjerenih u kontroli.
Usporedbom razli¢itih tipova tretmana istih koncentracija, zabiljeZen je znacajno jac¢i u¢inak

25 uM AgNP-CTAB u odnosu na iste koncentracije AQNP-PVP i AgNOz (Slika 25.C).

Aktivnost PPX nije se znacajno promijenila nakon tretmana s AgNP, ali su 100 uM AgNP-
PVP i AgNP-CTAB dali znacajno vise vrijednosti u usporedbi s 25 uM koncentracijom.
Dodatak cisteina tretmanima s AgNP smanjio je aktivnost PPX u odnosu na tretmane bez
cisteina, dok je pri nizim koncentracijama tretmana AgNP i cisteina aktivnost bila ¢ak niza od
vrijednosti u kontroli. Tretmani s AgNOz nisu utjecali na aktivnost PPX, iako je dodatak
cisteina izazvao blago snizenje aktivnosti u odnosu na kontrolu, statisticki znac¢ajno samo za
25 uM koncentraciju. Znacajno povecanje aktivnosti PPX izmjereno je nakon tretmana sa

100 uM koncentracijom oba tipa AgNP u odnosu na istu koncentraciju AgNOs (Slika 25.D).
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Slika 25. Aktivnosti antioksidacijskih enzima A) superoksid dismutaze (SOD), B) katalaze (CAT), C) askorbat peroksidaze (APX), D) pirogalol peroksidase (PPX) u listu

nakon tretmana s 25, 50, i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNQ;s i njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom (cys). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost

+ standardna pogreska iz dva nezavisna pokusa, svaki sa po 6 bioloskih replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05, jednosmjerna ANOVA

¢ajnu razliku izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i

w

¢avaju zna

liku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#) ozna

znacajnu raz

i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana i kontrole (mala slova) ili istih koncentracija razli¢itih tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava
kontrole.
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4.4.3. Sadrzaj neenzimskih antioksidansa
4.4.3.1. Korijen

Tretmani s AgNP nisu znacajno promijenili sadrzaj prolina u odnosu na kontrolu, a
dodatak cisteina nije rezultirao promjenama vrijednosti u odnosu na kontrolu i odgovarajuce
tretmane bez cisteina. Medu tretmanima s AgNOs, samo 50 uM koncentracija znacajno je
smanjila sadrzaja prolina u odnosu na kontrolu. Dodatak cisteina tretmanima s AgNO3z smanjio
je sadrzaj prolina u odnosu na kontrolu kod najnize koncentracije, a u odnosu na odgovarajuci
tretman bez cisteina kod srednje koncentracije AgNOs. Usporedba ucinaka razlicitih tipova
tretmana istih koncentracija pokazala je da je tretman s AgNP-CTAB imao jaci ucinak od
AgNO3 u 50 uM koncentraciji (Slika 26.A).

Tretmani s AgQNP-PVP doveli su do smanjenja sadrzaja GSH u odnosu na kontrolu, iako ne
statisticki znac€ajno, dok je dodatak cisteina 50 pM tretmanu rezultirao povecanim sadrzajem
GSH u odnosu na kontrolu i odgovaraju¢i tretman bez cisteina. Tretman s AgNP-CTAB u
koncentraciji 100 uM smanjio je sadrzaj GSH u usporedbi s kontrolom i dvije nize
koncentracije, ali takvog ucinka nije bilo nakon dodatka cisteina. Tretmani s 50 i 100 pM
AgNOgizazvali su smanjenje sadrzaja GSH u odnosu na kontrolu; dodatak cisteina rezultirao
je povecanjem vrijednosti u odnosu na odgovarajuci tretman bez cisteina za obje koncentracije,
dok je kod 50 uM koncentracije vrijednost bila znacajno povecana i u odnosu na kontrolu.
Nakon usporedbe ucinaka istih koncentracija razlicitih tipova AgNP, zna¢ajno veci ucinak na
sadrzaj GSH utvrden je za 100 uM koncentraciju AgNP-PVP u odnosu na AgQNP-CTAB (Slika
26.B).
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Slika 26. Sadrzaj A) prolina i B) reduciranog glutationa (GSH) u korijenu nakon tretmana s 25, 50, i

100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOsi njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom

(cys). Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreSka iz dva nezavisna pokusa,

svaki sa po 6 bioloskih replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike

(p < 0,05, jednosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana

i kontrole (mala slova) ili istih koncentracija razlicitih tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava

liku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#)

v

znacajnu raz

tkivo.

razliku izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i kontrole. sv.t. — svjeze

oznacavaju znacajnu

v
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4.4.3.2. List

Svi tretmani s AgNP povecali su sadrzaj prolina u usporedbi s kontrolom, pri ¢emu je
AgNP-PVP izazvao statisticki znacajno povecanje pri svim koncentracijama, a AgNP-CTAB
samo pri najve¢oj. Dodatak cisteina tretmanima s AgNP rezultirao je smanjenjem sadrzaja
prolina u odnosu na odgovarajuce tretmane bez cisteina, na vrijednosti sli¢ne kontroli. Vece
koncentracije AgNO3 (50 i 100 uM) povecale su sadrzaj prolina, $to je bilo statisticki zna¢ajno
samo za najvecu koncentraciju, a vrijednosti su smanjene dodatkom cisteina. Usporedujuci
ucinke istih koncentracija razli¢itih tretmana, vidljivo je da je 25 uM AgNP-PVP imao jaci
ucinak u odnosu na iste koncentracije AgNP-CTAB i AgNOs, dok je 50 uM AgNP-PVP
pokazao jac¢i ué¢inak u odnosu na AgNP-CTAB iste koncentracije (Slika 27.A).

Tretmani s AgNP-PVP povecali su sadrzaj reduciranog GSH, sto je bilo statisti¢ki znacajno pri
251 50 uM koncentraciji i uspjeSno ublazeno dodatkom cisteina. Sadrzaj GSH povecavao se
proporcionalno koncentraciji AgNP-CTAB, i u svim tretmanima bio je znacajno veéi u
usporedbi s kontrolom. Nakon kombiniranih tretmana s cisteinom, sadrzaj GSH bio je zna¢ajno
manji u odnosu na odgovarajuée koncentracije AgNP-CTAB bez cisteina, iako su vrijednosti
jo§ uvijek bile znac¢ajno vece u odnosu na kontrolu. Svi tretmani s AgNOsz povecali su sadrzaj
GSH u odnosu na kontrolu, a najvec¢a vrijednost izmjerena je nakon izlaganja 25 uM AgNOs.
Ucinak tretmana s AgNOs ublaZen je u kombiniranim tretmanima s cisteinom, $to je bilo
statisticki znacajno za 50 1 100 uM koncentracije. Znacajno vec¢i u€inak na sadrzaj GSH
pokazao je tretman s 25 uM AgNOz u odnosu na istu koncentraciju AgNP-PVP, dok je pri
najvecoj koncentraciji (100 uM) najjaci uéinak pokazao tretman s AgNP-CTAB u odnosu na
druga dva tipa tretmana (Slika 27.B).
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Slika 27. Sadrzaj A) prolina i B) reduciranog glutationa (GSH) u listu nakon tretmana s 25, 50, i 100
uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOsi njihovih kombinacija sa 125, 250 i 500 uM cisteinom (cys).
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska iz dva nezavisna pokusa, svaki sa
po 6 bioloskih replika. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05,
jednosmjerna ANOVA i post-hoc Duncan test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana i kontrole
(mala slova) ili istih koncentracija razliCitih tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu
razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri odgovarajucoj koncentraciji, dok ljestve (#) oznacavaju
znacajnu razliku izmedu kombiniranih tretmana s cisteinom i kontrole. sv.t. — svjeze tkivo.
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4.4.4. Detekcija izoformi antioksidacijskih enzima u gelu
4.4.4.1. Korijen

Nakon razdvajanja proteina korijena nativnom PAG elektroforezom, u gelovima su
detektirane ¢etiri izoforme enzima SOD razlicitih elektroforetskih pokretljivosti, oznac¢ene kao
SOD1-4 (Slika 28). U tretmanima s oba tipa AgNP detektirane su tri izoforme enzima SOD
(SOD1, SOD2 i SOD4), dok su u kontroli i tretmanima s AgQNOsz detektirane sve cetiri izoforme.
Iz intenziteta pojedinih vrpci moguce je zakljuciti o aktivnosti pojedine izoforme enzima SOD
u odgovoru na odredeni tretman. Izoforme SOD1 i SOD2 pokazale su povecanu aktivnost u
odnosu na kontrolu u svim tretmanima s AgNP-PVP, dok tretmani s AQNP-CTAB i AgNO3
nisu rezultirali promjenama u odnosu na kontrolu, §to je u skladu s rezultatima aktivnosti
izmjerenim spektrofotometrijski (Slika 24.A). 1zoforma SOD3 detektirana je samo nakon
tretmana s AgNO3, dok je izoforma SOD4 u odnosu na kontrolu pokazala poveéanu aktivnost
nakon tretmana s 25 i 50 uM AgNP-PVP i kombinacije 50 uM AgNP-PVP i 250 uM cisteina,
100 uM AgNP-CTAB i AgNOs te nakon svih kombiniranih tretmana AgNP-CTAB s cisteinom.

AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO;
K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6

L—S0OD1

+— SOD2

L— SOD3

N~
SOD4

Slika 28. 1zoforme superoksid dismutaze (SOD) u korijenu nakon tretmana s AGQNP-PVP, AgNP-CTAB,
AgNOs i njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativnom 10% PAG
elektroforezom. 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.

Enzim CAT, oznacena kao CAT1 detektiran je samo nakon tretmana s AgNP-CTAB (Slika
29.), a povecana aktivnost u skladu je s rezultatima dobivenim spektrofotometrijskim
mjerenjima (Slika 24.B). U kontrolnim uzorcima, kao i u uzorcima nakon tretmana s AgNP-
PVP i AgNOgz, CAT nije detektirana.
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AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO;

| CAT1

Slika 29. Izoforme katalaze (CAT) u korijenu nakon tretmana s AQNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNOs i
njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativhom 10% PAG elektroforezom.
K — kontrola, 1 — 25 pM 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.

Detektirano je pet izoformi APX, koje su oznacene kao APX1-5 prema elektroforetskoj
pokretljivosti, a broj izoformi razlikovao se u tretmanima (Slika 30). U kontroli su zabiljezene
sve izoforme, dok su izoforme APX1, APX2 i APX4 detektirane u tretmanima s AQNP-PVP i
AgNP-CTAB i njihovim kombinacijama s cisteinom. 1z intenziteta vrpci vidljivo je da se
aktivnost APX nije promijenila u odnosu na kontrolu, §to je u skladu s rezultatima aktivnosti
(Slika 24.C). Nakon tretmana s AgNOzi njegovim kombinacijama s cisteinom zabiljezeno je

svih pet izoformi, ¢iji se intenzitet nije znac¢ajno promijenio u odnosu na kontrolu.

AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO;

| APX1

| — APX2

APX3

| __ APX4

APXS
| —

Slika 30. Izoforme askorbat peroksidaze (APX) u korijenu nakon tretmana s AGQNP-PVP, AgNP-CTAB,
AgNO:s i njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativnom 10% PAG
elektroforezom. 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.
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Detektirano je 7 izoformi PPX, koje su oznacCene kao PPX1-7 (Slika 31.) i1 zabiljeZene nakon
tretmana s oba tipa AgNP, dok su nakon tretmana s AgNOz3 detektirane samo Cetiri (PPX1-4).
Aktivnosti izoformi PPX1 i PPX2 nisu se znacajno promijenile u odnosu na kontrolu niti nakon
jednog tipa tretmana, dok je pojacana aktivnost vrpci PPX4-7 zabiljezena nakon tretmana s 25
i 50 uM AgNP-PVP i njihovih kombinacija s cisteinom, a 100 uM AgNP-PVP i njegova
kombinacija s cisteinom povecale su aktivnost izoformi PPX4 i PPX6. Aktivnosti izoformi
PPX3-7 bile su smanjene nakon svih tretmana s AgNP-CTAB u usporedbi s kontrolom.
Izoforma PPX3 pokazala je povecanu aktivnost u odnosu na kontrolu u veéini tretmana s

AgNOs, s iznimkama 25 uM AgNO3z i1 100 pM AgNO3 s 500 uM cisteinom .

AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO;

K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5
PPXI\_— R —— — — . e — .
PPXZ\\ f-* » iy x o -«-_—a
PPX3 <
PPX4 _|
PPX5—

PPX6 T |
PPX7/]

Slika 31. Izoforme pirogalol peroksidaze (PPX) u korijenu nakon tretmana s AQNP-PVP, AgNP-CTAB,
AgNOs i njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativnom 10% PAG
elektroforezom. 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 pM Ag + 500 uM cys.

4.4.4.2. List

U proteinima lista detektirane su tri izoforme enzima SOD (SOD1-3), od kojih su SOD2
i SOD3 bile vidljive u kontroli, a sve tri vrpce u tretmanima s AgNP i AgNO3 (Slika 32).
Povecana aktivnost SOD2 zabiljeZena je nakon tretmana s 50 1 100 uM AgNP-PVP i 100 uM
AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu, sto je u skladu s rezultatima izmjerenim
spektrofotometrijski (Slika 25.A). Dodatak cisteina nije doveo do promjena u odnosu na
odgovarajuce tretmane bez cisteina. Jaci intenzitet vipce SOD3 zabiljeZen je nakon tretmana s
AgNP-PVP (Slika 25.A), sto je djelomi¢no u skladu s rezultatima spektrofotometrijskog
mjerenja. Tretmani s AGQNP-CTAB povecali su aktivnost izoforme SOD3, dok ga je dodatak

cisteina smanjio. Tretmani s AgQNOs nisu izazvali promjene u aktivnosti u odnosu na kontrolu.
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AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO;
K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6

L~ SOD1

— SOD2

~ SOD3

Slika 32. 1zoforme superoksid dismutaze (SOD) u listu nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB,
AgNO:s i njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativnom 10% PAG
elektroforezom. 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 puM cys.

U proteinima lista zabiljezene su dvije vrpce enzima CAT (CATI1 i CAT2), obje prisutne u
kontroli i nakon tretmana s AgNP i njihovih kombinacija s cisteinom. Nakon tretmana s AgQNOs
i njegove kombinacije s cisteinom, detektirana je samo izoforma CAT1 (Slika 33.). Nakon
izlaganja AgNP-PVP, intenzitet obje vrpce bio je podjednak kao u kontroli, no slabiji u
usporedbi s kombiniranim tretmanima s cisteinom. To je bilo osobito izraZzeno na najvecoj
koncentraciji kombiniranog tretmana AgNP-PVP s cisteinom i u skladu s rezultatima
izmjerenim spektrofotometrijski (Slika 25.B). Najveca aktivnost obje izoforme CAT
zabiljeZena je nakon tretmana sa 100 pM AgNP-CTAB (Slika 33.), sto je takoder u skladu s
rezultatima dobivenim spektrofotometrijski (Slika 25.B). Tretmani s AgNP-CTAB u
kombinaciji s cisteinom povecali su aktivnost CAT1 i CAT2 u odnosu na kontrolu, a rezultat
je bio u skladu sa spektrofotometrijskim mjerenjem aktivnosti (Slika 25.B). Tretmani sa 100 uM
AgNOs te kombinirani tretmani 50 i 100 uM AgNOs s cisteinom rezultirali su potpunom
inhibicijom aktivnosti izoforme CAT2.
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Slika 33. Izoforme katalaze (CAT) u listu nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB, AgNQOs i
njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativnom 10% PAG elektroforezom.
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.

Ukupno 10 izoformi enzima APX (oznacenih kao APX1-10) detektirano je u kontroli (Slika
34). U tretmanima s AgNP-PVP zabiljezeno je 8 vrpci (APX3-10), medu kojima su najveéi
porast aktivnosti u odnosu na kontrolu i odgovarajué¢i kombinirani tretman s cisteinom pokazale
izoforme APX3-8 nakon tretmana s 50 uM koncentracijom, dok se intenzitet vrpci APX9 i
APX10 nije promijenio. U tretmanima s AgNP-CTAB takoder su detektirane izoforme
APX3-10, a aktivnost vrpci APX3-8 nesto je opadala s povecanjem koncentracije tretmana, dok
je u kombiniranim tretmanima s cisteinom intenzitet bio slican kao u kontroli. Vrpce APX9 i
APX 10 imale su slian intenzitet u kontroli i svim tretmanima s AgNP-CTAB. Svih 10
izoformi APX detektirano je nakon tretmana s AgNOs, medutim nijedna od njih nije pokazala
promjenu u aktivnosti u odnosu na kontrolu, $to je u skladu s rezultatima dobivenim
spektrofotometrijski (Slika 25.C).
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Slika 34. Izoforme askorbat peroksidaze (APX) u listu nakon tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB,
AgNO:s i njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativnom 10% PAG
elektroforezom. 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.

Ukupno je detektirano 7 izoformi enzima PPX, oznacene kao PPX1-7 (Slika 34.). U tretmanima
s AgNP-PVP detektirano je 6 izoformi (PPX2-7), medu kojima je vrpca PPX2 imala pojacanu
aktivnost nakon tretmana s 25 uM koncentracijom u odnosu na kontrolu. Povecanje aktivnosti
izoformi PPX3-7 zabiljezeno nakon svih tretmana s AgNP-PVP, §to je dodatkom cisteina
ublaZeno samo u kombiniranim tretmanima sa 25 1 100 uM koncentracijom AgNP-PVP. U
tretmanima s AgNP-CTAB detektirano je 7 vrpci. lzoforma PPX2 imala je podjednaku
aktivnost u kontroli i tretmanima s AgQNP-CTAB, uz iznimku 100 uM AgNP-CTAB s 500 uM
cisteinom, gdje je njena aktivnost bila smanjena. Tretmani s AQNP-CTAB blago su povecali
aktivnost izoformi PPX3-7, iako je ucinak ublazen dodatkom cisteina u kombiniranim
tretmanima. Nakon tretmana s AgNOz detektirano je 6 vrpci. 1zoforma PPX1 detektirana je
samo nakon tretmana s AgNQO3, a aktivnost joj je bila inhibirana 100 uM koncentracijom te
nakon kombiniranih tretmana 50 i 100 uM AgNOs s cisteinom. Nesto slabiji intenzitet vrpci
PPX3-6 zabiljezen je nakon svih koncentracija tretmana s AgNOs i njihovih kombinacija s
cisteinom, osim kod 50 uM koncentracije u kombinaciji s cisteinom, gdje je aktivnost
navedenih izoformi bila najsli¢nija kontroli. Rezultati aktivnosti izoformi PPX na gelu nakon

sva tri tipa tretmana u skladu su sa rezultatima dobivenim spektrofotometrijski (Slika 25.D).

97




AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNO;
5 K 1 2 3 4 5 6
K 1 2 3 4 5 6 K 1 2 3 4 5 6 e
- r'd
PPX2
//
PPX3 _| -
PPX4 _| -
PPXS
PPX6 ~
PPX7 4
+

Slika 35. Aktivnost izoformi pirogalol peroksidaze (PPX) u listu nakon tretmana s AQNP-PVP, AgNP-
CTAB, AgNQsi njihovih kombinacija s cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina nativhom 10% PAG
elektroforezom. 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.

4.4.5. Ekspresija antioksidacijskih enzima
4.4.5.1. Korijen

Kao provjeru uspjesnosti izolacije proteina, a prije imunodetekcije antioksidacijskih
enzima metodom Western blotting, ukupne topive protein korijena razdvojila sam metodom
SDS-PAGE, a proteinske vrpce vizualizirala bojom CBB (Slika 36.A) te bojanjem s AgNOs
(Slika 36.B). Diferencijalna ekspresija izmedu kontrole i tretmana, te izmedu razli¢itih tipova
tretmana uocena je za vec¢inu proteinskih vrpci koje su prema molekulskim masama oznacene
linijama razlicitih boja (crna— 12 kDa, Zuta — 25 kDa, narancasta — 30 kDa, ljubicasta — 40 kDa,
zelena — 60-75 kD) (Slika 36.). Najveée povecanje ekspresije nakon svih tipova tretmana u
odnosu na kontrolu pokazale su vrpce od otprilike 12 (crna linija), 25 (Zuta linija) i 40 kDa,
(Ijubicasta linija; Slika 36.A). Na gelu obojanom s AgNOztesko je uociti razlike u intenzitetu

pojedinih vrpci.

98



A B
M K 1 2 3 4 5 6
alal.lalalals

. IF1%)

45 | B

[N
N
= -
i
-
.l

»
I
1
X
] “I

b | il

Slika 36. Razlike u ekspresiji ukupnih topivih proteina u korijenu nakon tretmana sa 100 uM AgNP-
PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, te njihovim kombinacijama s 500 uM cisteinom (cys) nakon razdvajanja
proteina 12% SDS-PAG elektroforezom i vizualizacije A) bojom CBB i B) s AgNOs;. M — biljezi
molekulskih masa (kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-CTAB, 3 — 100 uM
AgNO3, 4 — 100 uM AgNP-PVP + 500 uM cys, 5 — 100 uM AgNP-CTAB + 500 uM cys, 6 — 100 uM
AgNO;s + 500 uM cys. Skupine diferencijalno eksprimiranih proteina oznacene su razli¢ito obojanim
linijama: crna— 12 kDa, zuta — 25 kDa, narancasta — 30 kDa, ljubi¢asta — 40-45 kDa, zelena — 60-75 kDa.
Strelice oznacavaju vrpce kod kojih je zabiljeZena najveca promjena u ekspresiji u tretmanima u odnosu
na kontrolu.

Ukupni topivi proteini korijena razdvojeni su SDS-PAG elektroforezom i preneseni s gelova na
nitrocelulozne membrane, koje su potom inkubirane u razli¢itim primarnim antitijelima s ciljem
detekcije antioksidacijskih enzima SOD, CAT, APX i HRP. Kao kontrola nano$enja uzoraka
(tzv. loading control) trebao je biti aktin (ACT) za kojeg je pretpostavljena konstitutivna
ekspresija u svim tipovima stanica (An i sur. 1996). Medutim, svi tretmani s AgNP 1 AgNOs3
izazvali su povecanje ekspresije proteina ACT u odnosu na kontrolu, dok su kombinirani
tretmani s cisteinom uglavnom smanjili njegovu ekspresiju u odnosu na kontrolu i tretmane bez
cisteina (Slika 37.A).

Na membrani inkubiranoj s primarnim antitijelom specifi¢nim za izoformu Cu/Zn enzima SOD,
zabiljezene su dvije vrpce od oko 100 i 15 kDa, oznacene kao SOD1 1 SOD2 (Slika 37.B).
Vrpca SOD1 bila je podjednakog intenziteta u kontroli i svim tretmanima, osim kombiniranog
tretmana AgNOs s cisteinom gdje je doslo do povecane ekspresije SOD1 u odnosu na kontrolu.
U odnosu na kontrolu, intenzitet vipce SOD2 bio je nesto slabiji nakon tretmana s AgNP-PVP

I njegove kombinacije s cisteinom, te nakon kombiniranog tretmana AgNOs s cisteinom.
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Enzim CAT detektiran je kao jedna izoforma na oko 60 kDa (Slika 37.C). Ekspresija ove vrpce
bila je povecana u svim tretmanima u odnosu na kontrolu, a najjaci intenzitet zabiljezen je

nakon kombiniranog tretmana AgNOs i cisteina.

Detektirane su dvije izoforme enzima APX, od oko 38 kDa (APX1) i 30 kDa (APX2), koje su
pokazale razliCite promjene u ekspresiji (Slika 37.D). Izoforma APX1 imala je povecanu
ekspresiju u odnosu na kontrolu u kombiniranim tretmanima AgNP-PVP i AgNQOs s cisteinom,
dok je smanjenje ekspresije vrpce APX2 zabiljezeno nakon tretmana s AQNP-PVP i njegove
kombinacije s cisteinom te kombiniranog tretmana AgNOs s cisteinom.

Dvije izoforme enzima HRP detektirane su na oko 60 (HRP1) i 45 kDa (HRP2) (Slika 37.E).
Ekspresija izoforme HRP1 nije se promijenila nakon tretmana, dok je vrpca HRP2 u usporedbi
s kontrolom pokazala poja¢anu ekspresiju nakon tretmana s AgNP-PVP i AgNP-CTAB, a
smanjenu nakon tretmana s AgNOs i kombiniranog tretmana AgNP i cisteina. Dodatak cisteina
tretmanima s oba tipa AgNP doveo je do smanjenja ekspresije HRP2 u odnosu na kontrolu i
odgovarajuce tretmane bez cisteina, dok je dodatak cisteina tretmanu s AgNOs rezultirao

izjednacavanjem razine ekspresije HRP2 s kontrolnom.
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Slika 37. Imunodetekcija proteina A) ACT, B) SOD, C) CAT, D) APX, E) HRP u korijenu nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, te njihovim kombinacijama s 500 uM
cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina 12% SDS-PAG elektroforezom, prijenosa na nitroceluloznu
membranu te inkubacije sa specifi¢nim primarnim antitijelima. M — biljezi molekulskih masa (kDa), K
—kontrola, 1 —100 uM 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 AgNOs + 500 pM cys.
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4.4.5.2. List

Nakon razdvajanja proteina lista metodom SDS-PAG zabiljezene su razlike u ekspresiji
ukupnih topivih proteina lista (Slike 38.A,B). Zabiljezene su Cetiri skupine proteina Cija se
ekspresija razlikovala ovisno o tipu tretmana, koje su prema molekulskim masama oznacene
linijama razlicitih boja (plava — 25-30 kDa, naran¢asta —50-80 kDa, ljubic¢asta — 100 kDa, zelena
— 200 kDa). Proteinske vrpce od oko 30 kDa (plava linija) pokazale su promjene u ekspresiji u
odnosu na kontrolu ovisno o tipu tretmana: povecanje ekspresije u tretmanima s AgNP, a
smanjenje ekspresije u tretmanu s AgNOs i kombiniranom tretmanu AgNP-CTAB s cisteinom.
Skupina proteina od 60-80 kDa (narancasta linija) te proteinske vrpce od oko 100 kDa
(Ijubicasta linija) imale su jaci intenzitet nakon svih tretmana u odnosu na kontrolu, sto je nesto
uocljivije na gelu obojanom s AgNOs. Vrpca od oko 150 kDa (zelena linija) bila je smanjenog

intenziteta u svim tretmanima u odnosu na kontrolu, osim tretmana sa 100 uM AgNOs.
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Slika 38. Razlike u ekspresiji ukupnih topivih proteina u listu tretiranom sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNQOs, te njihovim kombinacijama s 500 uM cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina 12%
SDS-PAG elektroforezom i vizualizacije A) bojom CBB i B) s AgNOs. M — biljezi molekulskih masa
(kDa), K — kontrola, 1 — 100 uM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-CTAB, 3 — 100 uM AgNOs3, 4 —
100 uM AgNP-PVP + 500 uM cys, 5—100 uM AgNP-CTAB + 500 uM cys, 6 — 100 uM AgNOs + 500
uM cys. Skupine diferencijalno eksprimiranih proteina ozna¢ene su razli¢ito obojanim linijama: crna —
12 kDa, zuta — 25 kDa, narancasta — 30 kDa, ljubi¢asta — 40-45 kDa, zelena — 60-75 kDa. Strelice
oznacCavaju vrpce kod kojih je zabiljeZena najveca promjena u ekspresiji u tretmanima u odnosu na
kontrolu.
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Metodom Western blotting analizirana je ekspresija antioksidacijskih enzima u listu duhana
nakon tretmana sa 100 uM koncentracijom AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNOs, te njihovih
kombinacija sa 500 uM cisteinom. Ekspresija proteina ACT (loading kontrola) bila je
podjednaka nakon svih ispitanih tretmana te nesto ja¢a u odnosu na kontrolu (Slika 39.A).

Kao i u korijenu, i u listu su detektirane dvije izoforme enzima SOD molekulskih masa od oko
100 i 15 kDa (SOD1 i SOD2) (Slika 39.B). Intenzitet vrpce SOD1 nije se promijenio nakon
tretmana, dok je intenzitet izoforme SOD2 bio podjednako smanjen nakon svih tretmana u

odnosu na kontrolu.

Detektirana je jedna izoforma enzima CAT, ¢ija je ekspresija bila povec¢ana nakon svih tretmana
u odnosu na kontrolu (Slika 39.C). Najve¢i intenzitet ove vrpce zabiljezen je nakon tretmana s
AgNP-CTAB, a u pozitivnoj je korelaciji s povecanom aktivnosti CAT izmjerenoj
spektrofotometrijski (Slika 25.B). Dodatak cisteina u kombiniranim tretmanima doveo je do
smanjenja ekspresije izoforme CAT u odnosu na tretmane bez cisteina, sto je bilo najizrazenije
u tretmanu AgNOs s cisteinom, iako je u svim kombiniranim tretmanima ekspresija i dalje bila

vecéa u odnosu na kontrolu.

Detektirane su cetiri izoforme enzima APX molekulskih masa izmedu 25 1 45 kDa (oznacene
kao APX1-4, Slika 39.D). Pojacana ekspresija svih izoformi zabiljeZzena je nakon tretmana s
AgNP-CTAB i AgNOz. Dodatak cisteina u tretman s AQNP-CTAB smanjio je ekspresiju svih
izoformi na razine slicne kontroli, dok je u kombiniranom tretmanu AgNOs s cisteinom

ekspresija bila smanjena u odnosu na kontrolu.

Cetiri izoforme enzima HRP (HRP1-4) molekulskih masa izmedu 45 i 100 kDa detektirane su
nakon svih tretmana, a intenzitet svih vrpci bio je podjednak u svim uzorcima (Slika 39.E).
Nepromijenjena ekspresija enzima HRP u pozitivnoj je korelaciji s izostankom povecanja

aktivnosti enzima PPX izmjerenoj spektrofotometrijski (Slika 25.D).
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Slika 39. Razlike u ekspresiji proteina A) ACT, B) SOD, C) CAT, D) APX, E) HRP u listu nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs, te njihovim kombinacijama s 500 uM
cisteinom (cys) nakon razdvajanja proteina 12% SDS-PAG elektroforezom, prijenosa na nitroceluloznu
membranu te inkubacije u specifi¢cnim primarnim antitijelima. M — biljezi molekulskih masa (kDa), K
— kontrola, 1 — 100 puM AgNP-PVP, 2 — 100 uM AgNP-CTAB, 3 — 100 uM AgNOQ3, 4 — 100 uM AgNP-
PVP + 500 uM cys, 5 — 100 uM AgNP-CTAB + 500 uM cys, 6 — 100 uM AgNOs + 500 puM cys.

4.5. Rani fizioloski odgovor in situ i detekcija AgNP u tkivu
4.5.1. Korijen

Za ispitivanje pojave oksidacijskog stresa in situ, tkivo Korijena tretiranog 24 h sa
100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNQOs, inkubirala sam u otopinama fluorescentnih
proba specifi¢nih za parametre oksidacijskog stresa i analizirala konfokalnim fluorescencijskim
mikroskopom. Upotrebom tehnike optickog seciranja snimljeni su signali iz 30 — 40 fokalnih

ravnina, a rezultati su prikaz preklopljenih signala svih vidljivih ravnina duz z-osi.

Za detekciju O2" u tkivu, koristila sam probu DHE, koja se u interakciji s O2" oksidira u
fluorescentni produkt EOH i rezultira pojavom crvenih signala (Slika 40.A). Prema intenzitetu
signala vidljivo je da su sva tri tipa tretmana izazvala poveéanje sadrzaja O2™ u odnosu na
kontrolu, sto je bilo narocito izrazeno nakon tretmana s AGQNP-CTAB i AgNO:s (Slika 40.A).

Slika 40.B prikazuje rezultate analize unutarstani¢nog H20. (zelena fluorescencija),
detektiranog primjenom probe H,DCF-DA. Intenzitet signala, koji je direktno proporcionalan

sadrzaju H203, bio je povecan nakon tretmana s AgNP-PVP, dok je tretman s AgNP-CTAB
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smanjio njegov sadrzaj. Tretman s AgNOs rezultirao je povecanjem intenziteta signala u odnosu
na kontrolu i tretman s AgNP-CTAB, ali je bio smanjen u odnosu na tretman s AgNP-PVP
(Slika 40.B).

Za detekciju reduciranog GSH koristila sam probu MCB, koja specifi¢no reagira sa reduciranim
GSH, daju¢i fluorescentni kompleks GSH-MCB (plava fluorescencija; Slika 41.A). Mjerenje
intenziteta pokazalo je da su tretmani s AgNP izazvali povecanje sadrzaja reduciranog GSH u
odnosu na kontrolu, pri ¢emu je ucinak AgNP-CTAB bio ja¢i u odnosu na AgNP-PVP.
Zanimljivo je da je tretman s AgNOs imao suprotan u¢inak, smanjivsi razinu GSH ispod razine
kontrole (Slika 41.A).

Za ispitivanje vijabilnosti stanica koristila sam probu PI koja specificno obiljezava jezgre
mrtvih stanica (crvena fluorescencija; Slika 41.B). Pojacani signal zabiljezen je nakon sva tri
tipa tretmana, a pretezno je lokaliziran u podrucju korijenove kape, vrSnog meristema i
korijenovih dlacica. U kontroli je zabiljeZen mali broj mrtvih stanica samo u vrSku korijena.
Mjerenje intenziteta signala pokazalo je da su sva tri tipa tretmana izazvala pojacano umiranje
stanica u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je tretman s AgNP-CTAB pokazao najjaci u¢inak
(Slika 41.B).
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Slika 40. Detekcija unutarstani¢nog A) O2" (primjenom probe DHE) i B) H,O: (primjenom probe
H>DCF-DA) u tkivu kontrolnog korijena duhana (kontrola) i korijena tretiranih sa 100 uM AgNP-PVP,
AgNP-CTAB i AgNOs primjenom konfokalnog laserskog pretraznog mikroskopa. Slike prikazuju
maksimalnu projekciju dobivenu preklapanjem signala svih vidljivih ravnina duz z-osi (z-korak = 30
nm, povecanje = 20x, bar = 100 um). Negativna kontrola — korijen inkubiran u ultra-¢istoj vodi, bez
dodatka DHE ili H,DCF-DA. Intenziteti signala fluorescencije probe C) DHE i D) H,DCF-DA iskazani
kao srednja gustoca piksela izmjerena iz maksimalne projekcije svih vidljivih ravnina duz z-0si i izrazeni
su kao % od kontrole, gdje kontrola predstavlja 100%. Rezultati su prikaz analize signala iz jedne
bioloske replike.
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Slika 41. Detekcija A) reduciranog GSH (primjenom probe MCB) i B) mrtvih stanica (primjenom probe
P1) u tkivu kontrolnog korijena duhana (kontrola) i korijena tretiranih sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNOs primjenom konfokalnog laserskog pretraznog mikroskopa. Slike prikazuju maksimalnu
projekciju dobivenu preklapanjem signala svih vidljivih ravnina duz z-osi (z-korak = 30 nm, povecanje
= 20x, bar = 100 pm). Negativna kontrola — korijen inkubiran u ultra-¢istoj vodi, bez dodatka MCB ili
Pl. Intenziteti signala fluorescencije probe C) MCB i D) PI, iskazani kao srednja gustoca piksela
izmjerena iz maksimalne projekcije svih vidljivih ravnina duz z-osi i izrazeni su kao % od kontrole, gdje
kontrola predstavlja 100%. Rezultati su prikaz analize signala iz jedne bioloske replike.
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Fluorescencijskom konfokalnom mikroskopijom, primjenom modula FLIM, nakon tretmana s
AgNP-PVP i AgNP-CTAB, cestice AgNP su pretezno detektirane na povrSini korijena, a
vrijeme zivota fluorescencije im je procijenjeno na oko 50-100 ps (Slika 42.A). FLIM
snimanjem matic¢nih suspenzija AgNP potvrdeno je da signal dobiven u korijenu doista potjece

od AgNP (Slika 42.B).
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Slika 42. Detekcija AgNP u tkivu korijena i maticnim suspenzijama multifotonskim laserskim
pretraznim mikroskopom primjenom modula koji mjeri vrijeme zivota fluorescencije (FLIM). A)
Kontrolni korijen duhana (kontrola) i korijen nakon tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili
AgNOs te B) mati¢ne suspenzije AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs. Legenda predstavlja prikaz
razli¢itih obojenja koja odgovaraju razlic¢itim vremenima zivotima fluorescencije (0 — 500 ps).
Povecanje = 20x%, bar = 100 um. Strelice oznacavaju AgNP.
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45.2. List

Nakon tretmana lisnih diskova sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNOz 24 h,
tkivo je inkubirano u otopinama fluorescentnih proba navedenim u prethodnom poglavlju, a
signali su snimani konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom kroz sve vidljive ravnine duz

Z-0Si.

Signali crvene fluorescencije u tkivu lista prikazani na Slici 43.A potjecu od produkta EOH
nastalog u interakciji O2" s probom DHE. Mjerenjem intenziteta signala zabiljezeno je da su

sva tri tipa tretmana dovela do podjednakog povecanja razine O2™ u odnosu na kontrolu (Slika
43.A).

Na temelju izmjerenog intenziteta signala nastalog nakon inkubacije u otopini probe H2DCF-
DA (Slika 43.B), vidljivo je da se razina H202 povecala nakon svih tretmana u odnosu na

kontrolu (Slika 43.B), pri ¢emu je uc¢inak bio najizrazeniji nakon tretmana s AQNP-CTAB.

Nakon inkubacije lisnog diska u otopini probe MCB (Slika 44.A), prema intenzitetu signala
vidljivo je da su svi tretmani izazvali povecanje razine reduciranog GSH u odnosu na kontrolu,

pri ¢emu je najznacajnije povecanje zabiljeZeno nakon tretmana s AQNO3 (Slika 44.A).

Na slici 44.B prikazani su lisni diskovi inkubirani u otopini probe Pl, a prema intenzitetu
fluorescencije vidljivo je da su svi tretmani izazvali ve¢u smrt stanica u usporedbi s kontrolom,

pri ¢emu je najjaci uc¢inak imao tretman s AQNP-CTAB (Slika 44.B).
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Slika 43 Detekcija unutarstani¢nog A) O2™ (primjenom probe DHE) i B) H,O, (primjenom probe
H:DCF-DA) u kontrolnom listu duhana (kontrola) i listovima tretiranim sa 100 uM AgNP-PVP,
AgNP-CTAB i AgNOs; primjenom konfokalnog laserskog pretraznog mikroskopa. Slike prikazuju
maksimalnu projekciju dobivenu preklapanjem signala svih vidljivih ravnina duz z-osi (z-korak

= 30 nm, povecanje = 20x, bar = 100 um). Negativna kontrola — list inkubiran u ultra-¢istoj vodi, bez
dodatka DHE i H.DCF-DA. Intenziteti signala fluorescencije probe C) DHE i D) H.DCF-DA iskazani
kao srednja gustoca piksela izmjerena iz maksimalne projekcije svih vidljivih ravnina duz z-osi i izraZeni
su kao % od kontrole, gdje kontrola predstavlja 100%. Rezultati su prikaz analize signala iz jedne

bioloske replike.
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Slika 44. Detekcija A) reduciranog GSH (primjenom probe MCB) i B) mrtvih stanica (primjenom probe
PI) u kontrolnom listu duhana (kontrola) i listovima tretiranim sa 100 pM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i
AgNO3 primjenom konfokalnog laserskog pretraznog mikroskopa. Slike prikazuju maksimalnu
projekciju dobivenu preklapanjem signala svih vidljivih ravnina duz z-osi (z-korak = 30 nm, povecanje
= 20x, bar = 100 um). Negativna kontrola — list inkubiran samo u ultra-¢istoj vodi, bez dodatka MCB
ili P1. Intenziteti signala fluorescencije probe C) MCB i D) PI iskazani su kao srednja gustoc¢a piksela
izmjerena iz maksimalne projekcije svih vidljivih ravnina duz z-osi i izraZeni su kao % od kontrole, gdje
kontrola predstavlja 100%. Rezultati su prikaz analize signala iz jedne bioloske replike.
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4.6. Utjecaj AgNP na proces fotosinteze
4.6.1. Fluorescencija klorofila a

Kako bih ispitala utjecaj tretmana s AgNP ili AgNO3 na fotosintetsku ucinkovitost,
izmjerila sam fluorescenciju klorofila a metodom saturacijskog pulsa, a rezultati su prikazani u
Tablici 6. Parametar Fv/Fm, koji opisuje maksimalni kvantni prinos PSII, nije pokazao znacajne
razlike izmedu kontrole i tretmana, niti pri jednoj ispitanoj koncentraciji. Znacajne razlike nisu
zabiljezene niti izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana u vecini parametara, uz nekoliko
iznimaka. Vrijednost Fv/Fm bila je niza nakon tretmana s 25 uM AgNP-PVP u usporedbi s 50
1 100 uM koncentracijama, dok je tretman s 50 uM AgNP-CTAB rezultirao nizim vrijednostima
u odnosu na najve¢u 100 uM koncentraciju. Jedina razlika nakon izlaganja ¢esticama AgNP s
razli¢itim omotacem zabiljeZena je za 50 uM koncentraciju, gdje je vrijednost Fv/Fm bila manja
nakon tretmana s AQNP-CTAB u odnosu na AgNP-PVP.

Smanjenje kvantnog prinosa PSII (®PSII) izazvali su tretmani s AgNP-CTAB, statistic¢ki
znacajno pri 25 i 100 uM koncentraciji. Sukladno tome, vrijednosti @PSII izmjerene nakon
tretmana s AgNP-CTAB bile su znacajno razli¢ite u odnosu na odgovarajué¢e koncentracije
AgNP-PVP i AgNOs. Dodatak cisteina tretmanima s AgNP-CTAB potpuno je umanjio
negativni ucinak 1 rezultirao vrijednostima slicnim kontroli. Izmedu razli¢itih koncentracija

istog tipa tretmana nisu zabiljeZene znacajne razlike u vrijednostima @PSII.

Koeficijent fotokemijskog gasenja (gP), koji je indikator pokretanja fotokemijskih reakcija, nije
pokazao znacajnu promjenu nakon tretmana s AgNP-PVP u odnosu na kontrolu. Tretman s
AgNP-CTAB znacajno je smanjio vrijednosti gP u odnosu na kontrolu i druga dva tipa
tretmana, $to je posebice bilo izrazeno za 25 i 100 uM koncentraciju. Negativni u¢inak
AgNP-CTAB znacajno je ublaZen dodatkom cisteina kod sve tri koncentracije kombiniranog
tretmana. Tretman s AgNO3s doveo je do povecanja vrijednosti gP u odnosu na kontrolu, ali ne

statisticki znac¢ajno.

Sve ispitane koncentracije AgNP-CTAB smanjile su vrijednosti nefotokemijskog gasenja
(NPQ), indikatora gubitka energije iz PSII u obliku topline, u odnosu na kontrolu i druga dva
tipa tretmana, dok je AgNP-PVP uzrokovao smanjenje samo pri najvecoj primijenjenoj
koncentraciji. Tretmani s AgNOz nisu znacajno utjecali na vrijednosti NPQ u odnosu na
kontrolu ni pri jednoj ispitanoj koncentraciji. Svi kombinirani tretmani s cisteinom izazvali su
znacajno povecanje vrijednosti NPQ u odnosu na odgovaraju¢e koncentracije tretmana bez

cisteina.
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Tablica 6. Parametri fluorescencije klorofila a izmjereni u listu nakon tretmana s 25, 50 i 100 pM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili AgNOsi njihovih kombinacija
sa 125, 250 i 500 uM cisteinom izrazeni kao % od kontrole i prikazani kao srednja vrijednost + standardna pogreska iz tri nezavisna pokusa, svaki sa po tri
replike. Fu/Fn— maksimalni kvantni prinos PSII, @PSII — efektivni prinos PSII, qP — fotokemijsko gasenje, NPQ — nefotokemijsko gasenje. Stupci oznaceni
razli¢itim slovima oznacavaju znacajne razlike (p < 0,05, jednosmjerna ANOVA i post-hoc LSD test) izmedu razlic¢itih koncentracija istog tretmana (mala slova)
ili istih koncentracija razli¢itih tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku izmedu tretmana i kontrole dok ljestve (¥) oznacavaju znacajnu
razliku izmedu tretmana sa i bez cisteina pri jednakoj koncentraciji tretmana.

Konc.

Tretman Fv/iFm DPSII qgP NPQ
(M)
Kontrola 0 100 +£0,43 100 + 10,85 100 + 9,57 100 +9,23
25 99,62+ 0,36 ° 93,51+ 10,9948 9232+9564 94,20 +7,13 2B
AgNP-PVP 50 100,62+ 0,202~ 101,45+ 5,758 98,62 4+ 4,85 A8 96,48 + 4,46 2~
100 100,65+0,242@  108,70+8,51* 99,16+6,914 76,68 + 5,1 “PBC
25+ 125 98,98 + 0,61 103,73 + 8,95 110,19 + 8,26 120,06 + 4,83 *#
AgNP-PVP + cys 50 + 250 99,70+ 0,65 100,75+ 7,41 108,65 + 6,13 115,58 + 8,31 *
100 +500 99,76 + 0,52 102,90 + 8,54 101,83 + 7,64 94,81 +6,34*
25 100,46 +0,22% 60,71+ 7,65"¢  65,02+7,79 "®B 63,39+ 7,88 "¢
AgNP-CTAB 50 99,43+ 0,418  7857+12,048 82,95+10,49%*8 69,12+ 8,06 "B
100 100,8+ 0,32 A 57,29+ 840™8 56,25+ 842 PB 5954+ 6,33"C
25+ 125 100,01 +0,3 103,79+ 4,84% 96,82+ 3,67 % 85,81 + 5,02 *
AgNP-CTAB + cys 50 + 250 100,29 + 0,16 97,94+ 3,657 92,18 + 3.37 88,13 + 3,80*
100 +500 100,37 + 1,07 108,12+ 4,60% 98,24+3,62% 66,60 + 4,35
25 99,65+ 0,45 114,94+ 12,74  115,69+10,12* 100,97 + 8,998
AgNOs3 50 100,00+ 0,358 133,33+ 16,55% 122,87 +13,99” 94,19+11474
100 100,17 £ 0,17 128,74+ 8,95* 113,07+ 7,58 A 88,71+ 5,82 A8
25+ 125 100,84 + 0,29 123,90 + 6,91 70,87 +6,72* 119,11 +6,21 "
AgNO:s + cys 50 + 250 100,88 + 0,51 111,64 + 7,43 121,26 + 7,01 125,02 + 6,28 *
100 +500 100,80+ 0,21 125,07 + 7,28 111,67 + 5,58 125,08 +5,29*
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4.6.2. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata

Metodom HPLC izmjereni su sadrzaji fotosintetskih pigmenata u listu duhana nakon
tretmana s AgNP ili AgNOs (Tablica 7.). Rezultati preliminarnih istrazivanja, koja su
provedena sa svim koncentracijama AgNP i AgNOs i njihovim kombinacijama s cisteinom,
pokazala su da dodatak cisteina nije znacajno utjecao na sadrzaj fotosintetskih pigmenata u
odnosu na odgovarajuce tretmane bez cisteina (Prilog 8.). Stoga sam kod ponavljanja pokusa
izostavila kombinirane tretmane s cisteinom, kao sto je prikazano u Tablici 7. Tretmani s AQNP
pokazali su jaci u€inak na sadrzaj ukupnih klorofila u odnosu na AgNOs3. Naime, znacajan pad
koncentracije ukupnih klorofila zabiljezen je nakon izlaganja 50 i 100 uM AgNP-PVP i AgNP-
CTAB u odnosu na kontrolu, dok je isti u¢inak nakon tretmana s AgNOz zabiljeZzen samo pri
najvecoj koncentraciji. Medutim, tretman s AgNOsizazvao je smanjenje omjera klorofilaaib
pri svim ispitanim koncentracijama, dok tretmani s AgNP nisu pokazali znacajne razlike u

odnosu na kontrolu ni pri jednoj ispitanoj koncentraciji.

Tretmani s AgNP imali su jac¢i uéinak na sadrzaj ukupnih karotenoida i pigmenata uklju¢enih u
ksantofilski ciklus (violaksantin, zeaksantin i anteraksantin, VZA), u odnosu na tretmane s
AgNOsa. Pritom su sadrzaji obe skupine pigmenata bili podjednako snizeni nakon tretmana sa
svim koncentracijama oba tipa AgNP u odnosu na kontrolu, uz iznimku tretmana sa 100 uM
AgNP-CTAB koji je pokazao najja¢i ucinak. Zna¢ajno smanjenje koncentracije ukupnih

karotenoida i VZA zabiljezeno je i nakon izlaganja najvecoj (100 uM) koncentraciji AgNOs.

Smanjeni omjer karotenoida 1 klorofila u odnosu na kontrolu, zabiljeZen je nakon tretmana sa

svim koncentracijama AgNP-PVP te 25 uM AgNP-CTAB.

De-epoksidacijsko stanje pigmenata ksantofilskog ciklusa, izracunato prema formuli
(A+Z)/(A+Z+V), pokazalo je povecane vrijednosti za sve tretmane s AgNO3, dok su najvece
koncentracije AgNP-PVP i AgNP-CTAB izazvale smanjenje u odnosu na kontrolu i ostale

tretmane.
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Tablica 7. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata izmjerenih u listu nakon tretmana s 25, 50 i 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili izraZzen kao % od kontrole i
prikazan kao srednja vrijednost + standardna pogreska iz tri nezavisna pokusa, svaki sa po tri replike. Stupci oznaceni razli¢itim slovima oznacavaju znacajne
razlike (p < 0,05, jednosmjerna ANOVA i post-hoc LSD test) izmedu razli¢itih koncentracija istog tretmana (mala slova) ili istih koncentracija razli¢itih
tretmana (velika slova). Zvjezdica (*) oznacava znacajnu razliku razli¢itih tipova tretmana pri istim koncentracijama. VZA — violaksantin, zeaksantin,
anteraksantin, (A+Z)/(A+Z+V) — de-epoksidacijsko stanje pigmenata ksantofilskog ciklusa.

Konc. Ukupni Ukupni . Karotenoidi/ (A+2)/
Tretman @M)  Klorofili karotenoidi  VZA Klorofila/b 1o rofili (A+Z+V)
Kontrola 0 100,00 + 3,10 100,00 + 5,17 100,00 + 3,80 100,00+2,54 100,00+ 2,16 100,00 + 4,78
25 95,86 + 2,398 86,89+523 "8 8745+1,57"C 98,03+0,70” 90,57+3,25™B 9455+ 225%®8
AgNP-PVP 50 90,41+1,43"¢ 80,74+3,15™® 88,38+1,17" 100,96+ 050~ 89,51+4,60"C 102,77 + 2,80 2B
100 91,06 £0,61™48 82,96+289"% 89,17+190"® 9856+0,078% 91,17+2,89"B 89,34+ 1,60 "PB
25 98,22 £2,62%48 88,07+3,60"*8 9209+505>8 9943+0,76” 8958+ 1,25"*8 100,48 + 3,47 248
AgNP-CTAB 50 91,55+2,97 "¢ 9343+4,48%~ 88,78+257"° 9925+0,57~ 103,39+ 1,77°A% 105,58+ 1,62 2B
100 77,82 +£3,68 B  78,68+438 "B 7860+4,09 P8 9785+2148° 101,02+1,27°A 85,04+0,45"PB
AGNO 25 103,54 +2,01** 106,76+ 6,84 ** 109,23+ 3,452~ 9282+0,64 "B 102,94+4,71” 109,50+ 3,15 ™A
gRSs 50 104,77+ 1,42 101,60+1,76** 96,89+ 1,392 90,69+0,58 "8 97,02+1,928¢ 116,40+ 1,28 "B
100 86,15+ 7,58 “>® 8597+ 10,0 "8 83,37+7,93 P8 9450+035"C 99,27+ 3564 109,97 £2,15 ™A
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4.6.3. Promjene u ultrastrukturi kloroplasta

Analizom ultratankih prereza lista TEM-om zabiljeZene su promjene ultrastrukture
kloroplasta u svim tretiranim biljkama. Tanji 1 izduzeni Kkloroplasti s povecanim
plastoglobulima zabiljezeni su u listovima biljaka tretiranih s oba tipa AgNP (Slike 45.B,D,F)
u usporedbi s kontrolom (Slika 45.A) i kombiniranim tretmanima s cisteinom (Slike 45.C,E,G).
Kloroplast iz lista biljke tretirane s AgNP-CTAB imao je dobro razvijen tilakoidni sustav (Slika
45.C), dok je u kloroplastu lista nakon izlganja cesticama AgNP-PVP zabiljezen poremecaj u
strukturi tilakoida, koji su naizgled bili gusto zbijeni (Slika 45.B). Tretman s AgQNOs uzrokovao
je najmanje promjene ultrastrukture kloroplasta, gdje je zapazen dobro razvijen tilakoidni

sustav i nesto manji plastoglobuli u usporedbi s tretmanom s AgNP (Slika 45.D).
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Slika 45. Ultrastruktura kloroplasta iz lista A) kontrolnih biljaka duhana te biljaka tretiranih s B) 100
uM AgNP-PVP C) 100 uM AgNP-PVP + 500 uM cistein D) 100 uM AgNP-CTAB, E) 100 uM AgNP-
CTAB + 500 uM cistein, F) 100 uM AgNOs, G) 100 uM AgNOs + 500 uM cistein, (bar = 1 um).
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4.7. Utjecaj AgNP na promjene u proteomu

Kako bih ispitala promjene u ekspresiji proteina korijena i lista, nakon tretmana duhana
sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOzte njihovih kombinacija sa 500 uM cisteinom
razdvojila sam ukupne topive proteine tehnikom 2D-E. Proteinske mrlje, ¢iji je intenzitet u
tretmanima bio za 1,5x ve¢i ili manji u odnosu na kontrolu, analizirala sam spektrometrijom

masa te identificirala i kategorizirala primjenom racunalnih programa i baza podataka.
4.7.1. Promjene u proteomu korijena

U korijenu je detektirano ukupno 60 proteinskih mrlja ¢ija se ekspresija razlikovala u
tretiranim u odnosu na kontrolne biljke, a nakon njihove analize spektrometrijom masa i
racunalne obrade podataka, identificirani su proteini iz ukupno 34 proteinske mrlje, od kojih je
vecéina pokazala smanjenu ekspresiju u tretmanima u odnosu na kontrolu. Nakon tretmana s
AgNP-PVP, pronadena su ukupno 23 diferencijalno eksprimirana proteina od kojih je 20 imalo
smanjenu ekspresiju, a samo tri povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Dodatkom cisteina
tretmanu s AgNP-PVP, ukupan broj proteina razli¢ito eksprimiranih u odnosu na kontrolu
smanjio se na 21, od kojih je 13 pokazalo smanjenu, a 8 povecanu ekspresiju u odnosu na
kontrolu (Slike 46.A,B,C). Najveci broj proteina s promijenjenom ekspresijom u odnosu na
kontrolu zabiljezen je nakon tretmana s AgNP-CTAB. Od ukupno 30 detektiranih proteina, 28
je imalo smanjenu, a samo dva pojacanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. U kombiniranom
tretmanu CTAB s cisteinom, broj diferencijalno eksprimiranih proteina smanjio se na 20, od
kojih je 10 imalo smanjenu ekspresiju, dok se broj proteina s pove¢anom ekspresijom povecao
s dva na 10 (Slike 47.A,B,C). Nakon tretmana s AgNOs, u korijenu je detektiran ukupno 21
protein Cija se ekspresija razlikovala u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je 19 proteina bilo
smanjeno eksprimirano, a dva pojacano u odnosu na kontrolu. Dodatak cisteina u
kombiniranom tretmanu doveo je do smanjenja ukupnog broja razli¢ito eksprimiranih proteina
na 15, od kojih je 11 imalo smanjenu, a Cetiri povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slike

48.A,B,C).
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Slika 46. Ukupni topivi proteini A) kontrolnog korijena te korijena nakon tretmana sa B) 100 uM
AgNP-PVP ili C) 100 uM AgNP-PVP s 500 uM cisteinom, razdvojeni 2D elektroforezom. IEF 3-10-
gradijent pH u kojem su proteini razdvojeni prema njihovoj izoelektri¢noj tocki u 1. dimenziji; SDS-
PAGE - razdvajanje proteina 12% SDS-PAG elektroforezom prema njihovoj molekulskoj masi u 2.
dimenziji. Proteini ¢ija se ekspresija razlikuje od kontrole za 1,5x oznaceni su brojevima 1-34. Proteini
¢ija je ekspresija povecana u odnosu na kontrolu oznaceni su punim (©), a oni sa smanjenom
ekspresijom isprekidanim kruznicama (:z). M — biljezi molekulskih masa (kDa).
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Slika 47. Ukupni topivi proteini A) kontrolnog korijena te korijena nakon tretmana sa B) 100 uM AgNP-
CTAB ili C) 100 uM AgNP-CTAB s 500 uM cisteinom, razdvojeni 2D elektroforezom. IEF 3-10 —
gradijent pH u kojem su proteini razdvojeni prema njihovoj izoelektri¢noj tocki u 1. dimenziji; SDS-
PAGE - razdvajanje proteina 12% SDS-PAG elektroforezom prema njihovoj molekulskoj masi u
2.dimenziji. Proteini ¢ija se ekspresija razlikuje od kontrole za 1,5x oznaceni su brojevima 1-34. Proteini
¢ija je ekspresija povecana u odnosu na kontrolu oznaceni su punim (©), a oni sa smanjenom
ekspresijom isprekidanim kruznicama (::). M — biljezi molekulskih masa (kDa).
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Slika 48. Ukupni topivi proteini A) kontrolnog korijena te korijena nakon tretmana sa B) 100 uM
AgNO:sili C) 100 uM AgNOszs 500 uM cisteinom, razdvojeni 2D elektroforezom. IEF 3-10 — gradijent
pH u kojem su proteini razdvojeni prema njihovoj izoelektri¢noj tocki u 1. dimenziji; SDS-PAGE —
razdvajanje proteina 12% SDS-PAG elektroforezom prema njihovoj molekulskoj masi u 2.dimenziji.
Proteini ¢ija se ekspresija razlikuje od kontrole za 1,5% oznaeni su brojevima 1-34. Proteini Cija je
ekspresija povec¢ana u odnosu na kontrolu oznaceni su punim (0), a oni sa smanjenom ekspresijom
isprekidanim kruznicama (::). M — biljezi molekulskih masa (kDa).
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4.7.2. ldentifikacija i kategorizacija diferencijalno eksprimiranih proteina u korijenu

Od ukupno 34 diferencijalno eksprimirana proteina pronadena u korijenu, samo 13 ih je
pokazalo isti odgovor kod sva tri tipa tretmana. Od ukupnog broja, 6 proteina pokazalo je
razli¢itu ekspresiju izmedu tretmana s AgNP-PVP i AgNP-CTAB, dok je samo tri pokazalo
razli¢itu ekspresiju izmedu tretmana s oba tipa AgNP i tretmana s AgNO3. Dodatak cisteina
izjednaCio je razinu ekspresije s onom zabiljezenom u kontroli za 7 proteina nakon
kombiniranog tretmana AgNP-PVP s cisteinom, 15 proteina nakon kombiniranog tretmana
AgNP-CTAB s cisteinom i 10 proteina nakon kombiniranog tretmana AgNO3 s cisteinom.
Zanimljivo je da su neki proteini nakon kombiniranih tretmana s cisteinom pokazali promjene
u ekspresiji u odnosu na kontrolu, koje nisu zabiljezene nakon odgovarajuéih tretmana bez
cisteina. Primjerice, jedan protein pokazao je smanjenu, a tri povecanu ekspresiju nakon
kombiniranih tretmana AgNP-PVP te AgNOgz s cisteinom, dok su tri proteina pokazala
povecanu ekspresiju nakon kombiniranog tretmana AgNP-CTAB s cisteinom u odnosu na

kontrolu i odgovarajuée tretmane bez cisteina (Tablica 8.).

Pretragom baze podataka UniProt, detektirane proteine sam kategorizirala s obzirom na
bioloske procese u kojima sudjeluju, te pronasla podatke 0 njihovoj izoelektri¢noj tocki,

molekulskoj masi, lokalizaciji i molekularnoj funkciji, a rezultati su prikazani u Tablici 8.
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Tablica 8. Lokalizacija, bioloska i molekularna funkcija diferencijalno eksprimiranih proteina u korijenu nakon tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB
i AgNOs i njihove kombinacije sa 500 uM cisteinom. Za sve tretmane bez (-cys) i s cisteinom (+cys) strelica prema gore (1) oznacava pojacanu, strelica prema
dolje (|) smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u usporedbi s kontrolom. pl — izoelektri¢na tocka, M — molekulska masa.

Oznaka Bioloski Molekularna
pr?T:erll?gke Ime proteina pl M (kDa) Lokalizacija proces funkcija Diferencijalna ekspresija
AgNP-PVP  AgNP-CTAB AgNOs;
(-cys / +cys)
Obrana i odgovor na stres
26 Osmotin 8,13 26,7 Vakuola ~ ©dgovorna - Protein koji sudielujeu - 11 =/=
stress patogenezi
24, 25, 33 Protein slican osmotinu 6,49 21,7 Nesvrstan Obrana biljke Protein koji SUdJ.EIUJe u A A A
patogenezi
Glukan endo-1,3-beta- Protein koji sudjeluje u
18 glukozidaza izoforma 6,66 40,4 Vakuola Obrana biljke patogenezi; /= /= =/]
GLB Glikozidaza/ hidrolaza
Etilen-osjetljivi Odgovor na Transkripcijski faktor, o
3 transkripcijski faktor 3 7,70 24,1 Jezgra stres vezanje na DNA == L L
Odgovor na
Glutation S-transferaza . stres, _ _
29 PARB 5,54 23,9 Citoplazma metabolicki Transferaza ] T/ = T/ =
put glutationa
Prijenos signala
Vezanje ATP-a,
Mitogen-aktivirana protein Citoplazma, Medustani¢ni protein serin _
23 kinaza homolog NTF4 5,58 451 jezgra prijenos signala treonin kinazna L LA L=

aktivnost
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Prijenos signala

9 14-3-3-like protein A 4,69 28,7 Citoplazma lokalizacija proteina / 171 171 171
Transport elektrona i dobivanje energije
Aktivaza ribuloza bisfosfat Stroma Aktivacija S
10 karboksilaze/oksigenaze 2 8,14 48,3 kloroplasta RuBisCo-a Hidroliza ATP-a L L LA
Integralna
komponenta Stanicno disanie Alternativna
4 Ubikinol oksidaza 2 6,67 33,8 unutarnje trans grteléktrgm,a oksidaza, vezanje /1 /= 1/}
membrane P iona metala
mitohondrija
NAD(P)H-kinon Tilakoidna
14 oksidoreduktaza 5,39 40,6 membrana Fotosinteza Translokaza /= /= /=
podjedinica 1 kloroplasta
Procesi transkripcije i translacije
Vezanje na DNA,
. S . transkripcijski
Homeotski protein cvjetanja Regulacija A o
21 GLOBOSA 8,94 24,7 Jezgra transkripcije faktor specifi¢an L1 A =/=
za RNA
polimerazu Il
Elongacijski faktor . Translacija- GTP-azna _ _
6 1- alfa 9,20 49,3 Citoplazma elongacija aktivnost =/ L= L
. . . . Strukturna
50S ribosomalni protein Ribosom, .. _ _
16 L27 10,35 19,7 Kloroplast Translacija kqmponenta ) /= /=
ribosoma
Ribonukleozid-disfosfat . - Oksidoreduktazna _ _
7 reduktaza, mali lanac 4,91 37,61 Citoplazma Replikacija DNA aktivnost =/] /= /1
27 DNA-usmjerena RNA 9,17 1114 Kloroplast Transkripcija Transferaza =/= A /=

polimeraza 3A
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Transport tvari

Protein TIC 214/ Unutarnja
20 pretpostavljeni membranski 9,74 226,1 membrana Transport proteina / 171 /1 /=
protein Ycfl kloroplasta
1 Two pore calc_:lum channel 5,15 84.9 Membrana Transport iona, Ions_kl_kanall,2+ —/= L= — /=
protein 1A transport kalcija vezanje iona Ca
Metabolizam ugljikohidrata
Glukan endo-1,3-beta Izvanstani¢ni I\/!_etab(_)lizam Hidrolaza
22 - Iukozida’za 580 39,3 rostor ugljikohidrata, Iikozidazé L L LA
g P odgovor na stres g
15 Izoutra‘z—lilj'ea\h[l)cliar)ogenaza 6,06 46,7 Citoplazma Krebsov ciklus Oksidoreduktaza /1 /= /=
8 Gliceraldehid-3-fosfat 6,14 35,5 Citoplazma Glikoliza Oksidoreduktaza /= /= =/=
dehidrogenaza
2,3-bisfosfoglicerat-
31 neovisna fosfoglicerat 5,98 61,1 Citoplazma Glikoliza Izomeraza =/= =/1 =/1
mutaza
Mitohondrij,
citosol, Transferaza
34 Heksokinaza-1 6,17 53,7 vanjska Glikoliza . ' =/1 /= 171
kinaza
membrana
kloroplasta
Metabolizam masnih kiselina
. Stani¢na Katabolizam Hidrolaza, vezanje
17 Fosfolipaza D alfa 1 5,38 919 membrana fosfolipida, iona Ca®* ) /= =/=
Acetil-koenzim A Stroma Biosinteza masnih
32 karboksilaza karboksil 5,39 56,5 kiselina, biosinteza _ _ _
kloroplasta .. Transferaza T/ = T/ = T/ =
transferaza lipida
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Metabolizam aminokiselina

Fosfo-2-dehidro-3- Biosinteza _ _
28 deoksiheptonat aldolaza 1 8,70 59.9 Kloroplast aminokiselina Transferaza L/= L= L
Regulacija stani¢nog ciklusa
. . Tilakoidna e .
ATP-ovisna cink Stani¢ni ciklus, dioba . L _

5 metaloproteaza FTSH 5,76 77,1 membrana stanica, proteoliza Hidrolaza, proteaza =/= /= /]

kloroplasta

Proteoliza
26S proteasom ne-ATPazna Ub'k‘"“”.'?}’ Isha Regulacija enzimske
13 regulatorna podjedinica 3 8,92 55,6 Jezgra pmteomlc.ka aktivnosti /= /= =/=
’ ’ razgradnja
e Proteinaza,
11 Proteasom b_e ta podjedinica 5,18 25,2 Citoplazma, proteasomalna . _ _ L
tip-6 ) ; ! Endopeptidaza =/1 =/1 =/=
jezgra razgradnja proteina
Ostalo
12 L-askorbat oksidaza homolog 8,99 62,0 [zvanstanicni Isklijavanje Ok5|d(_)re_duktaza+/ /= /= /=
prostor vezanje iona Cu

Nitrat reduktaza Lo Oksidoreduktaza/ o
2 (NADH) 1 6,48 101,9 Nesvrstan Asimilacija nitrata nitrat reduktaza 171 1/} =/=

Kisik-ovisna Citoplazma
30 koproporfirinogen-111 7,64 449 P ’ Biosinteza klorofila Oksidoreduktaza T/ 171 /=

. kloroplast

oksidaza

33 kDa protein stani¢ne Stani¢na o
19 stijenke 1,2 4,37 stijenka Strukturna / /1 171 =/=




Nakon tretmana s AQNP-PVP, najvise diferencijalno eksprimiranih proteina (17%) bilo je iz
skupine Ostalo te Obrana biljke i odgovor na stres, od kojih su tri proteina ukljucena u
patogenezu pokazala smanjenu ekspresiju, dok je protein uklju¢en u metabolic¢ki put GSH bio
pojacano eksprimiran (Slika 49.B). Dodatkom cisteina, dva proteina ukljucena u patogenezu
ostala su smanjeno eksprimirana, dok je protein uklju¢en u metabolizam GSH pokazao
pojacanu ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slike 49.A,B). Po jedan protein ukljucen u
isklijavanje i asimilaciju nitrata, te strukturni protein stani¢ne stijenke (skupina Ostalo),
pokazao je smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNP-PVP, a dodatak cisteina povecao je
ekspresiju proteina ukljucenog u isklijavanje na razinu sli¢nu kontroli, a proteina stani¢ne
stijenke na razine vece od kontrole. Protein uklju¢en u biosintezu klorofila pokazao je poja¢anu
ekspresiju nakon tretmana s AgNP-PVP i njegove kombinacije s cisteinom (Slika 49.B).
Sljede¢i po zastupljenosti bili su proteini ukljuceni u Metabolizam ugljikohidrata i proteini
ukljuceni u Transport elektrona i dobivanje energije (13%, Slika 49.A). Tri proteina ukljucena
u procese glikolize i Krebsovog ciklusa imala su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNP-
PVP, dok je nakon dodatka cisteina jedan protein ostao smanjeno eksprimiran, a dva su proteina
pokazala poveéanu ekspresiju (Slika 49.B). Cetiri proteina ukljudena u Transport elektrona i
dobivanje energije bila su smanjeno eksprimirana nakon tretmana s AgNP-PVP, dok je u
tretmanu s cisteinom samo jedan pokazao smanjenu ekspresiju, a dva su bila ja¢e eksprimirana
u odnosu na kontrolu (Slika 49.B). Nakon tretmana s AQNP-PVP, podjednako zastupljeni (9%)
bili su proteini iz skupina Prijenos signala, Procesi transkripcije i translacije te proteini
ukljuceni u Metabolizam masnih kiselina (Slika 49.A). Dva proteina ukljucena u Prijenos
signala imala su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNP-PVP i njegove kombinacije s
cisteinom (Slika 49.B). Po jedan protein ukljuc¢en u regulaciju transkripcije i proces translacije
bili su smanjeno eksprimirani u tretmanu s AgNP-PVP, ali su oba bila poja¢ano eksprimirani
nakon dodatka cisteina (Slika 49.B). Protein ukljucen u katabolizam lipida pokazao je smanjenu
ekspresiju u tretmanu s AgQNP-PVP i njegovoj kombinaciji s cisteinom, dok je protein ukljuc¢en
u biosintezu lipida bio pojacano eksprimiran u tretmanu, ali ne i u kombiniranom tretmanu s
cisteinom (Slika 49.B). Najmanje zastupljeni (4%) bili su proteini iz kategorija Transport
tvari, Metabolizam aminokiselina te Proteoliza (Slika 49.A). Protein uklju¢en u Transport
proteina pokazao je smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AGQNP-PVP i njegove kombinacije s
cisteinom. Protein ukljucen u biosintezu aminokiselina bio je smanjeno ekprimiran u tretmanu
s AgNP, sto je poniSteno dodatkom cisteina. Protein uklju¢en u Proteolizu nije pokazao
promjenu u ekspresiji u tretmanu s AgNP-PVP, ali je pokazao povecanu ekspresiju nakon

kombiniranog tretmana AgNP-PVP s cisteinom (Slika 49.B).
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Slika 49. A) zastupljenost funkcionalnih skupina diferencijalno eksprimiranih proteina u korijenu nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-PVP u odnosu na kontrolu. B) broj proteina iz pojedine funkcionalne skupine
Cija je ekspresija pojaCana (pozitivna os ordinate) ili smanjena (negativna os ordinate) nakon tretmana
sa 100 uM AgNP-PVP te njegovom kombinacijom sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na kontrolu.
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Nakon tretmana s AQNP-CTAB, najveci udio diferencijalno eksprimiranih proteina (17%) bio
je iz kategorija Obrana i odgovor na stres i Procesi transkripcije i translacije (Slika 50.A). Tri
proteina uklju¢ena u Obranu biljke i odgovor na stres pokazala su smanjenu, a dva pojacanu
ekspresiju u tretmanu u odnosu na kontrolu (Slika 50.B). Dodatak cisteina uzrokovao je
smanjenje ekspresije kod dva proteina, te pojacanje ekspresije dva proteina (Slika 50.B). Pet
proteina ukljuéenih u procese replikacije DNA, transkripcije i translacije bila su smanjeno
eksprimirana nakon tretmana s AQNP-CTAB, dok je dodatak cisteina doveo do izjednacavanja
razine ekspresije s kontrolom za tri proteina, ali smanjenja ekspresije jednog i povecanja
ekspresije jednog proteina u odnosu na kontrolu (Slika 50.B). Sljedeéi po zastupljenosti, sa
udjelom od 13% bili su proteini iz kategorije Metabolizam ugljikohidrata, te proteini uklju¢eni
u Transport elektrona i dobivanje energije (10%) (Slika 50.A). Cetiri proteina iz glikolize i
Krebsovog ciklusa pokazala su smanjenu ekspresiju u tretmanu, a dodatak cisteina doveo je do
izjednacavanja razine ekspresije s kontrolom za tri proteina, dok je jedan protein pokazao
pojacanu ekspresiju u kombiniranom tretmanu AgNP-CTAB s cisteinom (Slika 50.B). Po jedan
protein ukljuen u procese isklijavanja, asimilaciju nitrata i biosintezu klorofila, te protein
stani¢ne stijenke (skupina Ostalo), pokazali su smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu, Sto
nije uoc¢eno u kombiniranom tretmanu s cisteinom za jedan protein, dok je protein ukljucen u
biosintezu klorofila pokazao ¢ak povecanu ekspresiju (Slika 50.B). Tri proteina ukljuena u
transport elektrona i dobivanje energije pokazala su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s
AgNP-CTAB, dok se dodatkom cisteina ekspresija dva proteina izjednacila s onom u kontroli
(Slika 50.B). Proteini iz kategorija Prijenos signala, Transport tvari te Metabolizam masnih
kiselina bili su podjednako zastupljeni, sa udjelom od 7% (Slika 50.A). Dva proteina uklju¢ena
u prijenos signala pokazala su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AQNP-CTAB i njegove
kombinacije s cisteinom. Dva proteina uklju¢ena u transport tvari bila su smanjeno
eksprimirana u tretmanu, ali jedan od njih imao je pojacanu ekspresiju u kombiniranom
tretmanu s cisteinom. Protein ukljucen u katabolizam lipida imao je smanjenu, a protein
ukljucen u biosintezu povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolu, $to je nije uoceno nakon
kombiniranog tretmana s cisteinom (Slika 50.B). Najmanje zastupljeni (3%) bili su proteini
ukljuceni u skupine Regulacija stani¢nog ciklusa, Proteoliza i Metabolizam aminokiselina, koji
su svi pokazali smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu, a razina ekspresije sva tri proteina

izjednacena je s kontrolom dodatkom cisteina (Slika 50.B).
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Slika 50. A) zastupljenost funkcionalnih skupina diferencijalno eksprimiranih proteina u korijenu nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu. B) broj proteina iz pojedine funkcionalne
skupine cija je ekspresija pojacana (pozitivna os ordinate) ili smanjena (negativna os ordinate) nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB te njegovom kombinacijom sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na
kontrolu.
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Najzastupljenija kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina nakon tretmana s AgNOs3 bili
su proteini ukljudeni u Procese transkripcije i translacije (19%) (Slika 51.A). Cetiri proteina
pokazala su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AGNOs u odnosu na kontrolu, dok je dodatak
cisteina kod dva proteina doveo do izjednacavanja ekspresije na razine slicne kontroli (Slika
51.B). Nakon tretmana s AgNOs, tri su kategorije proteina bile podjednako zastupljene, s
udjelom od 14% nakon tretmana s AgNOs, a to su: Obrana i odgovor na stres, Transport
elektrona i dobivanje energije te Metabolizam ugljikohidrata (Slika 51.A). Dva proteina
ukljucena u odgovor na stres imala su smanjenu, a jedan pojacanu ekspresiju u odnosu na
kontrolu, no zanimljivo je da se broj smanjeno eksprimiranih proteina povecao na tri u
kombiniranom tretmanu AgNOsss cisteinom (Slika 51.B). Tri proteina iz kategorije Transport
elektrona i dobivanje energija imala su smanjenu ekspresiju, koja se samo kod jednog
izjednacila s kontrolom nakon dodatka cisteina (Slika 51.B). Nadalje, tri proteina ukljucena u
Metabolizam ugljikohidrata pokazala su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNOs.
Dodatak cisteina doveo je do izjednacavanja ekspresije s kontrolom kod jednog od navedenih
proteina, dok je jedan protein kojem je ekspresija u tretmanu bila jednaka kontroli, u
kombiniranom tretmanu s cisteinom pokazao poveéanu ekspresiju (Slika 51.B). Dva proteina
ukljucena u procese isklijavanja 1 biosinteze klorofila (10%), te dva proteina uklju¢ena u
prijenos signala pokazali su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNO3, §to nije uoceno
nakon kombiniranog tretmana s cisteinom (Slike 51.A,B). Najmanje zastupljeni (5%) bili su
proteini iz kategorija Transport tvari, Metabolizam aminokiselina, Metabolizam masnih
kiselina te Regulacija stani¢nog ciklusa (Slika 51.A). Protein ukljucen u transport tvari pokazao
je smanjenu ekspresiju u tretmanu, a ekspresija mu je izjednacena s kontrolom nakon dodatka
cisteina (Slika 51.B). Jedan protein ukljuéen u biosintezu aminokiselina i jedan protein uklju¢en
u regulaciju diobe stanica imali su smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu nakon tretmana s
AgNO:s i njegovom kombinacijom s cisteinom (Slika 51.B). Protein ukljucen u biosintezu lipida
imao je povecanu ekspresiju nakon tretmana s AgNOs, ali je dodatkom cisteina ekspresija

smanjena na razinu kontrole (Slika 51.B).
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Slika 51. A) zastupljenost funkcionalnih skupina diferencijalno eksprimiranih proteina u korijenu nakon
tretmana sa 100 uM AgNOs u odnosu na kontrolu. B) broj proteina iz pojedine funkcionalne skupine
Cija je ekspresija pojacana (pozitivna 0s ordinate) ili smanjena (negativna os ordinate) nakon tretmana
sa 100 uM AgNOste njegovom kombinacijom sa 500 uM cisteinom (Cys) u odnosu na kontrolu.
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4.7.3. Promjene u proteomu lista

U listu duhana pronadeno je ukupno 48 proteinskih mrlja ¢ija se ekspresija razlikovala
izmedu tretmana i kontrole, a nakon njihove analize spektrometrijom masa identificirano je
ukupno 20 proteina, od kojih je vec¢ina pokazala smanjenu ekspresiju u tretmanima u odnosu
na kontrolu. Nakon tretmana s AgNP-PVP, pronadeno je ukupno 13 diferencijalno
eksprimiranih proteina koji su svi imali smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Dodatkom
cisteina tretmanu s AgNP-PVP, ukupan broj proteina s promijenjenom ekspresijom u odnosu
na kontrolu smanjio se na pet, od kojih je samo jedan imao smanjenu ekspresiju, a ¢etiri proteina
imala su povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slike 52.A,B,C). Tretman s AgNP-CTAB
uzrokovao je promjenu ekspresije ukupno 11 proteina u odnosu na kontrolu, od kojih je 7 imalo
smanjenu, a cetiri pojacanu ekspresiju. Nakon kombiniranog tretmana AgNP-CTAB s
cisteinom, broj diferencijalno eksprimiranih proteina smanjio se na 7, od kojih je 6 imalo
smanjenu ekspresiju, dok se broj proteina s povecanom ekspresijom smanjio na jedan (Slike
53.A,B,C). Najveci broj proteina s promijenjenom ekspresijom u odnosu na kontrolu zabiljezen
je nakon tretmana s AgNO3, njih ukupno 19, pri ¢emu je 17 pokazalo smanjenu, a samo dva
pojacanu ekspresiju. Dodatak cisteina u kombiniranom tretmanu s AgNO3z, doveo je do
smanjenja ukupnog broja diferencijalno eksprimiranih proteina na 17, od kojih je 16 imalo

smanjenu, a samo jedan povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slike 54.A,B,C).
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Slika 52. Ukupni topivi proteini A) kontrolnog lista te lista nakon tretmana s B) 100 uM AgNP-PVP ili
100 uM AgNP-PVP s 500 uM cisteinom, razdvojeni 2D elektroforezom. IEF 3-10 — gradijent pH u
kojem su proteini razdvojeni prema njihovoj izoelektricnoj tocki u 1. dimenziji; SDS-PAGE —
razdvajanje proteina SDS-PAG elektroforezom prema njihovoj molekulskoj masi u 2.dimenziji.
Proteini ¢ija se ekspresija razlikuje od kontrole za 1,5% oznaceni su brojevima 1-20. Proteini ¢ija je
ekspresija pove¢ana u odnosu na kontrolu oznaceni su punim (o), a oni sa smanjenom ekspresijom
isprekidanim kruznicama(::). M — biljezi molekulskih masa (kDa).
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Slika 53. Ukupni topivi proteini A) kontrolnog lista te lista nakon tretmana s B) 100 uM AgNP-CTAB
ili C) 100 uM AgNP-CTAB s 500 uM cisteinom, razdvojeni 2D elektroforezom. IEF 3-10 — gradijent
pH u kojem su proteini razdvojeni prema njihovoj izoelektri¢noj to¢ki u 1. dimenziji; SDS-PAGE —
razdvajanje proteina SDS-PAG elektroforezom prema njihovoj molekulskoj masi u 2.dimenziji.
Proteini ¢ija se ekspresija razlikuje od kontrole za 1,5% oznaceni su brojevima 1-20. Proteini ¢ija je
ekspresija pove¢ana u odnosu na kontrolu oznaceni su punim (o), a oni sa smanjenom ekspresijom
isprekidanim kruznicama(::). M — biljezi molekulskih masa (kDa).
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Slika 54. Ukupni topivi proteini A) kontrolnog lista te lista nakon tretmana s B) 100 uM AgNOQsiili
C) 100 uM AgNOs s 500 uM cisteinom, razdvojeni 2D elektroforezom. IEF 3-10 — gradijent pH u kojem
su proteini razdvojeni prema njihovoj izoelektri¢noj to¢ki u 1. dimenziji; SDS-PAGE - razdvajanje
proteina SDS-PAG elektroforezom prema njihovoj molekulskoj masi u 2.dimenziji. Proteini ¢ija se
ekspresija razlikuje od kontrole za 1,5 oznaceni su brojevima 1-20. Proteini ¢ija je ekspresija povecana
u odnosu na kontrolu oznaceni su punim (o), a oni sa smanjenom ekspresijom isprekidanim kruznicama
(«¥). M —biljezi molekulskih masa (kDa).
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4.7.4. ldentifikacija i kategorizacija diferencijalno eksprimiranih proteina u listu

Od ukupno 20 diferencijalno eksprimiranih proteina u listu, samo pet ih je pokazalo isti
odgovor nakon sva tri tipa tretmana. Od ukupnog broja, ¢ak 12 proteina pokazalo je razliitu
ekspresiju izmedu tretmana AgNP-PVP i AgNP-CTAB, dok su samo dva proteina imala
razli¢itu ekspresiju izmedu tretmana s oba tipa AgNP i tretmana s AgNO3. Dodatak cisteina
izjednaCio je razinu ekspresije s onom =zabiljezenom u kontroli za 11 proteina nakon
kombiniranog tretmana AgNP-PVP i cisteina, 8 proteina nakon kombiniranog tretmana AgNP-
CTAB i cisteina, te samo jednog proteina nakon kombiniranog tretmana AgNOgi cisteina. Po
jedan protein pokazao je smanjenu ekspresiju nakon kombiniranih tretmana AgNP-PVP i

AgNP-CTAB s cisteinom u odnosu na kontrolu i odgovarajuce tretmane bez cisteina (Tablica
9).

Nakon tretmana s AgQNP-PVP, proteini ¢ija je ekspresija bila promijenjena u odnosu na kontrolu
u najvecem su udjelu bili proteini ukljuceni u Proces fotosinteze (23%) (Slika 55.A). Po jedan
protein ukljuéen u PSI, aktivaciju enzima ribuloza-1,5-bisfosfat karboksilaza/oksigenaza (eng.
Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase, RuBisCo) te biosintezu klorofila pokazali
su smanjenu ekspresiju u tretmanu u odnosu na kontrolu. Ekspresija tri navedena proteina bila
je izjednacena s kontrolom nakon dodatka cisteina, dok je aktivator proteina RuBisCo ¢ak
pokazao pojacanu ekspresiju u kombiniranom tretmanu AgNP-PVP s cisteinom u odnosu na
kontrolu (Slika 55.B). Sljede¢i su po zastupljenosti (15%) bili proteini ukljuceni u Procese
transkripcije 1 translacije (Slika 55.A). Dva su proteina ukljuena u proces translacije imala
smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AQNP-PVP u odnosu na kontrolu, dok je dodatak cisteina
kod jednog od navedenih proteina uzrokovao povecanje ekspresije na razine jednake kontroli,
a kod drugog je uzrokovao povecanje ekspresije na razine vece od kontrole (Slika 55.B).
Preostalih 8 funkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranih proteina imale su jednaku
zastupljenost (8%) nakon tretmana s AgNP-PVP. Smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu
zabiljeZena je za po jedan protein ukljucen u procese: Obrane i odgovora na stres, Prijenos
signala, Transport elektrona i dobivanje energije, Transport tvari, Metabolizma aminokiselina,
Regulacije stani¢nog ciklusa te biosintezu stani¢ne stijenke (kategorija Ostalo), dok je u
kombiniranom tretmanu AgNP-PVP s cisteinom razina ekspresije navedenih proteina bila
slicna kontroli (Slika 55.B). Protein uklju¢en u metabolizam ugljikohidrata pokazao je
smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNP-PVP i njegovom kombinacijom s cisteinom (Slika
55.B).
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Tablica 9. Lokalizacija, bioloska i molekularna funkcija diferencijalno eksprimiranih proteina u listu nakon tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i
AgNOs te njihove kombinacije sa 500 uM cisteinom. Za sve tretmane bez (-cys) i s cisteinom (+cys) strelica prema gore (1) oznacava pojacanu, strelica prema
dolje (|) smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u odnosu na kontrolu. pl — izoelektri¢na tocka, M — molekulska masa.

Oznaka Molekularna
proteinske Ime proteina pl M (kDa) Lokalizacija Bioloski proces funkcija Diferencijalna ekspresija
mrlje
AgNP-PVP AgNP-CTAB AgNOs;
(-cys / +cys)
Obrana i odgovor na stres
Izvanstani¢ni .
. . Odgovor na Peroksidaza, =/= _
11 Peroksidaza N1 7,59 35,7 prostor, stani¢na oksidacijski stres  oksidoreduktaza 171 /=
stijenka
Citoplazma,
peroksisom, Odgovor na Peroksidaza _ /= /=
14 Katalaza izoenzim 1 6,6 56,8 glioksisom, oksidacijski stres, ; ’ T T 171
i - A oksidoreduktaza
stani¢na cijepanje H.O;
membrana
Fotosinteza
. Tilakoidna . _ — /=
20 Oxygen-evolw_ng 5,87 35,3 membrana Fotosinteza, Dobivanje kisika == =/= L
enhancer protein 1 fotosustav 11
klorplasta
Aktivaza ribuloza Stroma
13 bisfosfat karboksilaze/ 8,43 48,8 Fotosinteza Hidroliza ATP-a /1 /= I
. kloroplasta
oksigenaze
Protein Ycf3 Tilakoidna Eiae:t(;l\J/?I::'ez :
16 : 5,39 19,6 membrana Fotosinteza jan /= A 171
fotosistema | kompleksa
klorplasta

fotosistema |
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Vezanje ATP-a,

Magnezij-kelataza Biosinteza aktivnost _ g
19 podjedinica ChID 580 830 Kloroplast klorofila magnezij- L= =1= L
kelataze
Prijenos signala
10 14-3-3-like protein C 4,78 29,4 Citoplazma Prijenos signala / /= /= 171
Transport elektrona i dobivanje energije
. . Tilakoidna .
7 ATP sintaza epsilon 5,18 14,6 membrana Sinteza ATP-2, /o anje ATP-a V= =/= U]
lanac transport iona
Kloroplasta
. Tilakoidna .
12 ATP sintaza beta 5,01 53,6 membrana Sinteza ATP-2, 1) qlokaza =/= e U]
podjedinica transport iona
kloroplasta
Procesi transkripcije i translacije
e Mitohondrij, Translacija, Vezanje GTP-a, L _
6 Elongacijski faktor Tu 6,34 51.9 kloroplast sinteza proteina GTP-aza == 1/= T/
. . . Strukturna
Proj[elr? pL36p velike 11,91 4,5 Ribosom, Translacija komponenta 171 17 171
podjedinice ribosoma kloroplast .
ribosoma
Strukturna
komponenta
nukleosoma,
4 Histon H2B 10,13 15,9 Jezgra regulacija Vezanje DNA =/1 1/ 1/ =
replikacije,
transkripcije i
popravka DNA
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Regulacija

Histon-lizin N- ; . _ — =
8 metiltransferaza, H3 8,46 77,4 Jezgra I§ror_r!at|r]a, Metil transferaza =/= =/= 171
metilacija histona
Protein Es1 male Strukturna
9 podjedinice ribosoma 9,73 29,7 Citoplazma Translacija ko_mponenta /= 171 171
ribosoma
Transport tvari
. . Transport, .
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Slika 55. A) zastupljenost funkcionalnih skupina diferencijalno eksprimiranih proteina u listu nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-PVP u odnosu na kontrolu. B) broj proteina iz pojedine funkcionalne skupine
Cija je ekspresija pojacana (pozitivna os ordinate) ili smanjena (negativna os ordinate) nakon tretmana
sa 100 uM AgNP-PVP te njegovom kombinacijom sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na kontrolu.
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Najvecu skupinu proteina (34%) s promijenjenom ekspresijom nakon tretmana s AQNP-CTAB
¢inili su proteini ukljuceni u Procese transkripcije i translacije, s udjelom od 34% (Slika 56.A).
Dva proteina ukljucena u Proces translacije pokazala su smanjenu ekspresiju, dok su dva
proteina, od kojih jedan ukljucen u proces translacije, a drugi u regulaciju transkripcije, bila
pojacano eksprimirana u odnosu na kontrolu. Ekspresija samo jednog od navedenih proteina
bila je izjednacena s kontrolom nakon dodatka cisteina, dok su tri preostala proteina u
kombiniranom tretmanu AgNP-CTAB s cisteinom pokazala smanjenu ekspresiju u odnosu na
kontrolu (Slika 56.B). S udjelom od 17%, podjednako zastupljene bile su kategorije proteina
ukljuéenih u Fotosintezu i Metabolizam ugljikohidrata (Slika 56.A). Pritom je ekspresija
proteina ukljucenog u aktivaciju proteina RuBisCo bila smanjena nakon tretmana s AgNP-
CTAB, ali izjednacena s kontrolom nakon dodatka cisteina, dok je ekspresija proteina iz PSI
bila pojacana u tretmanu, ali smanjena u kombiniranom tretmanu s cisteinom u odnosu na
kontrolu (Slika 56.A). Protein ukljucen u glikolizu imao je pojac¢anu ekspresiju, dok je protein
ukljuéen u proces alkoholnog vrenja pokazao smanjenu ekspresiju u tretmanu s AQNP- CTAB
u odnosu na kontrolu. U oba navedena slucaja, dodatak cisteina tretmanu s AQNP-CTAB doveo
je do izjednaCavanja razine ekspresije na razine slicne kontroli (Slika 56.B). Jednako
zastupljene bile su kategorije Prijenos signala, Transport elektrona i dobivanje energije,
Metabolizam aminokiselina te skupina Ostalo, s udjelom od po 8%. Po jedan protein ukljucen
u prijenos signala, te transport elektrona i dobivanje energije pokazali su smanjenu ekspresiju
nakon tretmana s AgNP-CTAB, dok je dodatkom cisteina ekspresija bila izjednacena s
kontrolom. Za protein ukljuc¢en u biosintezu aminokiselina zabiljeZena je smanjena ekspresija
nakon tretmana s AgQNP-CTAB i njegovom kombinacijom s cisteinom, dok je protein uklju¢en
u biogenezu i1 razgradnju stani¢ne stijenke (svrstan u skupinu ostalo) bio pojacano eksprimiran

u tretmanu, ali dodatkom cisteina ekspresija mu se izjednacila s kontrolom (Slika 56.B).

141



A AgNP-CTAB

Obrana i odgovor na stres m Fotosinteza
I Prijenos signala Transport elektrona i dobivanje energije
m Procesi transkripcije i translacije m Transport tvari
Metabolizam ugljikohidrata m Metabolizam aminokiselina
® Regulacija stani¢nog ciklusa m Ostalo
B s B AgNP-CTAB  m AgNP-CTAB+cys
«
g
L 2
3
g
Ao
0
M
>
&
eb%e !
q;s
P
&
&F
-2
-3
4 L

Slika 56. A) zastupljenost funkcionalnih skupina diferencijalno eksprimiranih proteina u listu nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB u odnosu na kontrolu. B) broj proteina iz pojedine funkcionalne
skupine ¢ija je ekspresija pojacana (pozitivna os ordinate) ili smanjena (negativna os ordinate) nakon
tretmana sa 100 uM AgNP-CTAB te njegovom kombinacijom sa 500 pM cisteinom (cys) u odnosu na
kontrolu.
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Nakon tretmana s AgNOs, najveéi broj diferencijalno eksprimiranih proteina u listu bili su
proteini uklju¢eni u Procese transkripcije i translacije (25%) (Slika 57.A). Dva proteina
ukljucena u proces translacije, te jedan protein uklju¢en u regulaciju kromatina pokazali su
smanjenu ekspresiju, dok je jedan protein ukljuen u proces translacije pokazao pojacanu
ekspresiju nakon tretmana s AgNOs i njegovom kombinacijom s cisteinom (Slika 57.B). Protein
ukljucen u regulaciju transkripcije pokazao je pojacanu ekspresiju nakon tretmana s AgNOg,
koja je smanjena na razine slicne kontroli dodatkom cisteina (Slika 57.B). Sljede¢i po
zastupljenosti bili su proteini ukljuceni u proces Fotosinteze, s udjelom od 20%. Za Cetiri
proteina ukljuena u proces fotosinteze zabiljezena je smanjena ekspresija nakon tretmana s
AgNO:s i njegovom kombinacijom s cisteinom (Slika 57.B). Sa udjelom od po 10%, podjednako
zastupljeni bili su proteini iz kategorija Obrana i odgovor na stres, Transport elektrona i
dobivanje energije te Metabolizam ugljikohidrata (Slika 57.A). Dva proteina ukljucena u
odgovor na oksidacijski stres te dva proteina uklju¢ena u transport elektrona 1 dobivanje
energije pokazali su smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNOs i njegovom kombinacijom
s cisteinom (Slika 57.B). Nadalje, protein uklju¢en u proces alkoholnog vrenja pokazao je
smanjenu, a protein ukljucen u glikolizu pojac¢anu ekspresiju u tretmanu s AgNO3z U 0dnosu na
kontrolu i kombinirani tretman s cisteinom, kod kojeg je ekspresija oba navedena proteina bila
slicna kontroli (Slika 57.B). Nakon tretmana s AgNOgz, najmanje zastupljeni (5%) bili su
proteini iz kategorija Prijenos signala, Transport tvari, Metabolizam aminokiselina, Regulacija
stani¢nog ciklusa te Ostalo (Slika 57.A). Za po jedan protein iz svake od navedenih skupina,
zabiljezena je smanjena ekspresija nakon tretmana s AgNOgz i njegovom kombinacijom s

cisteinom u odnosu na kontrolu (Slika 57.B).
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Slika 57. A) zastupljenost funkcionalnih skupina diferencijalno eksprimiranih proteina u listu nakon
tretmana sa 100 uM AgNOs u odnosu na kontrolu. B) broj proteina iz pojedine funkcionalne skupine
¢ija je ekspresija pojacana (pozitivna os ordinate) ili smanjena (negativna os ordinate) nakon tretmana
sa 100 uM AgNOs te njegovom kombinacijom sa 500 uM cisteinom (cys) u odnosu na kontrolu.
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5. RASPRAVA

Mehanizmi fitotoksi¢nosti AGNP jos uvijek su nedovoljno razjasnjeni zbog kompleksne
mreze razliCitih ¢imbenika Kkoje treba uzeti u obzir prilikom interpretacije rezultata. 1z
dosadasnjih istrazivanja poznato je da biljne vrste pokazuju razlicite odgovore na izlozenost
AgNP, sto uvelike ovisi o starosti biljke i tipu biljnog organa/tkiva koje se istrazuje, ali i o
eksperimentalnim uvjetima (koncentraciji AgNP, duljini tretmana), te fizikalno-kemijskim
svojstvima AgNP (veliCina, oblik i naboj) (Tkalec i sur. 2019). AgNP su u interakcijama s
medijima visoke ionske jakosti podlozne transformacijama poput agregacije ili disocijacije iona
Ag’, zbog fega im se prilikom sinteze dodaju razli¢iti omotac¢i koji neposredno utje¢u na
njihovu stabilnost u podlozi te posljedi¢no na biodostupnost i toksi¢nost (Biba i sur. 2022a;
Pem i sur. 2021). Zbog toga je prije ispitivanja toksi¢nih ucinaka na biljke, vazno detaljno
okarakterizirati AgNP u mati¢nim suspenzijama te ispitati potencijalni utjecaj sastojaka

podloge za tretman biljaka na stabilnost AgNP.

5.1. Utjecaj fizikalno-kemijskih svojstava na stabilnost i biodostupnost AgNP

U ovom istrazivanju, redukcijom AgNO3uz dodatak odgovaraju¢eg omotaca (PVP ili
CTAB) uspjesno su sintetizirane suspenzije AgNP-PVP i AQNP-CTAB karakteristi¢ne zuto-
narancaste boje, s Cesticama pretezito sferi¢nog oblika 1 srednje veli¢ine oko 50 nm. Mala
odstupanja u izmjerenoj veli¢ini AgNP izmedu razli¢itih metoda mjerenja posljedica su
ograni¢enja svake od metoda, pri ¢emu polozaj apsorpcijskog maksimuma daje predikciju
veli¢ine na temelju utvrdenih ekstincijskih koeficijenata (Paramelle i1 sur. 2014). Mikrografije
dobivene TEM-om daju uvid u veli¢inu jezgre AgNP (eng. core particle size), dok mjerenje
vrijednosti dq metodom DLS uracunava i gusto¢u omotaca (Li i sur. 2013). U ovom
istrazivanju, stericki stabilizirane AgNP-PVP imale su blago negativan, blizu neutralan
povrsinski naboj (izmjeren metodom ELS), dok su elektrostaticki stabilizirane AgNP-CTAB
nosile pozitivan efektivni naboj. Suspenzije oba tipa AgNP posluzile su kao mati¢ne suspenzije

za pripremu tretmana Zeljenih koncentracija AgNP u tekuc¢oj hranjivoj podlozi Y2 MS.

Gotovo neposredno nakon dodatka AgNP-PVP i AgNP-CTAB u svim ispitivanim
koncentracijama u podlogu Y2 MS, zabiljezena je aglomeracija cestica koja je bila izrazenija za
AgNP-CTAB. Osim toga, doSlo je do promjena u efektivnom naboju, pri ¢emu su inicijalno
blago negativno nabijene AgNP-PVP dobile ja¢i negativni naboj, a vrijednost (-potencijala
AgNP-CTAB znacajno se smanjio u odnosu na onaj izmjeren u mati¢noj suspenziji. Od ranije
je poznato da povecanje ionske jakosti podloge dovodi do smanjenja apsolutnih vrijednosti -

potencijala, sto je posljedica promjena u elektri¢cnom dvosloju, a navedeno dovodi do smanjenja
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koloidne stabilnosti i pove¢ane agregacije Cestica (Biba i sur. 2020; Wang i sur. 2017). Mjerenje
stabilnosti AgNP u podlozi > MS kroz period od 7 dana pokazalo je da je u prvoj fazi (prvih
nekoliko sati mjerenja), u¢inak aglomeracije bio puno ja¢e izraZzen u odnosu na disocijaciju iona
Ag’, §to se oCitovalo povecanjem vrijednosti dn. Pritom su AgNP-PVP znalajno sporije
aglomerirale i dosegnule maksimalnu vrijednost dw tek nakon prvog dana, za razliku od
AgNP-CTAB koje su maksimalni dn dosegnule veé nakon prvog sata mjerenja. Poznato je da
su stericki stabilizirane AgNP manje podlozne aglomeraciji i dulje vrijeme mogu opstati kao
individualne Cestice nego elektrostaticki stabilizirane AgNP, §to ukazuje na zaStitnu ulogu
polimernih omotaca od fotokorozije 1 aglomeracije (Li i sur. 2013), a podrzava rezultate
dobivene u ovom istrazivanju. U drugoj fazi (period izmedu 1. i 7. dana mjerenja) nije
zabiljezena daljnja aglomeracija AgNP, a ravnoteza se pomakla vise u smjeru disocijacije iona
Ag’. Osim toga, nakon 48 sati zabiljeZene su promjene u vrijednostima d+ za AQNP-CTAB,
najvjerojatnije zbog raspadanja velikih aglomerata i re-stabilizacije manjih aglomerata (veli¢ine
oko 100 nm).

Do sada se pokazalo da su AgNP najstabilnije u ultra-¢istoj vodi te podlogama manjih ionskih
jakosti (De Leersnyder i sur. 2019; Fernando 1 Zhou 2019) i preteZito luZnatih vrijednosti pH.
Na brzinu disocijacije AgNP posebice utjece pH vrijednost podloge, pri ¢emu se pokazalo da
smanjenje vrijednosti pH uzrokuje povecéanje brzine otpustanja iona Ag* (Behra i sur. 2013),
Sto djelomi¢no moze objasniti disocijaciju AgNP-PVP i AQNP-CTAB u podlozi 2 MS ¢&iji je
pH 5,6. Osim toga, brzina otpustanja iona Ag* ovisi 0 razli¢itim ¢imbenicima kao $to su veli¢ina
Cestica, oblik, koncentracija i tip omotaca te sastav podloge (Ferdous i Nemmar 2020). Pritom
se pokazalo da veli¢ina ¢estica ima znacajno veéi u¢inak na brzinu otpustanja iona Ag* u odnosu
na tip omotaca te da manje Cestice brze disociraju zbog veéeg omjera povrsSine i volumena
(Zhao 1 Wang 2012). Dosadasnja istrazivanja zabiljezila su da su AgNP-PVP i AgNP-CTAB
podjednako stabilne u ultra-¢istoj vodi (Cvjetko i sur. 2017), ali pokazuju razli¢ite stabilnosti u
podlogama razli€itih ionskih jakosti. Pokazalo se da su AgNP relativno stabilne u Hutnerovoj
tekucoj podlozi s poloviécnom koncentracijom makroelemenata (Stegemeier i sur. 2017) i
Hoaglandovoj tekuc¢oj podlozi s 10% koncentracije makroelemenata (Jiang i sur. 2014). Nesto
slabiju stabilnost pokazale su u podlozi Y2 MS, gdje su aglomerirale unutar prva 24 sata (Biba i
sur. 2022b), Sto je u skladu s rezultatima mog istrazivanja. S druge strane, manja stabilnost
AgNP-CTAB u odnosu na AgNP-PVP u ovom istrazivanju u skladu je s prijasnjim
istrazivanjem, gdje je brza aglomeracija AgNP-CTAB dovela do talozenja Cestica, gubitka
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omotaca i promjene {-potencijala od pozitivnih prema negativnim vrijednostima (Biba i sur.
2022a).

Zanimljiva zapazanja zabiljezena su nakon dodatka AgNOz u podlogu 2 MS. Naime, ve¢ nakon
jednog sata izmjeren je apsorpcijski maksimum pri valnoj duljini koja je karakteristicna za
AgNP, sto ukazuje na nastanak AgNP vjerojatno kemijskom redukcijom ili fotoredukcijom
disociranih iona Ag®. Pritom je kao reducens najvjerojatnije djelovala glukoza (Eka Putri i sur.
2019), nastala cijepanjem molekula saharoze iz podloge /2 MS. Nastale AgNP bile su stabilne
do 2. dana mjerenja, nakon Cega je najvjerojatnije ponovno doslo do disocijacije i potpunog

raspadanja AgNP, vidljivog iz izostanka karakteristi¢nog apsorpcijskog maksimuma.

Dodatak cisteina u kombiniranim tretmanima izazvao je brzu destabilizaciju oba tipa AgNP.
Naime, kod AgNP-CTAB ve¢ se u prvim minutama dogodila potpuna disocijacija ¢estica koja
se oCitovala izostankom karakteristi¢cnog apsorpcijskog maksimuma, dok je za AgNP-PVP isti
ucinak zabiljeZzen 30 minuta nakon dodatka u podlogu. Interakcije AgNP s cistenom u skladu
su s rezultatima prethodnih istrazivanja, koja pokazuju da cistein pospjeSuje destabilizaciju
AgNP u podlogama relativno visoke ionske jakosti i propagira otpustanje iona Ag* (Biba i sur.
2020; Gondikas 1 sur. 2012; Navarro i sur. 2008b; Sigg 1 Lindauer 2015), a ucinak je bio
znacajno brzi kod nenabijenih Cestica, kao $to su AgNP-PVP, u odnosu na negativno nabijene
Cestice, poput AgNP-citrat (Gondikas i sur. 2012). S druge strane, dodatak cisteina u otopinu
AgNO3 izazvao je pojavu apsorpcijskog maksimuma na valnim duljinama 320 — 360 nm, §to
moze odgovarati nastanku ili vrlo malih AgNP ili kompleksa Ag-cistein, s obzirom da
rezonancija povrsinskih plazmona AgNP rezultira apsorpcijskim maksimumom pri valnim
duljinama izmedu 380 — 420 nm, dok je s druge strane ioni Ag" pokazuju karakteristi¢an
maksimum pri valnim duljinama od 200-300 nm (https://www.phornano.com/4nsilver,
pristupljeno 17.05.2023.).

5.2. Utjeca]j stabilnosti AgNP u podlozi na unos i akumulaciju srebra u biljke

U ovom istrazivanju zabiljezena je znaCajna akumulacija srebra u korijenu biljaka
tretiranih s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs u odnosu na kontrolne biljke, a izmjereni
sadrzaj srebra o¢ekivano je rastao s porastom koncentracije srebra u primijenjenim tretmanima.
Analizom TEM/EDX, u korijenu duhana detektirane su AgNP, sto potvrduje njihov direktan
unos u korijen unato¢ ¢injenici da veli¢inom znacajno nadilaze veli¢inu pora u stani¢noj stijenci
(5-20 nm). Jedno od mogucih objasnjenja je da AgNP mogu inducirati stvaranje novih, vecih

pora koje im omogucavaju prolaz kroz stani¢nu stijenku i membranu, nakon ¢ega putuju do
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udaljenih organa putem vaskularnog tkiva i plazmodezmija (Navarro i sur. 2008a; Pal i sur.
2007). Drugo potencijalno obja$njenje je disocijacija AgNP na ione Ag® u interakciji sa
sastojcima podloge 2 MS ili s eksudatima u podrucju rizosfere (Biba i sur. 2021b; Lv i sur.
2019), njihov unos kroz korijen i stvaranje sekundarnih AgNP unutar same biljke (Dobrucka i
sur. 2019; Siddiqi 1 sur. 2018; Wang i sur. 2017). Dosadasnja istrazivanja pokazala su da se
male organske molekule, kao sto su ugljikohidrati, aminokiseline ili fenoli koje izlu¢uje korijen,
mogu adsorbirati na povrSinu AgNP te im tako promijeniti povrSinski naboj i posljedi¢no
utjecati na njihovu koloidnu stabilnost (Guo i sur. 2019; Stegemeier i sur. 2015). Nadalje,
zabiljezeno je da biljke biosintetiziraju AgNP iz otopina srebrovih soli (Shaikh i sur. 2021), pri
¢emu kao potencijalni reducensi mogu djelovati razni primarni i sekundarni metaboliti (Siddiqi
i sur. 2018). 1z UV/Vis apsorpcijskih spektara mog istrazivanja vidljivo je da su AgNP sklone
brzoj aglomeraciji u prvih nekoliko sati nakon dodatka u podlogu /2 MS, sto dodatno otezava
njihov unos u korijen. Medutim, nakon 2. dana najvjerojatnije dolazi do njihove potpune
disocijacije i tada su za unos dostupni uglavnom ioni Ag*. S druge strane, iz apsorpcijskog
maksimuma vidljivo je da u hranjivoj podlozi iz AgQNO3 nastaju AgNP manjih veli¢ina od
AgNP-PVP i AgNP-CTAB, koje su relativno stabilne unutar prva dva dana, nakon Cega
ponovno disociraju u ione Ag*. Stoga je, zbog mogucih interkonverzija oblika srebra u
interakciji sa sastojcima podloge, tesko donijeti jednoznacne zakljucke o biodostupnosti 1
mehanizmu unosa AgNP u biljku. Smanjeni sadrzaj srebra u korijenu nakon tretmana s AgQNOs
u odnosu na odgovarajuée koncentracije tretmana s oba tipa AgQNP moze se pripisati smanjenoj
biodostupnosti iona Ag* zbog njihove kompleksacije s ionima iz hranjive podloge i stvaranja
teSko topivih srebrovih soli. Sukladno rezultatima mog istrazivanja, Geisler-Lee i sur. (2013)
zabiljezili su ve¢u akumulaciju srebra u korijenu biljke A. thaliana nakon tretmana Cesticama
AgNP-citrat u odnosu na AgNQO3, osim pri najvi§im ispitanim koncentracijama kod kojih je
sadrzaj srebra bio slican nakon oba tipa tretmana. Nadalje, ve¢i sadrzaj srebra izmjeren je i u
klijancima vrste A. thaliana tretiranim AgNP bez omotaca u tekuc¢oj hranjivoj podlozi u odnosu
na odgovarajuce koncentracije AgNOs, Sto moze biti rezultat ili direktnog unosa AgNP kroz
korijen ili oksidacije AgNP i otpustanja iona Ag® direktno na povr$ini korijena te unosa
disociranih iona Ag" (Nair i Chung 2014b). Suprotno rezultatima mog istrazivanja, Cvjetko i
sur. (2017) zabiljezili su ve¢u akumulaciju srebra u korijenu luka nakon tretmana s AgNOs U
odnosu na iste koncentracije AgNP, sto se moze pripisati izostanku iona u ultra-¢istoj vodi, koja
je koristena kao medij za izlaganje, a s kojima bi ioni Ag"™ mogli kompleksirati, te se stoga

povecala njihova biodostupnost.
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U listu duhana zabiljeZzena je znaCajna akumulacija srebra nakon sva tri tipa tretmana,
iako je akumulacija, kao 1 u korijenu, bila veca nakon tretmana s oba tipa AgNP u odnosu na
AgNOs. Qian i sur. (2013) takoder su izmjerili znacajno veci sadrzaj srebra u listu biljke A.
thaliana nakon tretmana cesticama AgNP-citrat u odnosu na vrijednosti izmjerene nakon
izlaganja istim koncentracijama AgNOs u hranjivoj podlozi MS. Oc¢ekivano, u mom radu
sadrzaj srebra bio je znac¢ajno nizi u listu u odnosu na vrijednosti izmjerene u korijenu. Rezultate
sli¢ne mojima dobili su i Yang i sur. (2020.), koji su zabiljezili znacajno ve¢u akumulaciju
srebra u korijenu u odnosu na izdanke vrste O. sativa nakon tretmana s AQNP-PVP u odnosu
na AgNO;s pri istim koncentracijama. Primjenom dva stabilna izotopa (}*’AgNOz i ®AgNP)
otkrili su da se AgNP ucinkovitije translociraju od iona Ag®, Sto se moZe objasniti
kompleksacijom iona Ag* s funkcionalnim skupinama stani¢ne stijenke, kao $to su karboksilne,
amino i tiolne skupine. Nadalje, analizom strukture apsorpcije rendgenskih zraka blizu ruba
(eng. X-ray absorption near-edge structure, XANES), u istom istrazivanju otkrili su da ioni
Ag" reagiraju s ionima klora (CI) iz hranjive podloge pri ¢emu nastaje AgCl, ¢ime se smanjuje
biodostupnost iona Ag* i moguénost njihove translokacije (Yang i sur. 2020), $to je u skladu s
mojim ranijim pretpostavkama. U vrsti Lactuca sativa takoder je zabiljezena ucinkovitija
translokacija neutralnin AgQNP-PEG u odnosu na negativno nabijene AgNP-citrat od korijena
prema izdancima, §to se moze pripisati ionskim interakcijama izmedu nabijenih AgNP i
komponenti stani¢ne stijenke (Torrent i sur. 2020). Suprotno tome, u listovima vodene lece
Wolffia globossa, akumulacija srebra bila je veéa nakon tretmana s AgNO3z u odnosu na
tretmane s AgNP stabilizirane adenozin trifosfatom (eng. adenosine triphosphate, ATP) i
citratom u ultra-Cistoj vodi i Hoaglandovoj tekucoj podlozi s 10% koncentracije
makroelemenata (Zou 1 sur. 2017), $to se ponovno moze pripisati ve¢oj biodostupnosti iona
Ag" u podlogama manje ionske jakosti u odnosu na podlogu 2 MS KkoriStenu u mom
istrazivanju. Sto se ti¢e lokalizacije Cestica AgNP u listu, iako ih nisam uspjela detektirati, ne
moze se iskljuciti njihova translokacija od korijena do listova. Primjerice, Wang 1 sur. (2017)
detektirali su nepromijenjene AgNP velic¢ine 30-120 nm u listovima vrsta Cucumis sativus i
T. aestivum nakon tretmana nanocesticama Srebrovog sulfida (Ag.S-NP) apliciranih putem

korijena, ¢ime su ne samo potvrdili direktan unos AgNP nego i njihovu translokaciju do listova.

Dodatak cisteina kod sva tri tipa kombiniranih tretmana smanjio je unos srebra, odnosno
njegovu akumulaciju u korijenu 1 listu, u odnosu na odgovaraju¢e tretmane bez cisteina.
Pretpostavka je da je cistein u podlozi 2 MS kompleksirao s otpustenim ionima Ag* te im time

umanjio biodostupnost. Pritom je ucinak bio izrazeniji u kombiniranim tretmanima AgNO3 s
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cisteinom u odnosu na kombinirane tretmane AgNP s cisteinom, §to je ocekivano budu¢i da

AgNOs u vodenoj otopini prevladava u disociranom obliku.
5.3. Utjecaj AgNP na pojavu oksidacijskog stresa

Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazali su da je jedan od mehanizama fitotoksi¢nosti
AgNP prekomjerno stvaranje ROS koji uzrokuju pojavu oksidacijskog stresa u stanicama (Yan
i Chen 2019, Tkalec i sur. 2019, Biba i sur. 2022b). Disbalans u proizvodnji i neutralizaciji
ROS moze dovesti do oSte¢enja biomolekula, te uzrokovati ozbiljne poremecaje na stanicnoj

razini (Parvaiz i sur. 2010.)

U ovom radu ispitan je utjecaj tretmana s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOz na pojavu
oksidacijskog stresa u stanicama korijena i lista odraslih biljaka duhana. Jedan od prvih
pokazatelja oksidacijskog stresa je povecanje sadrzaja ROS. Mjerenje sadrzaja H.O2 u ovom
istrazivanju dalo je nejasne rezultate, s velikim odstupanjima izmedu bioloskih replika, zbog
Cega ih je bilo nemogucée pouzdano interpretirati. Za uspjeSno mjerenje sadrzaja HO:
ekstrakciju je potrebno provesti iz svjezeg tkiva, te mjerenje provesti unutar nekoliko sati zbog
osjetljivosti H202 na svjetlost i toplinu (Alexieva i sur. 2001; Hunt i Taube 1952). Medutim,
kako bih osigurala Sto slicnije eksperimentalne uvjete, biljke sam postavila na sve tipove
tretmana istovremeno. Zbog velikog broja uzoraka (uzimajuéi u obzir i da su analizirani
zasebno korijen i list), mjerenje razine H202 provedeno je na uzorcima smrznutog tkiva, §to je
jedno od mogucih objasnjenja za velika odstupanja izmedu bioloskih replika. Jos jedno moguce
objasnjenje je djelovanje srebra kao vrlo potentnog katalizatora raspadanja H2O, (Pedziwiatr i
sur. 2018).

Metoda kojom sam mjerila sadrzaj O™ primarno se temelji na oksidaciji fluorescentne probe
DHE u reakciji sa 02", medutim i drugi slobodni radikali mogu sudjelovati u reakciji, iako u
puno manjoj mjeri (Nazarewicz i sur. 2013). U korijenu, najnize koncentracije AgNP-PVP i
AgNOs znacajno su pojacale stvaranje O2" u odnosu na kontrolu, dok su 50 i 100 uM AgNP-
PVP i 25 uM AgNP-CTAB rezultirali pove¢anim vrijednostima, ali ne statisti¢ki znacajno. U
prethodnom istrazivanju, AgNOzs je izazvao povecanje sadrzaja ROS u korijenu biljke duhana,
dok tretman ¢esticama AgNP-citrat nije pokazao promjene u odnosu na kontrolu (Cvjetko i sur.
2018), Sto ukazuje na ulogu omotaca u indukciji stvaranja ROS. Sli¢an rezultat dobiven je u
istrazivanju na korijenu luka, gdje je zabiljezen znacajno jaci u¢inak AgNOz3 na stvaranje ROS
u odnosu na iste koncentracije tretmana s AgNP stabiliziranih s tri razli¢ita omotaca (citrat,

PVP i CTAB) (Cvjetko i sur. 2017). Nadalje, u mom istrazivanju ni jedna ispitana koncentracija
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AgNP-PVP i AgNP-CTAB nije povecala sadrzaj MDA i proteinskih karbonila u korijenu, $to
je u skladu s rezultatima istrazivanja na duhanu tretiranom ¢esticama AgNP-citrat (Cvjetko i
sur. 2018). S druge strane, u korijenu vrste T. aestivum zabiljezeno je smanjenje sadrzaja MDA
nakon tretmana s AgNP bez omotaca, dok su poviSene vrijednosti zabiljeZene nakon tretmana
s AgNOsu odnosu na kontrolu (Pradas del Real i sur. 2017). U istrazivanjima na razli¢itim
kultivarima pSenice (Barbasz i sur. 2016), klijancima rize (Nair i Chung 2014a) i vrsti A.
thaliana (Nair i Chung, 2014b), tretman ¢esticama AgNP-citrat doveo je do povecane lipidne
peroksidacije i oksidacije proteina u usporedbi s kontrolom. Povecan sadrzaj MDA i proteinskih
karbonila, u korelaciji s povecanom razinom ROS, zabiljezen je i u korijenu luka nakon
tretmana s 50, 75 1 100 pM koncentracijama AgNP-PVP i AgNP-CTAB (Cvjetko i sur. 2017).
Ovi rezultati pokazuju da nastanak oksidacijskog stresa kao posljedica izlozenosti AgNP ovisi
0 biljnoj vrsti i njenom razvojnom stadiju, pri ¢emu je vazno uzeti u obzir i duljinu tretmana.
Sto se ti¢e u¢inka na geneticki materijal, komet test je pokazao da niti jedan tip tretmana iz mog
istrazivanja nije izazvao znacajno osSteCenje molekule DNA u Korijenu, iako su najvece
koncentracije AgNP-PVP i AgNOs izazvale blago povecanje % DNA u repu. U ranijem
istrazivanju, Cestice AgNP-citrat pokazale su negativan utjecaj na integritet molekule DNA u
korijenu duhana (Cvjetko i sur. 2018). Nadalje, Ghosh i sur. (2012) su nakon izlaganja luka i
duhana gesticama AgNP-PVP u koncentracijama od 25-75 g L™ zabiljeZili povecanje osteéenja
molekule DNA ve¢ nakon 24 sata, Sto se moze pripisati vrlo visokim koncentracijama AgNP,
koje su bile barem 10x vece od onih koriStenth u mom istraZivanju. U istraZivanju Cvjetko 1
sur. (2017), AgNP-citrat nije pokazao ucinak na molekulu DNA u korijenu luka, dok su
tretmani s AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOs pri koncentracijama ve¢im od 50 uM izazvali
znacajno oSte¢enje DNA, pri ¢emu je znacajno jaci u¢inak AgNP-CTAB u odnosu na AgNP-
PVP pripisan ve¢oj akumulaciji srebra nakon tretmana s AQNP-CTAB u odnosu na AgQNP-PVP.
Ovi rezultati nisu u skladu s rezultatima mog istrazivanja, jer unato¢ tome Sto je akumulacija
srebra bila najveca nakon tretmana s AgNP-CTAB, isti nije pokazao utjecaj na integritet
molekule DNA, sto bi moglo biti posljedica razlika u veli¢ini koristenih AgNP. Naime, promjer
AgNP iz rada Cvjetko i sur. (2017) iznosio je 5-10 nm, $to je otprilike 5% puta manje od
promjera ¢estica iz mog istrazivanja, a kao $to je ranije navedeno, manje ¢estice mogu lakse uéi
u stanice, te tako izazvati jaci negativni u€inak. Nadalje, u mom istrazivanju biljke duhana
izlagane su ¢esticama AgNP u hranjivoj podlozi 2 MS, dok su Cvjetko i sur. (2017) za izlaganje
biljaka koristili ultra-Cistu vodu, za koju je iz literature poznato da je medij u kojem su AgNP
najstabilnije (Canamares i sur. 2008; Capjak 1 sur. 2018), te stoga biljkama najdostupnije u

nanocesti¢nom obliku zbog ¢ega mogu izazvati i jaci toksi¢ni u¢inak. Vazno je istaknuti i da je
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modelna biljka u mom istrazivanju bio duhan, dok su Cvjetko i sur. (2017) koristili luk, Sto
takoder moze biti jedan od razloga zbog kojih su dobiveni razliCiti rezultati. Sve navedeno
potvrduje da se razlike u utjecaju AgNP na integritet biomolekula u biljnim stanicama mogu
pripisati razli¢itim omota¢ima za stabilizaciju, koncentracijama i velicni AgNP, duljini

tretmana kao i razlikama izmedu biljnih vrsta (Biba i sur. 2021a).

Kako bi odrzale redoks homeostazu u stanicama i saCuvale integritet biomolekula, biljke
aktiviraju sustav enzimskih i neenzimskih antioksidansa kao obranu od prekomjernog sadrzaja
ROS (Yan i Chen 2019). Jedan od najuc¢inkovitijih antioksidansa, ujedno 1 prva linija obrane
protiv ROS, je enzim SOD koji katalizira pretvorbu O>" u H202. Nastali H20> zatim razgraduju
enzimi CAT i POX, ali i neenzimski antioksidansi (Waskiewicz i sur. 2014). U ovom
istrazivanju, povecana aktivnost SOD u odnosu na kontrolu zabiljeZena je u korijenu nakon oba
tipa tretmana s AgNP, pri ¢emu je jac¢i u¢inak AgNP-PVP bio u skladu s ve¢im sadrzajem O2",
Jaci u€inak tretmana s AgNP-PVP na aktivnost ovog enzima dodatno je potvrden analizom
izoformi u gelu jer su samo tretmani s AQNP-PVP inducirali aktivnost izoformi SOD1 i SOD2.
Zanimljivo je, medutim, da analiza ekspresije izoforme Cu/Zn-SOD imunodetekcijom nije
pokazala promjene nakon tretmana s AgNP i AgNOs, §to sugerira da tretmani sa srebrom u
korijenu duhana mozda pojac¢avaju aktivnost druge dvije izoforme ovog enzima, Mn-SOD i Fe-
SOD. Primjerice, izlaganje vrste P. sativum solnom stresu dovelo je do poveéanja ekspresije
izoforme Mn-SOD (Camejo i sur. 2013), dok su Sandalio i sur. (2001) pokazali da je izoforma
Cu/Zn-SOD bila najosjetljivija na tretman s Cd i pokazala najve¢e smanjenje aktivnosti U
odnosu na druge dvije izoforme. Takoder je zanimljivo da je u korijenu duhana nakon tretmana
Cesticama AQNP-citrat zabiljeZzena pojaCana ekspresija izoformi SOD primjenom istog
antitijela kao u mom istrazivanju (Zovko, 2018), Sto ukazuje i na mogucéi utjecaj omotaca za
stabilizaciju AgNP na ekspresiju ovog enzima. Aktivnost enzima CAT i PPX povecala se nakon
tretmana s oba tipa AgNP. Sva tri tipa tretmana izazvala su i pojacanu ekspresiju izoforme CAT
detektiranu imunodetekcijom, dok su tretmani s AgNP-CTAB rezultirali i povecanjem
aktivnosti enzima CAT u gelu, §to je u skladu i s rezultatima dobivenim u korijenu duhana
tretiranim s AgNP-citrat (Zovko, 2018). S druge strane, izoforme CAT nisu detektirane u gelu
nakon tretmana s AgNP-PVP, s§to ponovno ukazuje na razli¢it ucinak elektrostaticki
stabiliziranih Cestica u odnosu na stericki stabilizirane AgNP. Zanimljivo je da su 1 sva tri tipa
kombiniranih tretmana s cisteinom izazvala povecanje ekspresije CAT u odnosu na kontrolu,
iako to nije zabiljezeno nakon spektrofotometrijske analize. Povecanje relativne koli¢ine

enzima, koje biljezi metoda imunodetekcije, ne mora nuzno biti u skladu s povecanom
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aktivnosti istog enzima, a razlog tome moze biti inhibicija aktivnosti enzima ili gubitak njegove
nativne konformacije (Omar i sur. 1999). Povecana aktivnost enzima PPX, zabiljezena nakon
tretmana s oba tipa AgNP, u skladu je s povecanjem ekspresije izoforme HRP2, dok je
ekspresija ove izoforme bila smanjena nakon izlaganja AgNOg, §to sugerira da oblik srebra
moze utjecati na ekspresiju odredenih izoformi antioksidacijskin enzima. Analiza
elektroforezom u nativnim uvjetima pokazala je da su svi tretmani s AgNP-PVP inducirali
aktivnost izoformi PPX5-7, dok su tretmani s AgNP-CTAB rezultirali njihovom potpunom
inhibicijom, sto ponovo ukazuje na razlike u uc¢incima stericki stabiliziranih AgNP u odnosu na
elektrostaticki stabilizirane Cestice. Za razliku od enzima SOD, CAT i PPX, enzim APX nije
pokazao promjenu u aktivnosti i ekspresiji nakon ispitanih tretmana, $to je u skladu s
rezultatima zabiljezenim u korijenu duhana nakon tretmana s AgNP-citrat (Zovko, 2018). U
istrazivanjima drugih autora, tretmani ¢esticama AgNP-citrat u ultra-¢istoj vodi nisu izazvali
promjene u aktivnosti SOD i PPX u korijenu luka (Cvjetko i sur. 2017) i duhana (Cvjetko i sur.
2018), dok je u korijenu luka zabiljezeno povecanje aktivnosti PPX nakon tretmana s AgNP-
PVP i AgNP-CTAB (Cvjetko i sur. 2017). Nadalje, u istrazivanju Cvjetko i sur. (2018) nize
koncentracije AgNP (25 — 100 uM) povecale su aktivnosti CAT, dok su vise koncentracije (100
— 500 uM) smanjile aktivnosti APX, §to navodi na zakljuak da tip omotaca koriSten za
stabilizaciju AgNP, medij za izlaganje i/ili biljna vrsta uvjetuju aktivaciju specifi¢nih
komponenti antioksidacijskog sustava. Tretmani s AgNOs pokazali su najslabiji u¢inak na
aktivnost antioksidacijskih enzima buduci da se samo aktivnost CAT povecala nakon tretmana
s AgNOs u odnosu na kontrolu, iako ne statisticki znacajno, Sto je u skladu s manjom
akumulacijom srebra i sadrzaja O2" i MDA u tretmanima s AgNOsu odnosu na odgovarajuce
koncentracije tretmana s oba tipa AgNP. Ovaj rezultat nije u skladu s rezultatom prethodnog
istrazivanja, gdje je AgNOzizazvao puno jace ucinke na aktivnost antioksidacijskih enzima u
korijenu duhana u usporedbi s ¢esticama AgNP-citrat (Cvjetko i sur. 2018). Ovo odstupanje
moze biti posljedica razli¢itog ponasanja AgNOz U ultra-¢istoj vodi koriStenoj u spomenutom
istrazivanju (Cvjetko i sur. 2018) u odnosu na podlogu 2 MS iz mog istrazivanja. Naime, ioni
Ag® nastali disocijacijom AgNOs mogu kompleksirati s komponentama podloge $to im
smanjuje biodostupnost, a osim toga moguca je i sinteza novih AgNP redukcijom iona Ag”.
Stoga su u ultra-¢istoj vodi ioni Ag" dostupni za unos u biljku u veéoj koncentraciji nego u
podlozi %2 MS. Dobiveni rezultati ukazuju na aktivaciju antioksidacijskog enzimskog sustava u
korijenu duhana nakon tretmana s oba tipa AgNP, §to objasnjava relativno mali utjecaj AgNP

na integritet biomolekula, vidljivo iz sadrzaja MDA, proteinskih karbonila i komet testa.
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Osim sustava antioksidacijskih enzima, biljke u borbi protiv oksidacijskog stresa povecavaju
sadrzaj niskomolekulskih, neenzimskih antioksidansa kao Sto su prolin i GSH (Biba 1 sur.
2022b; Jiang i sur. 2014; Hayat i sur. 2012). U ovom istrazivanju, sadrzaj prolina u korijenu
nije se znacajno promijenio nakon tretmana s AgNP, a jedino smanjenje zabiljeZzeno je nakon
tretmana s 50 uM AgNOa. U istrazivanju na kKorijenu vrste M. sativa tretiranom s AgNP, samo
je najveca koncentracija tretmana, koja je bila 18x veca od najvece koncentracije koriStene u
mom istrazivanju, izazvala znac¢ajno smanjenje sadrzaja prolina (Song 1 sur. 2022). Jedno od
mogucih objasnjenja za smanjenje sadrzaja prolina je aktivacija metabolickog puta njegove
razgradnje, pri kojem se oksidacijom jedne molekule L-prolina oslobada znacajna koli¢ina
energije koja je potrebna stanicama u borbi protiv stresnih uvjeta (Liang i sur. 2013). Druga
mogucnost je kompleksacija prolina s ionima Ag* i stvaranje zwitterionskog kompleksa prolin-
Ag (Shoeib i sur. 2002), koji bi mogao stericki ometati reakciju imino grupe prolina s
ninhidrinom, reagensom koriStenim za odredivanje sadrzaja prolina (Bates i sur. 1973).
Nadalje, sadrzaj reduciranog GSH ovisio je o koncentraciji i tipu tretmana. Naime, tretman s
AgNP-PVP nije pokazao znacajan utjecaj, dok su dvije vece koncentracije AgNOs31 najveca
koncentracija AGQNP-CTAB znacajno smanjile vrijednosti u odnosu na kontrolu. Sli¢an obrazac
zabiljezen je i u korijenu vrste Camelina sativa tretiranom s AgNP, gdje je pri nizim
koncentracijama doslo do povecanja sadrzaja GSH, dok se pri ve¢im koncentracijama sadrzaj
GSH znacajno smanjio (Mirmoeini i sur. 2021). Jedno od mogucéih objasnjenja smanjenja GSH
je inhibitorno djelovanje srebra na aktivnost enzima GR, koji je odgovoran za odrzavanje zaliha
reduciranog GSH. Osim toga, GR ima i stimulativno djelovanje na enzim GST, koji katalizira
konjugaciju tiolne skupine GSH s elektrofilnim spojevima (Couto i sur. 2016), zbog Cega ista
postaje nedostupna za vezanje Ellmanovog reagensa, koriStenog za mjerenje sadrzaja GSH
(Ellman, 1959). Nakon tretmana s AgNP, smanjenje aktivnosti GR te povecéanje aktivnosti GST
zabiljezeno je u korijenu vrste H. vulgare (Khromykh i sur. 2015), dok je smanjenje aktivnosti
GR, praceno smanjenjem sadrzaja GSH, zabiljezeno u korijenu vrste S. tuberosum
(Bagherzadeh Homaee i sur. 2016). Smanjeni sadrzaj GSH moze biti i posljedica vezanja srebra
s tiolnim skupinama GSH (Gondikas i sur. 2012; Mirmoeini i sur. 2021).

U listu duhana, niti jedna ispitana koncentracija AgNP nije izazvala poveéanje sadrzaja
O2" niti oste¢enje molekule DNA, §to je u skladu s rezultatima zabiljezenim u listu biljke
duhana tretirane s AgNP-citrat (Cvjetko i sur. 2018). Suprotno tome, u listovima vodene biljke
S. polyrhiza, tretirane Cesticama AgNP-GA i AgNP-PVP te L. gibba, tretirane s AgNP bez

omotaca, zabiljezen je porast razine ROS u odnosu na kontrolu (Oukarroum i sur. 2013; Jiang

154



i sur. 2014), s$to je vjerojatno posljedica direktnog kontakta listova s medijem za izlaganje koji
sadrzi AgNP. Nadalje, suprotno rezultatima mog istraZzivanja, znacajno oStecenje molekule
DNA zabiljezeno je u listu duhana nakon tretmana cesticama AgNP-PVP (Ghosh i sur. 2012) i
AgNP-citrat (Lovecka i sur. 2021). Ove razlike vjerojatno su posljedica razlika u ispitanim
koncentracijama AgNP, koje su u oba istrazivanja bile 2 — 7x vece u odnosu na najvecu
koncentraciju iz mog istrazivanja. Vezano uz parametare oksidacijskog stresa, u mom
istrazivanju su samo tretmani s AgNP-CTAB izazvali povecanje sadrzaja MDA i proteinskih
karbonila. Buduci da poveéanje navedenih parametara nije zabiljeZzeno nakon tretmana s AgNP-
PVP i AgNOs niti u listu duhana tretiranom s AgNP-citrat (Cvjetko i sur. 2018), on se vjerojatno
moze pripisati utjecaju omota¢a CTAB. U prilog ovom zakljucku govore i rezultati Jiang i sur.
(2014) koji su pokazali da tretman s AQNP-PVP nije izazvao povecanje sadrzaja MDA u listu
vrste S. polyrhiza, dok je tretman s AQNP-GA rezultirao zna¢ajnim o$te¢enjem membranskih
lipida, Sto ukazuje na utjecaj omotaca u moduliranju toksi¢nih ucinaka AgNP. Dosadasnja
istrazivanja na biljkama pokazala su da su AgNP stabilizirane kationskim omotacima, kao Sto
je CTAB, imale jaci inhibitorni u¢inak na rast (Biba i sur. 2020) i stimulatorni u¢inak na pojavu
oksidacijskog stresa (Barbasz i sur. 2016; Biba i sur. 2022) u odnosu na negativno nabijene
Cestice AgNP-citrat ili nenabijene AgNP-PVP. Razlog tome vjerojatno lezi u mogucnosti
stvaranja elektrostatskih interakcija izmedu pozitivno nabijenih AgNP-CTAB i negativno
nabijene stani¢ne stijenke i membrane biljnih stanica (Barbasz i1 sur. 2016; Biba 1 sur. 2020)
Ja¢i u¢inak pozitivno nabijenih AgNP-cistamin na pojavu oksidacijskog stresa u odnosu na
AgNP-citrat takoder je zabiljezen u dva varijeteta pSenice (Barbasz i sur. 2018). Tretman s
AgNO3simao je najslabiji u¢inak na parametre koji ukazuju na oste¢enja biomolekula, $to je u

skladu s rezultatima prethodno dobivenim na klijancima duhana (Biba i sur. 2022).

Tretmani sa 100 pM koncentracijom oba tipa AgNP povecali su aktivnost enzima SOD i
izoformi SOD2 i SOD3 u listu, a povecana aktivnost zabiljezena je i za enzim PPX i izoforme
PPX3-7. Povecanu aktivnost enzima SOD i PPX zabiljezili su i Yasur i sur. (2013) u klijancima
vrste R. communis nakon tretmana s AgNP-PVP, te Jiang i sur. (2014) u listu vodene lece S.
polyrhiza nakon tretmana s AQNP-GA i AgNP-PVP. S druge strane, u istrazivanju Cvjetko i
sur. (2018), tretmani s AgNP-citrat nisu utjecali na aktivnost SOD i PPX u listu duhana. Ove
nepodudarnosti rezultata mogu se pripisati razlikama u mediju za izlaganje i omotacu za
stabilizaciju AgNP. Zanimljivo je da su tretmani s 25 i 50 uM AgNP-CTAB doveli do
smanjenja aktivnosti SOD, §to je moguca posljedica smanjenja ekspresije ovog enzima, Koju

sam zabiljezila imunodetekcijom primjenom specifi¢nog antitijela. Smanjena ekspresija ovog
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enzima zabiljezena je i nakon analize proteoma lista biljke duhana nakon tretmana s AgNP-
citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Na poveéanje aktivnosti i ekspresiju enzima CAT najjaci
ucinak imali su tretmani s AgNP-CTAB, za razliku od AgNP-PVP koje nisu pokazale
znacajan utjecaj na aktivnost enzima mjerenu spektrofotometrijski i u gelu. S druge strane,
tretman duhana istom koncentracijom Cestica AgNP-citrat rezultirao je smanjenjem aktivnosti
CAT u listovima duhana (Cvjetko i sur. 2018), ponovno ukazujuc¢i na razlike u primijenjenim
omotac¢ima. Najslabiji ucinak zabiljezen je na aktivnost enzima APX, koji je samo pokazao
pojacanu ekspresiju izoformi APX2 i APX4 nakon tretmana s AgNP-CTAB. Ovaj podatak
podudara se s rezultatima u korijenu, a u skladu je i s rezultatima dobivenim u listu nakon
izlaganja duhana Cesticama AgNP-citrat (Cvjetko i sur. 2018). Tretmani s AgNO3 ponovo su
pokazali slabiji uc¢inak na aktivaciju antioksidacijskih enzima u odnosu na tretmane s AgNP.
Pritom, 25 1 50 pM AgNOz uopce nisu imali utjecaj na aktivnost antioksidacijskih enzima, §to
je u skladu s rezultatima Cvjetko i sur. (2018), dok je 100 uM koncentracija znac¢ajno povecala

aktivnost enzima CAT.

Osim aktivacije enzimskih antioksidansa, tretmani s AgNP uzrokovali su promjene u sadrzaju
neenzimskih antioksidansa prolina i GSH. Naime, svi tretmani s AgNP-PVP izazvali su
povecéanje sadrzaja prolina u listu, dok su samo najvece koncentracije AQNP-CTAB i AgNOs
pokazale isti u¢inak. Znac¢ajno povecanje sadrzaja prolina zabiljezeno je u klijancima pSenice
(Karimi i Mohsenzadeh 2017) i rize (Nair i Chung 2014a) nakon tretmana s AgNP-PVP i
AgNP-citrat te u klijancima duhana tretiranih sa AQNP-PVP i AgNP-CTAB (Biba i sur. 2022).
Povecana sinteza prolina smatra se sistemskim odgovorom biljaka na izloZenost metalnom
stresu, buduci da prolin ne samo da je vaZan osmolit u stanicama, nego moze djelovati 1 kao
kelator metala, ¢ime posredno moze umanjiti uc¢inke tretmana sa srebrom (Szabados i sur. 2010;
Biba i sur. 2022b). Nadalje, sadrzaj reduciranog GSH bio je znacajno povecan u odnosu na
kontrolu nakon svih ispitanih tretmana, iako je tretman s AQNP-CTAB izazvao jac¢i u¢inak u
odnosu na tretmane s AgNP-PVP i AgNOs. GSH u obrani od oksidacijskog stresa moze
djelovati direktno, neutralizacijom prekomjernih ROS (Lee i sur. 2007), ili indirektno, kao
jedan od prekursora u sintezi fitokelatina, skupine proteina ukljucenih u detoksikaciju teskih
metala (Biba i sur. 2022b). Osim toga, GSH moZe i sam djelovati kao kelator iona Ag*
(Gondikas 1 sur. 2012), te na taj na¢in smanjiti njihov toksi¢ni ucinak, Sto je jo§ jedno od
objaSnjenja za njegovu povecanu sintezu u stanicama izloZzenim djelovanju AgNP. U skladu s

mojim rezultatima, povecanje sadrzaja GSH zabiljeZeno je u listovima vrste S. polyrhiza nakon
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tretmana s AgNP-PVP (Jiang i sur. 2014), Sto je dovelo do uspjeSnog ublazivanja ucinaka

oksidacijskog stresa.

Vecina ucinaka zabiljezenih nakon tretmana s AgNP i AgNOs u Korijenu i listu barem su
djelomicno bili ublazeni dodatkom cisteina. Od ranije je poznato da cistein moze vezati ione
Ag" te na taj na¢in ublaziti njihov toksi¢ni u¢inak (Gondikas i sur. 2012; Navarro i sur. 2008;
Navarro i sur. 2015; Biba i sur. 2020, Biba i sur. 2022), medutim, utjecaj cisteina na simptome
oksidacijskog stresa uzrokovanog tretmanima s AgNP vrlo je slabo istrazen. Izrazeniji u¢inak
cisteina na tretmane s AgNO3z u odnosu na kombinirane tretmane s oba tipa AgNP, zabiljezen
u mom istrazivanju, u skladu je s pocetnom pretpostavkom da najvecéi utjecaj tretmana s AGQNO3
potjece od disociranih iona Ag*. Ove ione cistein uspjesno kompleksira te na taj nacin sprje¢ava
njihovu daljnju interakciju s komponentama stanica. S druge strane, dodatak cisteina
tretmanima s AgNP imao je ublazavajuéi u¢inak na parametre oksidacijskog stresa u odnosu na
odgovarajuce tretmane bez cisteina. Mogucée objaSnjenje je da cistein destabilizira AgNP 1
propagira otpustanje iona Ag" koje zatim ligira (Gondikas 2012), $to je u skladu s rezultatima
stabilnosti AgNP u kombinaciji s cisteinom. U istrazivanju Biba i sur. (2020), dodatak cisteina
tretmanu s AgNP-CTAB pospjesio je rast klijanaca duhana u odnosu na tretman bez cisteina,
Sto u kombinaciji s mojim rezultatima pokazuje da je utjecaj oba tipa AgNP, barem djelomicno,

posljedica otpustanja iona Ag"*.

Generalno, tretmani s AgNP pokazali su jaci u€inak na aktivaciju enzimskog 1 neenzimskog
antioksidacijskog sustava u listu u odnosu na korijen, §to nije u skladu sa znacajno veéim
sadrzajem srebra izmjerenim u korijenu u odnosu na list, pri istim koncentracijama tretmana.
Jaci u¢inak AgNP na antioksidacijski odgovor u listu duhana moze se povezati sa zabiljezenim
ucinkom na fotosintetski aparat. Naime, ranije istrazivanje pokazalo je da su AgNP ne samo
uzrokovale smanjenje fotosintetske uc¢inkovitosti, nego su i umanjile toleranciju biljaka na jacu
svjetlost, kao i smanjenje aktivnosti enzima RuBisCo (Jiang i sur. 2017). Navedeno dovodi do
smanjenja utroska svjetlosne energije, dok viSak ekscitacijske energije promovira povecanu
proizvodnju ROS (Hazeem i sur. 2019; Jiang i sur. 2017; Li i sur. 2018), $to objasnjava
povecanu potrebu za aktivacijom sustava antioksidansa. Nadalje, tretmani s AgNP pokazali su
jaci ucinak u odnosu na tretmane s AgNOgz pri istim koncentracijama sto je u skladu s
rezultatima dobivenim u korijenu. Kao zanimljivost mogu istaknuti da je aktivacija specifi¢nih
komponenti antioksidacijskog sustava bila specifi¢na za biljni organ; naime, u listu je zabiljezen
porast sadrzaja neenzimskih antioksidansa, dok je u korijenu izrazenija bila aktivacija

enzimskih antioksidansa, primarno enzima APX i PPX. Sukladno mojim rezultatima, u ranijem
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je istrazivanju zabiljeZen razli¢it odgovor korijena i izdanaka kukuruza (Zea mays) na tretmane
s kombinacijom teskih metala, gdje je u listu zabiljezen poveéan sadrzaj neenzimskih
antioksidansa, dok je u korijenu zabiljezena pojacana aktivacija antioksidacijskih enzima POX,
APX i GR (AbdElgawad i sur. 2020).
5.4. In situ ispitivanje ranog fizioloskog odgovora duhana na tretman s AgNP ili AgNOs
Vecina dosadasnjih istrazivanja fitotoksi¢nosti AgNP bila je provedena u uvjetima in
vitro, u ekstraktima cijele biljke ili biljnog organa te nakon dovoljno dugog perioda izlaganja
koji bi izazvao ozbiljnije poremecaje metabolizma (Tkalec i sur. 2019; Yan i Chen 2019, Biba
i sur. 2022). DosadaSanja istrazivanja pojave oksidacijskog stresa u biljnim stanicama
provedena in situ malobrojna su i uglavnom je ispitivan utjecaj teSkih metala (Rodriguez-
Serrano i sur. 2006; Ortega-Villasante i sur. 2015; Vishwakarma i sur. 2017), dok je samo jedno
istrazivanje ispitalo odgovore na stres uzrokovan ¢esticama AgNP nakon 7-dnevnog tretmana
(Nair i Chung, 2014a). Kao §to je ve¢ ranije navedeno, jedan od prvih znakova oksidacijskog
stresa u stanicama je povecanje razine ROS (Akter i sur. 2021), ¢ija je detekcija i kvantifikacija
relativno izazovna, budu¢i da su kratkozivuée molekule podlozne brzim pretvorbama u druge
oblike, a njihova razina u stanici relativno je niska u normalnim uvjetima (eng. steady-state)
(Murphy i sur. 2022). Primjena histokemijskih metoda i osjetljivih fluorescentnih proba otvara
mogucénosti brze i preciznije detekcije ROS u uvjetima in vivo ili ex vivo (McLennan i Esposti
2000; Murphy i sur. 2022) te omogucuje pracenje pojave oksidacijskog stresa nakon kraceg
vremena izlaganja i primjene zna¢ajno nizih koncentracija stresora od onih potrebnih za
aktivaciju fizioloskog odgovora koji je moguce pratiti konvencionalnim metodama (Kovacik i

Babula, 2017; Ortega-Villasante i sur. 2005).

Nakon kratkotrajnog izlaganja, tretmani s AgQNP-PVP i AgNO3z povecali su razine O™
i H202 u korijenu u odnosu na kontrolu, dok je tretman s AQNP-CTAB rezultirao povec¢anjem
sadrzaja O2", ali smanjenjem razine H»O,. Pojacano stvaranje O i H.O» detektirano
fluorescentnim probama, zabiljezeno je u korijenu rize nakon 7-dnevnog tretmana Cesticama
AgNP-citrat; jacina ucinka rasla je s povecanjem koncentracije AgNP 1 bila je u skladu s
povecanom razinom mrtvih stanica zabiljezenom bojanjem probom PI (Nair i Chung 2014b),
Sto odgovara rezultatima mog istrazivanja. Nadalje, nakon tretmana s AgNP, histokemijskim
bojanjem s probama NBT i 3,3'-diaminobenzidin (DAB), detektirane su povecane razine O™
i H202 u korijenu klijanaca gorusice (Vishwakarma i sur. 2017) i luka (Panda i sur. 2011), a
povecani sadrzaj ROS u oba navedena slucaja bio je u pozitivnoj korelaciji s povecanom stopom

mrtvih stanica zabiljezenoj probom PI1 (Vishwakarma i sur. 2017) ili Evansovim modrilom
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(Panda i sur. 2011). Pojacano stvaranje H2O:. i smanjenje sadrzaja reduciranog GSH,
detektirano fluorescentnim probama, zabiljezeno je i u korijenu vrste M. sativa nakon 6-satnog
tretmana s Cd i Hg (Ortega-Villasante i sur. 2005), $to je u skladu sa smanjenom razinom
reduciranog GSH izmjerenom nakon tretmana s AGQNOs u mom istrazivanju. Iz literature je
poznato da teski metali induciraju sintezu fitokelatina, peptida uklju¢enih u detoksikaciju teskih
metala (Seregin i Kozhevnikova, 2023), a buduci da su fitokelatini oligomeri GSH, smanjenje
razine GSH u tkivu moguce je povezati s njihovim usmjeravanjem u biosintezu fitokelatina
(Rodriguez-Serrano i sur. 2006). Ostala mogucéa objasnjenja za smanjenje razine GSH su
direktna interakcija teskih metala s nukleofilnim tiolnim skupina GSH ili inhibicija enzima GST
koji sudjeluje u reakciji stvaranja adukta GSH-MCB (Ortega-Villasante i sur. 2005). Za razliku
0od AgNOs3, oba tipa AgNP su u mom istrazivanju izazvali povecanje razine GSH u odnosu na
kontrolu, $to navodi na zakljucak da srebro u obliku NP ima drugaciji mehanizam djelovanja

od ionskog srebra.

Poveéana razina O2™ i H202 izmjerena je i u listu duhana nakon sva tri tipa tretmana, a pozitivno
je korelirana s povecanjem stope smrti stanica. Povecani sadrzaj ovih ROS kao i povecana
smrtnost stanica zabiljeZena je i u listu klijanaca krumpira histokemijskim metodama, nakon
30-dnevnog izlaganja AgNOsi AgNP bez omotaca, a jaci u¢inak zabiljezen je nakon tretmana
s AgNP u odnosu na AgNOs (Bagherzadeh Homaee i sur. 2016). Ovi rezultati nisu u skladu s
mojima, a razlog tome bi mogla biti razlika u duljini tretmana. Povecane razine O2™ 1 H20»,
detektirane fluorescentnim probama, te povecana stopa mrtvih stanica zabiljezene su i u listu
klijanaca pSenice tretiranih 14 dana s NP titanijevog dioksida (TiO2-NP) (Chen i sur. 2019).
Sli¢an rezultat histokemijskim bojanjem dobili su i Romero-Puertas i sur. (2004) u listu graska
nakon tretmana biljaka s Cd u trajanju od 14 dana. Moguce objaSnjenje za pove¢anu smrtnost
stanica u mom 1 sli¢nim istrazivanjima je da prekomjerno stvaranje ROS dovodi do oStecenja
stanicnih membrana, Sto rezultira povecanim propustanjem elektrolita (eng. electrolyte
leakage) (Demidchik i sur. 2014), kako je zabiljeZeno u listu klijanaca krumpira tretiranih s
AgNP (Bagherzadeh Homaee i sur. 2016) i u listu graska nakon tretmana s Cd (Romero-Puertas
i sur. 2004). Sva tri tipa tretmana iz mog istrazivanja dovela su i do povecanja razine
reduciranog GSH u listu, pri ¢emu je tretman s AgNO3z pokazao najjac¢i ué¢inak. Reducirani GSH
moze direktno ukloniti OH" i O, a indirektno sudjeluje u uklanjanju H.O2 putem ciklusa
askorbat-glutation (Gill i sur. 2013). Stoga je povecanje razine reduciranog GSH moguce
pripisati pripremi stanica za obranu od prekomjerne razine ROS, jer osim §to sam GSH djeluje

kao antioksidans, on ima i posrednu ulogu u uklanjanju ROS kao dio ciklusa askorbat-glutation.
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Naime, u stresnim uvjetima reducirani GSH se poja¢ano prevodi u svoj oksidirani dimer GSSG,
koji nema antioksidacijski potencijal (Tausz i sur. 2004). Kako bi se odrzao optimalan omjer
GSH/GSSG, u stanicama dolazi do pojacane sinteze i aktivacije enzima GR, koja je takoder dio
ciklusa askorbat-glutation i katalizira redukciju GSSG u GSH te na taj nacin odrzava visoke
razine reduciranog GSH (Gill i sur. 2013). Povecéana aktivnost enzima GR zabiljezena je u listu
klijanaca krumpira nakon izlaganja AgNP i AgNO3 (Bagherzadeh Homaee i sur. 2016) te u
listu graska nakon tretmana s Cd (Romero-Puertas i sur. 2006). Stoga je povecanu razinu
reduciranog GSH u listovima u mom istrazivanju moguée povezati s potencijalnim poveéanjem
aktivnosti GR. Rezultate sli¢cne mojima objavili su Maresca i sur. (2022), koji su nakon tretmana
mahovine Leptodictyum riparium kombinacijom teSkih metala (Zn, Cu, Cd, Pb) detektirali
povecanu razinu reduciranog GSH primjenom probe MCB. U istom istrazivanju, zabiljezeno je
1 znacajno povecanje sadrzaja fitokelatina, Sto govori u prilog teoriji da tretmani teSkim

metalima i njihovim NP dovode do usmjeravanja GSH u put biosinteze fitokelatina.

Na temelju povecanja razine ROS i reduciranog GSH izmjerenih in situ u korijenu i listu duhana
moguce je zakljuciti da kratkotrajni tretmani s AgNP i AgNO3z uzrokuju pojavu oksidacijskog
stresa koji dovodi do ireverzibilnih oSteCenja 1 povecanja smrti stanica. Medutim, usporedbom
ucinaka kratkotrajnog (24 sata) i dugotrajnog (7 dana) tretmana s AgNP i AgNOs, uo€ene su
odredene diskrepancije, 1ako je vazno naglasiti da se ne radi o istim metodama izlaganja niti o
istim metodama mjerenja, zbog ¢ega nije u potpunosti pouzdano povlaciti usporedbe. Takoder,
treba naglasiti kako se, prema najnovijim smjernicama, mjerenje razine ROS iz ekstrakata tkiva
smatra relativno nepouzdanim u usporedbi s mjerenjem provedenim u biljci ili dijelu biljke
zbog: (i) relativne nestabilnosti i kratkog zivota molekula ROS i (ii) razaranja membrana i
povecavanja ionske jakosti uslijed smrzavanja tkiva i homogenizacije, koja moZe dovesti do
promjena u razini ROS do kojih ne bi doslo u normalnim uvjetima u stanicama i stoga nisu
nuzno posljedica odgovora na bioticki ili abioticki stres (Murphy 1 sur. 2022). Kratkotrajni
tretman izazvao je znacajno povecanje razine ROS 1 GSH u korijenu duhana u odnosu na
kontrolu, dok dugotrajno izlaganje nacelno nije pokazalo znacajan utjecaj na sadrzaj ROS niti
je dovelo do znacajnog oStecenja biomolekula i aktivacije antioksidacijskog odgovora. Prvi
razlog tome je sigurno razlika u nacinu tretiranja jer je kod dugotrajnog tretmana tretirana cijela,
intaktna biljka na nacin da je korijen bio uronjen u otopine srebra. S druge strane, kod
kratkotrajnog tretmana, dijelovi korijena i lista su ¢itavom povrSinom uronjeni u otopinu srebra
i tkivo je netom prije izlaganja mehanicki oSte¢eno zbog uklanjanja s biljke, Sto neminovno

pospjesuje ulazak srebra i stoga izaziva jaci stres. Drugi razlog je razlika u duljini izlaganja.
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Naime, moguce je da kratkotrajni tretman uzrokuje pojavu akutnog oksidacijskog stresa, dok
nakon duljeg izlaganja biljka aktivacijom antioksidacijskog sustava nadilazi disbalans u
oksidacijskom metabolizmu na nacin da razvije djelomic¢nu ili potpunu prilagodbu na uvjete
dugotrajnog stresa i/ili u stanicama dolazi do popravaka oksidacijskih ostecenja biomolekula i

oporavka stanica zbog intenzivne sinteze novih biomolekula (Halliwell, 2006).
5.5. Utjecaj AgNP na proces fotosinteze

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da je proces fotosinteze osobito osjetljiv na utjecaj
AgNP (Biba i sur. 2022), $to se ocituje smanjenjem asimilacije CO2, sadrzaja fotosintetskih
pigmenata i u¢inkovitosti fotosinteze (Tkalec i sur. 2019). Medutim, mali broj ovih istrazivanja
bio je usmjeren na utjecaj razlic¢itih omotaca i/ili potencijalne transformacije AgNP u podlozi
za izlaganje biljaka. U istrazivanju Liang i sur. (2018) na mahovini Physcomitrella patens
zabiljeZzeno je vece oStecenje fotosintetskog aparata nakon izlaganja Cesticama AgNP bez
omotaca u odnosu na tretmane s AgNP-PVP i AgNP-citrat, §to pokazuje da dodatak omotaca
moze umanjiti negativni u¢inak AgNP na proces fotosinteze. U istom radu, tretman ¢esticama
AgNP smanjio je vrijednosti @PSII i gP, ukazuju¢i na smanjenu ucinkovitost prijenosa
elektrona, dok je s druge strane doveo do povecanja vrijednosti NPQ, $to ukazuje na rasipanje
energije iz PSII u obliku topline. Ovi rezultati djelomi¢no su potvrdeni i u mom istraZivanju.
Naime, tretman s AgNOs pokazao je slabiji uc¢inak na vecinu ispitanih parametra fotosinteze u
odnosu na oba tipa AgNP, $to se moze povezati s ve¢im sadrzajem srebra u listu nakon tretmana
s oba tipa AgNP u odnosu na iste koncentracije AgNOs. Slabija inhibicija fotosinteze
zabiljezena je i u vrsti A. thaliana nakon tretmana s AGNOs u odnosu na tretman Cesticama
AgNP-citrat pri istoj koncentraciji (Ke i sur. 2018). Nadalje, AQNP-CTAB pokazao je jaci
negativni ucinak na parametre fotosinteze od AgNP-PVP jer je smanjio vrijednosti parametara
®PSII i gP, ali i vrijednost parametra NPQ i sadrzaja svih fotosintetskih pigmenata. Ovi
rezultati ukazuju na ozbiljno narusenu ucinkovitost fotosinteze, sto je najvjerojatnije posljedica
strukturnih ostecenja reakcijskih centara PSII i poremecaja u transportnom lancu elektrona.
Sli¢ni rezultati zabiljezeni su i u vrstama A. thaliana nakon tretmana s AgNP-citrat (Ke i sur.
2018, Liisur. 2018), V. faba izlozenoj AQNP-PVP (Falco i sur. 2020) i L. gibba nakon tretmana
s AgNP bez omotaca (Dewez i sur. 2018). Jaci toksi¢ni u¢inak AGQNP-CTAB, zabiljezen u mom
istrazivanju, vjerojatno potjeCe od manje stabilnosti ovih NP u podlozi 2 MS u odnosu na
AgNP-PVP te njihovog pozitivnog naboja, za koji je poznato da ima jaci toksi¢ni ucinak u
odnosu na neutralne ili negativno nabijene AgNP (Cvjetko i sur. 2017; Biba i sur. (2020), a

moze Se povezati i sa povecanom produkcijom ROS i pojacanim antioksidacijskim odgovorom
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(Hazeem i sur. 2019; Jiang i sur. 2017; Li i sur. 2018). Poveznica izmedu negativnih u¢inaka
AgNP na fotosintezu i povecanog stvaranja ROS zabiljeZzena je u nekoliko istrazivanja na
algama (Hazeem i sur. 2019; Oukarroum i sur. 2012; Zhao i sur. 2021) i biljkama (Das i sur.
2018; Jiang i sur. 2017; Li i sur. 2018; Nair i Chung, 2014a; Sosan i sur. 2016) tretiranih s
AgNP sa ili bez omotaca. Negativni u¢inci AgNP-CTAB na parametre fluorescencije klorofila
a znacajno su ublazeni dodatkom cisteina u kombiniranim tretmanima, a sli¢an u¢inak cisteina
u prevenciji negativnih ucinaka na fotosintetsku uc¢inkovitost zabiljezen je i u algi C. reinhardtii

koja je izlozena djelovanju AgNP s 9 razlic¢itih omotaca (Navarro i sur. 2015).

Smanjena ucinkovitost fotokemijskih reakcija PSII moze se povezati sa smanjenim sadrZajem
fotosintetskih pigmenata, posebice klorofila (Li i sur. 2018; Ke i sur. 2018; Jiang i sur. 2012,
Dewez i sur. 2018; Behra i sur. 2013; Abbas i sur. 2019; Nair i Chung 2014b), do ¢ega dolazi
bilo raspadanjem postoje¢ih molekula pigmenata ili inhibicijom biosinteze novih (Abbas i sur.
2019). U mom istrazivanju, reducirane vrijednosti NPQ, pra¢ene smanjenjem sadrzaja
karotenoida i de-epoksidacijskog stanja pigmenata ksantofilskog ciklusa nakon tretmana s oba
tipa AgNP, mogu se povezati sa smanjenim sadrZajem ukupnih klorofila. Smanjenje sadrzaja
klorofila umanjuje sposobnost apsorpcije svjetlosti i usmjeravanja energije u transportni lanac
elektrona, Sto u konacnici dovodi do inhibicije fotokemijskih reakcija, zbog cega se eliminira
potreba za rasapom energije u obliku topline (Peharec Stefanié i sur. 2021). S druge strane,
karotenoidi, osim §to neposredno sudjeluju u pokretanju fotokemijskih reakcija (Rabinovitch i
Govindjee 1970), imaju i vaznu zastitnu ulogu u neutralizaciji slobodnih radikala, zbog ¢ega je
povecanje njihovog sadrzaja jedan od mogucih mehanizama obrane od ROS (Havaux, 2014).
Smanjeni sadrzaj ukupnih klorofila i karotenoida zabiljezen je nakon tretmana biljaka vrste A.
thaliana Cesticama AgNP-citrat (Li i sur. 2018; Ke i sur. 2018) i vrste O. sativa s AgNP bez
omotaca (Nair i Chung 2014b). U vodenoj le¢i S. polyrhiza, smanjenje sadrzaja karotenoida
nakon tretmana s AgNP-PVP povezano je s inhibicijom fotoprotekcijskog kapaciteta PSII
(Jiang 1 sur. 2017), Sto je takoder u skladu s rezultatima mog istrazivanja. 1z navedenog moze
se zakljuciti da je jedan od mogucih uzroka jaceg toksi¢nog ucinka AgNP na fotosintezu u
odnosu na AgNOs smanjena fotoprotekcija PSII zbog smanjenog sadrzaja karotenoida, Sto

nakon tretmana s AgNO3 nije zabiljezeno.

lako sam mehanizam djelovanja AgNP na proces fotosinteze nije dovoljno razjasnjen, moguce
objasnjenje je djelovanje iona Ag", koji se otpustaju s AgNP uslijed njihove oksidacije zbog
interakcije sa sastojcima hranjive podloge ili biotransformacije unutar same biljke (Behra i sur.
2013). Naime, ioni Ag" mogu konkurirati ionima Cu* za vezanje na plastocijanin, jedan od
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nosaca u lancu prijenosa elektrona (Jansson i Hansson 2008), te na taj naCin ometati prijenos
elektrona kroz transportni lanac. Osim toga, poznato je da ioni Ag* mogu stvoriti vezu s tiolnim
skupinama proteina, zbog Cega se smatra da bi mogli ometati proces biosinteze klorofila,
vezanjem na neki od enzima koji sudjeluju u tom procesu (Xu i sur. 2010). U mom istrazivanju
tretman s AgNOs nije izazvao znacajno smanjenje parametara fluorescencije klorofila a u
odnosu na kontrolu, a zabiljezene su ¢ak i povecane vrijednosti parametara @PSII i qP u odnosu
na kontrolu i tretman s AgNP-CTAB, $to ukazuje na blagi stimulativni uc¢inak AgNO3 na
ucinkovitost fotokemijskih reakcija. Medutim, znacajno Smanjenje sadrzaja klorofila,
karotenoida i ksantofila zabiljezeno je nakon tretmana sa 100 uM AgNOs, iako nije bio tako
jako izrazeno kao nakon izlaganja istoj koncentraciji AgNP-CTAB. Blazi uc¢inak AgNOs u
odnosu na AgNP moguce je pripisati povecanju de-epoksidacijskog stanja pigmenata

ksantofilskog ciklusa.

Iako je analizom TEM/EDX potvrden unos AgNP u stanice korijena, one nisu detektirane u
listu, $to je u skladu s rezultatima istrazivanja na duhanu tretiranom ¢esticama AgNP-citrat
(Cvjetko 1 sur. 2018). Bez obzira na to, tretmani s 100 pM koncentracijom oba tipa AgNP
izazvali su promjene u ultrastrukturi kloroplasta, koje nisu zabiljezene nakon tretmana s
AgNOg sto govori da je srebro u nekom obliku ipak translocirano do lista, $to pokazuje i veca
akumulacija srebra nakon tretmana s AgNP u usporedbi s AgNOa3. Ovi rezultati sugeriraju da
zabiljeZeni uéinci barem djelomi¢no potjecu od intrinsi¢nih svojstava AgNP u odnosu na uéinak
iona Ag*. U listovima duhana tretiranih s AgNP zabiljeZeni su izduZzeni i stanjeni kloroplasti sa
znacajno vec¢im brojem uvecanih plastoglobula u odnosu na kontrolu. Plastoglobuli su posebni
strukturni 1 funkcionalni pododjeljci tilakoida koji sadrZe specificne enzime koji sudjeluju u
metabolizmu lipida, a od ranije je poznato da se veli¢ina i broj plastoglobula moze povecati
uslijed stresnih uvjeta (Bréhélin i Kessler 2008; Eugeni Piller i sur. 2012). Mogu¢i mehanizam
uvecavanja plastoglobula pripisuje se degradaciji tilakoidnih membrana kloroplasta pod
utjecajem stresnih uvjeta, pri kojoj dolazi do nakupljanja lipida u hidrofobnoj jezgri
plastoglobula (Besagni i Kessler 2013). Poremeca;j u strukturi tilakoida, koji su naizgled gusto
zbijeni, u mom istraZivanju zabiljeZen je nakon tretmana s AgNP-PVP, §to je u skladu s
rezultatima na klijancima duhana i uro¢njaka nakon izlaganja ¢esticama AgNP-citrat (Peharec
Stefani¢ i sur. 2018; Qian i sur. 2013), te u vrsti Hordeum vulgare tretiranoj s AgNP bez
omotaca (Fayez i sur. 2017). Na temelju zabiljezenih poremecaja u strukturi kloroplasta,

poprac¢enih smanjenjem sadrzaja fotsintetskih pigmenata i u¢inkovitosti PSII, moze se zakljuciti
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da tretmani s AgNP uzrokuju strukturna i funkcionalna osSte¢enja fotosintetskog aparata u listu

duhana.

5.6. Utjecaj AgNP na promjene u proteomu

Istrazivanja ekspresijskih profila proteina daju uvid u funkciju i regulaciju
molekularnih odgovora biljaka na stres, budu¢i da su proteini ukljuc¢eni u odgovor na stres bilo
direktno (strukturni proteini, antioksidacijski enzimi i sl.) ili indirektno, regulacijom genoma,
transkriptoma ili metaboloma (Kosova i sur. 2018; Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Do sada su u
ovom istrazivanju zabiljezene 1 opisane ultrastrukturne, fizioloske i biokemijske promjene u
korijenu i listu duhana nakon tretmana s AgNP ili AgNOs, a kako bih ispitala molekularnu
osnovu fitotoksi¢nosti AgNP, analizirala sam promjene u ekspresiji ukupnih topivih proteina
korijena i lista duhana nakon 7-dnevnog tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB ili
AgNOs. Analizom proteoma, u korijenu duhana pronasla sam 34 proteina ¢ija je ekspresija
promijenjena nakon navedenih tretmana u odnosu na kontrolu, pri ¢emu je najveéi broj
pronadenih proteina pokazao smanjenu ekspresiju. Najveci broj diferencijalno eksprimiranih
proteina pronaden je nakon tretmana s AgNP-CTAB, dok je najmanje proteina pokazalo
promjene u ekspresiji nakon tretmana s AgNOs, §to se moZe povezati s manjim sadrzajem

srebra izmjerenim nakon tretmana s AQNOs u odnosu na tretmane s oba tipa AgNP.

Kod sva tri tipa tretmana istaknule su se Cetiri funkcionalne kategorije s najve¢im brojem
diferencijalno eksprimiranih proteina, a to su: (i) Obrana i odgovor na stres, (ii) Metabolizam
ugljikohidrata, (iii) Procesi transkripcije i translacije te (iv) Transport elektrona i dobivanje
energije. Tri proteina ukljucena u patogenezu (eng. pathogenesis-related, PR) imala su
promijenjenu ekspresiju nakon tretmana s AgNP, a samo jedan nakon tretmana s AgNOs. PR
proteini primarno su detektirani u biljkama izloZenim biotickom stresu i smatralo se da imaju
ulogu u obrani biljke od razliCitih patogena kao Sto su virusi, bakterije 1 gljive (dos Santos i
Franco 2023). Medutim, istrazivanja su pokazala da izloZenost abioti¢kim stresnim uvjetima,
ukljucujudi i teske metale, takoder moze dovesti do promjene u njihovoj ekspresiji (Sudisha i
sur. 2012; Vannini i sur. 2014; Peharec Stefanié i sur. 2018; 2019; Biba i sur. 2022a). U mom
istrazivanju, protein osmotin imao je smanjenu ekspresiju nakon tretmana s AgQNP-PVP, dok je
protein slican osmotinu pokazao smanjenu ekspresiju nakon sva tri tipa tretmana. Osmotin ima
ulogu u modulaciji odgovora na stres u biljkama, djelujuci kao regulator transkripcije ili
signalna molekula (Sudisha i sur. 2012), a njegova smanjena ekspresija zabiljeZena je i u
korijenu duhana tretiranom &esticama AgNP-citrat (Peharec Stefanié i sur. 2019). Glukan endo-

1,3-beta-glukozidaza, takoder pripadnik skupine PR proteina c¢ija je funkcija regulacija razine
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kaloze u plazmodezmijama, pokazao je smanjenu ekspresiju nakon tretmana s oba tipa AgNP
(Kebede 1 Kebede 2021). S druge strane, povecana ekspresija navedenog proteina zabiljezena
je u korijenu psenice (Vannini i sur. 2014) nakon tretmana s AgNP-PVP te korijenu duhana
nakon tretmana s AgNP-citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2019), $to pokazuje da udinak na
ekspresiju ovog proteina ovisi i 0 biljnoj vrsti i 0 omotacu primijenjenom za stabilizaciju AgNP.
Dva proteina uklju¢ena u odgovor na stres pokazali su promijenjenu ekspresiju u tretmanima
sa srebrom. Enzim GST ukljucen je u metabolizam GSH i njegovu konjugaciju s citotoksi¢nim
spojevima u vakouli (Dixon i Edwards 2010), a njegova pojacana ekspresija smatra se jednom
od posljedica povecanog stvaranja ROS 1 u korelaciji je sa smanjenjem antioksidacijskog
potencijala GSH (Maurya i Rizvi 2010). Pojac¢ana ekspresija enzima GST zabiljezena je nakon
sva tri tipa tretmana, a u skladu je sa smanjenim sadrzajem reduciranog GSH izmjerenim
spektrofotometrijski. Moguce objasnjenje je da se povecanjem koli¢ine GST u stanicama,
povecava mogucnost konjugacije GSH s potencijalnim ksenobioticima. Na taj nacin se
smanjuje razina slobodnog reduciranog GSH, a kao §to je ranije navedeno, tiolna skupina GSH
postaje nedostupna za vezanje na Ellmanov reagens, koriSten za odredivanje koli¢ine
reduciranog GSH. Moji rezultati u skladu su s rezultatima dobivenim istrazivanjem proteoma
korijena pSenice (Vannini i sur. 2014) i u klijanaca duhana tretiranim s AgNP-PVP, AgNP-
CTAB i AgNOs (Biba i sur. 2022a). S druge strane, etilen-osjetljivi transkripcijski faktor 3 (eng.
ethylene- responsive transcription factor 3, ERF3), uklju¢en u etilenski put prijenosa signala u
uvjetima stresa, bio je smanjeno eksprimiran nakon tretmana s AgNP-CTAB i tretmana s
AgNOs. Pojacana ekspresija proteina iz skupine ERF povezana je s pove¢anom otpornosti
biljaka na razli¢ite tipove abiotickog stresa (Miiller i Munné-Bosch 2015). Zanimljivo je da se
za protein ERF3 iz vrste S. tuberosum pokazalo da u uvjetima poplave i toplinskog stresa
dolazi do povecanja njegove ekspresije, dok susa i povecani salinitet smanjuju ekspresiju ovog
proteina, ukazuju¢i na to da transkripcijski faktor ERF3 specificno reagira na razlicite
abioticke stresne uvjete (Klay i sur. 2014). Budu¢i da je poznato da tretmani teSkim metalima
mogu dovesti do poremecaja unosa vode i do osmotske neravnoteze (Mashabela i sur. 2023),
moguce je da se mehanizam odgovora slican onome nakon suse i solnog stresa aktivirai nakon
tretmana sa srebrom, s obzirom da je protein ERF3 u mom istraZivanju pokazao smanjenu

ekspresiju.

Iz skupine proteina ukljuc¢enih u prijenos signala detektirana su dva proteina, mitogen-
aktivirana protein kinaza (MAPK) i 14-3-3-like protein A, sa smanjenom ekspresijom u svim

tretmanima. MAPK su skupina proteina uklju¢enih u prijenos signala i stani¢ni odgovor na
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egzogene 1 endogene podrazaje, koji imaju regulatornu ulogu u proliferaciji 1 diferencijaciji
stanica (Ren i sur. 2006). MAPK signalni put, uz hormonski i signalni put iona Ca?*, tvori
signalnu mrezu odgovora koju aktivira povecana razina ROS (Jalmi i sur. 2018). MAP-kinaze
sudjeluju u regulaciji proizvodnje ROS mehanizmom pozitivne povratne sprege, odnosno
aktivacija jedne od kaskada unutar MAPK signalnog puta dovodi do pozitivne regulacije
proizvodnje ROS (Asai i sur. 2008). U ovom istrazivanju, protein MAPK homolog NTF4
pokazao je smanjenu ekspresiju u odgovoru na sva tri tipa tretmana, sto ukazuje na potencijalni
pokusaj stanica da sprijeCe prekomjerno stvaranje ROS i time se zastite od oksidacijskih
oSteCenja i stani¢ne smrti. Nadalje, protein 14-3-3 like protein A pripada obitelji signalnih
proteina koji sudjeluju u prijenosu signala u procesima elongacije i diobe stanica, vegetativnog
rasta i rasta reproduktivnih organa (Camoni i sur. 2018) te je njegova smanjena ekspresija
vjerojatno posljedica inhibicije navedenih procesa s ciljem o¢uvanja energije. Suprotno ovim
rezultatima, razina ekspresije proteina 14-3-3 bila je pove¢ana u odgovoru na tretman s AgNP-
PVP u korijenu Kklijanaca psenice (Vannini i sur. 2014), Sto ponovno ukazuje na razli¢it odgovor

klijanaca i odraslih biljaka na stres izazvan s AgNP.

Smanjenu ekspresiju zabiljeZila sam 1 za proteine ukljucene u glikolizu 1 Krebsov ciklus,
procese kljuéne za proizvodnju energije u stanicama korijena (Goodwin i Mercer 1983). Enzim
gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH) imao je smanjenu ekspresiju u tretmanima s
oba tipa AgNP, dok je heksokinaza-1 smanjenje ekspresije pokazala nakon tretmana s AgNP-
CTAB i AgNOs. Smanjena ekspresija enzima glikolize zabiljezena je i u korijenu duhana
tretiranom s AgNP-citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2019), $to sugerira da je smanjenje
proizvodnje energije odgovor biljke na stresne uvjete, iako se ¢ini da je odgovor povezan i s
razvojnim stadijem biljke. Naime, pojacana ekspresija proteina uklju¢enih u glikolizu
zabiljezena je u klijancima duhana nakon tretmana s AgNP-PVP i AgQNP-CTAB (Biba i sur.
2022) i nakon izlaganja ¢esticama AgNP-citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2018). To se povezuje
s povecanom potrebom za energijom za odrzavanje normalnih funkcija u stanicama mladih
biljaka, posebice za obranu od oksidacijskog stresa (Kosova i sur. 2018), dok se u odraslim
biljkama smanjenjem ekspresije proteina iz glikolize potencijalno izbjegava prekomjerno
stvaranje ROS i sprje¢ava pojava oksidacijskog stresa (Vitamvas i sur. 2015). U skladu s ovim
zakljuckom je i smanjena ekspresija enzima izocitrat-dehidrogenaze iz Krebsovog ciklusa, koji
povezuje glikolizu s mitohondrijskim lancem transporta elektrona, zabiljeZena nakon tretmana
s AgNP-CTAB i AgNOs. Smanjena ekspresija navedenog enzima nakon tretmana s AgNP

zabiljezena je i u korijenu duhana (Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Nadalje, objasnjenje da uslijed
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stresa izazvanog srebrom biljke smanjuju proizvodnju stani¢ne energije kako bi se izbjeglo
prekomjerno stvaranje ROS podupire i reducirana ekspresija dva proteina iz kategorije transport
elektrona i dobivanje energije. Naime, sva tri tipa tretmana smanjila su ekspresiju enzima
ubikinol oksidaza 2, koji je ukljucen u transportni lanac elektrona u procesu stanicnog disanja,
i enzima NAD(P)H-kinon oksidoreduktaza, koji sudjeluje u prijenosu elektrona u
fotosintetskom i mitohondrijskom lancu prijenosa elektrona. Smanjenje ekspresije ubikinol
oksidaze 2 zabiljezeno je i u klijancima psenice tretiranim s AQNP bez omotaca (Jhanzab i sur.
2019).

U svim tretmanima zabiljezeno je smanjenje ekspresije nekoliko proteina ukljucenih u procese
replikacije DNA, transkripcije i translacije. Nakon tretmana s AgNP-CTAB i AgNOs,
zabiljezena je smanjena ekspresija ribonukleozid-disfosfat reduktaze, jednog od esencijalnih
enzima u procesu replikacije koji katalizira biosintezu deoksiribonukleotida, te za DNA-
usmjerenu RNA polimerazu 3A, koja ima vazan doprinos u procesima sazrijevanja RNA i
translaciji katalizirajuéi transkripciju malih molekula RNA (eng. small RNA, sSRNA). Nadalje,
tretmani s oba tipa AgNP smanjili su ekspresiju proteina cvjetanja GLOBOSA, regulatora
transkripcije specificnog za RNA polimerazu II, dok su sva tri tipa tretmana imali negativan
ucinak na ekspresiju proteina 50S ribosomalne podjedinice, koji ima vaZznu ulogu u sintezi
proteina. Budu¢i da navedeni procesi, posebice translacija, iziskuju velike koli¢ine energije
(Buttgereit 1 Brandt 1995), moguce objaSnjenje za ovakve rezultate je da stanice inhibicijom
navedenih procesa Stede energiju i usmjeravaju je u mehanizme obrane protiv stresa. Jedan od
proteina ukljuéenih u proces elongacije translacije, elongacijski faktor 1 alfa (EF-1A), imao je
smanjenu ekspresiju u tretmanima s AgNP-CTAB i AgNOsz. Smanjenje ekspresije
elongacijskog faktora Tu zabiljezeno je u korijenu duhana tretiranom s AgNP-citrat i AQNO3
(Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Zanimljivo je, medutim, da je povecana ekspresija proteina
ukljucenih u inicijaciju i elongaciju translacije zabiljeZena u korijenu klijanaca pSenice nakon
izlaganja AgNP-PVP (Vannini i sur. 2014) i klijancima duhana tretiranim s AgNP-citrat
(Peharec Stefani¢ i sur. 2018), §to ponovo ukazuje na vaznost razvojnog stadija biljke u

odgovoru na stres izazvan s AgNP.

Nadalje, po jedan protein iz kategorija Metabolizam aminokiselina i Regulacija stani¢nog
ciklusa pokazali su promijenjenu ekspresiju nakon tretmana sa srebrom. Enzim fosfo-2-
dehidro-3-deoksiheptonat aldolaza 1, uklju¢en u biosintezu aromatskih aminokiselina, pokazao
je smanjenu ekspresiju u sva tri tipa tretmana. Slicno tome, smanjena ekspresija proteina

ukljucenog u proces biosinteze glutamata zabiljezena je u korijenu duhana tretiranom s
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esticama AgNP-citrat (Peharec Stefanié i sur. 2019). Smanjena sinteza aminokiselina u skladu
je sa zabiljezenom smanjenom ekspresijom proteina ukljuéenih u proces translacije, a zajedno
govore u prilog inhibiciji sinteze proteina, vjerojatno u svrhu ocuvanja energije koja je potrebna

za obranu od stresnih uvjeta.

Enzim ATP-ovisna cink metaloproteaza FTSH ima primarnu funkciju u kontroli kvalitete i
proteolitickoj razgradnji oSteenih proteina, no osim toga smatra se da sudjeluje u regulaciji
stani¢nog ciklusa i diobi stanica. Za ovaj enzim zabiljeZena je Smanjena ekspresija u tretmanima
s AgNP-CTAB i AgNOs, §to se moze povezati s potencijalnim usporavanjem rasta u svrhu
oCuvanja energije za potrebe obrane od stresa. Osim toga, smanjena ekspresija proteina 26S
proteasom ne-ATPazne regulatorne podjedinice 3, uklju¢ene proteoliticku razgradnju ovisnu o
ubikvitinu, zabiljeZzena je u oba tipa tretmana s AgNP. Smanjenja proteolitiCka razgradnja
proteina moze se dovesti u vezu s inhibicijom sinteze proteina; naime moguce je da biljka
inhibicijom sinteze novih proteina i oCuvanjem integriteta postojecih proteina nastoji oCuvati
normalne razine proteina u stanicama, bez dodatnog utroska energije, ¢ime je u moguénosti

ocuvanu energiju usmjeravati u druge procese, primjerice obranu od stresa.

Dva proteina iz skupine Transport tvari pokazala su promijenjenu ekspresiju. Protein two pore
calcium channel protein (TPCCP), koji sudjeluje u prijenosu iona Ca?* kroz membranu te
djeluje kao vaZzan protein u odgovoru na prekomjernu razinu ROS (Jin i sur. 2020), imao je
smanjenu ekspresiju samo nakon tretmana s AgNP-CTAB. Ranije se pokazalo da se osim
esencijalnih iona metala, kroz transportne kanale poput kanala za ione Ca?*mogu transportirati
i ioni teskih metala poput Cd?* i Pb?* (Moon i sur. 2019), §to ostavlja otvorenu moguénost da
bi se i ioni Ag" mogli transportirati na isti nacin. Stoga je smanjena ekspresija TPCCP
potencijalni mehanizam za izbjegavanje unosa iona Ag" disociranih s relativno nestabilnih
¢estica AQNP-CTAB u stanice. Protein TIC 214/pretpostavljeni membranski protein Ycf1, koji
sudjeluje u prijenosu proteina kroz membrane plastida (Nakai, 2015), smanjenu ekspresiju
pokazao je nakon sva tri tipa tretmana, sto ukazuje i na smanjenu metaboli¢ku aktivnost plastida
u korijenu buduci da su plastidi semiautonomni organeli koji ve¢inu proteina potrebnih za svoje
aktivnosti dobivaju iz citoplazme. Enzim fosfolipaza D alfa 1, koji sudjeluje u katabolizmu
fosfolipida i1 regulaciji fitohormona i odgovoru na stres (Taka¢ i sur. 2019), imao je smanjenu
ekspresiju u tretmanima s oba tipa AgNP. Suprotno tome, u klijancima duhana tretiranim s
AgNP-CTAB zabiljezena je povecana ekspresija proteina ukljucenog u razgradnju masnih
kiselina (Biba 1 sur. 2022a), ponovno ukazuju¢i na razli¢it odgovor klijanaca u odnosu na

odrasle biljke. U skladu sa smanjenim katabolizmom masnih kiselina, enzim acetil-koenzim A
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karboksilaza-karboksil transferaza, ukljucen u biosintezu masnih kiselina, pokazao pojacanu
ekspresiju nakon sva tri tipa tretmana. PojaCana ekspresija ovog proteina zabiljeZena je u
odgovoru vrste Gossypium herbaceum na suSu (Deeba i sur. 2012), dok je u listu Arachis
hypogaea dovela do povecanja razine PUFA koje su vazne u izgradnji bioloskih membrana, ali
i prijenosu signala stresa (Kottapalli i sur. 2009). Uzimaju¢i navedene rezultate u obzir,
inhibicija katabolizma masnih Kiselina i njihova pojacana sinteza mogli bi se povezati s

izostanakom oksidacijskog oste¢enja membrana U mom istrazivanju.

Analizom proteoma lista duhana, pronadeno je 20 diferencijalno eksprimiranih proteina, koji
su ve¢inom pokazali smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu, od ¢ega je najveci broj proteina
detektiran u odgovoru na tretman s AgNOs, dok je najmanje proteina pokazalo promjene u
ekspresiji nakon tretmana s AQNP-CTAB. Tretman s AQNP-PVP izazvao je najveée promjene
u ekspresiji proteina ukljuc¢enih u proces fotosinteze te procese transkripcije i translacije, dok
su tretmani s AQNP-CTAB i AgNOz najvece promjene izazvali u ekspresiji proteina ukljucenih
u transkripciju i translaciju, a sljede¢i po zastupljenosti bili su proteini ukljueni u proces

fotosinteze.

Cetiri proteina uklju¢ena u fotosintezu pokazali su promijenjenu, uglavnom smanjenu
ekspresiju u odgovoru na ispitane tretmane, Sto je u skladu s ranije zabiljeZenom smanjenom
fotosintetskom ucinkovitosti. Smanjena ekspresija nakon sva tri tipa tretmana zabiljezena je za
protein koji djeluje kao aktivator enzima RuBisCo, klju¢nog enzima u procesu vezanja
atmosferskog ugljikovog dioksida (CO2) u Calvin-Bensonovom ciklusu. Smanjena ekspresija
aktivaze enzima RuBisCo zabiljezena je i u klijancima duhana tretiranim s AQNP-CTAB (Biba
i sur. 2022a), sto sugerira da je ovaj protein osjetljiv na tretmane srebrom u razli¢itim razvojnim
stadijima. S druge strane, u listu duhana tretiranom s AgNP-citrat nije doslo do promjene u
ekspresiji ovog enzima (Peharec Stefanié i sur. 2019), §to navodi na zaklju¢ak da tip omotaca
za stabilizaciju AgNP moze utjecati na njegovu ekspresiju. Protein oxygen-evolving enhancer,
koji je dio PSII i ima vaznu ulogu u procesu stvaranja Oz iz H2O, pokazao je reduciranu
ekspresiju samo nakon tretmana s AgNOz. Smanjena ekspresija navedenog proteina zabiljeZzena
je i u listu vrste G. max nakon tretmana s AgNP bez omotaca (Galazzi i sur. 2019) te u zelenoj
algi C. reinhardtii tretiranoj ¢esticama AgNP-PEG (Lindgren, 2014), §to pokazuje da je ovaj
protein osjetljiv na srebro, bez obzira na oblik u kojem je primijenjeno. Nadalje, protein Ycf3,
esencijalan za sastavljanje kompleksa PSI, pokazao je smanjenu ekspresiju u tretmanima s
AgNP-PVP i AgNOs, ali povecanu ekspresiju u tretmanu AgNP-CTAB, Sto pokazuje da na

ekspresiju ovog proteina utjecaj zapravo ima omotac za stabilizaciju AgNP, a ne samo srebro.
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Osim toga, ovaj rezultat ukazuje na to da tretmani sa srebrom osim na PSII, imaju negativan
ucinak i na PSI, §to odgovara rezultatima dobivenim u listu nakon tretmana duhana s AgNP-
citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2019). Magnezij-kelataza, enzim ukljuéen u proces biosinteze
klorofila, pokazao je smanjenu ekspresiju u tretmanu AgNP-PVP i AgNOs, sto je u skladu s
izmjerenim smanjenjem sadrzaja ukupnih klorofila u odnosu na kontrolu. Tretmani sa srebrom
izazvali su smanjenje ekspresije dvije podjedinice proteinskog kompleksa ATP-sintaza,
ukljucene u transport elektrona i dobivanje energije. Kompleks ATP-sintaza sastoji se od vise
enzima, a nalazi se na tilakoidnoj membrani kloroplasta i unutarnjoj membrani mitohondrija.
Ovaj kompleks koristi slobodnu energiju elektrokemijskog gradijenta protona za sintezu ATP-
a te na taj nacin igra klju¢nu ulogu u proizvodnji energije u stanicama (Whitehouse i sur. 2019).
U mom istrazivanju, smanjena ekspresija podjedinice epsilon kompleksa ATP-sintaze
zabiljeZena je nakon tretmana s AgNP-PVP i AgNOs, dok je ekspresija podjedinice beta bila
smanjena u tretmanima s AgNP-CTAB i AgNOs. Ovi rezultati ukazuju na smanjenu
proizvodnju energije, koja je u skladu s ve¢ ranije zabiljeZenom smanjenom ekspresijom
proteina fotosinteze i u¢inkovitosti procesa fotosinteze. Smanjena ekspresija podjedinica ATP-
sintaze zabiljeZena je i u listu vrste G. max nakon tretmana s AgNP bez omotac¢a i AgNOs
(Galazzi i sur. 2019) te u listu duhana tretiranom s AgNP-citrat (Peharec Stefanié i sur. 2019).
Ekspresija enzima poligalakturonaza (PG), koji katalizira razgradnju pektina u stani¢noj
stijenci, ¢cime sudjeluje u procesima rasta, razvoja i ekspanzije stanica $to je osobito vazno za
regulaciju otvaranja i zatvaranja pu¢i (Rui i sur. 2017), bila je smanjena u tretmanima s AgNP-
PVP i AgNOs, ali povecana nakon izlaganja Cesticama AgNP-CTAB. Razvoj i funkcija puci
esencijalni su za odvijanje fotosinteze i transpiracije, zbog ¢ega promjena u ekspresiji enzima
PG indirektno utje¢e na pravilno odvijanje navedenih procesa. Do sada je otkriveno da
smanjena ekspresija jedne od izoformi PG umanjuje moguénost normalnog zatvaranja puci,
dok povecana ekspresija ubrzava otvaranje puci (Rui i sur. 2017), $to moze izazvati poremecaje
u transpiraciji. Oba poremecaja na razlicit nacin dovode do povecanog gubitka vode kroz puci,
Sto za posljedicu moze imati smanjenu fotosintetsku uc¢inkovitost (Ma i Takahashi 2002) i u
skladu je sa smanjenjem fotosintetske u¢inkovitosti zabiljeZzenom u mom istrazivanju. Kada se
svi ovi rezultati uzmu u obzir €ini se da smanjena ekspresija enzima ukljucenih u biosintezu
klorofila dovodi do smanjenog sadrzaja ukupnih klorofila, $to vjerojatno rezultira smanjenom
mogucnosti apsorpcije i prijenosa energije, a zajedno s inhibicijom ekspresije proteina
ukljucenog u oksidaciju vode 1 evoluciju kisika dovodi do poremecaja u transportu elektrona
unutar PSII. Smanjena ucinkovitost transporta unutar PSII rezultira i smanjenjem sinteze ATP-

a, na Sto dodatni ucinak moze imati smanjena ekspresija dviju podjedinica ATP-sintaze, a
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posljedica je smanjena proizvodnja energije. Zbog smanjene proizvodnje ATP i NADPH u
reakcijama na svjetlosti, vjerojatno dolazi do inhibicije reakcija Calvin-Bensonovog ciklusa,
rezultiraju¢i smanjenom asimilacijom CO2, §to podupire smanjenje ekspresije proteina

aktivatora enzima RuBisCo.

Dva proteina ukljuéena u remodeliranje kromatina i regulaciju transkripcije pokazali su
promijenjenu ekspresiju u odgovoru na tretmane sa srebrom. Histon H2B, strukturna
komponenta nukleosoma, bio je pojacano eksprimiran u tretmanima s AGNP-CTAB i AgNO:s.
Ovaj rezultat moze se povezati s izostankom oste¢enja molekule DNA u navedenim tretmanima
buduc¢i da su histoni, ne samo ukljuceni u pakiranje molekule DNA i regulaciju transkripcije i
translacije, ve¢ takoder sudjeluju 1 u popravku ostecenja molekule DNA (Singh 1 sur. 2010).
Nakon tretmana s AgNOgz, zabiljezena je 1 Smanjena ekspresija enzima histon-lizin N-
metiltransferaza, koji katalizira metilaciju lizinskih ostataka histona, te igra vaznu ulogu u
epigenetickoj regulaciji transkripcije (Li i sur. 2022). Od ranije je poznato da srebro ima utjecaj
na stani¢ni ciklus i inducira hipermetilaciju DNA putem signalnih putova p53 i p21, sto dovodi
do epigeneticke disregulacije 1 reprogramiranja ekspresije gena (Zhao i1 sur. 2021). Stoga,
smanjena ekspresija navedenog proteina moze predstavljati pokusaj stanica da sprijece

hipermetilaciju DNA i sprijece epigeneticku disregulaciju.

Tri proteina ukljuéena u proces translacije takoder su imali promijenjenu ekspresiju.
Elongacijski faktor Tu, protein odgovoran za vezanje aminoacil-tRNA na ribosom u procesu
sinteze peptida (Harvey i sur. 2019), bio je pojacano eksprimiran u odgovoru na tretmane s
AgNP-CTAB i AgNOs, dok je njegova ekspresija bila smanjena nakon izlaganja duhana
esticama AgNP-citrat (Peharec Stefani¢ i sur. 2019), §to jo§ jednom ukazuje na vaZnost
omotaca u fitotoksi¢nom ucinku AgNP. Nadalje, po jedan protein male i velike podjedinice
ribosoma pokazali su smanjenu ekspresiju nakon sva tri tipa tretmana. Smanjena ekspresija
strukturnih proteina ribosoma ukazuje na generalni poremecaj u sintezi proteina, a sli¢ni
rezultati zabiljezeni su i u proteomu lista duhana nakon izlaganja Cesticama AgNP-citrat
(Peharec Stefanié i sur. 2019). U prilog ovom zakljuku govori i smanjena ekspresija enzima
histidinol-fosfat aminotransferaza, koji je ukljuen u biosintezu aminokiselina, zabiljezena
nakon svih tretmana. Smanjena ekspresija proteina uklju¢enog u biosintezu aminokiselina
detektirana je i u listu vrste G. max nakon tretmana s AgNP bez omotaca i AgNO3 (Galazzi i
sur. 2018).

Dva antioksidacijska enzima pokazala su promjene u ekspresiji u odgovoru na tretmane sa
srebrom. Enzim peroksidaza N1 imao je smanjenu ekspresiju u tretmanima s AgNP-PVP i
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AgNOs3, dok je izoforma enzima CAT pokazala smanjenu ekspresiju samo nakon tretmana s
AgNOs, sto nije sasvim u skladu s rezultatima imunodetekcije. Isti antioksidacijski enzim moze
u stanici biti prisutan u vise razlicitih izoformi, ¢ija se ekspresija i aktivnost moze razlikovati u
uvjetima stresa (Camejo i sur. 2013; Sandalio i sur. 2001; Yoshimura i sur. 2000). Zbog toga je
tesko povlaciti poveznicu sa rezultatima dobivenim imunodetekcijom, jer koriStena antitijela
ne detektiraju sve izoforme jednog enzima. Smanjena ekspresija nekih antioksidacijskih enzima
pronadena je i u drugim biljnim vrstama nakon izlaganja AgNP. Primjerice, ekspresija
izoenzima Fe-SOD bila je smanjena u listu duhana tretiranom s AgNP-citrat (Peharec Stefani¢
i sur. 2019), dok su smanjene ekspresije izoenzima Cu/Zn-SOD i Mn-SOD te enzima 2-cys
peroksiredoksin, uklju¢enog u neutralizaciju alkilnih hidroksiperoksida, pronadene u listu vrste

G. max nakon tretmana s AgNP bez omotaca (Galazzi i sur. 2018).

Dva proteina uklju€ena u metabolizam ugljikohidrata imala su promijenjenu ekspresiju u
tretmanima sa srebrom u odnosu na kontrolu. Enzim GAPDH, ukljucen u proces glikolize, imao
je pojacanu ekspresiju nakon tretmana s AQNP-CTAB i AgNOs, $to se razlikuje od rezultata u
korijenu gdje je zabiljezena smanjena ekspresija ovog proteina. To sugerira da nisu svi dijelovi
biljke jednako osjetljivi na tretmane sa srebrom odnosno da odgovor moze biti specifi¢an za
odredeno tkivo ili organ. U listu duhana tretiranom s AgNP-citrat pronadena je smanjena
ekspresija GAPDH (Peharec Stefani¢ i sur. 2018), §to ponovo ukazuje na zna¢ajan doprinos
omotaca uc¢inku AgNP. Pojacana aktivacija procesa glikolize u listu duhana moze predstavljati
kompenzacijski mehanizam za proizvodnju energije u uvjetima smanjene fotosintetske
uc¢inkovitosti. Enzim piruvat dekarboksilaza, koji katalizira pretvorbu piruvata u acetaldehid u
procesu alkoholnog vrenja, pokazao je smanjenu ekspresiju nakon sva tri tipa tretmana.
Smanjena ekspresija navedenog enzima pronadena je i u vrsti G. max tretiranoj s AgNP bez
omotaca (Mustafa i sur. 2015). Moguce objasnjenje za smanjenu ekspresiju ovog enzima je
usmjeravanje piruvata u Krebsov ciklus kao odgovor stanica na pojacane zahtjeve za energijom,

u svrhu obrane od stresnih uvjeta.

Nakon tretmana s AgNP-PVP i AgNOs zabiljezena je smanjena ekspresija proteina pleiotropic
drug resistance protein 3 (PDR3), koji pripada obitelji ABC (eng. ATP-binding cassette)
tansportera, koji osim u transportu proteina, sudjeluju u procesima detoksifikacije, sprjecavanju
gubitka vode te transportu fitohormona i sekundarnih metabolita (Nuruzzaman i sur. 2014). Za
neke od proteina iz skupine ABC transportera poznato da sudjeluju u detoksifikaciji teskih
metala njihovim prijenosom u vakuolu, gdje sekvestriraju s proteinima iz skupine fitokelatina

ili metalotioneina, te izbacivanjem iz stanice, zbog ¢ega je povecana ekspresija tih proteina
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povezana s povecanom otpornosti biljaka na stres uzrokovan teSkim metalima (Naaz i sur.
2023). Medutim, ABC proteini sudjeluju 1 u transportu raznih drugih metabolita, a budu¢i da
za transport trose energiju pohranjenu u obliku ATP-a (Martinoia i sur. 2000), moguce
objasnjenje za smanjenju ekspresiju proteina PDR3 u mom istrazivanju je inhibicija transporta

tvari u svrhu o¢uvanja energije za obranu od stresa.

Ekspresija proteina sli¢nog kinezinu (KIN-5C) bila je smanjena u odnosu na kontrolu u
tretmanima s AgNP-PVP i AgNOs. Ovaj motoricki protein vazan je za stabilizaciju mikrotubula
diobenog vretena i organizaciju mreze mikrotubula

(https://www.uniprot.org/uniprotkb/P82266/entry, pristupljeno 18. kolovoza 2023.). Smanjena

ekspresija ovog proteina vjerojatno negativno utjece na diobu stanica, Sto sugerira usporeni rast
u stresnim uvjetima, a u skladu je s prethodnim istrazivanjem na vrsti A. thaliana gdje je nakon

tretmana s AgNP zabiljeZena smanjena brzina stvaranja mikrotubula (Angelini i sur. 2022).

Sli¢no kao 1 u korijenu, tretmani sa srebrom uzrokovali su promjenu u ekspresiji proteina iz
obitelji signalnih proteina 14-3-3. Ekspresija proteina 14-3-3 like protein C bila je smanjena
nakon sva tri tipa tretmana, a moguce objasnjenje je inhibicija procesa vezanih uz rast i razvoj

u svrhu o¢uvanja energije.

Dodatak cisteina tretmanima sa srebrom u korijenu umanjio je promjene u ekspresiji za 29%
proteina u kombiniranom tretmanu s AgNP-PVP, izjednacivsi razinu ekspresije s onom
zabiljezenom u kontroli. Takav uéinak cisteina zabiljezen je za 52% proteina u kombiniranom
tretmanu s AQNP-CTAB i 48% proteina u kombiniranom tretmanu s AgNOs. Navedeni rezultati
u skladu su sa manjom stabilnosti AQNP-CTAB u odnosu na AgNP-PVP, zbog ¢ega se moze
zakljugiti da AgNP-PV/P sporije disociraju, stoga je manji broj otpustenih iona Ag* koje cistein
moze vezati. U listu je dodatak cisteina izjednacio razinu ekspresije s onom zabiljeZenom u
kontroli za 38% proteina u kombiniranom tretmanu s AgNP-PVP, 36% u kombiniranom
tretmanu s AQNP-CTAB te 11% proteina u kombiniranom tretmanu s AgNOs. Zanimljivo je da
je u listu dodatak cisteina kod oba tipa AQNP imao vrlo sli¢an ublazavajuc¢i ué¢inak na promjene
u ekspresiji proteina, dok je cistein najslabiji u¢inak pokazao na tretman s AgNOs, Sto je u
skladu s jacom inhibicijom akumulacije srebra u kombiniranim tretmanima AgNOs s cisteinom

u odnosu na kombinirane tretmane AgNP s cisteinom.

Tkivno-specifican odgovor biljaka na izlozenost AgNP do sada je vrlo malo istrazen, iako
generalni zakljucci dosadasnjih istrazivanja govore o razli¢itoj regulaciji ekspresije proteina u

korijenu u odnosu na list, §to ukazuje na razli¢ite mehanizme detoksifikacije metala (Tkalec i
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sur. 2019). U mom istrazivanju, zabiljezene su razlike u zastupljenosti funkcionalnih skupina
diferencijalno eksprimiranih proteina izmedu korijena 1 lista, ali osim toga i medu razli¢itim
tipovima tretmana sa srebrom unutar jednog tipa tkiva, $to ukazuje na to da je promjena u
ekspresiji ne samo tkivno-specifi¢na, nego i1 da ovisi o tipu omotaca koriStenog u stabilizaciji
AgNP, ali i o obliku tretmana sa srebrom (NP u odnosu na ione Ag®). Istaknula bih kako je u
korijenu nakon sva tri tipa tretmana najveci broj diferencijalno eksprimiranih proteina bio
ukljucen u odgovor na stres, dok je u listu najviSe proteina s promijenjenom ekspresijom bilo
ukljuceno u procese fotosinteze. Buduéi da je list metabolicki aktivniji organ, ne zacuduje da
je najveci broj proteina s diferencijalnom ekspresijom bio uklju¢en u procese dobivanja
energije, dok je u korijenu, koji je u direktnom kontaktu s tretmanom, bilo pogodeno vise
proteina ukljuc¢enih u obrambeni odgovor na stres. Zajednicko za oba tkiva je da su tretmani sa

srebrom uvelike utjecali na ekspresiju proteina ukljuc¢enih u procese transkripcije i translacije.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata ovog istrazivanja moguce je donijeti sljedece zakljucke:

e Zbog kompleksnih interkonverzija razlicitih oblika srebra u okoliSu bogatom ionima
tesko je donijeti jednoznacne zakljucke 0 biodostupnosti i mehanizmima unosa
razli¢itih oblika srebra. Dodatkom u podlogu 2 MS stabilnost oba tipa AgNP se
smanjila $to se ocitovalo kroz aglomeraciju i disocijaciju na ione Ag", ali je bilo
izrazenije za Cestice AgNP-CTAB. Dodatkom otopine AgNOsu istu podlogu doslo je
do stvaranja AgNP koje su bile relativno stabilne prvih 48 sati. Dodatak cisteina ubrzao
je destabilizaciju oba tipa AgNP, a u otopini s AgNOs rezultirao je pojavom
apsorpcijskog maksimuma koji bi mogao odgovarati kompleksu Ag-cistein.

e Svi tretmani doveli su do akumulacije srebra, koja je u korijenu bila veca u odnosu na
list pri istim koncentracijama, a bila je izrazenija nakon tretmana s oba tipa AgNP u
odnosu na tretmane s AgNOs. Dodatak cisteina smanjio je sadrzaj srebra u tkivima u
odnosu na odgovarajuce tretmane bez cisteina, a u¢inak je bio izrazeniji kod tretmana s
AgNO:s.

e Oba tipa AgNP lokalizirana su u stanicama korijena, dok u stanicama lista nisu
pronadene. To pokazuje da AgNP u vecoj mjeri ostaju akumulirane u korijenu.

e Ni u korijenu ni u listu nije zabiljeZeno znacajnije povecanje razine ROS 1 oStecenje
biomolekula, ali je u oba organa zabiljezena mobilizacija antioksidacijskog sustava,
koja je, u skladu s ve¢om akumulacijom srebra, bila izrazenija nakon tretmana s oba
tipa AgNP u odnosu na AgNOs. Jaci antioksidacijski odgovor zabiljezen je u listu u
odnosu na korijen, a aktivacija odredenih komponenti antioksidacijskog sustava bila je
specificna za biljni organ. Naime, u korijenu je bila izraZenija aktivacija enzimskih
antioksidansa, dok je u listu zabiljezen porast sadrzaja neenzimskih antioksidansa. Tip
omotaca takoder je imao utjecaj na aktivaciju specificnih komponenti antioksidacijskog
sustava. Aktivnost enzima SOD i sadrzaj prolina bili su povec¢ani nakon tretmana s
AgNP-PVP, dok su tretmani s AQNP-CTAB izazvali pojacanu aktivaciju enzima CAT
i PPX i povecanje sadrzaja reduciranog GSH.

e Kratkotrajni tretmani pokazali su da 24 sata nakon izlaganja korijena i lista svim
istrazivanim oblicima srebra dolazi do pojave oksidacijskog stresa i povecanog

odumiranja stanica, pri ¢emu je AQNP-CTAB pokazao najvecu toksi¢nost.
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Svi tretmani izazvali su promjene u procesu fotosinteze, Sto se ocitovalo smanjenjem
fotosintetske ucinkovitosti i koncentracije fotosintetskih pigmenata, te promjenom
ultrastrukture kloroplasta. Izrazeniji negativni u€inak inducirali su tretmani s oba tipa
AgNP u odnosu na iste koncentracije AgNOg3, $to je u skladu s ve¢om akumulacijom
srebra nakon tretmana s nanocesticama. Jaci u¢inak AgNP-CTAB u odnosu na AgNP-
PVP moze se pripisati intrinsi¢nim svojstvima pozitivno nabijenog omotaca CTAB.
Svi tretmani rezultirali su promjenama u ekspresiji ukupnih topivih proteina u korijenu
i listu duhana, pri ¢emu je u korijenu najveci broj diferencijalno eksprimiranih proteina
zabiljezen nakon tretmana s AgNP-CTAB, a u listu nakon tretmana s AgNOs. Najveci
broj proteina s promijenjenom ekspresijom u korijenu bili su proteini ukljuceni u
odgovor na stres, dok je u listu najjaci u¢inak zabiljezen za proteine ukljucene u procese
fotosinteze. U oba organa podjednak odgovor na tretmane sa svim istrazivanim oblicima
srebra pokazali su proteini uklju¢eni u procese transkripcije i translacije.

Vecina negativnih ucinaka tretmana sa svim oblicima srebra barem je djelomicno
ublazena dodatkom cisteina. Ublazavanje toksi¢nih u¢inaka cisteinom u tretmanima s
AgNP pokazuje da fitotoksi¢nost nanocestica barem djelomicno potjece od disociranih
iona Ag". Medutim, ona je uvjetovana i intrinsicnim karakteristikama AgNP, sto
objasnjava vecu toksi¢nost oba tipa AgQNP u odnosu na AgNOs. Veca toksi¢nost Cestica
AgNP-CTAB u usporedbi s AgNP-PVP pokazuje da fizikalno-kemijska svojstva
primijenjenog omotaca takoder moduliraju toksi¢ne u¢inke, posebice razlike u aktivaciji

specifiCnih fizioloskih 1 proteomskih odgovora.
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sudjelovanjem kao prvi autor, a sudjelovala je i na tri simpozija i Cetiri stru¢ne radionice u
Hrvatskoj i inozemstvu. Osim toga, stru¢no se usavrSavala na konfokalnom i1 multifotonskom
mikroskopu na Institutu Ruder Boskovi¢, te Institutu za fiziologiju u Pragu. Clanica je &etiri
znanstvene udruge, a u 2022. godini odrzala je i pozvano predavanje pred ¢lanovima Hrvatskog
drustva za biljnu biologiju (HDBB). Dobitnica je HDBB stipendije za sudjelovanje na 4.
Hrvatskom mikroskopijskom kongresu, te stipendije Hrvatskog toksikoloskog drustva za
sudjelovanje na 3. Medunarodnom kongresu o sigurnosti i kvaliteti hrane, na kojem je osvojila
i 3. nagradu za najbolji poster. Dobitnica je i dvije medunarodne stipendije za stru¢no
usavrSavanje, dodijeljene od strane Federation of European Societies of Plant Biology
(FESPB), te Czech Biolmaging. Osim znanstvenog rada, sudjeluje i u izvodenju praktikumske
nastave u sklopu kolegija Biologija stanice, Stani¢na i molekularna biologija, Metode
istrazivanja proteina, Kultura animalnih i biljnih stanice, te laboratorijske stru¢ne prakse, a osim
toga pomagala je u izradi dva diplomskog rada kao neposredni voditelj. Sudjelovala je u
popularizaciji znanosti kao koordinator projekta ,,Noc¢ biologije* te u znanstvenoj emisiji HRT-

a ,,Prometej. Bila je ispitni koordinator na 32. Medunarodnoj bioloskoj olimpijadi.
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8. PRILOZI

Prilog 1. Sastav hranjive podloge Y2 MS i MS koristene za isklijavanje sjemenki i uzgoj odraslih biljaka

duhana. pH vrijednost podloga namjestena je na 5,6.

Sastav % MS (mg L?) MS (mg L)
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
MIKROELEMENTI
HsBOs 6,200 6,200
MnSO,4 x H,0 22,300 22,300
ZnS04 x TH,0 8,600 8,600
Kl 0,830 0,830
Na;MoO4 x 2H,0 0,250 0,250
CuSO4 x 5H20 0,025 0,025
CoCl; x 6H,0 0,025 0,025
MAKROELEMENTI
CaCl; x 2H,0 220,000 440,000
Na,EDTA 18,600 37,200
MgSO, x 7TH,0O 185,000 370,000
KH,PO4 85,000 170,000
NHsNO3 825,000 1650,000
KNO3 950,000 1900,000
FeSO. 13,900 27,800
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Prilog 2. Sastav otopina za tretman duhana.

Tretman Konc. (uM) Kombinirani tretman Konc. (uM)
25 25+ 125
AgNP-PVP 50 AgNP-PVP + cys 50 + 250
100 100 + 500
25 25+ 125
AgNP-CTAB 50 AgNP-CTAB + cys 50 + 250
100 100 + 500
25 25+ 125
AgNO; 50 AgNO; + cys 50 + 250
100 100 + 500

Prilog 3. Sastav otopina za pripremu gelova za PAG elektroforezu u nativnim uvjetima.

Sastojci 12% gel za razdvajanje

4% gel za sabijanje

ultra-¢ista voda
Tris/HCI

29,2% (w/v) akrilamid/0,8% (w/v)
bisakrilamid (AA/Bis)

10% (w/v) amonijev peroksodisulfat
(APS)

tetrametiletilendiamin
(TEMED)

21 mL

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

24 mL

300 puL

25 uL

9,15 mL

3,75 mL
(0,5 M; pH 6,8)

1,95 mL

100 uL

15 uL

208



Prilog 4. Sastav otopina za pripremu gelova za SDS-PAGE.

10% gel za razdvajanje

12% gel za razdvajanje

4% gel za sabijanje

ultra-¢ista voda 4,000 mL
2.5000 mL
Tris-HCl '
ris-HC (15 M; pH 8.8)
29,2% (wiv) AA/

0,8% (wiv) Bis 3,330 L.
10% SDS 100 uL
10% APS 50 uL
TEMED 5uL

3,350 mL
2,500 mL

(1,5M; pH 8,8)

4,000 mL

100 uL
50 uL

5uL

3,050 mL

1,250 mL
(0,5 M; pH 6,8)

0,665 mL

50 uL
35uL
8 uL

Prilog 5. Priprema primarnih i sekundarnih antitijela koristenih za imunodetekciju proteina SOD, CAT,

APX, HRP i ACT.

Protein Primarno antitijelo ~ Razrjedenje Sekundarno antitijelo  Razrjedenje

SoD poliklonalno, kuni¢ji 1:1000 anti-kuniéji IgG-HRP 1:10000
anti-Cu/Zn SOD ' '
poliklonalno, kuniéji ) C ) i

CAT Anti-CAT 1:1000 anti-kuni¢ji 1IgG-HRP 1:10000
poliklonalno, kuni¢ji . Iy ) .

APX anti-APX 1:1000 anti-kunicji 19G-HRP 1:10000

HRP poliklonalno, kunicji 1:2000 anti-kuniéji IgG-HRP 1:10000
anti-HRP ' '
poliklonalno, kuni¢ji . . e )

ACT 1:1000 anti-kuni¢ji 1IgG-HRP 1:10000

anti-ACT
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Prilog 6. Sastav otopina za pripremu 12%-tnih SDS gelova za drugu dimenziju.

12% gel za razdvajanje

ultra-¢ista voda

1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
29,2% (wiv) AA /0,8% (w/v) Bis
10% (w/v) SDS
10% (w/v) APS

TEMED

21 mL

15 mL
24 mL
600 uL
300 uL

25 uL

Prilog 7. Parametri analize peptida spektrometrom masa MALDI TOF/TOF.

Tip analize MS MS/MS
detekcija iona pozitivna pozitivna
zrcalo reflektron reflektron
broj snimaka/spektara 80 120
raspon masa (Da) 900-4000 900-4000
brzina snimanja (Hz) 200 200
kolizijski plin ukljucen uklju¢ena
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Prilog 8. Sadrzaj fotosintetskih pigmenata u listu duhana nakon tretmana sa 100 uM AgNP-PVP, AgNP-CTAB i AgNOste njihove kombinacije s 500 uM
cisteinom izrazen kao % od kontrole i prikazan kao srednja vrijednost + standardna pogreska iz tri nezavisna pokusa, svaki sa po tri replike.

Tretman 53\2; ' Anteraksantin Violaksantin Zeaksantin Klorofil b Klorofil a Karoten
Kontrola 0 1001064 100+ 10,81 100 + 4,95 100£6,15  100£4,26  100+8,18
AgNP-PVP 100 121,65+ 0,54 117,64+420  8886+947  10670+1138 10041+ 1344 99,39+ 9,45
AngNCF;/'SPVP 100+500 12364+175 12339+270  9693+1094  9421+198  9520+939 89,10 7,14
AgNP-CTAB 100 10391+283 103,16+12,90 107,49+452  103,69+7,99 102,46+ 11,25 102,19+ 10,74
AGNP ;;TAB 100+500 11624+650 10959+11,99 98064515  10901+1,85 107,87+346 90,88+ 4,81
AgNO:; 100 120,66+ 9,46 106,67=10690 7698+555  9381+332  9455:245  9476+6,78
ﬁgggs 100+500 119,72+8,66 102,97+292  9305:896  10456+470 10483+231 99,02 8,90
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