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Silver (AgNP), copper(l) xide (CikONP) and copper(ll) oxide (CuONR)and polystyrene
nanoparticlesrewidely used in commercial producasid therefor¢hey pose aisk to various
ecosystems, including aquatic ones. In tsk, the influence of AgNPs stalséid with citrate
and cetyltrimethylammonium bromide coatings, CuONP andGNP, and polystyrene
nanoparticles without a functional group and with amino and carboxyl groups on the algae
Chlorella vulgariswas investigated. The influence of Aghl@nd CuSQ@, as silver and copper
in ionic form, was additionally analysed. comparison of Egs values showed that AgNP
treatments are the most toxic to algae, which is probably due to their weaker agglomeration
compared to copper nanopatrticles and higher reactivity compared to polgstarerparticles.
Both types of AgNP as well as CUONP and@NP caused oxidative stress, damagaéccell
structure andhe macromoleculesand changes in the photosyrtibeprocess, although the
strongest effect on photosynthesis parameters and calltlastructure was recorded after
treatment with polystyreneanoparticles, which can be attributed to their high binding affinity
to the cell surface. The obtained results show that surface coatings, functional @mdups
oxidation statetiavea major rde in the stability of nanoparticles, which consequently affects
their toxicity, while the dissociation of ions frometal nanoparticles proved to be a key

mechanism of their toxicity.
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1. UVOD

Brojna pozitivna svojstvananomaterijplaGRYHOD VX GR QMLKRYHERYHHNHIH S
supostali tema od velikog interesdamim timenjihova proizvodnja i uporaba kontinuim@an

rasu u raznim granama industrijgDa Castai Sharma 2016) OHy®™ D] O Lydtdwha P
nanomaterijgd, VYH YHUL ]QDpDM G RietadDobbiitapebDre Bajrdty piastike-

osobito polistirena(PSNP). 1D QR p HV W L(AGNP)VilbBkiEaUse zbog svojih iznimnih
antibakterijskihiDQWLIXQJDOQLK VYRMVWDYD VYH YL&A4H NRULVWH
X PHGLFLQVNRM L WHNVWLO Q Rpdiistirena X R WILMWMH RER N WHS RO
VWROMHUD X P QR prBizdBMRHNEFR MMMVARQV X D P EilgDD@Nli jib KU D Q X
poljoprivredi X VYUKX NRQWUROLUD Q KirdanoSaK surV1BIg;NODkakréumL N D O L v
i sur.2012a; Da CostaSharma 2016) =ERJ NRQWLQXLUDQRJ SRUDVWD SUI
QDQRpPpHVW b&kka ivYalistiEenhizravno ili neizUDYQR []DYUADYDMX X UD]QL
ekosustavimaJGMH MH MRA& X YILWW tijD@HIEBaGUEEM €uiR2021)

Jedan od razloga velike uporaligD QRp WMHWQ MR KRYD SRYHUDQD UHDNWLY
LIPHYyX RVWDORJ L] YHAMMWNRIYRPMRUD 5 RYEHR JQ VIR pNN W IHAH
metala p H \6ihBstabilne u suspenziamd WR QHULMHWNR UH]XOWLED QMLK
SURPMHQRP REOLND (Qurdraunmi €pi-H20128; ®jatdikils@.2024) a PR aH

GRUL L GR GhewRiRILMDBPLMHSRY UALQH iGhrRQ2RE) MsvaderdeD
SURPMHQH PRJX LPDWL VQDaDQ XWMHFDM Q DeakfivRost, VY RMV \
mobilnost i unos u organizm@&anjani sur. 2021) Kako bi sesmanijila njihova reaktivnost

AgNP pHVMWR MX GRGDW@RMIRBRWWHULPpNL LOL HERAINMWHURVIWD W
VH SRYHUDYD SULPMHQD X P(&MaéiLil2021H OHNMW BBLQ B MY Wal
NRULAWHQLK VWH UL p NpirglidBrP(RWPDipdblietléh GiRQREG), @ok su

QD MpPHAK N W U R V \cir &y i\c@tiltrirRef i BWuriijdyy bromid (CTAB{Bibai sur.2021)
.RPHUFLMDOQR GRVWXSQH QDQRpHVWLFH EDNUD SRVWRMH
njemu svojstene karakteristike Zbog svoje niske cijene i velikogntioksidacijskog
SRWHQFLMDOD PHYX UD]QQ P QiR-p\kiditrdianf)Poksidd YOLLONP D
WHUPRGLQDPL [NID Q R MMIDIFAHOQIdaCUONP  Q D Neéptirajeinjuju

u industriji (Djamila i sur. 2024) I Q D Q R p Holistréna koriste se u mnogim granama

industrije EX G X U 5 RYDUMIH@QD QRpHVWLFD KLGURNRHBPDcSESR SULURG
oksidacije moguvezatiraznispojevi koji mogu promijenitisvojstvaVDP LK QD QRdgsHVWLFD
isur.2014) OHyX QDM pH & i8RNRE Ls&WimaiipBlistirenasu amino {NH>) i



karboksilne{&22+ VNXSLQH NRMH SRPRIGR QD | K RolisVisht VY QR
AWR VX SRYHUDQD H O DWsdketprapBratinéKuraio SR Q08)W Q D

,PDMXUL XVWIHGR&DOMHGHQH QD QR puh/dtéhinFekofuaving, Dy wdlike W L

MH YDAQRVWL LVWU D & Litje s@jdtiarkKddXjboswiil tgabiaam@ Bkond J H
VWDQLAWLPDH.DSRIMDODQL SURL]YRYDpPL KUDQH L HQHUJLM
QDQRPHVWLED QD QMLK PRJX SXWHP SURFHVD ELRDNXPXC

ekosustafOukarroumi sur.2012a)

7RNVLPQL XpLQDN QDQRPHVWLFDSVUMEWQ@PRLQEDRBDIBSOREN
6YMHWORVQRP L HOHNWURQVNRP PLNURVNRSLMRP XRpHQF
RAWHIHQMD VWDQLpQH VWLMHQNH L PHPEUDQH pLPH GHYV
kojima i fotosintezyWang i sur. 2019 0simnaVWLMHQNX QDQRpHVWLFH VUHEL
YH&X VH L QD PXNR]QL VORM L]YDQ Vattrad@lulQpokm&ig O L P H U (
substances (36 NRML VH QDOD]L RNR VWDQLFD .YDOLWDWLYQR
je da se sloj EPS sRtML SRQDMYLaAH RG XJOMLNRKLGUDWD X] PDC
QXNOHLQVNLK NLVHOLQD 3UHWSRVWDYOMD VH GD DOJH X
(36 NDNR EL PRJOH XEODALWL QHJDMNL QN \¥pIDADXRBMM B D/PXX
DNXWQL WRNVLpQL XpLQDN QDQRpHVWLFD SROLVWLUHQD Q
SROLVWLUHQD QD SRYUaLQX DOJL pLPH VH VPDQMXMH UH\
SRVOMHGLpPQR XPDQM XM HBbhatt&heiRasurQOIG] Mhysiiananissir.Y Q R VW

2021; Xiangi sur. 2023a) ,DNR MH YHUL EURM LVWUDALYDQMD SRNI
XOWUDVWUXNWXUL VWDQLFD QDNRQ GMH (ZRa0DRMVPDI®ODQRpH
Hou i sur. 2017Hazeem i sur. 202®Romero i sur. 202®uang i sur. 2021Zhao i sur. 202)1

VDPR LK MH QHNROLFLQD LVWUDALOD L XORJX VORMD (36 X
(Nam i sur. 2018Zheng i sur. 2019% DELDN L .20BlPL VND

*ODYQL PHKDQL]DP W R&bkvebia @QFRD/NULD QDHQ BRI WHWD QMH SURL]YF
oblika kisika(eng.reactiveoxygenspecies ROS)(Zhangi sur.2022b) NajrelevantnijROS u
ELRORANLP X|pebkdidnD %% Khidroksilni radikali( %, singletni kisik( ° &) i

vodikov peroksid (H202). ROS mogu oksidirati lipide pLPH VH QibtegdtatD Y D
membranskog pa time i fotosintetskog sust&eaboniliratiproteine pLPH RQL JXEH IXQNI
DOL L QDUXALWL VWDELOQRVW QXNOHLQ¥dilgenhaWYuMsHrOLQD &\
2020) 7TRNVLPpQRORPHVWLFD S8ROAGWHORBSDHRQROD]L L] SRYHI
SURL]JYRGQMH 526 QR QMLKRYD ILWRWRNVLpPpQRVW QLMH GR



VLQWH]X 526 D X FLOMX VPDQMHQMD QMLKRYRJ QHJDWLYQF
u djelovanemUD]QLK DQWLRNVLGDQVD -HGQL RG ELRORANL QDN
Superoksid dismutaza (SOD) je antioksidacijski enzim koji katalgicanjenu §? u H2Ox,

NRML VH ]DWLP UD]JJUDYXMH X] SRPRiU NDWDOD]H &$7 L YL
HQJLPD XORJX X VPDQ Mkh@QROX infajd J BedhkimsliLaktiokgidasi poput
glutationa i prolina, koji zbog jakog redukcijskog t@acijala uklanjaju elektrofilne i
RNVLGDWLYQH YUVWH 'RGDWQL DQWLRNVLGDFLMVNL PHKD
heat shock proteins Hsp), koji ponovnim uspostavljanjem normalne strukture inaktiviranih
SURWHLQD YUDUDM X (R&xaiQilspr@QBIA RPHRVWD] X

%NXGXUIQDBIRpHVWLFH VUHE U Dnods bebidirdd s Lprdéeihionh \dvékinbH Q D
vezanjem na tiolne skupin@atysiaki sur. 2016) ili indirektno putem promjene njihove
ekspresije(Juani sur. 2021) YDAQRDNIGIHGDWL QMLKRY XpLQDN QD S
.YDOLWDWLYQRP L NYDQWLWDWLYQRP DQDOL]JRP XWMHFDN
RGUHGLWL NDUDNWHULVWLPpQH ELRPDUNHUH NRML XSXUXM
LVWUDALYDQMD XDV @B ADOWH GCRQUBPPHPBHO Y MX ]QDPDMQX SURP M
XNOMXpHQLK X VWDELOQRVW VWDQLpQH VWLMHQNH IRWR\
energije(Matysiaki sur.2016)

'RV DG DAQWDD ALY D QND LSRN-D L DRHDK D Gal QHY B IVHAVONRLYFIDQV UH E U L
polistirenana U D ] Ohidorolakidei/ L O L VewrBe€el(K@banova sur.1998; Oukarrounn

sur. 2012a; Da Costa Sharma 2016; Babiak . U]J]HP L V N D Rezultati nezavisnih

LVWUD & Lnéripex&I DDYXLHWMAIOANH RWHADYD GRQRAHQMH MHGQF
ILWRWRNVLPpQRVWEZD N RPHXWNPDYHQRVW MH SRQDMYL
eksperimentalnih uvjetanalizranhRUJDQL]DPD L NRUL BW&i QU ROZAIP QRPpHVV
Zbog toga je potrebno uspdQR LVWUDALWL XWMHFDM UD]JOLpPpLWLK QI
oksidacijskih stanja ili funkcionalnih skupina u istim eksperimentalnim uvjetima u cilju
RGUHYyLYDQMD DGDSWDFLMVNRJ RGJRYRUD DOJL QD SRSXOI

Cijovog iVWUDALYDQMD MH ELR XV3fNPH/GGWD WHLS®N R PWR R/ND\IDp
&7%$% QDQRPHVWLFD EDNUD X GNPD CeRNA). Golistréhgdéd VWDQ!I
modifikacijei modificiranogV GYLMH IXQNFLRQDOQH VNXSLQH DPLQR L
i ultrastrukturne promjene, pojavu oksidacijskog stresa te promjene u fotosintezi i proteomu

stanica slatkovodne alg@éhlorella vulgarisNDNR EL VH XWYUGLOL PHKDQL]JPL W
NDQRpHVIWGHIDOMH LVSLWDR VH L XpLQDN LRQVNRJ REOLND



fito W R N V IChIM@RR/PA V Wos!jBdi€aHipldyama D Q R p H V W LifiliQoRal kéji Ee3sL N D
QMLK RWHBXEGWDM®&D QD Q Bdiamernmatiif Hdigeétratku podlogama visoke
LRQVNH MDNRVWL DQDOL]JLUDR VDP VWDELOQRVW VYLK NR!

+LSRWH]D LVWeébta ®DYIRPMD VELPH V U H E iz&zivaDANRINDY IL SR X ¥ IMQ.
GMHORYDQMHPNZ&OLPpLWLK PHKD



LITERATURNI PREGLED



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Nanomaterijali

8 VWROMHUX QDQRPDWHULMDOL GRELYDMX QD VYH YHIU
podrazumijevaju se prirodno nastali, umjetni ili antropogeni materijali koji imaju barem jednu
dimenziju L]P HWX00 nm (PeraltaVidea i sur. 2011) Uporabom nanonaterijala,
nanotehnologiiaVH VYH YL&H NRULVWL X UD]QLP JUDQDPD LQGXV
LQAHQMHUVWYD SD VY HGIGhRINsWHjabWAstY O Entoiadaipand & oM H
godineiznosilal6,3 miljarde DPHULPpNLK G R @ebjueDnjei kastviid 63,8 Rikjarde

dolara do 2031. godinblavedeniUDVW VH RSUDYGDYD ZRanthinkqdima SRW UH
SRQDMYLAH X PHGLFL (ihyeRIhur&ZGiK IW H NWIU RO PNLP XUHYDI
njihove velike reaktivnosti [ super magetskih svojstava

www.alliedmarketresearch.com/nantaterialsmarke pristupljeno 16.02.2024.
Nanomaterijali metala, metalnih i nemetalnih oksEl® DQRPDWHU L M D ©QjimaxseO ML N D
nalazi i plastika) su industrijski QD M N R U Lriaom&erippliL (Slika 1)
www.market.us/report/nanomatertatsgarket| pristupljend6.02.2024.

Slika 1. *UDILpNL SULND] SURFLMHQMHQLK YULMHGQRVWL JOI
metalnih i nemetalnih oksida, ugljika, gline i celuloze u razdoblju od 262®32. godine
LIUDAHQR X DPHULpPNLP GRODULPD BUHX]HWR

www.market.us/report/nanomatertatsarket|{(Pristupljeno 16.02.2024.)

OHYyX UD]JQLP QDQRRBEWW UQMOPRERIRHDU dimenziju na nano razini
Q D QR &dj&= naju dvije dimenzije na nanozisi QDQRpPHVWLFH VH LVWLpX



jedinstvenih karakteristkal DLPH QDQRpHV WL FH10PIMNEHaSdh\wjehBE U R G
UDJLQL VDGU&H SURPLMHQMHQD IL]YNOONRI NRHPRVLHWIN 5 RAY
volumenaNaime, u nano oblicima, ndp HVWLFH LPDMX J]QDWQR YHUX UHDNF
VH QDOD]L Y H@RbdEerR006D VRREDQDFLMRP QDYHGHQRJ V YHOL
SR MHGLQLFL PDVH DOL L VPDQMHQMHP EURMD L]JUDYQLK V
se smanjuyeSRWUHEQD HQHUJLMD YH]DQMD DWRPD ]JQDWQR V
QDQRPHVWLFD X RGQR\Buzéab sw.F2007) BAodivelReraaktivnos,
QDQRpHe/yWYLHHYLAH LVWLPpX NDRio@&IEbskimND @GR ®B/BIWQRXOR &N

primjenama Gherasim sur.2020)

211 1DQRpHVWLFH VUHEUD

$J13 VX PHYyX QDMNRULAWHQLMLP QDQRPDWHULMDOLPD D
JGMH VH NRULVWH SURWLY da8LURNRJ VSHNWUD JUDP SR]LW
protiv sojeva otpornihnaadiLRWLNH 'RGDWQR UDQLMD LVWUDALYDQN
VLQHUJLMVNL XpLQDN V DQWLELRWLFLPD (RuligPxbelaR RY D QM X
Banach2016; Gherasim i sur. 2020)J medicini, AQNP se koriste kao antikancerogeno i
antidijagbetb NR VUHGVWYR WH X SRMDpDYDQMX DNWLYQRVWL
RVOREDYDQMX SR(DawRd sLiii PR 10AbdhHWofit YzDimnih antibakterijskih i
DQWLIXQJDOQLK VYRMVWDYD WH JERJ PDQMH WRN&LPQRVYV
NRULVWH X UD]J]QLP SRWUR&GDpPpNLP SURL]JYRGLPD SRSXW WHI!
zraka i vodgRana i Parma2023). Zbog navedenilnaznolikih primjena,globalnaproizvodnja

AgNP je procijenjenaQ D WRQD SRGEIGAYQLM H Qulrdstaanr eniiz€l Skkeryan

i Hicks 2020; Bruna sur.2021) QULMHGQRVW V D-®jR202%.dédin&Woslas,3 1 3
PLOLMDUGH GRODUD V RpPHNLYDQLP UDVWRP QD PL
www.markwideresearch.com/silveanoparticlesnarket pristupljeno 16.02.2021.
BRYHUDQD SURL]YRGOKPBALRERWRHEHDYRGL GR SRYHUDQRJ F
AWR SYBKBUWDMHOLNL ULJLN ]D ELOMQL L ALYRWLQMVNL VYLI
Naime,AgNP se vrlo lako akumulirajuX R N ReJd.1a]XU D p X Q RADR gB8dineMzHaznih

izvora X R N&®pDdtlé oko 4 tonaAgNP, dokse 2008.godine N R O Ipp\ue@ B 563 tone
(Pulit-Prociaki Banaci?016) ,PDMXUL X YLGX GD MH QHPRJXUH WRpPQR X
AgNP JRGLAQMH J]ERJ OLPLWLUDQRVWL DQDOLWLPNLK WHKQ
PDWHPDWLPpNLRSKRGMALO®D J]QDpDMIQRY BR YRHWI B RMHD\QM D X |
SRYHUDYD QMLKRYX DN XP XgotercijamixXV 8 D WL BERLXy b GUEL NL

2011)




212 1DQRpHVWLFH EDNUD
Elementarni bakar jedan je od najzastupljenijih elemenata na Zemlji. Kao esencijalni element
usvimaLY ER U In®&iseu brojnim enzimima koji sudjeluju u transportu kisika kod ljudi

L aLY RNMiht Q8D 2008) dok kod biljaka sudjeluje u transportu elektrona tijekom
IRWRVLQWH]H X VWDQLpPpQRP GLVDQMX RGUAaDYabiQMX LQYV
DNWLYQRVWL SURWHLQD PLMHQMDQMH P(CGpidarni KR. 2621V W U X N W
-RVp 5R G U LIKXTRU2K Bakdr se zbogorisnih svojstavaS RS XW WHUPLpNH L HC
provodljivosti, koristio te se i dalje koristt u mnogmURL]YRGLPD &daLURNH SUL
NDQRpHEMWNBEB VH X] UDQLMH QDYHGHQH $J13 QDOD]H X
NRULAWHQLK QDQRDpH kuwahiﬁmwaénmomr@mm@woparticles

marke] SULVWXSOMHQR 9HOLND SRSXODUQRVW QDQ

LIQLPQLK PHKDQLpPpNLK HOHNWULPQLK WHUPDOQLK L PDJC
EURMQLP LQGXVWULMD P Dmikr@diind DaDtNuKgdldra svojswiri kétise Q W L
se u tekstilnoj industriji i medicini, dok primjenu pronalazkaop dodatak prehrani, ali i u
SREROMADQMX WURRRGSR 0 KW2003) VhtediRNo$R koristei u brojnim
komercijalnedostupniP L YLVRNR NRUL&AWHQLP SURL]JYRGLPD SRSX
surfaktanata]ERJ pHJD MH QM L KuRgribinusahBrh pgresGiyw Bur. 2020)

Nakon pandemije COVID WUaALAWH QDQRpHVWLFD EDNUD MH SURF
milijuna doODUD X JRGLQL GRN VX SUHGYLYyDQMD UDVWD
www.precisionreports.co/globalanacopperparticlesmarket21982066 pristupljeno
10.02.2024 7DNR ]QDpDMDQ UDVW SRVOMHGLFD MH SRYHUDQF
XUHyDMD X NRMLPD VX QDQRpHVWLFH EDNUD SULVXWOQF
NDUDNWHULVWLND 'HWDOMQD DQDOL]D RWikdniewiplgiMD QDQF
SURL]YRGD L]QLPQR MH NRPSOLFLUDQD DOL VH SURFMHQM:
RG GR WRQD QDR pHW#G FQ2®D), ok e pgréc{eradd@ séh Kini u

WOR RWSX&WD RNR (W& RSQrD2020y DBRIYY BRBQQHSURL]YRGQMD
QDQRpPHVWLFD EDNUD RSUDYGDYD JDEULQXWRVW ]D QMLKR"




Slika2. *UDILPpNL SULND] ]IDVWXSOMHQRVWL JOREDOQLK WUaAL:
SUHX]JHWR L SUL O PDWR.§HQeRsuresehtR dm/metanoparticlesnarket]
(Pristupljeno 10.02.2024.)

213 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

6 UDJ]YLWNRP GUXaWYD MHGDQ RG Q DeMpdasteka.HONj&zlddga W H Q L K
RWNULUGD JRGLQHQ DD BVRIRHAEHDMD SVHRL]Y RS«iNolh L XSRYV
SUR4AORJ VWROMHUD JOREDOQD JRGLaAQMD SURL]JYRGQMD S
Taj broj je porastao na 300 milijuna tona u 2013. godini, ¥add SUHWSRVWDYOMD GD
JRGLQH WD EURMND GRVHIUL PLOLMXQD WRQD S
www.Statista.com/statistics/664906/plastsductionvolumeforecastworldwide
pristupljeno 10.02.2024.)Tako velika razingroizvodnje i upotrebe plastik¢DVLIXUQR UH
GRYHVWL GR HNROR&NH NDWDVWURIH L GUDVWLpPQLK SUR
PLMHQMDMXUL NYDOLWHWX YRGH LOKanxerkh 4a ekovdmiduX L QL
suradnju i razvojeng. Organisation foreconomicco-operationand developmentOECD)

navelaje da se u 2019. godinko 353 milijuna tona plastiketpustilo X R N, RoR jedo 2060.
godineSURFLMHQMHIQR RiW&axcas\pxsdikévdke godindOECD 2022) Pojam

plastika podrazumijevekup V L Q WWhidrdahdiiNpolimea. PRVWRML QHNROLNR YLVRN
vrsta koje se razlikuju po kemijskom sastavpolistiren (PS),polietilen tereftalat(PET),
poli(metil-metakrilat)(PMMA), polivinil klorid (PVC) idrugi(Okunolai sur.2019) 2SUHQLWR
VYRMVWYR VYDNRJ WLSD SODVWLNH MH WHUPRSODVWLpPQF

8



zagrijavanjgJinisur.2019) -HGDQ RG pH&dUH NRULAWHQLK WLSRYD SOD
koji nastaje polimerizacijom stirenskih monome(&lika 3). Zbog svojih pozitivnih
karakteristka PHyYyX NRMLPD VX QDYHGHQD WHUPRSODVWLDPQF
GXJRWUDMQRVW 36 VH QDOD]JL X PQRJLP NRPHUFLMDOQR
b HW Nd Eube 7 D N RzpbgUiznimno male biorazgradivosti, P8 Koristi u raznim
proizvodima prehrambene medicinske industrije dok se zbog svojep Y W VRAfiBti &
SURL]YRGQMX W D QajethbRratlGuddra@iDosi uD2DD4) PSNP kao i drugi
nanomaterijali, LPDMX SREROM & bbsuuy RWVHAWMY REIOLDEGMXMXuUL VY
SRYHUDQRM pas&kiriste Kdgbosezdr (Velevi Kaler1999), 1D SURpLAUDYDQM
razdvajanje biomolekula& R U gup2020) |D GRVWDYX OLMHNRYD X VSHFLIL
(Loosi sur.2014)te u optoelektronici zbog svojih svopsta emitiranjai apsorbiranja svjetla

(Cheni sur.2015)

Slika 3. Prikaz strukture i polimerizacijgolistrena 3UHX]HWR L SUP@BhiBUWHQR SUFE
(2019)

2.2 Stabilnosti funkcionalnost QDQR@aHVWLF

IDQRpHVWLFH GXJXiyorakieksvwdBj NisokdjSrebktiwhbstikoja je posljedica
QMLKRYH YUHO WL IKDRH PDOLP YHOLpPL QD P DoluRS:Q\RHY QD b B RIOHR ¢
SRYHUBWR L]QLPQR XWMHpPpH QD SURPMHQX mretbéhR¥ LK ND L
YHOLNLP APDNUR:3pRE@AFEISPHOE ROREODQELPpND PHYIRAMRWWDOLP
zbognerijetko pravilnekristalne strukturé smanjenirkristalografskih nepravilnos{Saxena

Jyoti 2021) 1R Q D M2ldg djibove rasprostranjenosti raznim industrijama je upravo

S RY Hieakvnost u odnosu na velike oblijké W Refiélidira u SRER O M EDYHINOWIL p QL k
svojstavaAlivisatos 1996), kvantnm efektima X S R O XY R3&dffpidn? Guisbiers2020),



visokoj termalroj L H O HoNv@dljiMo$tiQKrishnani sur.2019) pojavi magnetizméRoduner
2006), ali i antimikrobnim svojstvimgMakvandii sur.2020; Baig sur.2021)

Navedena visokeeaktivnost XMHGQR MH L JODYQL XrjdsBistiBil@MLKRYH
sur.2021) 1DLPH JERJ YLVRNH SRYUALQVN kadirgusbstalvhH QDOQF
PHVWLFDPD X RNROLEWuUIBD.ROLL)PEHXXYRWEQR WDNYLK UHDNEF
DJORPHUDFLMD X YHUH pHVWLFH VHGLPHQWDFLRMU a3 \QRIP M|
disocijacija ili razne kemijske reakcije kay@ogu voditido promjene kemijske struktufe/u i

sur.2011; Baig sur.2021; Altamma£023) 6 YH QDYHGHQH SURPMHQH J]QDWQR
karakteristke QD QR p HHDMWHFWH PR AaH V P DoQKvktljMokt uLraghivh LnkeBijivia

(Tkaleci sur.2019)

6 FLOMHP QMLKRYH GMHQR|PIGOWDED Y W@M HOGRY RIOMHQ HDOD]L Q|
pozitivnih karakteristikaAgNP se nerijetko stabiliziraju raznim omdpel. Ri[postupkunjinove

sinteze (Biba i sur. 2021) 'YD QDMpH&UD WLSD VWDELOL]DFLMH VX
HOHNWURVWDW@iva) K 6RHHRMW.PND RPRWDpPL VX RGUHYHQH YH
SROLPHUL NRML VH YH&X QD ®IPYIXALIQXpNIX EWMHL WHB KW N R/M
aglomeraciju pHVWEFQD Y isut 2021) 1HNL RG QDMpHAUGLK VWHULDPN
polivinilpirolidon (PVP) i polietilen glikol (PEG]Shkilnyyi sur. 5y Q Di'¥urn2021)

S druge strane, elektrostatskPdlR WDpL VX QDELMHQH PROHNXOH LOL LRQL
$J13 EORNLUDMX DJORPHUDFLMX SRPRUX HO (fFiNpozekR VWD W V |
sur.2020) Primjeri Q D M p élektidstatskinR P R WD gitEat, cetiltrimetilamonijev bromid

(CTAB), natrijevdodecil sulfat (SDS) polietilenimin (PEI) (Suii sur.2006; Korai sur.2009;

Zhang i sur. 2020aKomazeci sur.2023) 1DYHGHQL RPRWBJNP VMWLPHL @ H]LU!
smanjuje disocijacija iona AgV Q ML KR Y Hnd ledhbarhd@uH promijeniti njihove
karakteristike(Bibai sur.2021) 1DLPH YH]DQMHP PROHNXOD QD SRYUAL
SURPLMHQUWREYCHOQLYDRLK QDQRpHVWLFD DOL WiV QMLWL
visokoreDNWLY QLK PROHNXG@i Qdbed®iRV12;&He@axSalazarn sur.2017;

Fahmyi sur.2019) 7DNRYHU GHGDF¥F DN BRPUALQX $J13 PRAH GRUL C
RSWLPNLK VYRMVWYD UDGL LQWH U D FeHVilHun26MHYNBD V SRY
stabiliziranesomotaLPD LPDMX ALURNX SULPMHRSUDPRRERRE SRE MK
VWDELOQRVWL WH VH NRULVWH X PHGLF Dgnadi BsDrN202ID QM X K|
Rana i Parmar 2023
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Slika4. 3 ULND] PRGHOD HOHNWURVWDWVNH L VWHULpPNH VWDEI
premawWu i sur.(2011)

Zbog svoje reaktivnosti, PQRpHEOWN.FBl X YRGHQLP PHGLMLPD WH&H N
oksidaciji u druge,termostabilnije oblike (Michaud i sur. 2019) Naime, QH]DaAWLUHQH
QDQRpHVWLFH EDNUD VX LIJUD]JLWR QHVWDELO QébksijeNRQWDN
s Oz i njihove oksidacije UQDQRpPpHV WL F Hk&da [ CLBNPRIJX WHUPRGLQDPLp
QDMVWDELOQ bdkidvag (D) QKRigdH{@WUNHAF @Pacionii sur. 2013 Kumar i sur.

2022. CuONPse pHVWWARRJLVWH X O L M HrifékeaM MalkybiNodlddtlizbdd Bvsjlh K
antitumorskih i antibakterijskibvojstava(Chauhan sur.2021; Malikii sur.2022) Cu,ONP

se zbog svojih iznimnih svoplY D SR O XY R G Lja@rijankalsolariihtHi M O Lielka® D
VHQ]JRUL UDJLQH JOXNR]H X NUYL GRN VH |EUNPK&igED OLWLp
u tretmanu otpadnih vod®u i sur.2017; Gupta sur.2018; Mikamii sur.2019; Ighala sur.

2021; Xiang sur.2023b) ZbogUD]OLpLWH WRIDNEW DY@ \dakiovip DKitkab HV W L F
SRND]XMX L UD]OLWWW R &W RMD Y 4D 1B RIFOWXNDK¥ L M DGANB WRNVL
rezultatotapanja disocijacijebakrovih(l)iona(Cu") koji u vodenim otopinama brzo prelaze u
bakrove(ll) ione (C&') (Vavra i sur. 2024)dok CUONP SRND]XMX LBMNWRWRNMWOX QR
EH] R WS X@EaWBQNeBsoni sur. 2019) Takva UD]JOLND X PHKDQL]PLPD W
ukazuje na potrebW D] XPLMHYDQMD VSHFLILPQLK LQWHUDNFLMD QL

procjene njihove sigurnosti i potencijalnih utjecaja na zdravlje.

8 RGQRVX QD QDQRSNR\S RN ]R MW DYOHI Xmahjy edktivoastR V W
vodenimmedjima (Kik i sur.2020) ,DNR LPDMX L]YUVQD LQWULQ]LpQD V
kapaciteta vezanjgertschGappi sur.2011) YLV RNH V SWaool surj2@R)MakmMalne
stabilnosti(Asandulesa sur.2023) radi dobivanja dodatnih svojstataOL UDGL SRMDpDYD
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SRV W R M hijinbowi SQD U aL Q Xe ReRaliXrazne funkcionalne skupinéliang i
ThayumanavaB005; Herzog sur.2012; Lood sur.2014; Fuchssur.2016; Perini sur.2022)

proce®m oksidacije anajistaknutijesuamino ikarboksilne skupinévzan Midwoudi sur.2012;

Loos i sur. 2014; Fuchs sur. 2016; Zhang sur. 2022a)(Slika 5). U kemijskom smislu,
funkcionalne skupine su skupina atoma u sklopu drugih molekula koje imaju vlastita
NDUDNWHULV,WERQ Db WIRNX/MYX INDUDNWH ULV WeLhi@igjiNHP LMV |
fizikalno-kemijska svojstva molekule 1DYHGHQR VYRMVWYR RPRJXUXMH V.
NHPLMVNLK UHDNFLMD aWR MH RG L]QLPQH NRUKofoadL X GL]D
i Miller 2023) PSNP funkcionalizirane amino skupinom (R8H2>-NP) Kkoriste se u
SURXpDY bn@d Xntekakdja, LPDMX SREROMAaDQX GLVSHU]JLMX L P
otopinamate SRMDpDQX PHYyXID]QX DNWLYQRVW RGQRVQR PR.
spontanim nakupljanjem ngihovoj granici (Loosi sur. 2014; Garrida sur. 2020; Makkad

2020; Shii sur. 2020a) PSNP funkcionaliziranekarboksilnom skupinomRSCOOH-NP)
WDNBYNRULVWH Xinfbik QI QWHUDNFLM pokrethiwdM X SRERC
GLVSHU]JLMVNX VWDELOQRVW X RWRSLQDPD JERJ MDNLK YRC
W H N X t(ignBi BuD. 2011; Loos sur.2014; Bahk sur.2015)

Slika 5. Model QDQRpHV WL F PSSR 0dzvhadifikaeli® QDQRpHVWeneED SROL

modifciranih s amino (PSNH2>-NP) ili karboksilnom (PSCOOHNP) funkcionalnom
skupinom.

23 )LWRWRNVLRP@IQ Rp HYAH F D

SRYHRINRULEAWRIQMRGD NRRhHYDVGF&HH DOIQL SRYHUDQH LQG
NRMLPD VX Q&ietk puspratfuktdeiodi donjihovogsve YHURW S X &XW R QRIDL a
(Vineeth Kumatri sur.2022) 1DMYLAaH V Xodehilkko&wks$auvi jer djeluju kao slivnik u

kojeP GROD]L GMQFRIDRRDNXSOM O s@RQIRpMY QR FHEMW L FH
UD]OLpPpLWLKPRDIBIR \GHdMM pulem, primjerice vulkanskim erupcijaifi&molin
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isur.2018) X PV NLP S Businghir® @ujamgSmitai sur.2012)ili RW SXaW BIQWLHKP L]
organizmaNDR &aWR V XkEENGYiffinJiLsit F2017) Antropogenim djelovanjem, s

GUXJH VWUDQHR QR@IHREMA VRV GEFMHFKYDQMHP NR]PWMchgs&N LK SUR
i Musee2010), primjenom u pesticidimgSinghi sur. 2021) i V S Xn& @Qihovima motora s

unutarnjim izgaranjenfHiranoi sur. 2003) otpadnim vodamaN R M D SrBdGtéwaHbranje

rublja (Capjaki sur.2018) ali i putemremedijacije podzemnih vodZhangi Elliott 2006)
IDQRpPpHVWL RatinseRBIIRCHNIW QR LOL S XW HéhcerditayauiModenfiRGD L N
ekosustavimaJGMH VX QD M U D addutdtofpipvbtistRR adidd3iqalgé Shalaby2011;

Turani sur. 2019) koji su, uz cijanobakterieMHGQL RG QDMY HDOd pidceSAR L] Y Ry D
fotosintezg/Aljaghoubi sur.2023 Field i sur. 1998 OHy X UD]QLP Y CWWgarisp DOJL
GREDU PRGHOQL RUJDQL]DP ]D SRWUHEH LVWUDALYDQMD
SULPMHQH X JQDQRVWL R RNROLA&X irfez&ddy AKeQ RSOrR01AM L WH L
"D O O Tiaw\20R9.

)LWR W R Q\DIHRFHW W L @ WOY|R HRV BIYDEXHDQ L FL WD SR G YH\OLLKR QRIJV
NULVWDOQH VW ndrdnvsadn2619) PHehtd) j@ ldQkad biljakealgi QDQRpPpHVWLFH
srebra ibakra PRJX GRYHVWL GR GHVWDELOL]DFLMH VWDQLpQF
usporavanja rastalok kod biljaka izazivaju deformacijukorijena (Stampoulisi sur. 2009;

Hazeem sur.2019; Yani Chen2019; Wang sur.2020a; Janovasur.2021) Veliku ulogu u
WRNVLRPORWRWHSWaLFaBra LPD SURFHVY GLVRFLMDFLMH RGQRV(
QD QR pHWANIls&2019; Lii sur.2021a) 1DYHGHQL LRQL SXQRKkO@DNaH XO
membransk protenei ionske kanak, gdje mogu reagirati s nom drugih elemenata te tako
GRYHVWL GR GHVWDEL O L [KitFiLsht 2012\ DrgilshrQ@BR1Y; S&bwitiad U L W H W L
sur.2020) 6 GUXJH VWUDQH MASdpRIVRNY L@ L RuikbZDiBih KPSza
kojegjepokazno GD PRAH GMHORYDWL bdhBsRQID Q R/HHAiHERE &&hiGeX N F L M X
(Hund-Rinkei sur.2020) Sloj EPS seX Y H U R BhstoMdd pdlisaharida uz prisustvianjih

N R O Lppote@&lipida i nukleinskihkiselina(Babiaki .UJHPL 202MD1D QR p MW L FH
metala NRMH LSDN sty RyeX WWHU K]y X , ¥hoguheBgpdtis mHolekulomDNA te

WDNR XWMHFDWL QD JHQRP L $HudQ MIdrG20R2) R n@du iSURWHR
P Hy X G M bifddReminsM Lipidima te tako destabilizirgiiL W D Y Hi ivhWiiathjiHevrast

(Jii sur.2011; Chen sur.2019; Wang sur. 2019; Janova sur.2021) Jecha RG |QDpDMNL
ILWRWRNVLpPpQRV\WR MDEDRPM BASEHeRKEKOjRIdaljnjom interakcijom

s biomolekulama pridonose gegtivnom X p L GNDXQ R p H V W (He Dsu@Q 201D, GBldzdem
sur.2019)(Slika 6).
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Slika 6. 3ULND] GLVWULEXFLMH DNXPXODFLMH L SRWHQFLMD
stanice alge putem izravne interakcijeNiUR] SRYHUDQX S U RHLMiRa&GI§Kd X UHDN
526 3UHX]JHWR L SUNaOddsUR@OIQIR SUHPD

=D UD]OLNX R GsreDia QbBKpeHRSINR pdRazuju VODELMX DNX WX WRNVI
QMLKRYRJ ]Dbojl&PSYodr@dmdvezaajQD SRYUALQX VDMOKi W DQLFD |
2017; Sabouriani sur. 2020; Khoshnamvand sur. 2021) gdje mogu promijeniti
WUDQVPHPEUDQVNL SRWHQFLMDO RJUDQLpPpLWL SULMHQRYV
stanica algi, ali blokirati NROL pL Q X kdj&rddlazVd® lRovoWa (Hazeemi sur. 2020;
Khoshnamvand sur.2021; Perini sur.2022) Takvim djelovanjenPSNP mogu dovesti do
SRMDpDQH S U RGoKddRdjdMlididg, Zhanjenja fotosinteze i usporaveagsaalgi

(Hazeemi sur. 2020; Natarajani sur. 2022; Xiangi sur. 2023a) Usprkos smanjenoj
ILWRWRWSND RX¥WSRUHGEL V QD Q RabHNIMSL FaBtd Ebo® kiidoizO D
izrazito spore biorazgradn{Balemai sur.2021; Ullahi sur.2023) koja doprinosi postupnom

S RY H urijilg@é Xoncentracije u ok@ LAX RSUDYGDYDMXiUL JDEULQXWRYV
GXJRURPQLP SRVOMHGLFpABtiNWRQ)pQRI L]IODIDQMD

231 8WMHFDM QDQRpPHVWLFD QD PRUIRORJLMX

8]LPDMXuL X RE]JLU GD VX QDQRpHVWLFH VYH SULVXWQLMH
promatrati njpov kontinuirani utjecaj na biomW DN Y L K. WakD € Laigéjéaina od

najbrojnijih skupinaorganizamavodenih sustavaj njima ODNR PRaH GRUL GR ELRDN
QDQRpPpHVMGAPQ RG SUYLK SDUDPHWDUD NRMLP VH PRaH X\

kontaminatana zelene algge upravopromijenjenamorfologija stanicakoja je ponajprije
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posljedica promjena sintezislojaEPS(Babiaki . U] H P L 2021)DU stresnim uvjetimakao

aW R MOR & 190 RR\WHESre#iaFbakra i polistirepnalge P R J X S ReihBLusofdEPS

(Zhao i sur. 2016) Naime, alge koristesloj EPSkao ] DaW L WkQjiLu ¥ RRMGUAaDYD

Q D QR piHiMAMWLFWHM tHrpkie PR QW D NW Q D Q Rphén Bl Z0D0)IDoddthD,Q L F H
YHIDQMHP QD Qdap BVBWRRAHMEMit SRYUALQVND HQHUJLMD QD
SRVOMHGLPQR L QMLKR Yifido WHRININ/ \Iin & & RWEN20 M) ULIDE@\R R W WY IWFHH
koje uspijl X iL X VWo@uQLEFXY DWL SOD]PROL]X RAWHW LnWAnd/ WD QLp
pucanje(Abdul Razacki sur. 2016; Zhoui sur. 2016) Nadalje,ulazak QDQR paH\RWHF
rezultirati destabilizacijom tilakoidnih membrana kloroplasta, ali i dovestiSRYHUDQRJ
stvaranjdipidnih kapljica kao pokazatelja stresa zbog manjka nutrije(¥éda i Chen2019;

McKeel i sur.2024) 6 YL QDY H G HPQRL X [BLRMQ KaailbMeki gekaRatelja stresa
uzrokovanogQ D QR pHV W MWADIPEL Y D Q Mda tveknad K N D [DROLH \sMdbkaFiD P D
bakramogu izazvati ]|Q D p D M Q Rje SIRHYCHpDL@Q H V WDdglbRddaclj, $nsnitik R Y
QMLKRYX JXVW R {REMEroNsKN2D20 QJpndd sur. 2021; Artiukhi sur. 2022)

S R MiBtpfanj plazmolizéYani Chen2019; Solomonovasur.2023)i dovesti GR SXNQ X uD
VW D QL p QiHnemirandAbQuNR4zack sur.2016) X] 1Q D p DM Q R NFRROAshjQ M H
EPS i lipidnih kapljica(Miao i sur.2017; Nami sur.2018; Romera sur. 2020) PSNP su

pokazale VOLPQH XOW U D VW UNKINRV XWIRR WU RO MHQ HROM P pi@®D L
aglomeracijaV W D Q L F Da siStBza/skhjad 86 L ] Q D p D M (@ Broja kpMiihikagica

(Giri i Mukherjee2021; Huang sur.2021; Xiang sur.2023a) ali nisu bile toliko L] U D &d¢ Q H

nakon tretmana D Q R p H Yheéfdlak- D P D

232 8WMHFDM QDQRpHVWLFD QD SRMDYX RNVLGDFLMVNRJ V
JHGDQ RG QDM]DVWXSOMHQLMQKB @R KWW [LFBDVIWMERFDR NE\DLINoLQ
S RY HprbiyodnpaROS(Khannai sur.2015; Dayem sur.2017; Flores/y S Hgur.2019)

koje nastaju kaoP Hy X S Ui RretxldlizinaO, kroz enzimske ili neenzimske reakcije
elektronskom ekscitacijortbiesi Jones2020; Mansoor sur.2022)a X IL]JLROR&NLP XYMH
LPDMX XORJXsignhali2ach @éZaypaR Bur.2019) % XGXuL GD 526 LPDMX QH
elektron, mogu se podijeliti na slobodne kisikove radikale ili na neradikalne reaktike

kisika (Flores /y S H Jsur. 2019) Pokazano je da se u biljkama i algam&? X QDMYHuUR

N R O Istvar@ulLlancuprijenosaelektrona unutar fotosustava | (erghotosystem,IPSI)i

fotosustava Il (engphotosystem 1] PSIl), gdje O PRaH U H D ajihbvidiaznivh
komponentamgKhan i sur. 2023) Naime, u normalnim uvjetima, apsorbirana svjetlosna

energija se koristi za pokretanje lanca prijenosa elektrona na tilakoidnim membrana kloroplasta
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X SURFHVX IRWRVLQWH]H 1R X VWUHVQLP XYMHWLPD PR
elektrona te redukgi O, SRPRUX UD]J]QLK NRPSRQHQDWD 36, SRSXW II
SODVWRNLQRQ D}’ (Palmal sr 2019 Dddiatno enzimi poput citokroma P450 |

ksantin oksidazéV D NmRoghireduciati elektronOz i tako stwriti 57 (Galbusera i Su006;

Veith i Moorthy 2018) OHYX) D] O LRASNV XPVH QDMpH&EUGH SUYL VWYDUD \
daljnjom reakcijom mogu formirati drugblici ROS(Fujii i sur.2022; Khan sur.2023) kao

AWR VX° g, H202, peroksilni radikal(  ?) i alkoksiradikal ( ?) (Yin i sur.2012;

Khani sur.2023) H,0; se u biljkama i algama stvara protonacijom, odnosno redukcij§m

premaformuli:
tH Et >\ GE ;5 &

H20- se u biljnim stanicamarimarno stvara u mitohondrijuijekom proces oksidativne

fosforilacje DOL YHOLND YHULQD GRODIJL L L] ODQEBXeB&J LM HQR\
sur.2016; Palma sur.2019) Nadalje, *nastajeFentonovom reakcijonz H2O- ili putem
HaberWeiss reakcijeiz  %° i H:0, X] SRPRiU SULMHOD]QLK PridiaDOD SR
MHG QD G %DAEX2009)V N L

Fentovona reakcija:t: ;E 4 g\ + ;E °*E X

Je
HaberWeiss reakcija: ¥’ E ¢ ¢ 1

U billnim VWDQLFDPD L VWDQLFDPD DOJL UD]OLpHhNLsE26 GMHO
2023. X7 LPD NOMXpPpQX XORJIX X SUHN LkedDudjakado&ejeJddBz) FLMH \
VPDQMHQMHP UD]JLQH JOXWDWLRQD a8WR PRELO(BYtoWwED GX&aLN
i sur.2011) Nadalje niske razineH,O, VO X a HeghIBXx&ni VLIJQDO X PQRJLP ELRC
procesima poput rasta i razvoja, fotosintefetorespiracije(Miller i sur.2010) Za  *se

prvotno smatri® daima LVNOM X p L ¥ Bjelven]éed WIOL.QQ R Y L M ikdzMjWWnad D AL Y D Q
negovuYDaQX XORJX X UDVWX L UD]JYRMX ]DWYDUDQMX SXpL
zbognjegovejake RNV L G D F L M V N(RicRaRigi %uir QR M)W L nastaje u kompleksu

antenai reakcijskom centrdotosutava ll(eng.36,, SULMHQRVRP YLAtd[E HQHUJL
pokazano da stimulira odgovor na razne stresne ugjet@lacijomkarotenoida, proteina i
lipida(Dograi Kim 2020)

Suprotno pozitivnimX p L Q BlliRaD526 X VWDQLPpQRM VLIQDOhERIRLML NDC
koncentracijamanjihova SRY H 0 D Q Dddv&d@la [p Q Q P INOH. WakeXRezayiani
sur.2019) % PRAH LQDNWLYLUDWL D FhNdaviRiNMBES OdklsVNH HQ]LF
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akumulirau stanicama zbog nedostatka enzima koji bingayao neutraliziratte X YHULP
NRQFHQWUDFLMDPD PRA&H GHBuaNdH sLiw20279 R 3RW B QD © Qs R DW WILLQ |
oblika 526 PRAaH VLQHUJLYV petogsitacijeht lipida \vksidaBjeviniproteina i

molekule DNAi Q D W D heg@&tinp LifgcatQ D EL R OR &N L :YdbdiqezyEidjéhE H V H
SOLQRYD WYDUL L HQHUJLMH V RN Rtanta)FRePawartHsuxX 200R8;QDp QL F|
Khanisur.2023) NDQRPpHVWLFH PRJX SR WIDMapXnlektxodenaDAKDIQ M H 526
SRV O MivbG L FlRres /y S Kgur.2019) =QDpDMQR SRYH i®RULH XMHIIH QR
je u stanicanaalgi nakon izlaganjaQ D Q R p HV W L fH2 PsDr. 20Uy BaldrB(Fathii sur.

2020)i polistirena(Xiang i sur.2023a) &WR SRVOMHGLpPpQR PR&H LPDWL MC
ELRORANL YDAQH PDNURPROHNXOH

5D]LQD XQXWDDGWHEIN PO RSekddtaktira i kvantificiraprimjenomraznih
fluorescentnin proba (Gomes i sur. 2005) mHYy Xkojma VH L]GYDMDMX .
diklorodihidrofluorescein diacetat gBCFDA), koji se koristi u detekciji ukupnog ROS i
dihidroetidij (DHE) NRML MH VS HTF(Opafkdi Qur] 2016; Ngi Ooi 2021) Obje
PROHNXOH PRJX VORERGQR SUROD]JLWL NQparkaGw206,QL GYRYV
Wang i Zou 2018) Molekulu H2DCFDA deacetiliraju VWDQLpPpQH HVWHUD]H ¢
diklorodihidrofluoresceia (H.DCF) koji se vrlo brzo oksidraGMHORYD Q MébkkaUD]OLDpL
ROS p L MHstaje fluorescentni 25diklorofluorescein (DCFYKim i Xue 2020; Ngi sur.

2020)

Molekula DHE se nakon inetQDOL]DFLMH X VWDQL¥FXQRNRRG|hKH DD SRPRW
dvije fluorescentne probkoje se mogu detektiratNaime, HVSHFLILpQRP UHGRNV U
nastaje etidij (£), dokoksidacijomovisnom o %7 nastaje zhidroksietidij (20H-E*) (Wangi

Zou 2018).

.DNR MH MDpLQD IOXRUHVFHQFLMH QDYHGHQLK SURED RYL
QMLK MH YUOR OWVWK PRIDMQUIIHSRDW2WNNRULAWHQMHP PLNUR\
L UHODWLYQR NYDQWLILFLUDWL QMLEBRYNXLKDIOD®Y LNFRUILA W &
citometra(Wangi Zou 2018; Kimi Xue 2020).

lakose H'&)'$ QHULMHWNR NRULVWL NORpoRdiaE o dd SithéliedLp QD ]
H.DCFDA PRJX LQGXFLUDWL UD]QL KLGURNVLOQL NDUERQDW
H,DCFDA zapravo indikator ukupR J V D GRO&D Ktaéhici (Oparkai sur. 2016) Kako

Q D MY H ibhlikX BQRu biljnim stanicama odlazi na®b, njegova relativha i apsolutna

razina u stanicam@ HWWHRNRULVWL NDR L Q G L Nlkg(Rabbmah puRO2R)aNRJ VW
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-HGQD RG QDMUDALUHQLM 04 jePheitydRFEDR (&Y. [21QoWs bliddtidnF L M H  +
xylenolorangeassay u kojoj se spektrofotometrijski mjeri nastajanje kompleksgeksilenol

Q D U D Q [idda&/ $MHRO FEF)hastalih oksidacijoiona Fe* putem HO,. Tako nastali
kompleks apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 560 {oon i Shibamoto2009; Ewingi

sur.2018)

5DQLMD LVWUDALYDQMD VX SRND]DO D -tid2inrh 1kBrketdihoRP RW D p L
i epigalokatehin galam XJURNXMX J]QDpDMQR SRY HuidaQiddHa 3cleRiL ] YR G Q
algi C. vulgarisi Raphidocelis subcapitat@ukarroumi sur.2012b; Lekamge sur.2019) S

druge strane, tretman s AgMRratu vrstiC. vulgarisnije izazvao] QOB RYHUDQMH VDG U
slobodnih radikalgQian i sur. 2016) Solomonovai sur. (2023) W D N Ruypdkazali kako

izlaganje stanica algDunaliella saling Isochrysis galbanaThalassiosira weissflogii
Prorocentrum cordatumCuONP izaziva S RY H U@pozvodnju oblika ROS Nadalje,
XVSRUHGQD DQDOL]D poNstiveheP\D M D] Q DIQLRDIHA WA GERFLNRQD O QLF
algeC. vulgarisi Scenedesmymkazalge daPSNH2-NP ]QDpDMQ RjIBRRIYGI U B 526
obje vrste dok su PSCOOHNP izazvale znp DM QR S RNjdditid3tzdiried u vrstiC.
vulgaris(Bhattacharyasur.2010) ,] GRVDGD&AQMLK LVWUDALYDQMD YLGOM
SRWUHED ]D NRPSDUDWLYQRP DQ&®QLERP RWBMWEPRMD QDOQ
funkcionalnih grupaiuUD]OLpLWLP RNVLGDFLMVNLP VWDQMLPD X LV
MHU QDYHGHQH NDUDNW H UWtje¢aw Indl irhziQuokgidagijskggdiredar P R J X

stanicanaalgi.

2321 2NVLGDFLMVNR R&WHUIHQMH ELRPROHNXOD

.DR 4WR MH QDY HG BQRLiM\esDI D Q RIHPBRAHFDH]XOWLUDWL SR
VDG U &RDE kot SRVOMHGLPBRXBRIINOR YRR 3 NriaknddaeRulana

NDR &WR VX OLSLGL SURW HLI) W DR VORG/H GV WW DNQ IVFHD DQH L
PQRJREURMQH NWHD @/h @HNBORBQLFL UH(X@iMWi 2B WP - OWHBEQLp
2012)

2.3.2.1.1 Peroksidacija lipida

Lipidi su male amfipatske molekuk®je imajuhidrofilnu, polarnu stranu i lipofilnu, hidrofobnu

stranu. Zbog svoje dualne prirode, lipidi se nalaze uraawwiDQLPpQLP VWUXNWXUDPL
VX VWDQLpQH PHPEUDQH L PHPEUDQH RUJDQHOXXuDLSLGQF
sur.2023) /LSLGL LPDMX NOMXpQX XORJX X PQRBRUPpP MWD @Hp QMR I
sastav strogo regulirg@douheti sur.2022) =DKYDOMXMXuL VYRMRIpdiB&QQ HUJH W\
NRULVWH X VNODGLAWHQMX XJOMLND L HQmauwiLwbglh X REOL
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signalnih molekula(Jouheti sur. 2022; Parveen Patidar 2022) Zbog svih navedenih
karakteriska L SRVOMHGLPQLK XORJD OLSLGL VX HVHQFLMDOQL
stanica alg{Moralesi sur.2021)

Pojedini radikali, a primarno % moguuzrokovati peroksidaciju lipidaodnosno procesu

kojem slobodni radikali uklanjaju elekRQ V GYRVWUXNH YH]H L]JPHYX GYD D'
PHYyX NRMLPD VX SROLQH]DYVL ipblyphbatBraxatiaty abidsVPUBA)QH HQJ
QDMSRGORaQ(yadhyi serNell6 GEndale L. 2023) Njihovom oksidacijom nastaju

razni P HYy X S U RGiXdal® Lmogu reagirati s drugim molekulanf&u i sur. 2019)
Peroksidacija lipida odvijgeu tri uzastopna koraka: inicijacija, transmisija ili propagacija te
terminacija( * R Q ] i-Mkhéroi sur.2020. U prvoj fazitzv. fazi inicijacije, slobodnradikali

reagiraju sdvostrulom C-C veom te uklanjajualilni vodik, pLPH QDVWDMX VORERG
radikali. U daljnjoj fazi transmisije ili propagacije, lipidni radikali brzo reagirajd.ge se
SRVOMHGLPQR VWYDUDM Xkdp eatinkmdoyuLpOn@vnoQKIdBIiti GoQik.s rige& LN D O L
molekule 38)$ pLQHUL WDNR NRQWLQXLUDQX ODQpDQX UHDNFI
ketoaldehide(Pamplonai sur. 2019) Iz jedne inicijalne reakcije,P R artdstati 208400
propagacijskihFLNO XV D aVRR HQDY\DQ RNS/L G D F L \MadBargu®gilsity X VWD
2021) 8 NRQDpPQLFL SURFHV OLSLGQH Ssharapnvlip@iogL MH VH
SHURNVLGD NRML QH PRaH GDOMH U HEnddldUsDne2a23y GUXJLP 38

U algama, proces ligt QH SHURNVLGDFLMH PRaH QHJDWLYQR GMHOR
SRSXW IRWRVLQWH]H L LIPMHQH SOLQRYD L WYDUL V RNRC
membrane 'D O O §j 8W.A0R9; Zhad sur.2021) 7DNRyHU QD UD]LQjomRUJDQHC
lipida u membrani mitohondrija, lipidna peroksidacija dovodi do bubrenja membrane
mitohondrija & WQRD U Xrjelduydbopusnostezultira nj@mim nepovratim otvaranem WH PR aH

imati veliki utjecaj na metabolizam algéNang i sur. 2023 8 N R Q Dljpi@raF L
SHURNVLGDFLMD RGQRYVQiRdQpérdkSid PRRABIpRINBRBRIGXDMLML V
DNWLYQLP A4HOMH]RP UH]XOWLDORIAWIRIW RIS VMR \RW D @ IGEIRRFQ K
VSHFLILPp QD p¢ksaGu(@Qradi sur. 2018) lako jod QLMH GRY|ROMQRHQR
MHGQR LVWUDaleY®G D VBHR SHRIECOQUBESAPOR arkzultirasi IHURSWRWLPQR
VWD QL p QiRsaniadallydChlamydomonas reinhardtiSrinivasan sur.2023)

.DR aVWameM® YHGHQR SHURNVLOQL UDGLNDOL VWYDUDMX L °
V X Q D MdddnhdialdehidMDA) i glioksal (Mas-Bargues sur.2021)

19



Stogase jedna RG QDMpH&UH SULPLMHQMHQLK VSHNWURIRWRPE
kvantifikaciju stumjalipidne peroksidacije temelji na reakciji nastalog MDAabarbiturrom

kiselinom (TBA). Tom reakcijom nastajgompleksMDA-TBA:> koji apsorbirasvjetlostna

valnoj duljini od 532 nm(Mas-Barguesi sur.2021) .DNR 7%$ PR&H UHDJLUDWL
molekulama nastalim u procesu lipidne peroksidacije, navedena metoda je nazvana TBARS

(eng.thiobarbituric acid reactivesubstancels(Zebi Ullah 2016).

| VW U D &u pdRaaVaDl®) D Q R p H V W(LiFilBuNV2020& Qidbi sur. 2022) bakra(Wan

i sur.2018; Janani sur. 2020)i polistirena(Yan i sur.2021; Xiangi sur.2023a) |]QDpDMQR
SRYHUDYDMX VWXSDQM OLSLGQHQI&d sur [R022)GpbhakaHdxX VWD Q |
komercijalne i biosintetizirane AgNP rezultirgtvaranjemU D ] ® krfjedidsti V D G WEDB M D

u stanicama alg€hlorella pyrenoidosa & W Rjekdjetnoposljedica U D ] O lfumkcwiiakih
VNXSLQD QD SRYUALQL ELRMKR WW WHHDN @IDKOQDP QW RHYWW/DR E L
VWXSDQM OLSLGQH SHURNVLGDFLMH X @ W@ REREEM&D OJL GF
algi nije analiziraa razlika u stupany lipidne peroksidacijekao posljedica UD]OLpLWLK
RNVLGDFLMYV N Lskicavhakadpkj®jeQnabidy Nicotiana tabacumX W Y WasliQ R
CONPWRNVLPpQLMHUONP®A RMROM@WP1DGDOMH ULMHWND VX LVV
su analizirah | LW RW R NAMLIOQRKVMIR LR QD O L]L U Dmlistten@ BaQaRie.HV W L F D
Pokazano je dauPSNH>-NP i PSCOOHNP izazvalepodjednakoS R Y H Ur&iQeMipidne
peroksidacijeu mikroalgiCylindrotheca closteriurpri vrijednostimaECs, ali je ta vrijednost
zaPSCOOH-NP bila 40 puta \H ubdnosu na RSIH>-NP OLaL 0 5$uG2A092)

2.3.2.1.2 Oksidacija proteina

SURWHLQL LPDMX rnodMdm@3tu X @QRJX stdnica algi. Oni sudjeluju u
PHWDEROL]PX IRWRVLQWH]L G M Hboyg &IXU RspERtEd2IBudnjaR Q L W H
proteina njihova destabilizacija ili degradal M D ifadi @rté nepovoljan utjecaj na normalan

rast i razvojalgi. Razni ROS mogu oksidirati ostatke aminokiselina, cijepati peptidne veze te
dovesti doagregacijeproteina.Za razliku od aminokiselina, oksidirani proteini moraju se
hidroliziratiii SURWHROLWLpPpNL REUDGLWL X SURWHRVRPX NDNR C
proteinima(Juani sur.2021)

-HGDQ RG QDMpH&ULK PHKDQL]DPD RNVLGDFLMH SURWHLQD

(Cecarinii sur. 2007) Naime, nikotinamid adem dinukleotid (engnicotinamide adenine

dinucleotide NADH) i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engicotinamide adenine

dinucleotide phosphateNADPH) oksidaze u prisutnosti iona Fé ili Cu?* kataliziraju

stvaranjgonaFe?*ili Cu* te dodatnog kD2 X VWDQLFL OHWDOQL LRQL VH ]DW
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mjesta za vezanje metala na proteinko reagiraju s tFD2, pLPH VH GRGDWgIR VWYDL
zatim reagira s aminokiselinskim ostacima blizu veznog mjesta m@tddtmani Levine
2000, 2003)CiHSDQMH SHSWLGQH YH]HGLDRPWEQEQP PRV PQ D VSKI
amidacije(Garrison1989). Naime, *UHDJLUD V SURWHLQLPD pLPH VH VWY
PRAH XPUHALWL V GUXJLP, hVMVHR GRID@I P GR @LUNMHE&HIDMH SUR
sO, P R &tdoriti alkil peroksid ili alkoksil radikaKako suR G U HantinQkiselineSRGORAaQLMH
oksidacijskoj promjenina primjeraromatske aminokiseline i aminokiselireessilfhidrilnom
skupinom {SH VWXSDQM L QDpPpLQ RNVLE RBRBIUNHKY HSU PWHQRBLSHD
V D G U &@b6aiihiPsur.2007) 2NVLGDFLMRP S U R Wrkihji@mizjdd Wapredn@ DV W D M
glikacije (eng. advancedglycation end productg (Uribarri i sur. 2015) koji se zajedno s
proteinskim produktima napredneksmacije (eng.advanced oxidation protein productg
(Witko-Sarsati sur. 1996) koriste kao jedni odiljega oksidacijskog stresa stanicama
.DORXV8&UK 2002) Uz navedeno Q D M [eRUétédt loksidacije proteina jenjihova
karbonilacija koja je ireverzibilan procasdovodido gubitka funkcije proteingDalle-Donnei
sur.2006) Karbonilne skupine na proteinima mogu reagirattamino VN XSLQDPD L ERpPQ
ograncima lizina aW R U H ] X Oavahjend pisteibbHi astvaranjem proteinskin agregata
(Cecarinii sur.2007) Tako stvoreni agregati ne mogerazgraditi XRELp DMUHRM.AOLWLp N
putem AWR GRYRGL GR QMLKRYH DNXPXODFLMH L SRVOMHGLpPQ
algi (Stadtmani Levine 2000).

=D RGUHYLYDQMH UD]LQH N D U K&iilsgRpiothtetgddaratothuizQ D Q D M |
primjenu 2,4-dinitrofenilhidrazira (DNPH) koji reakcijom s karbonilnom skupinom stvara
hidrazonepLMDD/HQD PR&H N WAMMWijidi 6d.33Mw{Rur@eD2014Castegna

i sur.2003)

,DNR MH SRWYUYHQR GD QDQRpHVWLFH PRJX GLUHNWQR LO
proteina, iV W U D dshvidbaRing Bksidacijskog R & W H U H Q Mkidd &ldi RaWbOHl izI@ganja

Q D (sRcpiAa srebra, bakra i polistiremadostajyVon Moosi Slaveykova2014; Yani Chen

2019; Zhang sur.2022a) Analiza oksidacije proteina vrsédlium cepanakon izlaganja AgNP
stabiliziranih sR P R W DRMPPditrat i CTAB pokazalge da AGNRPVP imaju najmaniji
WRNVLpQ(CviEthd_iDrN2017) Izlaganje algeC. reinhardti QDQRpHVWLFDPD E|
rezultiraloje smanjenjem sinteze protei@anovd sur.2021) dokse NROLpLQ@otaimrASLY LK
]QDpDMQR V P Dapich SafivaXakenizagsnjaPSNP (Liani sur.2021) ,VWUDALYDQN
XWMHFDMD UD]OLpLWLK RPRW DKsiDacij$kiQstaiRja R Q D & R iHad WAMLNF DS L
oksidaciju proteina nedostaju kako na biljkama&oi na algama.
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2.3.2.1.3 Oksidacija molekule DNA
Molekula DNA nositelj je genetske informacijé daje upute za sintezu proteina regulira
VWDQLPpQHte)eNWLNQ ROWMIHIJULWHW NULWLPpDQ JGhQRIWPDOQR
2021) Molekula '1$ SR G OjRek§daciji putem raznilbblikaROS§ aWR PRAaH UH]XOW
promjerama uG X aL pp& oA WH MHGQRODQpPDQLP L GYRO®W@pDQLP OR
Ariza 2009) Naime, * PR&H U HDdVhdthikevvezom pirimidin&€5C6, pLPH VH
stvaraju 5-hidroksi6-il i 6-hidrokst5-il radikali koji dalje mogu oksidirati DNA te tako
DNXPXOLUDWL RaAWHUHQwWEBE C8®R NpuriRd fézGItvd LI&ranjem
7-hidro-8-oksogranina (Juani sur.2021; Hahm sur.2022) Izuzev izravne oksidacije putem
526 '1$ VH PRAH RNVLGLUDWL L wh@MBDAOWPILKQPYVWDREPRAQAH
SHURNVLGDFLMH OLSLGD 1DLPH NDNR MH YHUO QDYHGHQR
produkata MDA NRML PRAH UHDJLUDWL V RVWDPBLPH WMDQWQYD XD
adukti M1G (Marnett 2000). Oksidacijom DNAmogu nastati i lomovu molekuli DNA

5R O-Grjdpa i Ariza 2009) 1DLPH 526 PRJX UHDJLWDoRKuli YNA aHUHULI
uklanjanjematoma vodika pozicijeC4'udeoksiribor, pLPH VH VW YWIRML WBORG/IONVDHOG L
LQGXFLUD MHG Q Sein@ijsi.Q20,PMMRYWX MHGQRODQPDQL ORPR]
RG GYRODQpPpDQLK ORPRYD SULOLNRP RNVLGDFLMVNRJ R&W
oksidacijski stresP R aigrokovati L G Y R O D Q p (Shdm@ suP 2 Yo

$QDOL]D JHQRW RhN\GWAEWERHR'Y R W REBEHURD WLWL QR QR MiseAD L Q D
SULPMHQMXMX WHKQLNH ODQ p DpQytetasethairredttion PRRYLPHUD]R
metode agarozne elektroforekejima se mogu detektirati lomovi i lezij@ molekuli DNA

(Figueroa* R Qlgzi 3 p URMdsenci&017). Primjenom tehnik@CR zaustavljasereplikacija

DNA QD PMHVW XgdipaWWH HIQQIMPD '1$ SROLPHUD]D QH PR&H YH]D
nastajanjaNUDULK IUDJPHQDWD '1$ (Grid&ldi i SWw.REX;NNWUehhd
*RQ]1O3G UMdsenci&017) S druge strane, Comet test ili gel elektroforeza jedne stanice
(eng.single-cell gel electrophoresiy jednostavaje L p HV W Re iNdRodhiz@ kVant@ikaciju

lomova molekuleDNA u eukariotskim stanicama. Naime, stanice se ukiggpau agarozu
imoblizirajute VH GDOMQMLP OL]JLUDQMHP SUL YLVRNRP S+ RVOR
molekule DNA. Petlie koje VDGUAaH O R PgulveH svoju$ strukturypa se tijekom
HOHNWURIRUH]H N tinheiXGY DNWDIM R RRSGRVWDWNBR WD pA@LHLL Q
rep kometgAzquetai Collins2013) 'DOMQML P R Erhdlekile BNDAY Doge st hinin

bojamai analizomfluorescencijskn mikroskopm PRJXUH MH RGUHG LapaRPMHU L
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odnosu na intentat ostatka molekule DNA, odnosno glave kometel PH VH NYDQWLIL
N R O Ldero@aCollins 2004).

2SVHagRBIiBm SRVWRMHUIHK IOMM BURWRYHQR LVWUYMDjaday DQMH J
AgNP na stanice algi. S druge strasdioman sur. (2022)pokazalisuda CuONPinduciraju
PRUIRORANH SURPMHQHI staditdroaHald® . Mdydrtarbté/ deQdovode do

R a4 W H inbléxiMelDNA. Nadalje, L VW U D & Lpoka@dd @a tiétkhan sPSNP izaziva
RAWHUOUHQMH 'PhaddtaGylDnotdddbrnuturgSendra sur.2019) dok tretman £S

COOHNP usporavgroces mitozd&od algeR. subcapitatg¢Bellingerii sur.2019)

'RV DGDEAYWDD RNDOLGWDWFLMVNRI RAWHUHQMD ELRPROHNXOD
QDQRpPpHVWLFDPD VUHEUWDvricc RN U D QLdpB-ERDtpundsti keHoSt&u
LVWUDALY D QWML RRMU KIcHRAEERNIKIN [stanja i funkcionalnih skupina na razinu

W R N V LPugeR Vigkztavnih pokazateljN D R jé& 8//RY HYI D Q U & D RORi EROEALVNED(I H Q M
PHPEUDQD LstijénkeleGma@hbXpLQNRYDVWORYWWEWQEPREKIVD PRAaH V
IDNOMXpLWL GD QDYHGHQH QDQRpPpHVWLFH L]D]JLYDMX ]1QDbDp
DNA u algama 0 H § X WphtRebnoje GRGDWQR UD]MDVQLWL XOROX pHVWI
fitotoksLpQRVWL $J13 RNVLGDFLMVNLK VWDQMD NRGUQDQRpH
WRNVLpPpQR YV Whlisipren@ma pibhvolwkulesanica algi

2.3.3 Antioksidacijski odgovor

Niske koncentracijdROS Q X a€Q Hl stanicama algi radi sudjelovanja u brojnim staQi L P
procesimau obliku sekundarnih glasnik@rezayiani sur.2019) 6 GUXJH VWUDQH SR
NROLpLQH 526 PRJX L]QLPQR QDawHWLWL VWDQLFDPD D
funkcionalnost. Kako hil stanicamaR GUAaD OH R S W L P DWOMYXQ RaMardacGve M V N X
PHKDQL]JPH NRMLPD RJUDQLPpDYDMX SUHNRPMHUQX DNXPX
PRAHPR SRGLMHOLWL QD HQ](RRYINUH22DHHQ]LPVNH VXVWDY'}

2.3.3.1 Enzimski antioksidansi

Antioksidacijski enzimiprva su linija obrane stanica alge od silacijskog stresa tenaju
NOMXpQ XsmagjddjlX WKH W Q L K X {Rioyd BuN ZD25%)2Raitem transporta elektrona,

odnosno smanjivanjem energigobodnih radikalaili doniranjem elektrona slobodnim
radikalima, antioksidacijski enzimi eliminiraROS pLPH VSUMHpPpDYDMX GDOMQMX
molekula(Nimsei Pal2015; Royi sur.2021) 9HULQD DQWLRNVLGDFLMVNLK HQ]
WH VDGUA&H PHWDOQL LR Q@ zbogNdpsdlamosth IR WRdAIEW\R X
citosolu(Gill i Tuteja 2010; Nimsei Pal2015) 1DMpHauUL DQWLRNVLGDFLMVNL
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SOD, CAT, askorbat peroksidaza (APX), glutation peroksi¢@®), glutation reduktazéGR)
i glutation transferazéGST) (Slika7) (Royi sur.2021)

Slika 7. Shematski prikaz enzimskih i neenzimskih antioksidacijskin mehanizama u stanicama

algi. SOD tsuperoksid dismutaza, CAEkatalaza, APXztaskorbat peroksidaza, MDHA
monodehidroaskorbat, ASAt askorbat, DHAR = dehidroksiaskorbat, GSSQG disulfidni

glutation, GSH tglutation, GR+t JOXWDWLRQ UHGXNWD]D 3WRd2ayiaiWR L SU
i sur.(2019)

Prva linija obrane protiv oksidacijskog stresa pogledu antioksidacijskin enzima je
metaloproteirSOD koja katalizira dismutaciju %’ u H202 kojeg neutraliziraju drugi enzimi

(Ighodaroi Akinloye 2018). Po U D] O L kafaktdtlPmetalnog ionaX NDWDOLWLPpNRP F
razlikuju se tri izoformeenzimaSOD. Enzim & X =Q 62' Q Béhplazé i Hakoidnim
membranama kloroplasta te u citosolu biljalkdgi, enzim 0Q 62" VH QDMpH&aUH ORND
mitohondrijimg dok seenzim )H 62' QDMpH&a&UH QDOD]L (Re2aVidbhl BUP.L NORUI
2019)CAT L UD]JQH SHURNVLGD]H LPDM XmdlekMexpd (GaxthidriJ X X UD]
sur.2020) Naime,CAT sudjeluje u pretvorhilvije molekuleH202 u dvije molekule HO i Oz

u dvakoraka U prvom korakujedna molekuldd>O; sereducirau H,O, dok seion Fe** iz hem
skupineenzima CATmijenjau F¢* 8 V OLMH G H ipHjEhodoR LeBKirdha s druge
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molekule HO,,ion aHOMH]D X NDWDOLWLp NP SSROHRWQURgHQHD. P> )& $ 7
oblik Fe**, dok se druga molekula:® pretvara tH-0i O, 0D Vé@.1999) -HGQD RG pHAUL]
peroksidaza wstanicama algje APX koja, kao ienzim &$7 X] SRPRUO KHWP VNXSL
N DW D O LW L p3uddujeru Mrdtvovibixdi-Oz> u H20 i O N R U L \&ktirblail kaoDdonor
elektrona(Shigeoka sur.2002) U stanicama algiAPX VH QDOD]L X VWDQLpPQRP FI
S RWY tijeH2farmeu vrstamasaldieria partita(Sana sur.2001)i Galdieria sulphuraria

(Oesterhelt sur.2007) SuprotncenzimimaCAT i APX, GRje oksidoreduktaza koja sudjeluje

u ciklusuaskorbatJ O X W D W L R QptimainIRr& idieducibamg oblika glutationa (GSH)

(Rezayian sur.2019)

Spektrofoometrija je HGQD RG QNDRAplHEAMEIddA za analize aktivnosti
antioksidacijskih enzimaktivnostenzima6 2' P R sdrhjeriti direktno ili indirektno yHa uH

V X N R UnhdirsKtheQuetode kojima se analizira sposobnost inhibicij¢? (Chengi sur.

2015) U metodikoju su razviliBeauchamp Fridovich (1971) riboflavin se koristi kao izvor

° si %7 1DLPH ULERIODYLQ MH L]X]JHWQR R\sMetoteGMLY QD
njegovim raspadanjem stvaraju slobodni radikiakubacijom nitro plavog tetrazolip (eng.

nitro blue tetrazoliumNBT) s radikalima, gmarno %7, dolazi do redukcijeNBT i nastanka
formazanapLPH VH SRYHUDYD DSVRUEDQFLMD &@BImBROPRAM GXOM
neutralizirati %” i pretvoriti ga uH20,, simultano inhibira i proces redukcije NBTAWR MH
djelovanje enzim&OD M D p HM HV Bhiiapjehg apsorbancijeri navedenopyalnoj duljini

(Chengi sur.2015) 0 Hy X D ] O LppdtokblirRaza spektrofotometrijsko mjereajpktivnosti
enzima&$7 QDMpH&UH SULPLMHQMHUEDERNM MrRIGED 3@ | L U D
svjetlost pri valnoj duljiniod 240 nm. Kada CApretvori H20O2 u H2O i Oz, promjenau
apsorbancij na valnoj duljini od QP PRaH VH NRULVWLWL NDR LQGLU}
enzima&$7 EXGXUL GD MH DNWL Y¥OQRINW disptljackeQ®. (B&lWah] D Q D
2018; Hamza Hadwan?2020) Enzim APX koristi askorbat kao donor elektrona prilikom
pretvorbe HO>, u HO i O, SUL padkdidat oksidira u monodehidroaskorbinsku kiselinu
(MDASA). Kako askorbatpsorbirasvjetlostvalne duljine od 290 nm, mjerenje aktivnosti
enzima$3; WHPHOML VH QD VPDQMHQ M XmdrfedjlapiothahciE\phl R UE D W
valnoj duljini od 290 nn{Senthilkumari sur.2021) Aktivnost peroksidazaD NRyHU VH PRaH
PMHULWL NoRdgaldavddddridma elektrona. Naime, oksidacijom pirogalola putem

H2O> stvara seH20 i purpurogalin kojiapsorbira svjetldsna valnoj duljini od 430 nm. Iz

SRYHUDQH YUSWRHEDRMW MH  PdkéivHost éhzlnjgirbgabslQeboRsidaze
(PPX) (Mitra i sur.2019) Mjerenje aktivhostGR temelji sena reakciji NADPHi spoja5,5*-
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ditiobis(2-nitrobenzojeva kiselina)DTNB), SULOLNRP p Bdidnit@izN20aD (VINB)
posredstvomenzimaGR. $NWLYQRVW VH SRVOMHGLpPQR RROWHPER®HUL
NADPH, SUL pHPX VH P Mapsbtbakdijesyj@tMdt aMatioj duljini od340 nm ili
SRYHUDQMHP VEQW plHHRj¥I IR Y H (apsQrbbHcije na valnoj duljini od 412

nm (Smithi sur.1988)

2.3.3.2 Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidansi su molekule male molekulske rregesu L]QLP QR XL QNRY LV
uklanjanjuROS (Rezayiani sur. 2019) a u stanicaa algi nDMpHauL VX JOXWDWLRQ
karotenoidi, polifenoli te aminokiseline poput proli(Rezayiani sur.2019; Gauthier sur.

2020; Royi sur.2021) Reducirani oblik glutationa, GSHLPD NOMXpQX XORJX X VP
NROLpPLQH 52% S RpBtEidksidacije svoje tiolnekuping(Babai Bhatnagaf018)

1DLPH *6+ MH WULSHSW L &lgnjaMRROS, slirsed®maVijbi @dRdrihal/oiatem

ciklusa askorbatglutation (Jajic i sur. 2015; Rezayian sur. 2019) Askorbat je polarni
antioksidans koji doniranjem elektromaolekulamaROS poput  *sudjelujeu smanjivanju

njihove N R O L p dj@ldjei Kadsubstrat zanzimAPX (Gill i Tuteja2010; Nimsda Pal2015)

Karotenoidi su pigmenti koji u tilakoidnirmembranamasudjeluju u apsorpciji svjetlosne
HQHUJLMH ]DX NRUWREMAMDQ VRRWW RVLQWH]H GRN V GUXJH VWU
antioksidacijskonodgovorualge(Rezayian sur.2019) Naime,]JERJ VYRMH VWUXNWXUF
lanaca s mnogo dvostrukih veza, kareidhmogu donirati elektrone ROS poput ¢ te ih

tako neutralizirati DOL PRJX L RGYRGLWL YLADN HQHUJLMH V UHDNF
VH PRAaH \Whadtahahein RDE(Gill i Tuteja2010; Faraloni Torzillo 2017) 1DMpHAaUL
NDURWHQRLGL SUR QdRsahtiQ, lviockakBadtih [xPaRsanth, @sthksantin, lutein i
karoten(Rezayian sur.2019; Gauthiersur.2020) 3ROLIHQROL REXKYDUDMX YLaH
koji doniranpm protona ili elektrona mogu neutralizird®OSte tako smanijithjihov a \&rH W

utjecaj na alguRezayiani sur.2019) 3UROLQ MH DPLQRNLVHOLQD NRMD L
]DAWLWL VWDQLFD DOJL L R G U & EogitaQridiekul \WMaenoeutsk& R P H R \
PDVH SUROLQ LPD XO RofsKogttlaRaGdoE® YRRRMXX FBLRIROLGLQVNRJ
PR4AH YH]DWL ]D KLGURIREQH UHJLMH SURNFils@r20¥9H VWDEI
Barerai Forlani2023) -HGQD RG YDAaQL MuKew@iRadipROS! RanheQdolin

PR&H Gdrgagive@dikalom Xili °> 4, pLPH QDVWDMX VWDHiamQL UDGL
i sur. 2013) te indirektno neutraliziratioblike 526 SRMDpDYDQMHP HNVSUHVL
antioksidacijskih enzima poput CAT i APfBauduini sur.2022) 7DNRyYyHU UDVSDGD!
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odnosno katabolizmom prolina nastajeOd kao nusprodukt AWR PRA&H GRGDWQR DI
signalne puteve antioksidacijskog sustéXiaangi Becker2015).

OMHUHQMH NROLpPLQH QHHQ]L R¥ixvbdspek@ydbtoRdtjskl. Grialge D QD M p
XNXSQRJ VDGUADMD UHGXFLUD QR Jakkdrdtadm@ljesé DaQEalci O X WD W
QHHQJLPVNLK DQWLRNVLGDQVIUL R&BEsEi GUR AXNDN HRR/&RHP
NYDQWLILFLUDWL QD RGUHYHQRNM DDfDHERIM S XDEWQ LL FLLNDR
ninhidrina koji pri visokim temperaturama oksidira prolpLPH VH VWYDUD NRPSOHN
ninhidrina. Navedeni komplelapsorbira sjpetlost navalnoj duljiniod 520nm te jevrijednost
apsorbancijalirektno proporciona@ D NROLPLQL % (BRabha@iBurR0Lg)REJNL p QR
seizvodiL DQDOL]D NR O.INaim®,bksDaciibR ddk@t®otopin broma nastaje
dehidroaskorbinska kiselinaja reakcijom s DNPH tvori crveni kompleks. Intenzitet obojenja
nastalogkompleksaR G U H y spbktiofotbinetrijskna valnoj duljiniod 80 nmL QD WDM QDplL
VH RGUHYXMH L NR Q Fuz@RWTeEadd ur1908Y ZaRvarEfikavi ghitationa

koristi se tzv. EImanov reagens, odnosno DTNB. Nameekcijomglutaiona i DTNB nastaje
2-nitro-5-tiobenzojeva kiselin&koja apsorbira svjetlost na valnoj duljini od 412 nm te je
vrijednost apsorbancijgirektno proporcionaakoncentraciji glutationa u uzorK@mithi sur.

1988) Za aalizu ukupnih karotenidgpotrebnoih je esktrahiratiiz stanica DOJL SRPR X
organslog dapalapoputacetonagietil etera ilimetanola(Ashenafii sur.2023) QDNRQ pHJD V&t
SURYRGL PMHUHQMH DSVRUEDQFLMH QD YDOQLPzGXOMLQ
odabrano otapaloKoncentraga karotenoida u uzorkise potom RGUH Yy XNRUKAWHQMH
V S H F L apgorpdijgkih koeficijenata karotenoifBuldai sur.2008)

'RVDGDAQMD LVWUDAHY¥DORRPpMYWIFNDVUMHE UDuzrdkiNUD L S
poYHUDNXNVLY QRVW R GdddijskiH EnzikgRi@n\sur2Bl8; Fazeliamsur.2019;

Li i sur.2023) Lekamgei sur.(2020)pokazalisu GD SRVWRML ]QDpDMDQ XWMHF
na promjenu aktivnosti antioksidacijskih enzima poput CAGST u stanicamaalge R.
subcapitatadoktretman s AgNRcitratte AQNP-393 UH]XOWLUDMX SRYHUDQRP NF
u vrstanaPoterioochromonas malhamengisu i sur.2020a) Microcystis aeruginoséZhang

i sur. 2018) Izlaganije vrste Nannochloropsis oculataCUONP rezultirdo je |QDpDMQLP
POYHUDQMHP énkiMaCATQ RRXWIZ SR U DV W pdliteGalhd DrdienjeNROLpPpLQH
karotenoidgqFazelian sur.2019) Tretman £ SNPinduciraoje aktivacijuenzimaSOD i CAT

u stanicamavrste Scenedesmus quadricaufla i sur.2023) GRN VX QDYHGHQH QDC
rezultirale smanjenjem aktivnognzimaSOD u stanicana algeM. aeruginosa(Zhengi sur.

2021) | VW U D & ifjecg MDD Q R p polistirena ® UD]JOLPpLWLP IXQNFLRQDOQ
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nedostaju LDNR L VWb fendbBk@NiSynechococcus elongatusokazuje da

PSNH2>-NP mogu smanjiti metabolizam glutatiofigengi sur.2019) 3AR]QDWR MH GD UD]
stabilizirane ilifunkcionalizirane Q D Q R p k& W DBPHQ RpHVWLFH X UD]JOLpLWLP
stanjima diferencijalno induciraju proizvodnju RO@hattacharya sur. 2010; Oukarroum

sur. 2012b; Lekamge sur. 2019) Iz toga VH PRAMNR J]DNOMXRPXEERIN DNR VX
LVWUDALYDQMPHXCWRHKEDRPIRWDpPD LOL REOLND QDQ@RPHVWLF
sustava kod algiali SUL MHGQDNLP HNVSHULPHQWDOQLP XYMHWLPI

usporedbae smanjio broj dijametralno suprotnih rezultata

234 8WMHFDM QDQRpPHVWLFD QD IRWRVLQWH]X

.DNR MH SRND]DQR GD UD]QL WLSRYL QD@&R[BHRWWMILDBD G VU
526 QHIJDWLYQR GMHOXMX QD SURWHLQH L OLSLGH awWwR SR
NORURSODVWD SRWUHEQR fdtbsintéazM/orDMoosVSlakeyQoOVEPIRKAR Y X W M H
Liu i sur. 2020a; Zhang sur. 2022a) Fotosinteza je proces u kojem se svjetlosna energija
SUHWYDUD X NHPLMVGCOK petvdrd lony&BkeprirbleRul&Ddija seu dvije

skupine reakcijareakcije na getlu i Calvin-Bensomvomciklusu (Johnsor2016). Reakcije na

sV HW O X X ap&okpeijp 3vMdtlosnenergije N R U L enVataisiptdikdh pigmenata, primarno

klorofila ai b te karotenoid#lLoksteini sur.2021) 1HNH D O JdodstieGndlékdle poput

drugih klorofila, klorolipida fikobiliproteina kako bapsorbiralesvjetlost drugih valnih duljina
(Larkum2016) JERJ pHXPDQNRYLWRVW IRWRVLQWH]H JHQHUDOQR
biljke (Ma i sur. 2023) Nakon apsorpcije svjetlostiS R P Rainbénskihpigmenata u PSII,

energija se prenosio kloroflaasmHaAaWHQRJ X U H D Ngdje Be\kbrRtPzaHeiddAy U X

H20O, VWY D UW:pkbddrieli ekektronéHader2022). Elektroni se dalje prenose na PSI, dok se
SRYHUDYDQMHP NRQFHQWUDFLMH SURWRQD X PIXAPHH QX NOF
stvaraenegija za sintezu adenozin trifosfafang.adenosindriphosphate ATP), prolaskom

kroz ATP sintazuAllen 2002) Dodatno, apsorpcijom svjetlosti na kompleksu antena PSI

dolazi do sinteze NADPH, koji se, zajedno s proizvedenim molekulama ATP, koriste u
VOMHGHUHP NRUD N X-BeRadhRw in QikUbL] kbji s& DdVijé lu Qtromi kloroplasta
(Johnsork016) U navedenom procesu se ATP i NADPH, uz prisustvo@riste kako bi se
VLQWHWL]JLUDOL @&HUHUL X WUL NRUDND [ILNYV DbtsfosfidaX JOMLN
(RuBP). U prvom koraku, enzim ribuloza dhfosfat karboksilaza/oksigenaza (RuBigC

katalizira reakcijwezanjaCO, naRuBP, p L Mastaje3-fosfoglicerat (33*$ $OJH VDGUAH
RGUHYHQH VXVWDYH ]D S5dék ehzihng RUBisGoR WIRy IMHH MR& MHGDQ
SRYHUDQH IRWRVLQWHWYVNH XpL Q NMRaYiLsw.RO2% lU drugd®E QRV X Q
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koraku,redukcij, 3-PGA pretvaraeu gliceraldehid 3IRVIDW * 3 NRULAWHQMHP $7
nastalim u reakcijamaasvjetlu. Diomolekula * 3 V H >emAkbtdkiregenerira u RuBP

NDNR EL FLNOXV PRJDR SRQRY Q RcikinSResH Miriste@drzModRjV W D W D N
a H p Hdki@h ugljikohidrata(JohnsorR016; Lopez Barclay2017).

Kako DXWRWURIQL PLNURRUJD QprpéesomFdiosiite@eMptoR\dgdek®d O J H

50% kisika n&Zemljii YHOLNH NROLpPLQH AHUHUD NRMLjeWD ARR Y WW L
LVWUPRQEW L pLW IKD QB Y kDgdirteau(Ma i sur. 2023 Field i sur. 1998

JedanR G QD pL QR phQ D afvthiltBze Mhjerenje N R O lididsiQtetgih pigmenata,

primarno klorofilaa i b uz karotenoidke 4WR VH PRA&aH SURYHVWL VSHNW
t HN X 0doQ krdimatografipm visoke djelotvornosti  (eng.high performance liquid
chromatographyHPLC). =D R G U HVy L Y DgmMéhabsReRttofotofetrijskipigmente je

potrebno ekstrahiratiz algi X R GJRY D U D M Xiandj€riti Ryysdpbamr{eekstraktana
NDUDNWHULVWLpPpQLP LYYDO RHKiBDEWR JERBQWL DIFLMH XSRUDERTF
koeficijenata (Dudek i sur. 2014) Na SURWHLQVNRM UD]LQL PRJXUH MH I
IRWRVLQWHWVNRJ DSDUDWD NYDQWLWDWLYQLP xXgoDOL]DPL
awmRuBXCoiD1L.1DLPH SURWHLQ ' MH NOMXpQL GLR UHDNFLMV
prijenos elektrd@ D 8 VWUHVQLP XYMHWLPD PR&H GRUL GR RaWHLIL
XPLQNRYLWRVW IRWRYVLQW H ] HEHdelmaé Mattdd) PIJBBiljke | R RL QKL E
UD]YLOH VX XpLQNRYLWH PHKDQL]PH ]D IDPMHQXIM&WHUIHQL
36,, %XGXiuL GD MH SURWHLQ ' RVMHWOMLY QD VWUHV L L
HNVSUHVLMH PRaAH ELWL GREDU L QEielMdnVWhitboy200BEMWID X ELO
isur. 202). OHWR G D NR M RRliztdi éR$pieslja gdnih proteinge imunodetekcija

gdje se ukupni topivi proteini elektroforetski razdvojgrenesuna membranuna kojoj se
potomSURWHLQL YL]XDOL]LU&iMXLNRIWLDY WH\I(\it&led BUB 2002 @RIV H L Q
Kako je jedan od nusproduleaprocesa fotosintez@®,, stopa IR W RV L Q WsH injeritP R a H

R G UHyL YbigeMastankaO. u suspenziji stanica algi. Takve metode temskena
NRULAWHQMX W]Y .ODUNRYH HOHNWURGH JGajel NoHdL]PHY X |
(KChkaoHOHNWUROLWQL PRVW 8] VWDELOQX YROWIRAX VUHEL
VOMHGHURM MHGQDGAEL

%\ % E T’

% E Z\ % Z
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7DNR RVORERYHQL HOHNWURQL VH NRU L®\Wakatod erdaDWDOL]
MHGQDGAEL

cEt ¢ Et¥\ 4 gEt 7
6 sEtF\ t 7

6 WDNR QDVWDOLP LRQLPD SURPM j¢ QIR MLOpHLLGELSpeNVzi U X M H -
*R Qi Gst]2001)

6 GUXJH VWU ibsner8aRdudPenPhoton Systems Instrumentsy HARRJIXUH MH
RGUHGLWL EURMQH SDUDPHWUH IOXRUHVFHQFLMH NRML PF
fotosintetskog sustava. Metoda se temelji na obasjavanjupalgom plave svjetlostip L M X
HQHUJLMX DSVRUELUDMX S & Jho-b@wwhiran&Re@ENR YW S3EXMWOR UR | L C
fluorescenc@ p L M R RetelicifonGi kvantifikacijom PR J X G H L | UDDpPOGapAMAL e

poput maksimalog kvantnog prinosd(/Fm) i indeksa X p L Q N RPSL WIRM Mristoffersen

i sur.2016)

, VWU D aLpokagaM kekdkXD QRpHVWLFH V UH E UIDP DEVDXN Hprai@ BRIOANL V W L
parametre povezane s fotosintez&@ukarroumi sur.(2012a)su pokazali kako izlaganpgge
C.vulgarispHVW ISERB D H]XOWLUD VPDQMHQ Mjelffhavhi2a®)dobdM D NOR U
isti rezultat nakon izlaganja algécenedesmu$p HV W LAGEFRPKDje su bile stabilizirane

polivinil alkoholom 7DNRYyHU MH SR ND]D @R R\WR@GDdbddt80z Bzddti

VWU XN W X U @dicipgkog/ddnird RMribibirati transport kektrona wrsti C. reinhardtii

(Dewezi Oukarroum2012), dok je u algi R. subcapitatatretman sAgNP-PVP smanijio
XpLQNRYLWR V(WandgR WUR 2018) \8dtbjhirbnovai sur. (2023) pokazalisu da je

fotosintetski sustav aldd. saling I. galbanag T. weissflogiii P. cordatunvisoko otporan na

tretman CUONP GRN MH GUXJR LV WadkdzAdgxnzagerd sihBaNilathstionR

QD QRpHVIRYHDFEHONAD kloroflaa i XpLQNRY LW R VA sintdaPGOati NV D
istovremeno smanjuje maksimalkvantn prinos PSII (Alho i sur. 2020) S druge strane,
PSNH2-NP ] Q D p BsivispnBnjile koncentraciju klorofilaa u stanicama alg€. vulgaris
(Khoshnamvand sur. 2021) ,VWUDALYDQMH XSSHR-NP GHSICORKE-NR N D
pokazaloje kako RED WLSD QDQRpHVWLFD |]QDpDMQRBIgan@&LELUDM:
vulgaris i Scenedesmuslok su negativno nabije@SCOOHNP S R N D ] D épativiop H
djelovanje na fotosintezu vrsti C. vugaris u odnosu na pozitivno nabijer@SNH2-NP
(Bhattacharya sur. 2010) Iz navedenih rezultata vidljivo je da r@zlL pPAMWIRYL QDQRpPpHV'
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mogu pokazatiG UXJDpLML XpLQDN QB ULU RHPPO UL RMRLY SEWHIZHQV N L
funkcionalneVNXSLQH WH UD]OLp Liogu iRativeli@ DjedaM VND VWD QMD

235 8WMHFDM QDQRpPpHVWLFD QD SURWHRP

Proteini u algama imajuNOMXpMXIX X ELRORANL YDAQLP SURFHVLPI
metaboliznaugljikohidrata,odgovoruna stresV W D Q L p Q &ty reguldriidrugih procesa,

ali i sintezinovih proteina(lsmaieli sur.2024) 8SUDYR JERJ YHOLNRJ EURMD
UD]OLPpLWLK VWWRVXNE®&MOAINNG DD Q DpQtiReimidjy SedledbtiPria
XNXSQRM SURWHRPVNRM UD]L Qtomifeditt BHRW B DQ®YN V WIDFGHU &
LQWHUDN F L MdRnPmermbrakily alekdagn '1$ RPHWDQMHP UD]JQLK PHW
procesa pa i fotosintez LPH VH VP DQMXM KWahgsuy. BO[ID) S dréyevsttan®, D
ROSmogu destabilizirati degradiratiS RV W Radieé H LPB VH Vifho@WMRNH p L Q D

(Yu i sur.2020) Proteomske analizRPRJXUXMX SURXpPpDYDQMH IL]JLRORANR.
ALURMAWRLRRRIXIUXMH XYLG Xa ddehaQrdlekuaid6) Rt vtkiiaRj®

njihovog mehanizma defgDQMD WH SURFMHQX SRWH@HubAMdDSrQRJ HNR
2022; Mustafa Komatsu2022).

Proteomske analize podrazumijevaRGUHYLY D Q M H trxndaciskiM mModifik&hav W
diferencijalno eksprimiranih proteitta se u praksi koriste dvaagina pristupa@Adozgo prema
dolje 3(eng.top-down proteomic$ i Adozdo prema gorfgeng.bottomup proteomic (Mann

i Jenser2003; Feist Hummon2015) Oba pristup&oristeseza identifikaciju i karakterizaciju
proteingprimjenomspektromeiie mas, a razlikuju ser Q D ppriQr&me uzorkai razini detalja
analiziranih proteinéCassidyi sur.2021) Naime, pristupAdozgo prema doljganalizira cijele
proteine, dok pristupddozdo premaore3 analizira peptide nastale digestijom proteikad

oba pristupa, temelj analizgpektromeaijom masa(eng. mass spectrometry MS) je isti,
0dnosnoORGUHYyXMH VH RP Miakdji 8eVisporedD@rEsRaz@n podataka molekula
i Spojeva poznatih masa, koristi za identifikaciju proté¢feisti Hummon 2015).

U pristupu Adozgo prema doljg spektrometsm masa analizirajise proteini u nativnom
obliku, SUL [sklfj&re mase cijelih i fragmentiraninioUHGQRVW QDYHGHQH PHW
seX PRIXUQRVWL Guanjatijagrdievhal pap Ot d@ddicijskih produkata, izoformi i
posttranslacijskin modifikacijéCathermari sur.2014) Pristup Adozgo prema dol@QDMY L& H
sekoristi prilikom analize i identifikacije pojedinih proteina ili jednostavnih smjesa proteina,
ali problem ovog pristupa nastaje kada je potrebno analizirati kompleksnu smjesu proteina
(Durbini sur.2016) Za DQDOL]H VPMHVH YHUH NRBB L\bH GHJ ISRINRRCHL XQND H
Adozlo prema JR U ddfe su proteini prvoproteazama pocijepanii peptide. Tako
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pripremljenimpeptidima sespektrometrom mas® G U HoymjeMrifz koji sezatim XVSRUHYyXMH

s teorijskim vrijednostima dobivenim iz proteomskih ili gemskih baza podataka. Takvim
SULVWXSRP VH PRaH X UHODWLYQRP NUDWNPREBNOIRMEX LGHQ
pristup Adozgo prema doljg(Cassidyi sur.2021)

Prije analize spektrome&tm masakod oba pristupa potrebno je pripremiti progkinekstrakt.

Naime, razni kontaminanti mogu ometati razdvajanje obrnutim fazama i samu &h&Jidok

detergenti moguitjecati naenzimski razgradnji u pristupu Adozlo premagore3(Zhoui sur.

2012) Kod biljaka i algi, jedan od problema jeelativho niska koncentracija proteindaWR MH

rezutat VODEH XpPpLQNRYLWRVWL L]IROVKMIMH [SQUHR W WILMMNH QBRI S

lipida i fenolnih spojevgFaurobert sur.2007) Za dobivanjeuzoraka proteina prikladnih za

analizuMS razviMHQR MH Y (Shddrari i Z@®DWang sur.2018) -HGQD RG pHauH

NRULAWHQLK PHWRGD MH L]RODFQMWR QURMIBDL ¥D LXMIR3ILD ER

proteina amonijevim acetator(Hurkman i Tanaka 1986) Navedenametoda SRYHUDYD

X p L QtdsR20lacije proteina, ali i odstranjuje neproteinske spojeve poput genomske DNA,

lipidaifenoa NRML PRJX XWLaADWL VLIQDOH LOL L QunéliéMSHAULUDW L

(Faurobert sur.2007; Feist Hummon2015) =D EROM X U DpJLOSWgihymteing, ali

i za analizunjihove diferencijalne ekspresijenakon izolacije proteina nerijetko se provodi

dvodimenzionala gel elektroforea (eng.two dimensional getlectrophoresi-DE). Metoda

2-DE podrazumijeva elektroforetsko razgmaje proteina ppmanjinovoj LIRHOHNWULPQRM
LIRHOHNWULPQR IWRMNXVdirheDA) k& Hremg nolekulskoj masi u drugo;.

.RULAWHQMH IHQROD S U L GUN\ERFRdVRjanD riotditinesddddDEL. QD MH

jer nukleinske kiselinemogu PHYy X G M 14 QREDMaLpLPH VH VRDPOQNKRYH WRV\

razdvajanja proteina riezolucija proteinskih mrlja(Hurkmani Tanakal986; Dupree sur.

2020)

Nedostatak proteomskih analiza na alggRQHPRJIJXUXMH SRWSXQR LVNRULAV
metodaX RGUHYLYDQMX |IXQ RQBLRPHY QLK XWMHE DEbddéndl UD L S|
LVWUDALYDQMD VX SRND]JPE)D negativBoR(PgMRtithat) Brabitbzirarg
$J13 LPDMX UD]JOLpPLWL XWM H EDMgap<iZtBngRsw. ARGV INHLV SWLEIHL O [
AgNP-citrat pokazalesu YHUL X W Mekispriediju p@teim povezaih s funkcijom
mitohondrijg pLPH VX SRVOMHGLPpQR GMHORYDOH QD PHWDEROL]I
i sintezuaminokiselina S druge stranep H V WOINP-REI primarnosu djelovalena proteine
povezane s funkcijom riboson@na razne puteve sinteze proteina i prijenosa DINédrugom
LV W U D &layahj@dvhKica visM. aeruginosap HV W ISR B EH] R PeRUNAID D
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smanjergm NROLPLQH S U R HotoQimezZ8iRpopif Etekrom bsf kompleks i F1

ATP sintaz (Qiani sur.2016) $QDOL]H XWMHFDMD QDQRpHVWLFD EDNUF
nedostaju, nhakyai sur. (2022) pokazalisuda tretman s elementarnim bakrolmvodido

promjera u profilima aminokiselina i proteom& UL p H R MW DXdkBp@QrRrani signalni

proteini L SURWHLQL XNOMXpHQL X RGUHYHQH VWDQLpPpQH Sl
ULERVRPDOQRP VWUXNWXURP L Wz2bDaQj¥ QIDScané&iesmpQ D p D M C
quadraticaPSNPrezultirdoje SRYHUDQRP NROLpPLQRPI SWMREB)YdokKjeSURWHL
L V W U BraalrgtDAQadaena sppokazaloda tretmarPSNP smanjlje ekspresijl proteina na
SRYUALQL VWDQLFD ; listtwied@rio, PSNP KV 6 UFR/MNHREpEPEpUHproteina
XNOMXpHQLK Xodgdvor L GdgdvarMnd Nstces, metabolizam ugljika, energije i
nukleinskih kiselina teS U R W H L Q D uxtdc@dviotgsint@ EmayeBeldai sur.2021) 1z
QDYHGHQLK UH]XOWDWD YLOG/QMQDPRRVYHVMOLNR UDQQLbLWR]C
oksidacijskaVWDQMD QDQRpHVWLFD PRJX LPDWL 1QDpDMDQ XWM
funkciju VWDQLFD DOJL 'RVDGDaQMD PDOREURMQmakdadURWHRF
izlaganja QDQRpHVWLFDP D pyligtireBa)\DH UE IR dkusirala na jedan tip
QDQRpHMWGRDL P/ RPRWDpHP LOL IXQNFLRQDOQRYD ¥QRBWQRF
komparativno analizirati utjecaj AQNPY D] OLpLWLP @RPQR RdbhKEvID BK3idau
UD]JOLPLWLP Rstavijlna D FQ MY R o ipolistilefraDVY UD]JOLPpLWLP IXQNFLF
skupinama u istim eksperimentalnim uvjetima diferencijalnu ekspresiju proteinfiakva
analizaPRaH SULGBQUMHEMIQMX PHKDQL]PD ILWRWRNVLpPpQRVWL
otkriti potencijainePROHNXODUQH ELRPDUNHUH WRNVLPpQRVWL LVWL
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3. MATERIJALI I METODE

8 RYRP UDG XsamHNRUWQIWNLLR NHPLNDO LMIdicB (PRD)] ¥y &8kpD 6LIPIL
QLMH GUXJDpLMH LVWDNQXWR X WHNVWX

Prvo sam okarakterizira® D Q R p br&bve,Ldakra i polistirena podlozi WH J]DWLP LVWUL
QMLKRYH Xdgfolggyualgd DIPILRORANH SURPMHQH WH SSURPMHQH (

Slika8. PULND] HNVSHULPHQWDOQRJ GL]DMQD NRULAWHQRJ ]D
proteanskih promjena kod alg€. vulgaris QDNRQ L]ODJDQMD QDQRPHVWLFD
(AgNP-citrat, AgNP-CTAB, AgNOz QDQRpHVWLFDPD L LRQL®GNP, EDNUD
CuSG WH QDQRPHVWLFDRMDP, BREAINPWRSCOQHNP).38V/Vis =+
VSHNWURIRWRPHWULMD X SRGUXpMX XOWU DBitamsiXiBijskaD VW R J
elektronska mikrosdpija, DLS*GLQDPLpPpNR UDV SUaHQ M Hzefavputéhtyah RV W L
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3.1 Nanomaterijali
311 3ULSUHPD VXVSHQ]LMD QDQRpHVWLFD

3111 1IDQRpHVWLFH VUHEUD

,VWUDALYDQMH VDP ]DSRpHR VLQWH]RP $J13 V RGJRYDUD!
QDMpHAULK P HAYNR keDijaka @dikdijoHona AgNguyeni sur.2023) AgNP-citrat

sam pripremio reduciranjem AQNOGSRPRUX QDWULMHY R pripgientbobDWD 3UYR
AgNO; (166 mg L!) otapanjem0,02 g AgNQ u 120 mL ultrapLVWH YRQH O0LOO
18,2 0 F P, Merck Millipore, SAD) u tikvici s okruglim dnom, koju sam potom zagrijavao

QD PDIQHWVNRM PLMH&EDOLFL .DUWHOO /DEZDUH ,WDOLMI
rpm. Nakon vrenja, u tikvicu sam ulio 5 mL ranije pripremljene (184) otopine natrijea

citratate dodatno zagrijavaoiz jednakokonstantnoP L M H &@l®gpdvhjdre boje otopineiz
SUR]LUQ Hkada &atMeéakciju zaustavi DJOLP KODYHQMHP SRG POD]RI
GRELYHQX VXVSHQ]JLMX VDP pXYDR QD f&

AgNP-CTAB sam sintetizirao otapanjem 0,02 g AgN©,0043 g CTABu 62,5 mL ultrp LV W H
YRGH X WLNYLFL V RNUXJOMWDG Q RFPU LUMNRAD Xa mMAPRSDO X
PLMHAGDOLFX QD NRQVWDQWR PLMH&EADQM HoBpinu ANGLQL RG
CTAB brzo sam dokapavao62,5 mL otopine askorbinske kiselineu ultra pLVWRM YRGL
(160mgL) NRMD MH GREDU UHGXFHQV QDNRQ pHJD MH VXVSH
QDUDQpPpDVWX WH VDP VXVSHQ]JLMX SRKUDQLR QD f&

3112 1DQRpHVWLFH EDNUD

=D SRWUHEH RYRJ LVWUDALY D ohjproN RUTAVMALIRCONP B & X213
promjerom od 80 nm u obliku suhog praha kupljene od tud&rografi Nano Technology
7XUVND 6 XV S H Q U Kdrider@r&cip) ROOBIaV pripi2mio sanotapanjem 0,1 g
VYDNRJ SUDKD SRMHGLQPLWRHXPNRAMEHARD ROWPBPDQXWD QD PD
PLMHADOLFL WH VRQLFLUDR X XOWUD]Y Xp Q.RskoN GgHOML X

suspenzije sam pohraniona f &

3113 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

=D SRWUHEH LVWUDaLRKDEdNEMNO NEStuhne WPISR, RENIHP-NP i
PSCOOHNP promjera 50 nm u obliku vodenih suspenzijaNFSi PSCOOHNP kupljene

su od tvrtkePolysciences Europd.o.o. 1MHPDpND GRN M-NHSNPRUttkY RyDp 3¢
Lab261(SAD).
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3.1.2 Karakterizacija fizikalno -kemijskih svojstava

3.1.2.1 UV/Vis spektrofotometrija

S3RPRUX 89 9LV VSHNWURIRWRPHWULMH SRWYUGLR VDP XVS
RG VYRMVWDYD $J13 MH DSVRUSFLMD VYMHWOD X 89 9LV
UH]JRQDQFLMH SOD]PRQD QD SRYUaHW D R\DW FBIRHANHWER 3 J1B L B
HOHNWURQL QD SRYU&GLQL pHVWLFD SRpQX ]DMHGQR RVFL
SRYUALQVNLK S<rage pa3on H&pdancePR).Maksimum apsorbancij8PR

MH RVMHWOMLY QD Y HO L pe@da poged® 21akafaktridadiu-sir@ebzifahiG H Q D
AgNP (Yang2021)

Analizu sam izveo prebacivanjem po 1 nyripremljene suspenzije AgNRitrat ili

AgNP-CTAB u metakrilatnukivetu te izmjerio apsorbanciju u rasponu valnih duljina od- 300

800 nm spektrofdRPHWURP 6SHFRUG 3/86 $QDO\WLN -HQD 1MHPL
DSVRUEDQFLMH RGUHGLR SURJUDPRP :LQ$63(&7 3/86 $QDO’

3122 2GUHYLYDQMH NRQFHSuspanBigAgNRH PDWLPpQLK

Koncentraciju srebra u suspenzijama Agtittat i AQNRCTAB odredio sam atomskom
DSVRUSFLMVNRP VSHNWURVNRSLMRP $$6 G6LQWHWL]LUDQ
50 Tub5%(vv) GXaLpQH NL \LHE safh Hkoneehttaciju srebra u njima izmjerio na
XUHYyDMX 62/$%$5 6 7TKHUPR (OHPHQWDO 6% .RQFHQWU
LIUDpXQDWD MH L] EDAGDUQRJ SUDYFD GRELYHQRJ L] V

koncentracija.

31.23 2GUHYLYDQMH NRXL P DQHshspépE)arhaAgNP

=D RGUHYVLY DighAY X RRDL sUp@hAamaAgNP-citrat i AQNRCTAB odredio

sam mjerenjem koncentracije srebra metodom AAS (opisano u poglaviju 3.1.2.2.) nakon
centrifugalre ultrafiltracije (Millipore Amicon Ultra4 3K, Merck Millipore, SAD) kroz
PHPEUDQX V JUDQLFRP SURSXaWDQMD PDVH RG™ ddkD *UDQ
je granica kvantifikacije iznosila 1 mg Kg

3124 2GUHYLYDQMH YHOLpPpLQH L QDERSPPNAYAN® RpPHVWLFD X P
8 FLOMX RGYUHIILIVIDQHVMQDQRpPHVWLFD VUHEUBusperiziftdd L SRO
1,5 mL pojedine suspenzije prebacio sam u polistirensku kivetu i uzorke analizirao metodom
GLQDPLpPpNRJ UDVSUaHd@amx light statteriagR' YNV LQIHFUHYDMX 1DQRY
90Plus (Brookhaven Instruments, SAD) opremljenog s crvenim laserom (660 nm) i
LQWHQ]JLWHWRP UDVSU&@HQH VYMHWORVWL SRG NXWRP R
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SURJUDPRP =HWD 30XV %URRNKDYHQ ,QVWUXIDHQWYV ¢
dobivHQL VX L] GLVWULEXFLMH YHOLpLQH YROXPHQD pHVWL
vrijednost 6 mjerenld VWDQGDUGQD SRJUHAND

.DNR EL RGUHGLR Q{pERMQOPRWhHYWK FD L]PMddtercial VDP ]H
PMHUHQMHP HOHNWURIRUHWYV aldetlopb@edS ligft Isc@tiéimgf $M HW O R V
NRULAWHQMHP NDSLODUQLK UGHOLMD QD XUHYDMX 1DQR%U]
prebacio sam u polistirensku kivetu u koju sam uronio anoddNrRQ pHJD VX UH]XO
SRWHQFLMDOD LJUDpXQDWL SUHNR 6PROXFKRZVNL MHGQDC
prikazani kao srednja vrijednost pet mjerehji WDQGDUGQD SRJUH&AND

3.1.2.5 Vizualizacija i elementartnaDQDOL]D QDQRpHVWLFD

1D QRPpHVWL Kk i\puliBtiEebeDvizUalizirao sam primjenom transmisijske elektronske
mikroskopije (TEM) na monokromatskom mikroskopu TF20 (FEI Tecnai G2, FEI, SAD)
opremljenog séchottky NDWRGRP GRN VDP ]D QDQRpHVWLFH VUHEL
elementarnu maplkiDUDNWHULVWLpDQ VSHNWDU HOHPHQWD WHKQL
disperzivne rendgenske spektroskopije (@mgprgy dispersive-ray analysis ('; NRULVWHUL
SiLi detektomalnstitutu za elektronsku mikroskopiju i nanoanali@uaz, Austrija Za analizu
QDQRpHVWLFD VUHEUD L SROLVWLUHQD NRULVWLR VDP EDI
EDNUD NRULVWLR QLWW\RWH PUHALFB EAEOMHHV X SUHVYXpHQH
formala, odnosno Formvaro?nﬁThermoFisher Scientific, SAD naparene ugljikom. Na svaku
PUHALFX VDP QDNDSDR SRDWLYGWRMHGELYMDPQDRORPHVWLFD
RVWDYLR QD VX4aHQMX Q DodhRtENPEAUre/ 5P SHIL PIWDNMX. IHONIRQ V>
PUHALFH VDP VWD YQUIRQQPHYRMERH QD PUHALFL A@IROL]LUDR °
kV.

32 (NVSHULPHQWDOQL XYMHWL RGUaDYDQMD L L]ODJDQMD

3.2.1 Eksperimentalni uvjeti kulture stanica

Kultura algeC. vulgariskoju sam koristio URY RP LV W |¢ Boj SAQRQIVLE, nabavljen

od LVWUDALY D p NERp@rirhet¥le/ PhyROMUOEZ2 und Sammlung von Algenkulturen
(36%3* 6YHXpLOLAW DBedrgAMUMH EQUMBUVLWIW FIMAWRDRNBQ . X O W X

algi uspostavieaminokulacijomstanica u pripremlHQ X VWHULOQX WHNXuUX KUDQM

(eng.Bold's Basal Mediunj (Tablica 1) u sterilnim tikvicama od 200 mL zatvorenih vatom i

DOXPLQLMVNRP IROLMRP X NR Q®¢=QicamLN REIFHQ WX UADLWILH RiG

dana u komori za uzgoj bilakana f& X XYMHWLPD GXJRJ GDQD K RVYN
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LQWHQ]LWHWD ViotdidaW2GDXRBIRQMRRQWQR PLMHEDBI@MELED R
KulturastanicaRGUADYDQD MH VYDNLK GDQD SUHVDJYLYDQMHP X

Tablical. 6DVWDY WHNXUH KUDQMLYH SRGORJH % %0

Sastav .RQDPpQD NRQFHQWUDF

Makroelementi
NaNGs 2,941710°%
MgSQy 1 7H0 3,04710%
NaCl 4,281 10%
KoHPO 4,31110%
KH2PQy 1,291 10°
CaCb 71 2H0 1,707 10%

Mikroelementi
HsBOs 1,851 10%
NaEDTA 1 2H.0 1,711 10%
KOH 5,53 110%
S,
ZnSQ 1 7H0 3,07 110°
MnCl, 14H0 7,28110°
MoOs 4,93110°
CuSQ 15H0 6,29 710°
Co(NGs)2 16H0 1,68 110°

pH 6,6

322 2GUHYLYDQMH NULYXOMH UDVWD

Krivulju rasta algeC. vulgaris X SRGOR]L %% 0 RGUHGLR VDP EURMDQMHP
DXWRPDWL]JLUDQRJ EURMDpPD VWDQLFD /XQD ,, /RIJRV %LR
LVWR YULMHPH NUR] GDQD NDNR ELK RGUHGLR HNVSRQFHF
krivulie rastD ]|DSRpHR VDP LQRNXODFLMRP NRGAHAQWMIDFLMH V'
podlogu BBM u sterilnim Erlenmeyerovim tikvicama. Za potrebe mjerenja, svaki dan sam uzeo
DOLNYRWH L] UHSOLND VWDQLPpQLK VXVSHQ]LMsEanWwaH QDQLF
WH RGUHGLR NRQFHQWUDFLMX VWDQLFD SXWHP DXWRPDW|

kao srednja vrijednost 6 replika.

3.2.3 lzlaganje kulture stanica tretmanima
IDNRQ pHWLUL GDQD UDVWD X UDQLMH RSLYV a@dsPgii€e M HW L P
su koncentraciju od 17 10° stanicamL* WH VX ELOH L]JOR&HQH QDQRpPHVWL
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polistirena, ali i otopinama AgN CuSQ: 1 5H20 (dalje u tekstu: CuSQu trajanju od 72

sata.. DNR ELK PRJDR XVSRUHGLWL UWIOLpRWH FHXDQpLAH KV R
PHWDOD L SULSDGDMXuULK LR Q@D QRROPUHNGLLA IV IVRAGNRIIF H. QBENDUND
CuSQkoje RPRJIXUXMX SUHALY OMH QMifjednosyy WX QXED ODIQDQRpH)
SROLVWLUHQD X]U RayXddnxo ¥ gkfréninp QidokvhPkonsentracijama, alge u
HNVSRQHQFLMDOQRM ID]JL UDVWD ELOH VX LJORAH®AH RYLP
Prema smjernicama Svjetske zdravstvene organizacije navédecantracija smatra se
JRUQMRP GRSXaARPORPQRPIHYUD VWLUHQD NRBMI SOMXGL VP
2003) KulturastanicaEH] GRGDW N DIi Qi2@GRNVHOWELBED MH NDR NRQWURO
izlaganja uzorke sam odmah koristio za daljnje analizekulaciju stanical hranjivu podlogu

i izlaganjetretmanimaodradiosamu sterilnim uvjetima u komori s horizontalnim strujanjem
VWHULOQRJ JUDND +HUDHXV 1MHPDpPpND =D VYDNL SRNXV

te je svakipokusponovljen dva puta.

3.2.4 2GUHYVL viphQridsd algi

=D RGUHYLY D QMAYNPRITEE HdNROTAE;: AdWE: te CUONP, CeONP i CuSQ

NRMH RPRJIXUXMX SUHALY O MWi@didst) odredivénijatsiibosbstadica (&

QDNRQ L]ODJDQMD UD]JOLpPLWLP BWR®BHIHK®UDBEBRWRDD HV B HW

fluorescentnom bojom propidij jodid (engropidium iodide PI) (Rossi sur.1989) 6 WDQLPpQH

suspenzije prvo saimlagaoUDVW XULP NRQFHQWUDFLMD WUHWPDQD RS

72 sata. Nakoizlaganja tretmanim stanicesam centrifugiragri 3500 g na RT u trajanju od
PLOQXWD X FHQWULIXJL (SSHQQGRUI 1MHPDpPND 7DORJ

BBM tri puta. Nakon svakog ispiranja stanice su ponovno centrifugirane u istim uvjetima. U

NRQDpPpQLFL WDORJ VWD QAL ofopife fodfithi \sQiHE@hospbale X

buffer saline 3%6 NRMD MH VDG GHADY DONM KHPQ;, 2,0 mM KCI, 130

mM NaCl (sve GramPRO +UYDWVND 8 DOLNYRWH VWDQLpPpQH VXVS

NRQDPpQRM NRQRHQWIWDFQ MEHRWGDP LQNXELUDR PLQXWD X P

LK DQDOLJLUDR QD SURWRpPQRP FLWRPHWUX %' )$&69HUVH

QP 8NXSQR MH DQDOL]JLUDQR RNR VWDQLFD SF

PHWYHURSDUDPHWDUV NR JjeRéhG idud pardrietiL lvgistic moeielBLY J U H V

(Jarantow sur.2023)odredio koncentracije tretmana koje dovode desi€jednosti. Za svaki

X]RUDN QDSUDYLR VDP WUL ELRORANH UHSOLNH

39



Tablica2. . RQFHQWUDFLMH SULPLMHQMH Q lakje \kbudentaRiz®dp NRUL &
RPRJIJXUXMX SUH&LYOMH QMHiednosY  WDQLFD DOJL (&

AgNP-citrat  AgNP-CTAB AgNO3 CuONP CwONP CuSQ
(mg L) (mg L) (mg L) (mg LY (mg L) (mg L)

33 .DUDNWHUL]DFLMDPo@R2emmp NRWLEWHQLK ]D WUHWLUDQMH

331 6SHNWURIRWRPHWULMVNR R G Witfat, IA§RNRFQOMAB VAYNIDE LO QR VW
2GUHYLYDQMH V WibdaE iLAQNRCVAB lte &ddire AgNQ u podlozi BBM pratio

VDP 89 9LV VSHNWURIRWRPHWULMRP QD3.QDhPQo SBMNUIR MH R
metakrilatnimkivetama pripremio podlogu BBM s dodatkom Agldirat, AQNRCTAB i

AgNOs X NRQFHQWUDFLMDPD NRMH5% Btaéhicx {B&M XX SNURH@D ¥ Q RIH Q
YROXPHQX RG P/ .LYHWH VDP SRWRP SUHNULR SDUDIL
LVXaLYDQMH DOL L PRIJXUH NRQWDPLQDFLMH WLMHNRP P
podlogu BBM bez dodataka AgNP iliiona Aga vrieme mHUHQMD NLYHWH VDP GUSA&
za uzgoj biljaka pri istim uvjetima na kojima su rasle i tretirane ZigeX WYUyYyLYDQMH VWDE
AgNP i iona Ag u podlozi BBM, mjerio sam apsorbanciju u rasponu od-&00nm nakon 1,

2,3,4,5, 24,4872 sata.

332 OdrHYyLYBUMRMHQH YHO LpH\QWMLEMDERMD
B3URPMHQX YHOLpPLQH L QDERM Eitr, DAYRAGTABY L RBNO4,UHE U D
QDQRpPHVWLFD EDRONPD CEBRMNE @XQRpHVWLNP, 88\NBI:=NAY LUHQD
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PSCOOHNP) u podlozi BBM nakor., 2., 3.4., 5., 24., 48. i 72. satadradio sanprema

protokolu opisanom u poglavifi1.2.4.

34 /RNDOL]DFLMD L DNXPXODFLMD QDQRpPpHVWLFD X VWD
promjena
341 $QDOL]D PRUIRORANLK SURPMHQD VWDQLFD
Metodom konfokalne mikroskopije analizirao sam promjene na strukturnoj razini stanice alge
nakonizlaganja kulture stanicsvim QDQRpHVWLFDPD L3 RO0WSRSAa@&rRade$J 12
VD VUHEURP L EDNURP DOJH VDP L]J]ORALR N&@HFHQWUDFL
VWDQLFD GRN VDP |D WUHWPDQH V QDQRpHVAMED'PD SROL
%XGXUL GD VH VORM (36 R NSRJHWEDAQkdDidta) JZa ieoviww R M L
vizualizaciju konfokalnom mikroskopijom koristio sam lektin konk® OLQ $ &RQ$ RELON
IOXRUHVFHQWQRP SURERP IOXRUHVFHLQ ),7& 9HFWRU /DE
na ostatke glukoze i manozethickei sur.2009 =D YL]XDOL]J]DFLMX VWDQLpPQH
sam fluorescentnu boju Fluostatin | kojHs VSHFLILpQR YH&aH ]D VWDQLpPQ
(Yamamotoi sur. 2003) dok sam kloroplast vizualizirao putem autoflorescencije klorofila.
Nakon L]1ODJDQMD NXOWXUH VWDQLFD mRNNR WYWMVHLDIPH WXN VK
centrifugirao sam pri 3500 g na RTrajanju od 5 minuta. Talog sam potom ispgao  — /
i PBS pufera (poglavlj® QDNRQ pHJD VDP VXVSHQ]LMX SRQRYQF
XYMHWLPD 1DNRQ LVSLUDQMD WDOR% & BXIBHOXWHEHH@REE D E
OHNWLQD &RQ$ RELOMHAHQRJ SURERP 307&0K1NNRQDPQRM I
inkubacije od 15 minuta u mraku, stanice sam centrifugirao 5 minuta pri 3500 g na RT, nakon
pbHJD VDP LK LRBSUifdRu.>)Stanice sam potoddHV XVSHQGL UDRBX —/
SXIHUD WH X VXVSHQ]JLMX GRGDR —/ )OXRVWPMaAKADD , X NF
5PLOQXWQH LQNXEDFLMH X PUDNX VWDQLFH VDP YL]XDOL]LLU
mikroskopu Leica TCS SP2 AOBS (Leica Misystems 1 M H P P g&l\bzualizaciju sloja
(36 SRPRUX OHNWLQD &RQ$% R]QDpHQRJ SURERP ),7& YULNM
svjetlostipostavioVDP QD QP D HPLWLUDQH VYMHWORVWL QD
VWLMHQNH NRULAWH@QMHFUSMREI) RUWRYIMDQH GXOMLQH SRE
sam na 365 nm, a emitirane svjetlosti na 435 nm, dok sam za vizualizaciju kloroplasta vrijednost
YDOQH GXOMLQH SREXyXMXUH VYMHWORVWL QDPMHVWLR Q
svDNL X]JRUDN SUHJOHGDR VDP YLaH RG VWDQLFD WH VDP
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3.4.2 Kvantifikacija slojaEPS

%XGXuL GD VWDQLFH DOJL RNR VHEH SURL]YRGH VORM (36
RWS XaW Dpgmjeid RONLR Onh\edépib sljeva EP$Snakonizlaganja kulture stanica

VYLP QDQRpHVWLFDPRICuBQY RSUGIAR I MEA SRPRUX DQDOL]D
uglikaa. =D WUHWPDQH VD VUHEURP L EDNURP DOJH VDP L]OR:
SUHALYOMHQMH VWDWUFIWPBAGN VDOD[DRpHVWLFDPD S|
koncentracije od40 mg L. Nakon rasta iizlaganja kulture stanigaprvo sam izmjerio
koncentraciju stanica u suspenzijama e/ R M H R S LV DBQRR. XcifukJantBHiRacjea X

sloja EPS vezanog &taQ LFH DOJL D Q D O pdrtikulBrqoD oMahskoR @ljikeing D

particular organic carbon POC), dok je za kvantifikacijtopivog sloja (36 RW K@ W H Q
KUDQMLYX SRGORJX at¢ptjéhbhUdip@iskoly RdlikgerngQdizolved organic

carbon DOC). Od dobivene vrijednosti DOC oduzeta je izmjerena vrijednost ukupnog
organskog ugljika (engtotal organic carbon TOC) u podlozi BBM bez i s dodatkom
RGJRYDUDMXuHJ WUHWPDQD UDGL NRUHNFLMH YULMHGQRYV'
podlogama. Vrijednosti DOC, POC i TOC su dobivemetodom visoko temperaturne
NDWDOLWLpPpNH RNVLGDFLMH X /DERUDWRULMX ]D IL]JLNX P
LVWUDALYDQMH PRUD L RNROL&D ReQutatélri)dtostibGOIPRU % R AN R
NRML SULND]XMX VUHGQMX Y U bdirHELRROBYERE VAaAds@ R U G QD S|

pg stania™.

343 $QDOL]D SURPMHQH XOWUDVWU XN Wskahiddma ORNDOL]DFLWMN
$QDOL]IX XOWUDVWUXNWXUH VWDQLFD L ORNDOL]DFLMH QDC
stanicamanapraviosam TEM mikroskopijom.Za tretmane sa srebrom i bakrom, alge sam
LIORALR NRQFHQWUDFLMDPD NRMH RPRJXniXavtxétnBheHsALY O M+
QDQRPHVWLFDPD SROLVWL U#D@D LN Rakdnilsgarfa RulRi@ Btein@av U D F L M
XNXSQL YROXPHQ RG P/ VWDQLpPQH VXVSHQ]JLMH FHQWUL
od 5 minuta. Talog stanica sam isprao s ujtra V WOBd tri putate nakon svakog ispiranja

ponovno centrifugirao pri jednakim uvjetima. Nakon ispiranja, talog stanica sam resuspendirao

X — /| L N[2etwW (WD glutaraldehid u 0,5 M kakodilathnom pufe(pH 7,2].
S$OLNYRWLUDR VDP SsBspenziie u fikKeatv@ u prikitdepruvete od 1,5 mL te
UHVXVSHQGLUDR VWin@WRHDYDUR}H 1DNRQ KODYHQMD QD 5
XNORSOMHQH VWDQLFH X O&DiUIR]R P@Dh fkBir@dvuspomenBtbnG L U H
fiksativu X WUDMDQMX RG PLQXWD QD f& 1DNRQ ILNVDFLMFE

dva puta s po 1 mL 0,5 M kakodilatnog pufera u trajanju od 10 minuta. Uzorke sam nakon
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ispiranja postfiksirao u 19%noj (w/v) otopini osmijevog tetroksida u 0,5 M kak&@thom
SXIHUX X WUDMDQMX RG PLOQXWD QD WHPSHUDWXUL RG
spolmLultrapLVWH YRGH X WUDMDQMX RG PLQXWD 1DNRQ SF
VHULML UDVWXUH NRQFHQWUDFL M hhkbb#ab @ &t@piDi eaboldd QD QL
trajanju od 10 minuta. Uzorke sam inkubirao redom u 50%, 60%, 70%, 80%(vAf%tanolu

te ih prebacio owtopinu 99100% etanof{dalje u tekstu: 100% etano) D SUHNRQRUQX LQNX
na+4f& 1DNRQ GHKLG UrkébirdhiH30 Xihgtd) falLRV X smjesi 100% etanola i
DFHWRQD QDNRQ pHJD VX LQNXELUDQL X pLVWRP DFH
inkubirani na RT 30 minuta u smjesi acetorgpoksidne smoleSpurrovo sredsty) omjera

3:1, zatim 30 minuta u g&si acetona i Spurrovog sredstva omjera 1:1, zatim u smjesi acetona

L 6SXUURYRJ VUHGVWYD RPMHUMom SpwrkbvomKsr&lshiu. Nako& X
uklapanja, u kalupe sam uz gornji rub postavio uzorak dok sam uz donji rub postavio
identifikacijsku oznaku. Cijeli kalup sam zatim ispunio sa Spurrovim sredstvom te sve
LOQNXELUDR VDWL SUL f& 1DNRQ J]DYUAHQH LQNXEDFI
GHEOMLQH QP SRPR WMI6000XN, REE®IhdN BADNBIBIM@Ne prereze sam

prebacio naEDNUHQX PUHALFX ]D DQ xfagahj @R ivHMVWDL KIMDANR @ U |
polistirena te AGQN® dok sam za analizu stanicakon izlaganjgQ DQRpHVWLFDPD EDNUD
GRELYHQH SUHUH]H SUHEDFLR QD QLNOBRIYSU RV M Ak H6WH N
filmom polivin formala, odnosno Formvaro?T(ThermoFisher Scientific, SADI naparene

ugljiikom. Stanice L] ORAMHMMHRpHVWLFDPD L LRQLPD VUeHEakE L EDNU
analizibm samPLNURVNRSRP 7) SUL N9 DpSwdosxmir@RamN QD QR|
VSHNWUD HQHUJLMVNL UD]JOXpXMXUH RGQRVQR GALVSHU]L
Institutu za elektronsku mikroskopiju i nanoanajizGraz Austrija Stanice L]ORaHQH
QDQRPpHVWLFDPD S &giikibsKdpdQMrdga@h268D|RBY Nizozemska) pri

70 kV.

7DORAHQMH QDQRPHVWLFD X VORMX (63 YL]XDOL]JLUDR VDP
bez prethodne preparacije uzorka. Nakdaganja kulture stanigaentrifugirao sam 10 mL
VWDQLpPpQH VXVSHQ]JLMH SUL EU]JLQL RG J QD 57 X WUDME
pLVWRP YRGRP WUL SXWD WH SRQRYLR FHQWULIXJLUDQMH ¢
Talog stanica sam zatim resuspendirdomlL podloge BBM te kapnuo 2 suspenzije algi na
PUHALFX =D DQ DO LcKratyAySRARCT AB) REDP$RANEH,-NP | PSCOOHNP

WH pHVW izleganj@ kuNuReGtanicAgNOs X VORMX (36 NRULVWLR VDP ED
GRN VDP ]|D DQDQDIXRWIDWVWRAFRAME 2W Bl |p KXW lagaDja@utiNeR Q

43



stanicaCuSQ NRULVWLR PUHALFH RG QLNOD 8]RUNH VDP SRW
PUHALFDPD X WUDMDQMX RG PLOQXWD QDNRQ pHJD VDP Y
PUHAQLFH QBLWOWDNRSODNUDWNRJ VXaHQMD QD JUDNX X WUI
vizualizirao mikroskopom TF20 pri 200 kV. Nap VWLFH XRpHQH X VORMX (36

analizom EDX.

344 2GUHYVLY D Q MsrebkaRm@KrailpQlistirena u stanicama isloju EPS
.ROLPpLE@XDVUHEDNUD XQHVHQLK X VWDQLFH D@lhgarjsOL LVWI
kulture stanicaQ D Q R pirhgrdbitak Bakra te AgN§) CuSQ odredio sam spektrometrijom

masa uz induktivno spregnutu plazmu (eimgluctively coupled plasma mass spectrometry

ICP-06 .ROLPpLQX @N poRsiréniaU Bdgedio sam SLUROLWLPpNRP SOL
kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom masa (@mglysisgas chromatography

mass spectrometrPyGC-MS).

Suspenziju stanica centrifugirao sam pri brzini od 3500rgrita na RT. Dobiveni talog sam
resuspendirao u 10 mL pufdiamM NgHPQ; 712H0, 4 mM NaHPQ; T H20, 9 mM NacCl,

1 mM KCI (pH 7,0] s dodatkom 5 g smole za ionsku izmjenu Amberlite HPR1100 kéko bi
RGYRMLR VORM (36 RG VDPLK VWDQLFD 1DNRQ LQNXEDFLWN
VDWD KRPRJHQDW VDP FHQWULIXJLUDR PLQXWD SUL
pbLVWH HSUXYHWH RG P/ D WDORJ VDP 324 tépdhovho 7 3%6
centrifugirao u jednakim uvjetima. Talog sam potom liofilizirao u trajanju od 24 sata ni &

i 0,025 mbatte je predstavljao uzorak stanicac6 XSHUQDWDQW VDP SRPLMH&DR
DFHWRQD L LOQNXE-LUP&® 3IDN BD&I® Qlike@ddn centrifugirao 30 minuta

SUL J QD f& WH VDP WDNR GRELYHQL WDORJ NRML
liofilizirao u trajanju od 24 satana f& L PEDU 8]RUNH VDP VSUHPLR
do mjerenja.

=D D QD O L] »xkinRI@aingg SpeHra i bakrazorke pripremljene na prethodno opisani

Q D fnk@piraosamu 10 mL koncentriran65% ¢/v) HNOs SUYR QD f& X WUDMD ¢
PLQXWD WH ]DWLP 8 R ® Ritikdvand S H UefETHOS SEL Milestone,

SAD). Uzork sam potom inkubirao u 1 mB7% {¢/v) HLO2. SUYR QD f& X WUDMD
PLQXWD WH ]DWLP PLQXWH QD f& 1DNRQ KODVYHQMD
volumena od 50 mL s 1%v/f) HNO: 8NXSQX NROLpPpLQX VUHEUD L EDNU
instrument ELAN DRCeICR06 3HUNLQ (OPHU 6% WH RGUHGLR SRPR

standarada poznatih koncentracija. Granica detekcija bila je 0,05 rhg akggranica
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kvantifikacije 0,1 mg kgt. 6 DGUADHWE UD L E Od\Kdd-glsyebmaddihadno bakra
(1P stanicay™.

=D RGUHYLYDQMH MéypdlifiiteQalidiildidamedzOrkd sianica i sloja ERE po

—/ P DAAsugp@nzi PSNP, PSNH2-NP i PSCOOHNP (100 mg 1) stavio sam u
deaktiviranu posudwza uzorke.Uzorci su zatim spaljeni u pirolizéoru (EGA/Py3030D,
JURQWLHU /DERUDW R U hdtéMmgetaiur 860 MMRRphpNH RSUHPOMHQ
za automatsko uzimanje uzoraka (AG0E, Frontier Laboratories Ltd., Japan). Pirolizator je
bio spojen nasplit/split LQMHNFLMYV N plinskag)L K@nsitdgpaaN spregnutog sa
spektrometrom mas&C-MS) (GCMS-QP2010 Plus, Shimadz MHPDpPpND GRN MH SUL
za ubrizgavanje G@ bio spojen na kvadrupolni detektor mase preko kolone za odvajanje
(Ultra ALLOY P 1 PP J)URQWLHU /DERUDWRULHY /WG -D
RWYRUD )J)URQWLHU /DERUDWRULHY /WG -dh$T2aklici3'HW D O M (
Identifikacije maksimuma u kromatogramima potvrdio sam usporedbom spektira svakog
maNVLPXPD X GRELYHQLP SLURJUDPLPD V RQLPD XFELEOLR\
Search all in ongver.3.6) (Frontier Laboratories Ltd., Japan).

Tablica 3. Parametri analize akumulacije polistirena na sloju EPS i u staaglgeC. vulgaris
S L U RdnLpinsKod kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom mas&@Wy1S).

Instrument Parametri Uvjeti
Pirolizator THPSHUDWXL r&
THPSHUDWXU | f&
Temperatura ubrizgavan) f&

THPSHUDWXUI
kolone f& f& PALQ

GC 1DPLQ NRQWU Tlak

7THPSHUDWXU| f&

1DpLQ XEUL]J
30LQVNL QF

Split(omjer dijeljenja: 1:16)
Helij (brzina protoka kolone: 0,87 mL mth

Temperatura izvora iona
MS Metoda ionizacije
Raspon skeniranja

f&

Elektronska ionizacija, 76V

m/z29-350

3.5 2GUHYL ydoa@hdtata oksidacijskog stresa
3.5.1 Ekstrakcija ukupnih topivih proteina

=D HNVWUDNFLMX WRSLYLK SURWHLQD FHQWULIXJLUDR V
suspenzije pri brzini od 3500 g na RT u trajanju adiduta. Talog stanica sam zatim isprao s
ultraa pLVW R P Y R G e Rakbhl$vakdXisgianja ponovno centrifugirao pri istim uvjetima.
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I1DNRQ LVSLUDQMD WDORJ VWDQLFD V Hdfathbighpdfersa H GLUDR
7,0), dodao 0,08 g silikauiglica (425600 P WH KRPRJHQL]JLUDR QD XUHyDM:
5HWVFK 1MHPDpND QD IUHNYHQFLML RG +] WUL SXWD
KRPRJHQL]DFLMH QRVDp V X]REBFLPDVKDMOQRXVEREB QIPLQX
homogenizacije, dobiveneRPRIJHQDWH VDP FHQWULIXJLUDR SUL J
PLOQXWD QDNRQ pHJD VDP VXSHUQDWDQW SUHEDFLR X pLVW

PLOQXWD SRG LVWLP XYMHWLPD 6XSHUQDWDQW VDP SUHE
pohrammiona- f& GR NRUL&AWHQMD

Koncentraciju proteina odredio sam metodomBpadfordu Bradford1976), koja se teméll

na vezanju proteina i bof@goomasie Brilliant Blu¢CBB) G- BUYR VDP SULSUHPLR F
Bradford otopinu [350 mg CBB @50, 30 mL 96%etanola, 200 mL 88% fosforne kiseline

(HsPQ: @ L] NRMH VDP SULSUHPLR UDGQX %UDGIRUG RWRSL
Bradford otopine dodao 15 mL 9684'v) etanola i 30 ml88% (v/v) HsPQs te sve nadopunio s

425 mLdestilirane vodedeHO) O MHUHQMD VDP SURYHR PLMHADQMHP
RWRSLQH L —/ X]JRUND QDNRQ pHJD VDP X]J]RUNH LQNXEL
IDNRQ LQNXEDFLMH L]JPMHULR VDP DSVRUEDQFLMX QD )\
koncentracije proteina u uzorcih RGUHGLR VDP SULPMHQRP EDmGDUQH
standad JRYHYHJ VHUXPD Dbike$erumdburijSIA) poznatih koncentracija

(0,2-2,0 mg mLY) u 0,1 M kaliffosfatnom puferu.

'RELYHQH X]RUNH NRULVWLR VDP |D sRIG WkadnNaD QMH \
spektrofotometrijsku analizu aktivnosti antioksidacijskih enzima (APX, PPX, CAT, SOD) te za

analizu ekspresije proteina Hsp70, Hsp90, Rubisco i D1 imunodetekcijskom metodom.

352 2GUHYLYDQMH VDGUAabMD 526

3521 )OXRULPHWULMVNR RGUHYLYDQMH VDGUADMD 526

=D RGUHYLYDQMH NROLPLQH UD]JOLPpLWLK 526 PROHNXOD NF
i H.DCFDA. =D WUHWPDQH VD VUHEURP L EDNURP DOJH VDP
RPRJXUXMX SUHALYOMHQMH VWDQLFD GRMnekpkRstilD WUHW
koncentracije od0 mg 1. Nakonizlaganja kulture stanic&mjerio sam koncentraciju stanica

X VXVSHQ]J]LMDPD NDR aWB MHWRSDVLDLQARRWILRDIRDY OMK VWDQ
PLNURWLWDUVNX SQRLKFISRPUMMAD R @EHREBHE ili kDCFDA.

Nakon 30minutne inkubacije u mraku, probu DHE dodanu u suspenziju stanica pobudio sam

svjetlom na valnoj duljini od 520 nm, a njenu fluorescenciju izmjerio na valnoj duljini od 600
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nm. Probu HDCFDA dodam u suspenziju stanica pobudio sam svjetlom valne duljine od 504

nm, a njenu fluorescenciju izmjerio na valnoj duljini od 550 nm.psaudu imjerenje

IOXRUHVFHQFLMH X X]RUFLPD NRULVWLR VDP pLWDp PLNUF

SAD). Rezultate ®P QRUPDOL]JLUDR QD EURM VWDQLFD X VWDQLEFE

SRVWRWDN VDGUADMD 526 PROHN X Oabi S Kd®r € iRrd&st. P VW D
UHSOLND *“ VWD QG{mWergyBnsSpRKugaH & N D

3522 6SHNWURIRWRPHW U IMD\GNRABRND HYyLYDQMH

=D RGUHYLYDQOH NRMCOLQLRQRGILP HNVWUDNWLPD SULPLMHQLR
0iW DHideg (2017) 3UYR VDP LIPMHULR NRQFHQWUDFLMX VWDQL
opisano u poglavlj3.2.2, a potom centrifugirao 200 MLBIQLPpQH VXVSHQ]J]LMH SUL

u trajanju od 5 minuta te isprao talog tri puta s urtbe VWRP YRGRP 1DNRQ VYDNR
stanice sam ponovno centrifugirao pri istim uvjetima. Tako dobiveni talog sam resuspendirao

X —/ KO D GQdg ktanoladodao 0,08 g silika kuglica (4280 Rn) i stanice
KRPRJHQL]JLUDR QD XUHYyDMX 5HWVFK 00 QD IUHNYHQFLML
VYDNRJ NRUDND KRPRJHQL]DFLMH QRVDp V X]JRUFLPD VDP
Nakon homogenizacije othivene homogenate sam centrifugirao pri brzini od 15000t¢ na&

X WUDMDQMX RG PLQXWD QDNRQ pHJD VDP VXSHUQDWDQ
PbXYDR QD OHGX X PUDNX 8 P/ SULSUHPOMHQH UHDNFLMVI
naUDQpDVWR VRUELWRO PO DPRQLMHY &HOMH]R ,, V
GRELYHQRJ VWDQLpPpQRJ H NnindtheDnkubabije\ IrrakiD i, RIDixhieGo
DSVRUEDQFLMX QD YDOQRM GXOMMOQL]RBpXQ M VONXSQLPW
EDAaGDUQH NULYXOMH RWR Si09(D,831R 8D\ kezulbafe @aHz@ibU D F L M |
NDR +:8 RO stanicd?, te prikazao kaoVUHGQMX YULMHGQRVW UHSO
S R J U H éwd Dezavisna pokusa.

353 2GUHYLYDQMH RaAWHUHMoMHIEELRORANL YDAaQLK

3531 2GUHYyLYDQMH VDGUAabnDmMD 0'$

6WXSDQM OLSLGQH SHURNVLGDFLMH RGUHGLR VDP LQGLUH
koju su opisalHeathi Packer (1968) 3UYR VDP LIPMHULR NRQFHQWUDFLMX
u poglavlju3.2.2. Potom sam centti§ JLUD R P/ VWDQLpPpQH VXVSHQ]LMH ¢
trajanju od 5 minuta te isprao talog tri puta s "fra VWRP YRGRP 1DNRQ VYDNR
stanice sam ponovno centrifugirao pri jednakim uvjetima. Tako dobiveni talog sam
UHVXVSHQGLUDR %/WV) TBA-Koju sam pripremio u 20%w\V) trikloroctenoj

kiselini (eng.trichloroacetic acid TCA) (TTT, Hrvatska) te dodao 0,08 g silika kuglica (425
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600 Rn). Stanice sam homogenizirao na frekvenciji od 30 Hz u trajanju od 12 minuta. Ekstrakte

sam potomLQNXELUDR PLQXWD QD f& QDNRQ pHJD VDP X]R
od 2 minute kako bi zaustavio reakciju. Ekstrakte sam potom centrifugirao pri 14000 g na +4

f& X WUDMDQMX RG PLQXWD 6XSHUQDWDQWHNVtBP SRWR
LIPMHULR DSVRUEDQFLMX QD QP .DNR ELK QDSUDYLR I
uzoraka, od vrijednosti apsorbancije izmjerene na valnoj duljini od 532 nm, oduzeo sam
izmjerenu vrijednost apsorbancije na 600 nm. Stupanj lipidne peroksidafj® LJUDPpXQDR NI
VDGUADM 0'$ X QPRO SUR Gxilhry s&aRicd, preiveXorhWDQLFD >

, Hor6F #.44
fror&L BUHUS UJ
gdje je:

As32 - apsorbancija uzorka izmjerena na 532 nm

Aso0 - apsorbancija uzorka izmjerena na 600 nm

O- molarni apsapcijski koeficijent (155 mNt cmt)
[-GXOMLQD RSWLpPpNRJ SXWD FP
V - volumen uzorka (0,7 mL)

n - koncentracija stanica algi u suspenziji (broj stanicatymL

Rezultate sam izrazio kaemol (1P stanicd? te prikazuu VUHGQMX YULMHGQRVW
VWD QG DU G @ bBvanezalddna pokusa.

3532 2GUHYLYDQMH VDGUADMD SURWHLQVNLK NDUERQLOD
=D RGUHYyLYDQMH REWHUHRWD S NROHPQOX SURWHLQVNLK
koju su opisaliLevinei sur.(1994) Prvo sam izolirao proteine iz suspenzija stanica u 0,1 M

kali-| RVIDWQRP SXIHUX S+ QD @BBALQ aik®te\pi@indkihlS RIOD Y
HNVWUDNDWD RG —/ GRGDRRVDPPWQRI/SXIHUDD GEM L VY
VD —/ P®»+' RWRSOMHQRJ X O NORURYRGLPQRM NLVHOLC
SURWHLQVNLK NDUERQLOD LOL VD —/ 0O RWRSLQH +&0O N
SRMHGLQDpPQL X]JRUDN 8]RUNH VDP SRWRP LQNX&¢inéDR VD)
SUHFLSLWLUDR GRGDY D Q-unhél @/v) otopiné KOB D BKbirao 5 minuta

na-20 f& 1DNRQ WRJD VDP X]JRUNH FHQWULIXJLUDR PLQXWD
WUL SXWD V 1:1etahoVdailMdetdtt{v) kako bih maknumevezani reagens. Nakon

svakog ispiranja, uzorke sam centrifugirao pri istim uvjetima. Proteine u talogu otopio sam u

6M ureiu 20 mM kal} IRVIDWQRP SXIHUX S+ X] NRULAWHQMH X
otapanja proteina u talogu, uzorcima sam izimjapsorbanciju na valnoj duljini od 370 rea
RGUHYLYDQMH SURW HalGVoullitK otNTBU MR R LRKODUHYQFDQMH NRQF¢
proteina Koncentraciju proteinaL]UD p X Q pRkoVPIPAGDUQH NULYXOMH QDS
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standarada BSA poznatih kontetija(0,2-2 mg mL?) kojima sam izmjerio apsorbanciju na
valnoj duljiniod 280nm 6DGUADM SURWHLQVN LpfeNaddyBEMRQLOD RGUHGL

S S oLy 7754
17 It =dfS, »Iippn,
gdje je:

As70- apsorbancija uzorka izmjerena na 370 nm
O- molarniapsorpcijski koeficijent (22 mMcm®)
c-VDGUADM SURWHLQD PJ P/
[-GXOMLQD RSWLPNRJ SXWD FP

Rezultate samL]UD]LR NoRdRskinarb3dR @ proteinakoji prikazuju srednju vrijednost 12
UHSOLND * VWD QitdvdnezaJvsngdRusd.H & N D

3533 2GUHYyLYDQMH R&AWHUHQMD PROHNXOH '1$%

Komet test odradio sam prema metodi opisar@Gjalnneri sur.(2004)s promjenama opisanim

u Cvjetkoi sur.(2017) Nakonizlaganja kulture stanica —/ VWDQLPpQH VXVSHQ]LM
VDP V —~w/lv RWRSLQH DJDUR]H IQuraeaiRgJpoitDdR) & BamH Q J
pripremio u PBS puferu (poglavig QD f& 8]RUNH VDP ]DWLP QDNDS

stakla na koja sam prethodno nanio sloj Wiv( RWRSLQH DJDUR]H QRUPDOQF
normal melting point NMP) koju sam pripremio u deB uz konstantno zagrijavanje. Na
X]JRUNH VDP VWDYLR SRNURYQR VWDNOR WH LQNXELUDR
RpYUVQXOL QDNRQ pHJD VDP PDNQXR SRNURYQD VaWDNOD
QD f& X SXIHUX ]D OL]X > 0 1D&O PO HWLOHQGLD
ethylenediaminetetraacetic a¢iEDTA), 10 mM TrisHCI, 10% DMSO, 1% Triton XL0O].

Nakon denaturacije, predmetna stakla s uzorcima stavio sam u kadicu za elektofcogru

sam ulio hladni pufer za elektroforegumM NaEDTA, 300 mM NaOHpH 13} te pokrenuo
elektroforezu u trajanju od 20 minuta pri 26 V i 300 mA. Nakon elektroforeze, uzorke sam
neutralizirao ispiranjem tri puta s 0,4 M otopinom T O WH R ¥faké.LIezg@EFam
vizualizirao fluorescentnom bojoelStarTM Nucleic Acid Gel StailW RQ]D &aYLFDUVND N
VH YHAH QD PROHNXOX '1$ % RiMu¢toKeDifkubirad B midutaG lorRaku

na RT. Uzorke sam analizirao fluorescencijskim mikroskoglympus BX51 (Olympus,

-DSDQ RSUHPOMHQLP V HNVFLWDFLMVNLP ILOWHURP %3
28WHUIHQMH PROHNXOH '1$ LJUD]JLR VDPtaN DA SIRDNKRWDN "1
RGUHYWUOQRWPDQD X RGQRVX QD NEQWQOROXMRDDULN SRPVWDIR
alat OpenComet unutar programa ImageJ 1188ti¢nal Institutes of HealtfSAD). Rezultate

VDP SULND]DR NDR VUHGQMX YULMHGQRVW MH]JDUD “ VV
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354 2GUHYLYDQMH DNWLYQRVWL DQWLRNVLGDFLMVNLK HQ]L
=D R anjd aktivnosti antioksidacijskih enzima koristio sam proteinske ekstrakte koje sam
pripremiou 0,1 M kaljf IRVIDWQRP SXIHUX S+ QD @BBAlAA RSLVD(
WUHWPDQH VD VUHEURP L EDNURP DOJH VDP LV@ER&LR NRQ

VWDQLFD GRN VDP |D WUHWPDQH V QDQRpHVWLFDPD
40mgL™,

3541 2GUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL $3;
Aktivnost enzima APX (EC 1.11.1.11) odredio sam modificiranom metodom koju su opisali
Nakanoi Asada (1981)SUDWHuUL VPDQMHQMH DSVRUEMQFLMH-/X UHD!|
SURWHLQVNRJ HNVWUDNWD SRPLM HaDnM kalPstatani pufefr, UHD N F |
10 mM EDTA(pH 7,0] —/ 0 DVNRUELQVNH NLW&OSmartjene  —/
apsorbangé mjerio sam svakih 15 sekundi u ukupnom trajanju od 1 minute na valnoj duljini
RG QP 6SHFLILPQX DNWLYQRVW HQ]JLPD $3; LIJUDpXQDR V
#U0vU08 U 4 &
& UBUHU?

gdje je:

“A - srednja vrijednost promjene apsorbancije na 29@ijekom 15 sekundi

4- IDNWRU NRUKHNAEIMWMBIAIDYDQMH UH]XOWDWD X PLQXWL
Vis - volumen reakcijske smjese (1 mL)

FR.-IDNWRU UDJUMHYHQMD X]RUND

Vuz- volumen uzorka (0,18 mL)

0- molarni apsorpcijski koeficijeraskorbatgd2,8 mm* cm?)

I-GXOMLQD RSWLPNRJ SXWD FP

¢ - koncentracija proteina (mg ).

SH]XOWDWL VX L }kRdaknint MB proweks R rikazuju srednju vrijednost 12
UHSOLND *“ VWD QitdvdnezaJvizng poluséd & N D

3542 2GUHYLYDQMH DNWLYQRVWL 33;

Aktivnhost enzima PPX (EC 1.11.1.7) odredio sam metodom phakanoi Asada (1981)

gdje se prati porast apsorbancije uslijed oksidacije pirogalola dodatkgda H —/
SURWHLQVNRJ HNVWUDNWD SRPLMHBDMRM\kaiHosfatni pufer, UHDNF
20 mM pirogalol i5mM HOz, (pH7,0] 3RYHUDQMH DSVRUEDQFLMH VDP PMt
X XNXSQRP WUDMDQMX RG PLQXWH QD YDOQRM GXOMLQL |
LIUDpXQDR VDP SUHPD IRUPXOL
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gdje je:

“A - srednja vrijednost promjene apsorbancije na 430 nm tijekom 15 sekundi

4- IDNWRU NRAKNEJVMBIAIDYDQMH UH]XOWDWD X PLQXWL
Vis - volumen reakcijske smjese (1 mL)

FR-IDNWRU UDJUMHYHQMD X]J]RUND

Vuz - volumen uzorka (0,02 mL)

O- molarni apsorpcijski koeficijenturpurogalim (2,47 mmM* cm)

[-GXOMLQD RSWLpPpNRJ SXWD FP

¢ - koncentracija proteina (mg .

SHIXOWDWL L] Ukbadghmin NridgRyoenk dpbkazuju srednju vrijednost 12 replika
“ VW D Q G DWHGigNIIa Bdzdvisna pokusa.

3543 2GUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL &$%$7

Aktivnost enzima CAT (EC 1.11.1.6) odredio sam prema modificiranom protokolu opisanom
uAebi (1984)SUDWHUL VSHNWURIRWRPHWULMMNK EURUQX NDWDO
SURWHLQVNRJ HNVWUDNWD SRPLMH[BDMRM\KaiHosfatni pufer/ UHDNF
20 mM HO2 (pH 7,0]. Smanjenje apsorbancije sam mjerio svakih 10 sekundi u ukupnom
WUDMDQMX RG PLQXWH QD YDOQRML GYRWW HQRIGPD &P L
sam prema formuli:

#U0Ux 08U &4 a

& UBUHU?

gdje je:

“A - srednja vrijednost promjene apsorbancije na 240 nm tijekom 10 sekundi

6- I DNWRU NRAHMNAEIWBIAIDYDQMH UH]XOWDWD X PLQXWL
Vis - volumen reakcijske sjase (1 mL)

FR-IDNWRU UDJUMHYHQMD X]J]RUND

Vuz - volumen uzorka (0,03 mL)

O- molarni apsorpcijski koeficijerttizO2 (40 mM* cmr?)

[-GXOMLQD RSWLpPpNRJ SXWD FP

¢ - koncentracija proteina (mg ).

S5H]XOWDWL L]UBR:A mMQ@ImdgtRE. PBOLND]XMX VUHGQMX YULMH
VWD QG DU G @ BvaBzhudnd poRusa.

3544 2GUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL 62

Aktivnost enzima SOD (E.C. 1.15.1.1) odredio sam prema metodi opiséBegquchamp
Fridovich (1971) Prvo sam pripremiceakcijsku smjesu [13 mM metionin, 0,1 M EDTA, 75
—0 1%7 $0ID 2%HwWiibbflavin, 50 mM Kkalipfosfatn pufer (pH 7,8]. Kako se
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aktivnost, odnosno jedna jedinica (engit 8 62' HQ]JLPD GHILQLUD NDR NROLY
uzrokuje 50%tnu inhibiciju stope fotoredukcije NBT, reakcijskoj smjesi sam dodao onu
NROLPLQX SURWHLQVNRJ H Nthovétdabjenje Bpdemavidije ¥ KorRolinim H
uzorcimau odnosu na maksimalnu apsorbanciju koju sam izmjerio fotoredukcijom NBT u
formazan s dodatkom ribakina Uzorke sam zatim inkubira®d minuta na RT u
transiluminatoru (15 W), a formazan proizveden fotoredukcijom {fdBiZmjerio sam na valnoj
GXOMLQL RG QP 6SHFLILPQX DNWLYQRVW 62' L]JUDpPpXQD
dobivene mjerenjem SOD sw@arda poznatih koncentracija (0,025 8 1), a rezultate

izrazio kao U m@proteinate prikazao kao UHGQMX YULMHGQRVW UHZSOLND *

dva nezavisna pokusa.

355 2GUHYLYDQMH VDGUADMD QHHQ]JLPVNLK DQWLRNVLGDOQ\
=D DQDOL]X NROLpLQH QHHQ]JLPVNLK DQWLRNVLGBRBRVD PM
WUHWPDQH VD VUHEURP L EDNURP DOJH VDP L]JORALR NRQ
VWDQLFD GRN VDP |D WUHWPDQH V QDdmRrpdje/®LFDPD
40mgLl. .DNR ELK RGUHGLR NROLPLQX SUROLQD hakd® XWDWL
izlaganja kulture stanica SUYR VDP L]JPMHULR NRQFHQWUDFLMX VWDQ
opisano u poglavlj®.2.2, a zatim centrifugirao 200 mL stgmQH VXVSHQ]LMH SUL
u trajanju od 5 minuta te isprao talog tri puta sufbe VWRP YRGRP 1DNRQ VYDNR
stanice sam ponovno centrifugirao pri istim uvjetima. Tako dobiveni talog resuspendirao sam
X — | w/) sulfosalicilne kisehe (engsulfanilic acid SA), dodao 0,08 g silika kuglica
(425600 RP° WH KRPRJHQL]JLUDR QD IUHNYHQFLML RG +] WUL
NRUDND KRPRJHQL]DFLMH QRVDp V X]JRUFLPD KODGLR VDP
homogenizacijedobivene homogenate centrifugirao sam 15 minuta pri 10000 g R&,+4
QDNRQ pHJD VDP VXSHUQDWDQW SIUMHEHDEKR XYDIR/WWE BEHGXY

do mjerenja.

3551 2GUHYyLYDQMH VDGUabDMD SUROLQD

$QDOL]X NROLPLQH SUROLQD Loy iHERtesi BR. (BUH POmjerenf@ RGL RS
sam pripremio otopinu kiselog ninhidrina otapanjem 1,25 g ninhidrina u 30 mL ledene octene
kiseline s dodatkom 20 mL 6 M fosfatne kiseling®@ X] VWDOQR J]DJULMDYDQM
NLVHORJ QLQKLGULQD GRGDR VDP —/ SULSUHPOMHQRJ X
LOQNXELUDR PLOQXWD QD f& S5HDNFLMX VDP |]DXVWDYLR I
QDNRQ pHJD VDP GRGD #na @Kettditrao krombfomMiR €kdpinu te uzorcima
L]IPMHULR DSVRUEDQFLMX QD YDOQRM GXOMLQL RG QP .
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VDP NRULVWHUL EDAGDUQX NULYXOMX GRELYHQX PMHUHQN
poznatih koncentracija (8- 200 M). Rezultate sam izrazio K& — RoRaQLCP stanica™ te
prikazao kaoVUHGQMX YULMHGQRVW U HZ3J@alndAavisne pokusaG DU G QD

3552 2GUHYyLYDQMH VDGU&abDMD JOXWDWLRQD

$QDOL]X VDGUADMD RNVLGLUDQRJ am ptéra medifidiarjrnetddd X W D W

koju su opisalBalbitanii sur.(2017) 8 X]JRUFLPD VDP SUYR L]IPMHULR NROLY
—/ HNVWU BN WSS X/ D —/ UHDNFLMYV NHostariHev, i mM 0 NDC

EDTA, 1,5 mg mt* DTNB (pH 7,0]. Uzorke sam inkubirao na RT 20 minuta prije mjerenja

DSVRUEDQFLMH QD YDOQRM GXOMLQL RG QP .RQFHQW

standarda poznatih koncentracija GSH (0,786 -M) te ih izrazio kao-mol glutationa(10°

stanica®. Zatimsam ¥ DNL X]JRUDN SRPLMH&DR V  H4/ 1$3A*5 PJ P

8 WH X]RUNH LQNXELUDR PLQXWD QD 57 SULMH QHJR aWR

mjerenjem apsorbancije na valnoj duljini od 412 nm te rezultate izrazic+kab glutationa

(1P stanicd? .ROLPLQX RNVLGLUDQRJ JOXWDWLRQD *66* L]JUDD

?2)5*%peasol 2)5* Et U?:)55)

Rezultate sam izrazio kao omjer GSH i GSSG. Rezultati prikazuju srednju vrijednost 12 replika
“ VWDQGDU G @ BvahravisrhpdkDsa.

3.6 8pL QD paré&riatre fotosinteze

361 2GUHYLYDQMH NROLPLQH IRWRYV LaQWakawoteddida SLIPHQD W L
Kako bih odredio koncentraciju fotosintetskih pigmenata klorddiléchl a) i b (chl b) te
koncentraciju karotenoidaakonizlaganja kulture stani¢gprvo sam izmjerio koncentraciju
VWDQLFD X VXVSHQ]LMDPD N BR.22A% tretiviaide BaSsteXdrbmiRakto@, R JOD Y
DOJH VDP L]JORALR NRQFHQWUDFLMDPD NRMH RPRJXUXMX
W U H W P D Q titavhaQalifirteHkafistio koncentracije4@mg L 2. 1z dobivenih podataka

]D NRQFHQWUDFLMX VWDQLFD DOLNYRWLUDR VDP X pLVWH
VXVSHQ]LMH N RMBtaviiba@aiZdlirao pigmente prema modificiranoratpkolu

opisanom uSchumann sur. (2005) Uzorke sam centrifugirao pri 3500 g na RT u trajanju od

5 minuta, uklonio supernatant te isprao talog tri puta s-yittaV WRP YRGRP 1DNRQ \
ispiranja, stanice sam ponovno centrifugirao pri jednakim ungetiTako dobiveni talog sam
UHVXVSHQGLUDR SUYR -¥og acetohaKdo@aG QOB § silika kuglica (4620

— P dtdiklce homogenizirao na frekvenciji od 30 Hz u trajanju od 4 minute. Nakon

homogenizacije, uzorke sam centrifugirao 5 minuta pri. J QD f& QDNRQ pHJD
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supernatantaaN XSLR X ]DWDPQMHQX HSUXYHWX RG P/ WH p>
UHVXVSHQGLUDR X -tneg /acktan® @ @dhdvio postupak homogenizacije i
centifugiranja pri jednakim uvjetima te sam tako dobiv&mpernatant spojio s prethodnim.
7DORJ VDP UHVXVSHQGLUDR WU ihod aSi0Ma tX ponovie- postpkzG Q R J
KRPRJHQL]DFLMH L FHQWULIXJLUDQMD SUL LVWLP XYMHWL
prethodnima te nadopunio do 2 mL s hladii6?tnim acetonom. Uzorcima sam izmjerio
DSVRUEDQFLMX QD YDOQLP GXOMLQDPD RG la QP W
i b te karotenoida prema formulama opisanirdeifreyi Humphrey (1975) premaDerei sur.

(1998)

2:7DH=; L ssquU#. . g FsquU# .
2:7DH>; L tr & xU#.g. F wévrU#. . g

srrrU#g. . Ftayr 0?2 2DH; F z s& U?: 2DHb;
?:G=NKP AJKE@@E— Tty

gdje je:

Au70- vrijednost apsorbancije na 470 nm
Ass4 - Vrijednost apsorbancije na 664 nm
Asa7 - vrijednost apsorbancije na 647 nm

S5HIXOWDWH VDP LAaUib](LRstNMcR: LALFKDR —J {®sRivyHEO RL G D
prikazao kaoVUHGQMX YULMHGQRVW U HAIQaLneZavisny pokusaG DU G QD

362 2GUHYyLYDQMH VWRSH IRWRVLQWH]H

8 FLOMX RGUHYLYDQMD VWRSH IRWRVLQWH]H NDR MHGQTI
IRWRVLQWH]H SUYR VDP L]JPMHULR NRQFHQWUDFLMX VWD
poglavlju3 =D DQDOL]X P/ VWDQLpPQH VXV SRHX|E& X X WNWIDWLL
Chlorolab 2 (Hansatech, UK) te sam analizitdd? O Inpdtaloy kisika n80 f &konstantnom
PLMHaADQMX RG RNUHWDMD X PLQXWL SUL UDVWXRILP LQV
fotonam? s'. Suspenzija algi je osvjetljavana s pG& QDpQLP LQWHQ]JLWHWLPD V'
od 20 minuta. Nakon svakog perioda osvjetljavanja, suspenzije algi sam inkubirao 20 minuta u
PUDNX NDNR ELK L]PMHULR L VWRSX VWDQLPQRJ Gd&¥v DQMD
unutar jednog sata po &8tanicalnmol. h* (10° stanicd) te prikazao kasrednju vrijednost
trireplike “ VWDQGDUGQD SRJUHAND L] WUL QH]IDYLVQ@D SRNXVD
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363 2GUHYyLYDQMH SDUDPHWDUDAdOXRUHVFHQFLMH NORURIL
=D RGUHYLYDQMH SDUDPHWDUB/MRDMNWHLEQGCRRY RRRLQANR YOV
SUYR VDP LIPMHULR NRQFHQWUDFLMX VWDQLFD 3R2ZXVSHQ]
Zatim sam suspenzije algi inkubirao 1 sat u mraku kako bi se u potpunosti oksidirao PSII te
kako bi se svi mehanizmi nefotokdnM VN R J J D abh@idtiocheini@adl quenchinglPQ)

ugasili. Zatim sam po 3 mL uzorka prenipalistrenskuNLYHW X WH QD XUHyYDMD $T X
6\VWHPV ,QVWUXP HQ Wrjerefnjd olifazndg) Rastel HuQri¥sRencije klorofila
OJIPtestompri VXSHU SXOVX MDpLQH BULSUHPX X]J]RUDND ]D D¢
VDP SRG FUYHQRP VYMHWOIR 4 iXR QPLs¥ N R R ML VQHHQ PIRHWIR N U
IRWRNHPLMVNH UHDNFLMH QD WLODNRLGQLP PHPEUDQDPD
SUHNR SURJUDPD )OXRU3HQ YHU SKRWRQ 6\VWHPV ,Q
YDULMDELOQH L PDNVLPDOQH IOXRUHVFHGQWHRMIHkidOJL SUL
DUELWUDUQH MHGLQLPAY). RpaufeN Rr¥dstaviRajsvédnjuddijednost 12
UHSOLND “ VWDQGDUGQD SRJUHAND L] GYD QH]DYLVQD SRN

3.7 2 G UHY L ¥Ksppelijelproteina D1, RuBisCo, Hsp70 i Hsp90 imunodetekcijom

3.7.1 SDSpoliakrilamidna gel elektroforeza

Za analizu ekspresije proteina D1, RuBisCo, Hsp70 i Hsp90 kosatioproteinske ekstrakte

ukupnih topivih proteina koji su pripremljen prema protokolu opisanom u pogl@@jl. Za

razdvajanje proteina po njihovoj relativhoj molekulskoj masi koristio sam natrijevu dodecil
sulfatpoliakrilamid gel elektroforezu (engsodium dodecyl sulfatpolyacrylamide gel
electrophoresis SDS3%$*( MHU VH PLMHADQMHP V DQLRQVNLP GH'

denaturiraju te im se maskira naboj i svi postaju negativno nalijaténi sur.2011)

=D SURY R y4RAGwIekioféreze kostio sam sustaMini-3527($1S @&,

SAD), a gelove za razdvajanje (12%) i gelove za sabijanje (4%) pripremio sam prema Tablici

4. Proteinske ekstrakte sam prvo denaturiraBBQXWQRP LQNXEDFLMRP QD f
denaturaciju [engsamplebuffer, 187,5 mM TrisHCI, 20% §/v) glicerol, 6% (/v) SDS, 5%

(v/v.  -merkaptoetanol, 0,1%0oje brom fenol modrilomjeru 5:1. Nakon denaturacije, u svaku
MDALFX QD@L BWMWHLQVNRJ X]JRUND D X SRVHEQX MDALFX L
PierFHE 8QVWDLQHG 3U RMWMEHMoRsHer Sclehdife HSADElektroforezu sam
SURYHR QD 57 X] INNRDJUAWH@NMERJ HOHNWRASGKRIoe20IHUD ]D
[0,25 M Tris, 1,92 M glicin i 10%w/v) SDS(pH 8,3] prvih 15 minuta na 100 V, te ri®0 V

GR IDYUAHWND HOHNWURIRUH]H
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Tablica 4. Sastav otopina za pripremu gelova za razdvajanje i sabijanje z&#A80E.

12% gel za razdvajanje 4% gel za sabijanje
sastav

(volumen) (volumen)
ultra pLV VWD + 3,35 mL 3,05 mL
1,5 Tris/HCI M; pH 8,8 2,5mL
0,5 M Tris/HCI; pH 6,8 1,25 mL
30% akrilamid/bisakrilamid (AA/BIS) 4,0 mL 0,665 mL
vakuum

10% SDS 100 + 50 +
10% amonijev peroksodisulfat (APS 50 + 35+
tetrametiletilendiamin (TEMED) 5+ 8

3.7.2 Prijenos proteina na membranu

Nakon SDSPAG elektroforeze, gelove s razdvojenim proteinima prenio sam u vertikalni

sustav za elektroprijenodlini TransBlot Electrophoretic Transfer CelBio-Rad, SAD).
*HORYH VDP SRORALR QD QLWURFHOXOR]QX PHPH29DQX NRN
mM Tris, 192 mM glicin, 10%\W\Vv) metanol], a ispod koje su se nalazili redaapirWhatmann

L VSXAaYLFD 1D JHO VDPWh&WaRS D/'SNDY LRGOMXALVSXAYLFX
LVWLVNLYDQMD PMHKXULUD JUDND L]PHYX d@&dieRtoptiRe@sl L JHO |
SURWHLQD 7DNR SULSUHPOMHQL QRVDp SUHQLR VDP X XUF
YHUO QDOD]JLR KODGQL SXIHU ]D SULMHQRV WH SRVXGD V O
proteina na nitroceluloznu membranu trajao je 6@MMW D QD 9 QDNRQ pHJD VD
kvalitetu prijenosa proteina inkubacijom nitrocelulozne membrane 5 minuta Rbage

Ponceau $0,5% (v/v) Rouge Ponceau,3% ¢/vv RFWHQD NLVHOLQD@ 1DNRQ I
boje sam uklonio ispiranjem membraneatiid2 WH JUDILWQRP RORYNRP R]QDpLI
molekulskih masa. Membranu sam potom inkubirao u puferu TBS {ieswpuffered saling

50 mM TrisHCI, 150 mM NaCl, pH 7,5) u trajanju od 2 minute kako bih odstranioRojge

Ponceau S membrane.

3.7.3 Imunodetekcija proteina

1IDNRQ SULMHQRVD SURWHLQD QD PHPEUDQX L R]QDpDYDC

membranu sam blokirao inkubacijom u otopini Ai[IBS pufer, 1%\/V) Tween 20, 5%w/V)

bezmasno mlijeko u prahu] u trajanju od 60 minuta na RTrewlliti. Nakon blokiranja,
SULSUHPLR VDP RWRSLQH SULPDUGHRBUA afiitjelaNASR@BO QRJI N
$JULVHUD &4YHGVND ]D SURWHLQ ' SULPDUQR3pBROLNOR
$6 ]D SURWHLQ +VS L jBdRantitikia RrEHZEDQ RS08 NBA6Q L U
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$JULVHUD AYHGVND ]D SURWHLQ +V Su otQaihiAKBadetekdjuD JUMH V|
proteina RuBisCo, pripremio sam otopinu primarnffBROLNORQDOQRJ NXQLUMHJI
5EF/ $6 $JULVHUD] Ui WHHG HiQiRtodihi A. Membranu sam potom

inkubirao u pripremljenim otopinama primarnih antitijela, prvo 60 minuta na tresilici na RT te
SUHNR QRUL QD f& OHPEUDQH VDP SRWRP LVSUDR WUL S
od 10 minuta te inkubirao 60 minuta na RT na tresilici u 30000 D]JULMHYHQLP VHNXQ
anttNXQLUMLP D Q VMRRotadljerdri iPdiopjdi A. Nakon inkubacije, membrane sam
LVSUDR X RWRSLQL % > 3.23%% 5%%/X) I Thvden 30} thi@uaYikibatijom

SR PLQXWD SRVOLMH pHJD VDP PHPEUDQH LQNXELUDR
kemiluminiscenciju\Vestera6 X UHS & KHP L O X P L Q, HIVGOR BivécieicEsy SD)D W H

X FLOMX GHWHNFLMH SURWWHIGIQ @hemikKimnés&eRde WdstetaBH y D M X
Scannel(LI-COR Biosciences, SAD).

3.8 Analiza diferencijalne ekspresije proteina dvodimenzionalnom elektroforezom

8 FLOMX UD]OXpLYDQMD YHUHJ EURMD SURWHLQD L] XNXSQ
ekspresiji proteina nakoizlaganja kulturestanica N R U L & inetsh@inB, primijenio sam
metodu 2'( 1DYHGHQD PHWRGD RPRJXUXMH DQDOL]X HNVSUHYV
UD]J]OXpLYDQMHP YHOLNRJ EURMD SURWHLQD SUYR SUHPD
Y H O (Hale@ &ur.2011) ZaWUHWPDQH VD VUHEURP L EDNURP DOJH V
NRMH RPRJXUXMX SUHALYOMHQMH VWDQLFD GRN VDP ]I

koristio koncentracije 040 mg L.

3.8.1 Ekstrakcija proteina fenolom

Za analizu proteina -P elektroforezomi spektrometrijom masa, koristio sam proteinske
HNVWUDNWH LIROLUDQH PRGLIL FjerdiDpiorRipsik ek¥takbaRRBIvVeRR P R U X
QDYHGHQRP PHWRGRP pLAUL X RG Qosfan@ripuie@BDIYRQNK Y] RiO D
i sur. a W HildoQ@D18) Prvo sam dvije replike svakog uzorka s ukupnim volumenom
VWDQLpPpQH VXVSHQ]JLMH RG P/ FHQWULIXJLUDR SUL EU]LC
Nakon centrifugiranja, odlio sam supernataat talog stanica resuspendirao u 1,3 mL
ekdrakcijskog pufera [500 mM Tris, 50 mM EDTA, 700 mM saharoza, 100 mM KCI, 1 mM
fenilmetilsulfonil fluorid (eng. phenylmethylsulfonyl fluoride PMSF) i 2% Y/iv -
merkaptoetanol]. Suspenziju stanica u ekstrakcijskom puferu sam zatim razdijelio u dvije
epruvHWH RG P/ V NRQDpQLP LYWRRsUaKdy epuirk. Nbakbn dodavanja

0,08 g silika kuglica (42 — P svaaku epruvetu, stanice sam homogenizirao na frekvenciji

RG +] WUL SXWD SR PLQXWH ,]JPHYyX VYDNH IKFRomMRIJHQL]D
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f& X WUDMDQMX RG PLQXWH 1DNRQ KRPRJHQL]DFLMH ¢
VSRMLR X pLVWLP SROLSURSLOHQVNLP HSUXYHWDPD RG
sam potom dodatno isprao sa 7Q0ekstrakcijskog pufera kako bi kopio sav homogenat te
sve spojio s prethodno dobivenim homogenatom u polipropilenskim epruvetama od 15 mL.
8]RUNH VDP SRWRP LQNXELUDR PLQXWD X OHGX QD WUHYV
VD P/ ITIHQROD SRPLMH&ADR QD YRaN RN NaXtrasllidi. NekbhX ELU D F
LOQNXEDFLMH X]RUNH VDP FHQWULIXJLUDR SUL EU]JLQL RG
SUHEDFLR X pLVWH SROLSURSLOHQVNH HSUXYHWH RG P
HNVWUDNFLMVNRJ SXIHUD ingiRiRd 3kiduEzRa @D na/ tResl M. HNBKerX W H
LOQNXEDFLMH X]RUNH VDP FHQWULIXJLUDR PLOQXWD SUL
VXSHUQDWDQWH SUHEDFLR X pLVWH SROLSURSILOHIQ\WNH H S
volumenom hladne precipitacijske otopine (0,1 M amonijev acetat u metanolu). Tako
SULSUHPOMHQH X]RUNH VDP-LOQANXELDDRQSUGNREQROMH DX
FHQWULIXJLUDR PLQXWD SUL T 93@nD hladrfeSp@EtatijdheO RIH LV
otopine i jednom s 3 mL hladnog acetona. Nakon svakog ispiranja, uzorke sam ponovno
centrifugirao pri jednakim uvjetima u trajanju od 10 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant
VDP RGVWUDQLR WH VDP WDORJH R\SRXLRADMNXX CCHLIMR R R U
vXaHQMD WDORJH VDP UHVXVSHQGLUDR X —/ SXIHUD ]D |
4% (V) 3-[(3-kolamidpropinil) dimetilamonijevjl-propansulfat (CHAPS), 2 mg rmiL
GLWLRWUHLWR O?an#faliti] i prebaF/LR/ X pLVWH HSUXYHWH RG P/
WDORJH FHQWULIXJLUDR VDP PLQXWD SUL J QD f& C
RG P/ B3BURWHLQVNH HNVWUDNWH VDP pXYDR GR DQDOL]F

Koncentraciju proteina u ekstraktima izmjeriorsanodificiranom metodom po Bradfordu

(Ramaglii Rodriguez 1985NRMD X] SRPRU |[DNLVHOMDYDQMD-2Z53REROMAI

i proteina 3ADYRNBW.RG@12) 8 SROLSURSLOHQVNLP HSUXYHWDPD RC
—/ 0 +&0O 22—/ GHgrbteinskog ekstrakta i 3,5 mL Bradford radne otopine

(poglavlje3 IDNRQ LQNXEDFLMH X PUDNX X WUDMDQMX RG

QD QP WH L]JUDpXQDR NRQFHQWUDFLMX SURWHLQD SUHN

apsorbancija otopinBSA poznatih koncentracija (0;2,0 mg mL?Y) otopljenih u IEF puferu

uz dodatak DTT i amfolita.

3.8.2 1.dimenzija- IEF
=D UD]JGYDMDQMH SURWHLQD L] SURWHLQVNLK HNVWUDNDW
sam metodu IEF. Proteinske ekstrakte (pageg3.8 UD]JULMHGLR VDP X ,() SXIHUX
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YROXPHQD RG —/ NDNR EL VH X X]RUFLPD Qplrbrk OD MHG
VDP |DWLP SRPLMH aD R250 te své cEririfligira® %orfinuta pri 20000 g na RT.

Tako pripremljene uzorkk SUHEDFLR VDP X MDAaLFH X SRVXGX ]D UH
immobiline drystrip WH QD X]J]RUNH S&u(riRas &nk Rdiiear@m Qradijentnim

gelom (pH 3 1DNRQ @4WR VDP SURYMHULR GD MH JHO LPRELO
PMHKXUDND NRML EL PRJOL VSULMHpPLWL XQRV SURWHLQD
mineralnog ulja kako bih spM HpLR LVX4LYDQMH JHOD WLMHNRP SRVWX
12- 16 sati na RT.

IDNRQ SUHNRQRUQH UHKLGUDFINVHHUDPRREXOSRGORDR XWBI
(WWDQ ,3+SKRUH *( +HDOWKFDUH 6$' SD]HiUL QD QMLKR
SDSLULUH VDP |DWLP QIDRRIppoRavo na krajévéitdobilina na koje sam u
SRVWDYLR L HOHNW UbR&HOXL mhineranog ulja/ty pbk&hbud &F program
XYMHWRYDQ GXALQRP L EURMHP LPRELOLQD 1DSRQ VH XQX
9 QDNRQ pHJD VH SRVWXSQR SRYHUDYDR GR 9 XQXWDU
K QDNRQ pRQDEMR QWBODQ QD 9 GR NUDMD HOHNWUR
prelaska 30 kVh te sam imobiline spremiona f& GR GDOMQMH DQDOL]H

3.8.3 2. dimenzija- SDSPAG elektroforeza

Imobiline sam prvo inkubirao u puferu za ekvilibraciju [0,05 M FHiEl, 6 M urea, 2% \W/V)

SDS pH 8,8 s dodatkom 130 mM DT-R u trajanju od 15 minuta za redukciju disulfidnih veza
LIPHYyX SROLSHSWWRQR R REB@ONERCIU proteina sa SDRP L WRpPpQ
migraciju proteina  SDSPAG elektroforezom. Zatim sam ih 15 miauinkubirao u
ekvilibracijskom puferu s dodatkom 135 mM jodoacetamida (etpacetamidelAA) radi
DONLOLUDQMD VXOIKLGULGQLK VNXSLQD pLPH VDP LQKLEL

Nakon ekvilibracije, pripremio sam 12% SDS poliakrilamidne gel@wablica5). Imobilne
samisprao u 11 elektrodnom puferu (poglavljg7.1.1) te ih postavio na SDRoliakrilamidni
JHO SULWRP SDJHUL QD RULMHQWDFLMX SR]JLWLYQH VWUDQ
poliakrilamidnog gela. S desne strane Imhioa sam postavidVhatmannpapir na koji sam
QDQLR —/ ELOMHJID PROHNXOVNLK PDVD 6 YW sda®zg& UHNULF
0,1% /v %)% T HOHNWURGQL SXIHU@ NDNR ELK RVLEJXUDR G
JHOD EH] PMHKRMILIBELIPBRNOL VSULMHpPLWL SULMHQRYV SURW
SUDWLR WLMHN HOHNWURIRUH]H SRPRUX ERMH %)% NRMD
SURWHLQL QDMPDQMH PROHNXOVNH PDVH (ICUHNWIUNRKHREH B RJ
elektrodnog pufera za SDBAG elektroforezu u sustalRROTEAN Il xi Cel(Bio-Rad, SAD)
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SUYLK PLQXWD QD 9 WH RVWDWDN YUHPHQD QD 9
UXED JHOD &LMHOL VXVWDY ]D HOHNWURIRaddyot Wddé MR& G
NDNR EL RGUADYDR NRQVWDQWQX WHPSHUDWXUX WLMHNRP

Tablica 5. Sastav otopina za pripremu 12% gelova za drugu dimenf)H.2

sastav volumen

ultraa pLVYOD + 21 mL
1,5 M Tris/HCI, pH 8,8 15 mL
30% AA/Bis 24 mL
vakuum

10% SDS 600 +

10% APS 300 +
TEMED 25 +

3.8.4 Analiza 2-D gelova

Nakon provedene 2. dimenzijeDE, gelove sam obojao bojom CBBZ30 prema protokolu

opisanom uBaleni sur. (2011) kako bih vizualizirao proteinske mrlje. Gelove sam prvo
inkubirao 60 minuta u otopini za bojanje [0,1%\{) CBB R-250, 45% Y/v) etanol, 10%\{/V)

ledena octena kiselina] na RT na tresilici. Potom, kako bih uklonio boju iz dijelova gela koji
QLVX Vd fratdéine,Ygelove sam inkubirao 60 minuta u otopinukianjanje bojg10%

(v/v) octena kiselinai 209v(v PHWDQRO@ QD WUHVLOLFL QD 57 WH SUH
zamjenunavedenetopine. Kada su se geloR p L Vaiploteihske mrlje bile gmo vidljive,

gelove sam prenio u 10%u /v RWRSLQX RFWHQH NLVHOLQH WH SRKUD

Obojare JHORYH VDP ]DWLP VNH @EpsoDRerfBdidhR/d00 Rhia@ahd) D

Japan). U cilju identifikacije onih proteina koji su kvalitativno ili kvantitativno promijenjeni u

odnosu na kontrolu, gelove sam analizirao programom ImageMaster 2D Platinum 7.0 (GE
Healthcare, SAD), kojL ]UD &NIRYXDL p L Q X S U R W Iip€@@inkki® RNaha aplixip Q L
YROXPQRJ SRVWRWND ,VWLP SURJUDPRP VDP XVSRUHGLR
LIPHYyX NRQWUROH L WUHWPDQD X SURWHLQVNLP PUOMDPEL
daljnju analizu odabrao sam one proteinske mrlje kojpokazivale razliku u ekspresiji koja

je bilabarem1,5 YHUD LOL PDQMD X RGQRVX QD NRQWUROX
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3.9 Analiza proteina spektrometrijom masa

3.9.1 Priprema uzoraka i digestija u gelu

Za daljnju analizu, odabrane proteinske mrlje sam izolirao-iz 2HOD NRUdz§dnVHUL RC
nastavak za pipetu te ih inkubirao do obezbojenja u epruvetama od 1,5 mL u otopini za
odbojavanje [10%Wv) octena kiselina i 40%(v PHWDQRO@ QD WHUPREORNX (
od 550 rpm.

8 FLOMX SRWSXQRJ pLAUHQMD JHORYHRREB R¥MWDWRRDGG HM
LVSUDR VDP T SR PLOQXWD X RWRSLQL 4sHCOS dd RQLMHYY
ammonium bicarbonateABC) i 50% {/v) acetonitrila (CH&1 $&1 OHUFN 1MHPDpPpNELC
WHUPREORNX QD 57 L PLMHabDQMX RG riradZ®minuttd®@ RYH VD
inkubacijom u 1006bW QRP $&1 QD 57 L USP QDNRQ pHJD VDP LK
RWRSLQL PO '77 X PO $%& QD f& L USP NDNR EL UH
DONLODFLMX FLVWHLQVNLK RVWDW DrihDta INnRdkDGotopiHi 5SbBH O R'Y D
mM IAA u 20 mM ABC na RT i 900 rpm. Tako pripremljene gelove sam zatim isprap@®
PLQXWD X RWRSLQL NRMD MH W\DACY & RTD QD rpnP Rakoto & L

ispiranja, gelove sam ponovno dehidrirao u 16@%n ACN kako je prethodno opisano.

1DNRQ GHKLGUDFLMH JHORYH VDP RVXaLR X YDNXXP FHQ
7TKHUPR 6FLHQWLILF 6%' QD f& 1D RVXaHQH JHORYH GR
pripremio u 20 mM ABC puferu. Gelovi su se inkubirdi RWRSLQL WULSVLQD SUHN|

i 600 rpm u cilju digestije proteina u gelu.

392 ,]JRODFLMD L SURpLAUDYDQMH SHSWLGD

IDNRQ GLIHVWLMH SURWHLQD WULSVLQRP VXSHUQDWDQW
inkubirao 21 SR PLQXWD X e za—édksRakchuS[BA0ov(v) ACN, 1% (/)
trifluoroctena kiseline (engtrifluoroacetic acidg TFA)] na RT i 900 rpm. Nakon svake
LOQNXEDFLMH GRELYHQL VXSHUQDWDQW VDP VSRMLR VD V
digestije. Gel sam potom inkubirao 30@XWD QD 57 L USP X VMVACRWRSLQ}H
i 1% (v/v) TFA te supernatant spojio s prethodnima. Tako skupljene supernatante sam upario u
YDNXXP FHQWULIXJL QD f& NDNR ELK XNORQLR $&1 L VPD
—/

=D SURpLAUDYDQMH GRELYHQLK SHSWLGD SULPLMHQLR VDP
ID]D SRPRUX NRORQH —63( VD VWDFLRQDUQRP ID]RP & ' C
3RVL7LS %HQH /DE +UYDWVND 3UYR VDP NU&3dntlsRz®@ RQ X &
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DNWLYLUDQMH NRORQH D ]DWLP VDP ]D HNYLOLEUDFLMX N
(v/v) ACN, 1% {/v) mravlja kiselina (engiormic acid FA)]. Nakon aktivacije i ekvilibracije,

QD NRORQX VDP QDQLR —/ RWRSLGH'B8akQ@hpe@id zXdstsliu R W R N
QD NRORQL .UR] NRORQX VDP |DWLP SUGBXWWHRARza —/ YR
SURpLAUDYDQMH SHSWLGD RG VROL 3HSWDEHYMBFRUSRWRP |
80% /vy ACN] XSDULRHSPXYWWM RG P/ SRPRUX YDNXXP FHQW
- & GR DQDOL]H

3.9.3 Analiza peptida na spektrometru masa

SULMH VQLPDQMD SURpPLAUHQH L XNRQEWBQWWJWBOD®H SHSW
prebacio u staklenu vijalu sa staklenim umetkom zZaBD QMH =D VYDNX DQDOL]X
kolonu je injektirano 8 L uzorka, a uzorci su snimanAuto 06 06 QDpPLQX UDGD X] SR]
LRQLIDFLMX HOHNWURUDVSUAHQMHP 8]RUNHNIDFAFrQDOL]LU
opremljen s izvorom elektroragpa HI@tVBeam(Agilent Technologies, SAD) spregnut s
XUHYDMHP ]D WHNXULQVNX NURPDWRJuWbralhigxpexiamabce YLVRN
liquid chromatography UHPLC) Agilent 1290 Infinity 1I(Agilent Technologies, SAD) uz
RGUHYHQH HDabdbza HHIALO Krablicé) i MS (Tablica7). Peptide sam razdvojio
NRULAWHQMHP D Q@dvancéBib (ReplideN RRapAyi@it Technologies, SAD) s
dimenzijama 1,00 PP L YHOLPLQRP MHVWLFD RG

Analizu dobivenih podataka odradio sam u progRumteinPilot 4.5 $% 6FLH[ 1MHPDpPNCLC
gdje sam kao pozitivni rezultat identifikacije proteina iz proteinskih mrlji uzimao analize s
razinom pouzdanosti preko 95%. Identificirane proteine sam potom okarakterizirao
SUHWUDALY D QM HJRiPED kb US. R &/ b1\ PilstParbn@ WDV aYLFDUVND
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Tablica6. 3SDUDPHWUL DQDOL]JH SHSWLGD WHNXULQVNRP NURPD
(UHPLC).

$QDOLWLpPND AgilentAdvanceBio Peptide Map 1 PP
Temperatura kolone f&
TemperaturaD X WR X] R f&
Protok 0,1 mL mint
Volumen injektiranja —/
Mobilna faza A 0,1% FA / BO
Mobilna faza B 0,1% FA /95% ACN
Vrijeme % B
0 3
10 40
Gradijent 14 90
16 90
18 3
21 3
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Tablica 7. Parametri analize peptida spektrometrijom masa (MS).

1DpLQ LRQL]DFLI

ESI uz pozitivnu ionizaciju

Temperatura plina (N2) f&
Protok plina 13 L mint
Nebulizator 35 psi

7THPSHUDWXUD SOLQ f&
SBURWRN SOLQVNRJ 12 L mint?
Naponna kapilari 4000 V
Napon mlaznice oV
Napon fragmentora 175V
Napon skimmera 65V
Octopole RF Vpp 750 V
06 SRGUXpMH VQLPL 100- 2000
MS brzina snimanja (spektri/s) 3
$XWR 06 06 SRGUXpMH 100- 2000
MS/MS brzina snimanjéspektri/s) 2

aLULQD L]JRODFL

Srednja (~4 amu)

Maksimalni broj prekursora po ciklusu 10
Sortiranje prekursora Prvo po naboju, nakon toga po intenzitetu
Kolizijska energija ATm/z)/100+1 za naboj_*2
im/2/100-4,8 za naboj 3
Prag za MS/MSapsolutni broj) 3000
Prag za MS/MS (rel.) (%) 0,001

6QLPDQMH VSHNWUD WH |
0,05 min
dounts* SR VSHNWU:

m/z121,050873 (purine)
m/z922,009798 (HM21)

'LQDPLPNR LVNOM X
MS/MS akumulacijski vremenski okvir

Referentni ioni tijekom analize

3.10 6 WD W LLV WU p shiladbDezultata

6WDWLVWLpPpNX DQMGLPM WHAHXQOWDWDMHERBQMD NROLPLQH RW
organskog ugljika, fluorimetrijskih i spektrofotometrijskin mjerenja, komet testape
fotosintezete parametara fluorescenciigorofila a proveo sam jednosmjesm analizom

varijance (enganalysis of variance $129% SUD UHQ R-ReuddHpost e testom
SRPRUX SURJUDPVNRJ SDNHWD 67%7,67,&$ 7,%&2 ¢
LIPHYyX VUHGQMLK YULMHGQRVWL VPDWUZa@QrafLYMbaduD WLV WL
prikaz rezultata koristio sam programski pakéicrosoft Office Professional Plus 2019
(Microsoft, SAD).
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REZULTAT |



4. REZULTATI
4.1 Karakteristke QDQRpHVWLFD

411 1DQRDpHkeVa FH

$QDOL]D UHJRQDQFLMH SRYUA&LQV Nitré& pskazalpPi® @aksiviutV SHQ] L
DSVRUEDQFLMH QD YDOQRM GXOMLQL RG QP &WR XND]XI
XVSMHAQRVW VLQWH]H GRN UHODWLYQR XHONL VISGIIN I 1B WJWXS
suspenziji (Slika9.A). Maksimum apsorbancije suspenzije AgEFAB izmjerio sam na
YDOQRM GXOMLQL RG QP aWR XND]XMH QD SURPMHU pt
VLQWH]H aLuULQD VSHNWUD XND]XMH QD YHUX GLVWULEXFL
XV S R UH éskdam& ApNRitrat (Slika 9.E). Mikrofotografije dobivene elektronskim
mikroskoponpokazales”GD VXVSHQ]JLMH RED WLSD $J13 VDGUAaH YHUOL
L PDQML XGLR A@&WDSLUDVWLK REOLND {8080 RRPAyNRitra IHULp Q|
(Slika9.B), odnosno od 590 nm za AQNFCTAB (Slika9.F). EDX analiza potvrdila je da su
AgNP-citrat i AQNR &7$% VDGUADYDOBCYD KBEH)MRilogsZ) doke analiza

DLS pokazala da jeh pPHVWLFIFISWUDW ELR QP-CTDABp828 WML FD $J1:
7TDEOLFD S RW H Q F L-6itiatOzndsioVies49,60 ImM, H skiddeBzije AgNP
CTAB51,34mV..RQFHQWUDFLMD ¥udgeiziji$i X3PLDMULDW REM. B, M H

dok e UPDWLNMARBHRILIMMEIZS% L]QRVLOID. U oljePsiispenzije AgNP

nalazilo se LRQD $J
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Slika 9. UV/Vis apsorpcijski spektri gdje strelice pokazuju na maksimum apsorbancije (A i E)

L PLNURIRWRJUD |icitat (o) VAGNFOTABIE3+ X PDWLPQLP VXVSHQ]
dobivene transmisijskiralektronskim mikroskopom (TEM). Slike B i Esvijetlo vidno polje;
CiGsPDSD HOHPHQWD VUHEUD "L + i VSHNWDU HQHUJLMVN
spektroskopije (EDX), gdje strelice pokazuju sigivaD U D N W X izrakawrelp®) Z&svaku
maWLpQX VXVSHQ]LMX DQDOL]JLUDQH VX pHWLUL UHSOLNH Q
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Tablica 8. Fizikalnokemijske karakteristike AgNeitrat i AQNP&7$% X PDWLpPQLP
VXVSHQ]LMDPD KLGURIGL@OGRIHMNHQ SUREMHWULEXFLMH YHO
vrjedQRVW SRWHQFLMDOD NRQFHQWUDFEMD VUHEUD L SRV

.DUDNWHULVV $J13FLWL$IL13&7$

G QP : :

SRWHQFLMDC “ “

.RQF H Q W W BIPLLMD

$J

412 1DQRpHWWALFH

Mikrofotografije dobivene elektronskim mikroskopom pokazale ssud@uONP i CeONPu
suspenzijibile prisutneLOL X DJORPHUDWLPD LOL SRMHGLQDHQR X VI
30-80nmza CuONP (Slikd0.A, B) teod 3660nmza CeONP(Slika10.D, E). EDX analia
SRWYUGLOD MH GD VX R BblkwWsIiR4O10CHRY Ryilod B. DLS éndlizbhY D O H
izmjerenje du 0d 664,9nmu suspenzijCuONPte od 432,0omu suspenzijCuwpONP (Tablica

9). potencijd suspenzijegCuONPiznosioje 7,04mV, dok je za CeONP izmjerenamanja

vrijednost 0d-25,16mV.

67



Slika 10. Mikrofotografije CUONP(A-C) i CklONP (D-F)u PDWLPQLP VXVSHQ]JLMDPD
transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEMjlike Ai D *svijetlovidno polje;Bi F +

mapa elemend bakra Ci F i VSHNWDU HQHUJLMVNL UD]JOXpXMXUH
spektroskopije (EDX)ZasvakuP DW L p Q X VaxaliSra€)\] X Vpxéplike(h E 4). Strelice
SRND]XMX VLJQ D OX-kr&kb laki &V Mijéfilo\pidzpj©30& nm.

Tablica 9. Fizikalno-kemijske karakteristikeCUONP iCl,ONPu PDWLPQLP VXVSHQ]LN
KLGURGILQdRLIIN RGUHYHQ L] GLVWULEXFLMH YHOLpPLQH S
potencijala koncentracija bakra.

.DUDNWHULVW &X2A3 Cu2ONP

G QP : :

SRWHQFLMDO “ :

.RQFHQ VED DN PLIM D
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413 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

7(0 DQDOL]DstspanzijpESNPKPSNH>-NPi PSCOOH 13 SRND]DOD MH QDQR|
YUOR SUDYLOQRJ VIHU..IHo@jer)p R ¥ @ INPXn8&80j&49-62 nm,pHVWLFD
PSNH2>-NP40-52nm,GRN MH ]PSEEOHME EHjerena vrijednost iznosiks-55 nm.

DLS analiza pokazala jei od 73,8 nmza PSNP, 62,1 nmza PSNH2>-NP, dok je za
PSCOOHNP izmjerena vrijednost 08,2 nm(Tablica 10) potencijdiznosio je 13,16 mV

za suspenziju RSP, 11,83 nvV za PSNH>-NPte 12,27 mVza suspenziju REOOHNP.

Slika 11. Mikrofotografije svijetlog vidnog polja P8IP, PSNH2>-NP i PSCOOHNP u
PDWLPpQLP VXVSH Q tdanshilsipskn @ dkiron i Qiktoskopom (TEM) Za svaku
PDWLpPpQX Vaxali8raeY XMpelike(hl= 4). Mjerilo prikazuje 500 nm.

Tablica 10. Fizikalno-kemijske karakteristik SNP, PSNH>-NPi PSCOOHNP X PDWLpPpQLP
suspenzijamaK L G U R GilptpDjerlth)NK QP RGUHVYHQ L] GLVWULEXFLMH Yt
vrijednost potencijala u mMi koncentracija polistirena u mg'L

.DUDNWHULVYV 3613 PSNH2>-NP  36&22+13

G QP " “ ;

SRWHQFLMDC “ “ “

.RQFHQVERODEIVNRL Y

42 2GUHYLYDQMH HNVSRLHQFLMDOQH ID]H
(NVSRQHQFLMDOQL UDVW VWDQLFD DOJL SRplgQWare G UXJIRJ
stacionarnu fazu ras{&lika 12). Nakoninokulacije stanicai podlogu BBM (0. dan), stanice

su dosegle koncentraciju od otprilikei 1L.CP stanica mt? GDQ NDGDIiM&ganeSRpH
kulture stanicaQDQRpPpHVWLFDPD VUHEUD EDNS&®U trajgiju@d Y2 W.LUHQD
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Slika 12. Krivulja rasta algeC. vulgarisu podlozi BBM SUD U HQ D Etdrickl DgghbduP
od 15 dana.Koncentracija stanicaa svaki dan predstavlja srednju vrijednkshcentracije
stanica dobivenih o@ replikakulture stanica

4.3 Odre jivanje ECzs vrijednosti
OHWRGRP SURWRpPQH FLWRPHWULMH X] SULPMHQX IOXRUH
vijabilnosti stanica u ovisnosti o koncentraciji pojedinih tretmana srebra i bakra1SIika).

Za AgNP, EC;s vrijednostiiznosile su0,188 mg L! za tretman s AgN#itrat (Slika 13.A, D),

odnosno 0,895 mb? za tretman s AQNFETAB (Slika13.B,E), L] pHJD MH MDVQR YLG
AgNP-citrat izazivajusmtt stanicaSUL QLALP N R QiegdbQuNPOTARB.MzR2§aDje

AgNO; UH]XOWLUDR MH QDMEU&ARP VPUWL VWDQLFDRREQVYLK
ECzs vrijednostiznosila je0,130 mg ! (Slika 13.C, F).
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Slika 13. Analiza vijabilnosti stanica algiC. vulgaris nakon 72 hizlaganja UDV W X ULP
koncentracijamaAgNP-citrat, AQNRCTAB i AgNOs u podlozi BBM. Postotak vijabilnih

stanica jeX W'Y BU-RQVIRIipo@etrijom uz primjenufluorescente boje propidij jodid (PI).

60LNH SURWRPQH FLWR P H WadriMrjenGkareentatijditretrivaka (@® sw/ Y D N X
prikazDQH RQH NRMH SU L2 JiMIX stSrith HAET). POrijenom modela
ORJLVWLpPpNH UHJUHWEN Kojiged MR U L & Suad qixdRibdje/Uijdbilnosti algi

nakon primijenjenih tretmana&k G end $u koncentracg AgNP-citrat, AQNRCTAB i ANO3

koje dovode do Egs vrijednosti(D #), koje suN R U L & gvikh€kbperimentimaVrijednosti
SUHGVWDYOMDMX VUHGQMH YULMHGQRVWL GYD UD]OLpPLWD
linja R]Q D [EDx¥\Bijednost
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Nakon izlaganja nanp H V W L F D FEEDs ErifenddDiiznosile sul4,45mg L za tretman s
CuONP(Slika 14.A, D), odnosnal1,89mg L™ za tretman s GNP (Slika14B,E), L] pHJD

je jasno vidljivo da C¢ONP izazivaju E U &mtt stanica negaCuONP. Izlaganje CuS®@
UH]XOWLUDR MH QDMEUARP VPUWL VWDQLF) R#EEQsYLK LVS
vrijednostiznosila je8,36mg L (Slika14.C, F).
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Slika 14. Analiza vijabilnosti stanica algiC. vulgaris nakon 72 hizlaganja UDVW X ULP
koncentracijamaCuONP, Ci,ONP i CuSQ u podlozi BBM. Postotak vijabilnih stanica je

XWY WBYWHRYWRo@etrijom uz primjenufluorescente boje propidij jodidom (PI). Slike
SURWRPQH FLWRPHW U LvirHije@jéhbkoicendatijifetmiaba Yesbpvikazane
oneNRMH SULN D]/ XrSib dtédniod (Y. RBULPMHQRP PRGHOD ORJLVW
PHWLUL 4P D feVIWIRII L & wad@krvDlje vijabilnosti algi nakon primijenjenih

tretmana, R G end ysu ikoncentracg CuONP,CwONP i CuSQ koje dovode do Efs
vrijednosti(D &), koje suN R U L & ¥vikh€kbkperimentimaVrijednosti predstavljaju srednje
YULMHGQRVWL GYD UD]JOLPpLWD HNVSHULPH@WOD EERPINL V WL
vrijednost
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4.4 Stabilnost Q D Q R p d podidzFEBM

44.1 1D QR pHMWdrébka

6WDELOQRVW $J13 V UD]OL pdititL P AQRP&TWE) piL RgDOs #1J 1 3
NRQFHQWUDFLMDPD NRMH X]UR N XWMp6disd) BBMavidhifdd QavhH VW
UV/Vis spektroskopijom(Slika 15). Oba tipa AgNP pokazalsu brzu aglomeraciju nakon

kontakta s hranjivom podlogom.

Dodatak AgNPcitrat u podlogu BBM izazvablH SRPDN PDNVLPXPD DSVRUEDQF
YDOQLP GXOMLQDPD V QP QD QP XQXWDU VDPR M
DJORPHUDFLMSIRDRR K p HVDMNIRFD WUHUHI VDWD SULPLMHUHQ |
NUDGLP YDOQLP GXOMLQDPD V QP QD QP &dWR XNDJ]XN
QDNRQ pHJD SROR&DM PDNVLPXPD DSVRUEDQFLMH RVWDM}I
maksimumD DSVRUEDQFLMH SRYHUDYDR VH GR SHWRJ VDWD Ql
]JDWLP VWDELOL]JLUDR GR NUDMD PMHUHQMD 1DYHGHQD S

redukciju iona Agu HOHPHQWDUQR VUHEUR GR SHWRJ Vé&iWdD QDNF
ionaAg".

YHVWLFHE 33U SRND]DOH VX ]1QDpDMDQ SRPDN X PDNVLPXPX

YDOQLP GXOMLQDPD V QP QD QP QDNRQ GRGDYDQN
SRPHWQX DJORRH %D FLIMXR ® OLBIDUHJ VD V@nakS ULPNDHN H R iV P
YDOQLP GXOMLQDPD V QP QD QP &AWR XOTBBXMH QD

QDNRQ pHJD MH SRORAaDM PDNVLPXPD DSVRUEDQFLMH RV
, QWHQ]JLWHW PDNVLPXPD DSVRUEDQFL®BNRWQWI[DHI D H iV WD Bl
QDJOL SRUDVW AaWR XSXUIXMWHWQYD WOHEGENKM FLM X GROQWUSIGH I
slijedi relativna stabilizacija.

Nakon dodatka AQN®X SRGORJX % % 0 je bx&dthv@rshie ABNP Rnutar prvog sata,

aAaWR MH YSSMOMYLH RRDUDNWHULVWLPQRJ 635 PDNV1ISCXPD DSVF
Nakon dva sata, maksimum apsorbancije se pomaknuo prema manjim valnim duljinama (457

QP AaWR XSXuXMH QD VPDQMHQMH SURPMHUD QRYRQDVWD
pomaka ,QWHQ]JLWHW PDNVLPXPD DSVRUEDQFLMH SRVWXSQR
VPDQMLYDR GR VDWD QDNRQ pHJD VH VWDELOL]JLUDR GF
QD VQDaQH LQWHUDNRY KR BRK H QXidri®yf BAd4i2 hrajive podloge,

AWR SRVOMHGLPQR GRYRGL GR VLQWH]H L GLVRFLMDFLMH
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Slika 15. UV/Vis apsorpcijski spektri AgN#itrat (0,188 mgL™) (A), AgNP-CTAB
(0,895mgL™) (B) i AgNOs (0,130 mgL™?) (C) nakon dodavanja u podlogu BBshimljeni
tijekom 72 sata.

'/6 DQDOL]H SRND]DOH VX WUHQXWQX DJORPHUDFLMX RED W
SRYHUDQMHP SURPMHUD pH VcoiwatFodnd3rid 106 nhza]AyNPTAB3

7DEOLFD OHCFIUPL QDWS MB RVWDOD VWD E L Ofpdje6 R VI
postupno smanjivao na 61 nm do 72. sata. S druge strane-8gANB aglomerati ostali su

SULEOLAQR MHGQDNH YHOLpPLQH GR VDWD b5H]XOWDWL
podudaraju se s rezultatima BXfs spektroskopije i ukazuju na sintezuA¢ pLMD VH YHOLPD
VPDQMLOD V SRpHWQLK QP QD QP QDNRQ VDWD QDN

nakon 72 sata.

$QDOL]D SRWHQFLMDOD MH SRND]DOD @B piirtijerfebdfP M HQ D
RPRWDpX 7DE O LDAgNP-citRaiG PaliGgh BBMnabojQD SRY U & lo§do pHV WL F
je negativanG R VDWD QDNRQ pHJIJD QDERM S mekanDibtetk& R]L W LY
AgNP-CTAB u podlogu,QDERM pHV W L F BstXo MeyatfidgtbQ@idiavhijerdhid. AgNP
nastale kao rezultatterakcije AQNQ i podloge BBM pokazivalsu negativan neto naboj na
SRYUELQL GR VDWD QDNRQ pHJD MH XNXSQL QDERM pHV
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Tablica 1. 3URPMHQD KLGURGLQ®MPIL{EMR ) pRdr@@IMENPDitrat

(0,188mg L %), AgNP-CTAB (0,895 mg ) i AgNOs (0,130 mg ! |]DELOMH&AHQD QD
GRGDYDQMD X SRGORJX %%0 WLMHNRP VDWD 5H]XOWDW
YROXPHQD L SUHGVWDYOMDMX VUHGQMX YULMHGQRVW * VW
LJUD&HQL VX NDR VUHGQM®BRYU BIESR@RAY W “ VWDQGDUGQD

Podloga BBM s dodatkom Podloga BBM s dodatkom Podloga BBM s dodatkom
AgNP-citrat AgNP-CTAB AgNOs

Vrijeme

() oy (nm) potencijal

SRWHC |
i (mv)

SRWHC |
(mV) "

(nm) (mv)

(nm)

0 109, 0 @ _ “ “ _ “ “ . I3

2 “ _ “ “ _ “ “ . 2’97

24 680" - “ o “ " -

48 “ - “ . “ “ -

72 “ “ .

442 1DQRpHMWhakrd

Analizads QD QR plrakaMINFFDQ FHQWUDFLMDPD NRMH XJURNXMX SUHZ
SRGOR]L % %0 XN D]D @donéidciiQuBsvinQiSppdnih @etmanima (Tablica 12).

=D pHVWLFH &X213 SULPLMHUHQR MH G BDlAMAMWM X&jiBéMdd DIORP
SHWRJ VDWD VPDQMLR QD YULMHGQRVW RG QP 1DNRQ

QD SRpHWQX YULMHGQRVW WH VH QDNRQ VDWL VPDQMLO!
]QDpDMQR SURPLMHQLR GRe dNWHWW IPANDB BSRINVDD D @ R HWUHH GNR p

aglomeraciju s promjerom aglomerata od 361,8 nm koji je nakon jednog sata narastao na 457,5
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QP WH VH |IDWLP GR pHWYUWRJ VDWD VPDQMLR QD YULMHG

SRYHUDR QD O R8W Bmanjb MaBOGR nm i do kraja mjerenja rastao do
NRQDpPQRJ SURPMHUD RG 4 UQ6dlodR BBMWhBISRaP sk agBtherati
SURPMHUD RG QP pLML MH SURPMHU GR SHWRJ VDWD Q

24 sata pa sve do kraMHUHQMD SURPMHU DJORPHUDWD ELR MH YH

stvaranje velikih kompleksa

$QDOL]D SRWHQFLMDOD SRND]DOD MH GD VX &X213 QDNF
QHIJDWLYQR QDELMHQH V L]IX]J]HWNRP pHWdzitwahRTabidaW D ND C
12).1C»213 SRND]DOH VX QHJDWLY QL Q34MERn\QdD ErdvjeleRiM L VH V
SRYHUBR3@D. S druge strane, dodatak CuSO SRGORJIX % % O rékultirdio SRpH W N
stvaranjem pozitivnog naboja od 22,67 mV nakon prtdo WD DOL MH YHU QDNRQ
postao negativan- ( P9 WH SRQRYQR SR]JLWLYDAQ P9 QDNR
WUHUHJ VDWD XNXSDQ QDERM QD SRYUAaALQL pHVWLFD SRVYV
petog sata postao negativan i takv W/ DR GR NUDMD PMHUHQMD25/62NRQDpQ

mV.
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Tablica 12 3URPMHQD KLGURGLQDYLpaAstR §) PaseRdFAHCUDNP
(14,45mgL™Y), ClkONP (11,89mg L) i CuSQ (8,36 mg L) nakondodavanja u podlogu

BBM tijekom72VDWD 5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDRtaslaMWULEXF
VUHGQMX YVWWIDGEO R \G\RIIL0Sieldnjd. pdité€ncijali L ] U D suHk@olsrednja
YULMHGQMWED UG QIS Bj&drijaH a N D

Podloga BBM s dodatkan Podloga BBM s dodatkom Podloga BBM s dodatkom

(h) SRWH SRWH( SRWHC
dy (nm) dy (nm) dy (nm)
(mV) (mV) (mV)

4 “ “ ‘13,8 _ “ “ “

48 . “ 141 - “ “ -

443 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

Nakon dodatka svih tipovaQDQRpPpHVWLFD SROLVWLUKQBDRQD BRLFOR
koncentracijama od 40 mg*_njihovdhs QLMH VH ]QDpDMQLMH PLMHQMDR GR
13). Izmjerene vrijednosth QD SRPpHWNX L QD NUDMX SRNXVDNELOH VX

50,0 nm i 53,7 nm za PSH>-NP te 55,5 nm i 55,4 nm zaS®=COOHNP, aWR SRND]XMH GD
stabilne u podlozi BBM.

6 GUXJH VWUDQH DQDOL]D SRWHQFLM DR pGdbguBBHMD SR
UH]XOWLUD VWYDUDQMHP SR]JLWLYQRJ QDERMD WLMHNRP S

negativan d 48. sata-86,14 mV) te ponovno pozitivan do kraja mjerenja (25,08 mV). Dodatak
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PSNH>-13 X SRGORJX %%0 WDNRYyHU MH UH]XOWLUDR VWYDUL
VDWD P9 QDNRQ pHJD M HakyibhBsad dS RajashRien@6PD W LY D Q
P9 60OLpDQ UH]XOWDW GREQOHHIB MHGMN RHVANAEDIPQ GBERM
PHVWLFD ELR SRILWLYDQ GR NUDMD SUYRJ G DpQténcijelaL ] X]HW N
XWYUVHQ QDFH RM. Rakon 24 sata, naboj je ostagatwan do kraja pokusa s

Y UL M H Gaténaijalod -22,61 mV.

Tablicald. 3URPMHQD KLGURGL@iréta( N poiersijdlR PR REDH2-NP
iPSCOOHNP NRQDpP QLK NRQ F H Q WhkbridadshanjR Gpodldgu BBRijekom

72 sata 5H]XOWDWL VX SULND]DQL NDR GLVWULEXFLMD YHOI
YULMHG QDO D U G i0sfedkbji AdieDcijali L | U D sutk& Isrednja vrijednost
“VWDQGDUG QI 8j&drijhH a N D

Podloga BBM s dodatkom  Podloga BBM s dodatkom  Podloga BBM s dodatkom
Vrijeme PSNP PSNH2-NP PSCOOH-NP
(h) SRWHC SRWHQ SRWHQ

dn (nm) mv) du (nm) mv) du (nm) mV)

O “ “ “ “ “ I3

3 71,2

4 ) : : “ 56,9 “

24 " -

72 “ “ “ - “ “ -

4.5 Lokalizacija i akumulacija Q D Q R p I Staditdriai P R U | Re&pi@ajsne

451 1DQRpH¥Wdrébka

KonfokalnomPLNURVNRSLMRP YL]XD O L&lkidopast i IGHERSKen@AIihQ D VW L
stanica algeC. vulgaris kao i stanica algi nakoizlaganjas oba tipa AgNP i AgN@ u
NRQFHQWUDFLMDPD NRMH X]UR N Slikx16. Bltoadsdeardmt Go H VW]
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Fluostatin | vizualiziransu V W D Q [epkg HighMdje_su u svim uzorcima bile dobro vidljive i

jasno definirane. Nadalje, mjerenjem autofluoresgghc MDV QR MH XRpHQ L MHGD(
VWDQLFDPD DOJH 3RRMiMHOMBHFLADERIHAH QD JOXNR]X L
R E L O M H afer@n FOK,RizLRliziran je sloj EPS okdkontrolnih stanica algi, ali i oko

stanica algi nakoizlaganjasvim tretmanmagdje VH NR bpdldaB RYHUDOD X RGQRYV

kontrolu.

Slika 16. Slike kontrolnih stanica alg€. vulgarisi stanica alge nako2 sata izlaganja
AgNP-citrat (0,188 mgL1), AgNP-CTAB (0,895 mgL™?) i AgNOs (0,130 mgLY). Stanice su
snimljenekonfokalnim mikroskopom svijetlom vidnom polju primjenom fluorescentne boje
JOXRVWDWLQ VW DPIOHpHM®D VMHIWNDHHWIF HRG D MR P kibréplaRt) QD p H Q
(crveno) OHNWLQRP &RQ$ RELOMHAHQLF & RIRRPHEF#M HQREOR N
(zeleno) dok zadnji stupac prikazujeezultat preklapanja svih dobivenih slika. Mjerilo
SULND]XMH P

.ROL [slbj@EPSvezanog uz stanice algRGUHYHQD MH L] YULMHGQRVWL 3:
WRSLYRJ VORMD (36 R G U H yndk@rbsvih| pimtijén¢minGi@tRANgNP 12 &
AgNOs. 5HI XOWDWL XS X tixadahjasvion tettha@DINEREa0OR GR SRYHUDQH
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slojaEPS u odnosu na kontrolu (Tablitd). 6 YL WUHPDQL VD VUHEURP UH]XO\
S RY H U Drigedhidd?DOC u odnosu na kontrolu, iako e M YRROLPLQD RWRSOMHQF
(DOC) u hranjivoj podlozi izmjerena nakon tretman s AgINGok su vrijednostbOC nakon

izlaganjas RED WLSD $J136EGOMIVOLWQ@BQH QLWL MHGDQ WUHW!
S R Y H UdargkMainog ugljika(POC) u odnosu na kontrolu (Tablickd, POC).NDMY H D
vrijednost POC izmjerena je nakarlaganjaAgNOs GRN VX YULMHGQRVWL |]DEL
izlaganjaV  RED WLSD $J13 ELOH QH dis¢&RnavddadpraprieddRis¥biéR QW U R C
VWDWLVWARNL DVHDEDW@ WL XND]XMX QD shRY 36 RQVS X &0 WA RX
u hranjivu podlogu u odnosu reintezusloja EPSvezanogza stanice p L M IN RVCHbfld. Q D
podjednaka nakoizlaganjasvim tretmanma.

Tablica 14 2WRSOMHQL '2& L SDUWLNXODUQL RUJDQVNL VDG
stanicamalgeC. vulgarisi stanicama algeakon 72 sata izlagmjaAgNP-citrat (0,188 mg_b),

AgNP-CTAB (0,895 mgL™) i AgNOs (0,130 mgL™). Vrijednosti suprikazanekao srednja

vrijednost* VWD QGDUG QW SR JEMHRAMNMARGIH WH L]UdaEe@daniNDR SJ

NRML VH ]QDpDMQR UDNYGIGNIRM® IBH U GD” $129$-Kewsbvimi QD 1HZ
SRVW KRF WHVWRP R]QDpHQL VX UD]JOLPLWLP VORYLPD

Tretman DOC (pgstanical) POC (pgstanica?)
Kontrola 0,251 “0,0252 3,552“0,11%
AgNP-citrat 0,638 “0,18% 3,458 “ 0,322
AgNP-CTAB 0,594 “ 0,068 3,233"“0,35%
AgNOs 0,916 “0,067 4,128 “ 0,039

TEM-EDX analizom pokazanje da seAgNP QDOD]H ]DGUADQH QD VORMX (36 \
izlaganjaVW D QL F D AgNR-oMrath BdNB-CTAB (Slika 17; Prilog 4). Zanimljivo je da
jesOLpDQ UH] X OnakbriahaizRsEahivatl QO R aMdXIs, lgdje su novonastalkegNP
SURQDy#bRKH3®D7DNRYHU VH PRA&H XRirimjéhjedDVN H \WPDNRD ¢R &
GR SRYHUDQH VLQWH]H VORMD (36 RNR VDPLK VWDQLFD DO.
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Slika 17. Slike kontrolne stanice alg€. vulgarisi stanica alge nakon 72 saitdaganja

AgNP-citrat (0,188 mg [}), AQNP-CTAB (0,895 mg (%) i AgNOs (0,130 mg %), snimljene
transmisijskim elektronskim mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju te elementarna

mam srebra iVSHNWDU HQHUJLMVNL UD]J]OXpXMXUH GEMSHUIJLYQF
dobiveni72 satanakoh ]ODJDQMD QDYHGHQLP WUHWPDQLPD %LMHOF
VWUHOLFH SRND]XMX QD -x&kd&€&H NDUDNWHULVWLPQLK [

Analiza ultragrukture stanica algiokazalge da su svitretmanvD VUHEURP GRYHOL GR
promjenakoje su vidljive u oblikuplazmoliz WH R&WHUHQMD YShk®(BL.pQH VW
SOD]PROL]D MH E uGtanicamavhlghakbrizkh@ahjdrDNP-citrat, iako jevisoki
VWXSDQM SOD]PRXLWW B QLFDW BGHIQMEH\adafe, QDML DAHQL
GHJLQWHJUDFLMD VWDQLPQH VWLMHQWHTAB,GakoNENiSORI MH X V\
stupanjdH ] L Q W H J U D RakbhhizlagBRnipatb@icdAgNOs.
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Slika 18. Ultrastrukturaontrolne stani@ algeC. vulgarisi stanicaalgenakon72 satazlaganja

AgNP-citrat (0,188 mg %), AgNP-CTAB (0,895 mg (1) i AgNOs (0,130 mg %) snimljera
transmisijskm elektronskm mikroskomm (TEM) usvijetlom vidnom poljuThy #tilakoidi; S

+taNURE +9¥WDQLpQD VWLMHQND FUYHQH VWUHOLFH R]QDpD
membrani Mjerilo prikazuje —P

.ROLpPpLQD VUHEUD NRMD MH XQHVHQD X VWD Qeteithiko@L NRMD
ICP-06 5H]XOWDWL SRND]XMX GD VX VYL WUHWPDQL VD VU
XODVNRP X VWDQLFH DOL L |DGUADYDQMHP QIEETMERMX (3¢
UH]XOWLUDR MH QDMYHURP DN XiPxX<hDERPSURENoEWHd Bdidle X VWD
tretmane. Tretman s AgNQloveo je do najmanje akumulacije srebra u stanicama, dok su
tretmani AgNRcitrati AgQNOs doveli do najmanje akumulacije srebra na sloju ERfInosu

na AgNRCTAB. Tretman s AQNPFLWUDW MH GRY HRak@GRilap(@EDsEbrM @R YHUO
stanicama u odnosu na tretman s AgGNOQR JQDpDMQR PDQMH X RGQRYVX
AgNP-&7%$% ,] QDYHGHQLK UH]XOWDWD VH PRAaH YLGMHWL
LQWHUQDOL]JLUDQD X VWDQLFH G R Nlop BPSsBrghvs@aniseRa@iL pL QD E
$QDOL]RP RPMHUD VDGU&ADMD VUHEUD X VDPLP VWDQLFDPD
PRaH VH XRpLWL NDNR -vikat WAGN@Y FECRYMIH L $GR3 YHUH L SRG
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LQWHUQDOL]DFLMH X RGQRVX QD kBaGAJHRARYTHOM¥ YOHDI B R YRMH
]JDGUADR QD VORMX (36

Tablica 15. 6 D G U a D M kahtudthingtanidama sloju EPS algeC. vulgariste stanicama i

sloju EPS algenakon 72 sataizlaganja AgNPcitrat (0,188 mg ), AgNP-CTAB
(0,895mg L) i AgNO3 (0,130 mgy) L RPMHU VDGUADMD VUHEU®DXG VMDD L F
srebra u kontrolnim stanicama bio je ispod granice kvantifikacije (< —slebra

(1P stanicd ™). Vrijednosti suprikazanekao srednja vrijednost VWDQGDUGQmi SRIJUHA|
bioloAN UHSOLNH W H-&rebr&@@ts@iicdN DRUHWPDQL NRML VH ]QDpDI
SUL S 7 MHGQRVPMHUQD $1RAX® SRDIUM GR LW ZKRDK) WHV W I
VX UD]J]OLpLWLP VORYLPD

—J VUHEVWDQLFD

TUHWPD
6WDQLF (36 6WDQLFH
_RQWUR . 6 .« F
$IJ13FLWIL u E u E
$J13&7%% u D u D
$J12 “ F « E

45.2 1D QR DpH MwWhakra

Slika 19 prikazuje V W Du@Gtlignkp, kloroplast i sloj EPS kontrolnih stanica al@e vulgarisi

stanica algi nakonzlaganja CuONP, CJdONP i CuSQ u koncentracijama koje uzrokuju
SUHALYOMHQMH , NRMADQX FDLIX@IOL]LUDQL NRQIRNDOQRP F
stijenke algi, vizualizirane florescentnom bojom Fluostatin, bile su dobro i jasno definirane u
VYLP X]RUFLPD GRN MH PMHUHQMHP DXWRIOXRUHVFHQFLM]I
OHNWLQD &RQ% RELOMHAHQRJ IOXRURIRURP ),7& ]DSDaHQ
stanicaal. QDNRQ VYLK WUHWPDQD XSNRRMILLIPD IV K RNEEDIFRNYD QLR
IDMYHUH SRYHsD@MIB XRROA@PRYNMK QD NRQW RdaNa Xtéd gl QR MH
CuSQ.
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Slika 19. Slike kontrolnih stanica alge. vulgarisi stanica alge nakor? sata izlaganj@uONP

(14,45 mgL?), C,ONP (11,89 mgL™?) i CuSQ (8,36 mgL™). Stanice su snimljene
konfokalnim mikroskopom svijetlom vidnom polju primjenom fluorescentne boje Fluostatin

, RIQDpHQWD @HPp QD VW IDNKRRRN DR S B DK IRQ FloMptaBt (ehvendy ]QDpHQ
OHNWLQRP &RQ$ RELOMHAHQLF & KRB HEPSHALOWREBM. R Q $
zadnji stupac prikazujezultae SUHNODSDQMD VYLK GRELYHQLK VOLND

Kvantifikacija slojaEPSvezanog za stanicu izvedena je mjerenjem vrijednosti POC, dok je za
kvantifikaciju slobodnogsloja EPS uhranjivoj podlozi izmjerena vrijednost DOC nakon
izlaganjasvimtretmanm D Q D Q R poth&/badrad= DDIE O L F D 6WDWLVWLPNL ]QD
NROQp RWRSOMHQRJ XJOMLND X KUDQMLYRM SRGOR]L X X\
nakonizlaganjastanicaCuSQ, dok se vrijednosti DOC nakdmlaganjaCuONP i Cuw,.ONP

QLVX 1QDpDMQR SURPLMH Qa.diuge ¥trdRé&; QitHedah @ebndjeRz@zvab R O X
]QDEBNRPMHQH X NROLpLQ lu dlinsuMid Ken{ral©wrezRitatigok&xiyju. N D

da jedino tretman s CuS@ stanicama algi izaziv8 RYHUD QX VL QWsthjaEPSORER G C
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RWSXaWHQRJ X K Udak@itvjedaX tr&mRad @akbK nema utjecaj na promjenu
sintezeslojaEPS vezanog za stanice alge.

Tablica 16. 2WRSOMHQL '2& L SDUWLNXODUQL RUJDQVNL VDG
stanicamaalge C. vulgarisi stanicama alg@akon 72 sata izlaganfauONP (14,45mg LY),

CWwONP (11,89mgL1) i CuSQ (8,36mgL™). Vrijednosti suprikazanekao srednja vrijednost
“VWDQGDUGQDWSRJBEHRBHARIGNH WH L]U B AQhanNKDjRseSJ VW D
]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S ” WehGhgrRauRBMiIM Padtho$ 129% S|
WHVWRP R]QDpHQL VX UD]J]OLPLWLP VORYLPD

Tretman DOC (pgstanical) POC (pgstanica?l)
Kontrola 0,370 0,024 5,225 “ 0,549
CuONP 0,454 “ 0,06 4,994 “0,26%
CuwONP 0,448 “ 0,047 5,045 “ 0,258
CuSQ 0,740 “0,1058 5,232 0,105

Oko stanicaC. vulgariskoje su analizirane TEM mikroskopijom u nativnim uvjetima bez
prethodne preparacijgzorkalL X] ('; ORNDOL]JLUDQH VX QDQRadVWLFH E
izlaganjasvim tretmanma s bakrom (Slik&0; Prilog 5. Rezultatisu pokazali da se CUONP i

Clk213 DOL L pHVW L Rlgahpsinid @HSQ,DalRana sloju EPS u obliku
YHULK DJORPHUDWD
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Slika 20. Slike kontrolne stanice aldge. vulgarisi stanica alge nakon 72 satéaganjaCuONP

(14,45 mgL™?), CkONP (11,89 mgL™) i CuSQ (8,36 mgL™), snimljenetransmisijskim
elektronskim mikroskopom (TEM) u svijetlom vidnom polju te elementanaga bakra i
VSHNWDU HQHUJLMVNL UD]JOXpXMXUH GHEDXpdbdhijengkbin UHQ G J +
72 sataizlaganMD QDYHGHQLP WUHWPDQLPD %LMIE®NPVIWUHOLF
QRYRQDVWDOH QDQRpPpHVWLFH EBiwselicgpdkRzQju Walsigidle D QD
NDUDNW H-rakd Wakrp.Q LK |

Analizaultrastrukturnih promjena otkrila je da sy tretmanis bakrom izazvaldestabilizaciju

VWD QL p QiHojaW blszrh@ide {iSlika1; Prilog 6. N D M Stdpiabh) plazmolizeXx RpHQ MH
nakonizlaganjastanica sCuSQ, iako je |]QDpDMQD UD]JLQD SOD]JPROL]D SUL
izlaganja CuONPNadalje, izlaganje staica tretmanu €CuSQ je izazvdo i QDMLjWDAHQL
destabilizacii LQWHJIJULWHWD VWDQLpQH VWLMHRARpHWDLGRIPEB B
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XRpHQH VX QD VWakanliAeQar)istavivd ISOUORH; dok MH QMLKRYD J]QDDpI
akumulacija 1D E L O M dilelk@i@nom sustavu kloroplastaakon izlaganja pHVWLFDPD
CwONP, aWR MH SRWY UYyH@Rinfge drap® O kthRiddma alge mistektirane

b HV W L Fidkdénhi2ldbdrnas CuSQ.

Slika 21. Ultrastruktur&ontrolne stani@ algeC. vulgarisi stanicaalgenakon72 satazlaganja

CuONP (4,45 mgL™?), CwONP (11,89 mgL™) i CuSQ (8,36 mg L) snimljera
transmisijskm elektronskn mikroskopm (TEM) u svijetlom vidnom poljue elementarna

mapa bakra spektar energijskiUD]OXpXMXUH GLVSHU]JLYQH EBXGJIJHQVN
dobiveninakon 72 sat&laganja CUONP i GIONP. Thy - tilakoidi; S- ANURE- \WWDQLpPpQD
VWLMHQND FUYHQH VWUHOLFH R]Q DipnembranpbijGdiskdtidd HQH QD
R]IQDpDYDMEW&®X3 VLYH VWUHOLFH SRND]XM Xzr@k skhrdAQDOH N
Mijerilo prikazuje —P
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KR OLpL Q Roj& jp NimeEenal stanice ilise 1D Gla adsloju EPS nakon tretmana s
QDQRpPpHVWLF D P DzmjeteRaQd tEhDIk&TTRMIXTablica 17) Tretmani s oba tipa
QDQRpPHVWLFD L]D]YDOL VX ]QDpPpDMQR SRYHUDQMH DNXPXO
odnosu na kontrolu, ali i na tretman s CuSO,]ODJDQMH pHVWLFDPD &X213
QDMYHURP DNXPXODFLMRP WDMWDpNXLVVQODGDWDPRO YMWRDP L
tretmanom LwO13 6 GUXJH VWUDQH NROLPLQD EDNUD X VORMX
LIPHYyX RYD GYD WUHWPDIQB GRMHRPOR NWD&XWRJ SRYHUDQME
stanicama i na sloju EPS u odnosuN&R QW UROX DOL WR SRYHUDQMH QLMH
5HIXOWDWL VX WDNRYHU RpHNLYDQR SRND]DOL GD L NRQW
stanicanai na sloju EPS. Dodatnoezultati su pokazali da jelaganje CuONR Cu.ONP
rezultiralo ] Q D p D Mo@ R R Gbinbakpaunesenonu stanieu odnosuQ D NROLPLQX DG U
na sloju EPSdok jenakon tretmana €uSQO QHaWHRID NROLpPLQD EDNUD L]PMHL

sloju EPS u odnosu na bakastanicama.

Tablica 17. 6 D G WakEakontrolnim stanicanai sloju EPS algeC. vulgariste stanicama i

sloju EPS algeakon 72 satazlaganja CUONP (14,45 mgY, CwONP (11,89 mg ) i CuSQ

(8,36 mg [Y) i omjer VDGUADMD EDNUD X V.WiieQrioBtDsBbikdzaneka® M X (36
srednja vrijednost* VWD QGDU G QD VAR IEHRNBERSRE NH WH—IBpkr® AHQH N
(10° stanicd? 7UHWPDQL NRML VH ]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S ”
Newman . HXOVRYLP SRVW KRF WHVWRP R]QDpHQL VX UD]JOLDpL\

— [ D N(Pstanica)?!

TUHWPI
6WDQLFH (36 6WDQLFH
.RQWU ‘ F ‘ :
&X23 ‘ D ‘ D
CLeONP ‘ : ‘ D
&X62 « F « F

453 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

Konfokalnommikroskopijom vizualiziransu VW D Q L p @ RlokoplaktiVistbERNS kontrolnih
VWDQLFD L VWDQLFD DOJL QDNRQ WUNWRG@DROPLY GRQRHBWNY
od 40 mg ! (Slika22 6WDQLPpQH VWLMHQNH YL]XDOdpbjlgDQH SL
Fluostatin |, bile su dobro vidljive i jasno definirane u svim uzorcima, dok je mjerenjem
DXWRIOXRUHVFHQFLMH XRpHQ NORURSODVW X VYLP DQDOI
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ConA vizaliziranje sloj EPS okd&ontrolnihstanica i stanica algi Ran svih tretmanaRezultati
pokazuju daséN R O IslojaEPS S R Y Hnako® $vih tretmanaodnosu na kontrolu D QDMY H U H
SRYHUDQMH ]DELOMHA&HQR MH @EINPRRSAJ@HNPD QMD DOJL pHV\

Slika 22. Slike kontrolnih stanica alg€. vulgarisi stanica alge nakoi2 sata izlaganja

40mgL? PSNP, PSNHx-NP ili PS-COOHNP. Stanice su snimljeneonfokalnim
mikroskopom wsvijetlom vidnom polu SULPMHQRP IOXRUHVFHQWQH ERMH
e VWDQLpPpQD V Wdutdflor@ddddcij@rQdp) ® [kidr@plast (crveng)lektinom ConA
RELOMHAHQLP V I0XRUKYVRHQOQ RIPBEPERBIMGPIKEzadn]i stupac
prikazujerezultae SUHNODSDQMD VYLK GRELYHQLK VOLND OMHULOI

=QDpDMQR VPDQMHQL VDGUDEDLK VRHEAR O MH QRN RIO MIIONIDI D Q
PSNP i PSNH2-NP u odnosu na kontrolu (Tablica 18). Nakon tretmana <CP®HNP,
LIPMHUHQD MH PD®RCYHRD YRV XM IPOQNRR/AWUROX DOL SRYHUL
]Q D p DI @uURe stranesvi treWPDQL V QDQRpHVWLFDPD]|QGRIODLMQYR UH C
podjednakoSRYHUPRO®IHp LQH S D U W LUNoAro€h U dtrotul @a4IlcBB)D a
QDMYHUD YULMHG QR MVaMganj&P® H8 HEH] MOHVOQ W/INRXES XU XM X GD V.
izazvali podjednalR SR Y H U D Q EldjaBPS @elzgno@zd stanice, dok su tretmani-BIPS
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iPSNH>-13 L]D]YDOL SRGMHGQDNR VPDQMHQMH VLQWH]H VORN
u odnosu na kontrolu.

Tablica 18 2WRSOMHQL '2& L SDUWLNXODWPQQC) RkddItDPIMNL VDG
stanicamaalge C. vulgarisi stanicama algeakon 72 sata izlaganjd0 mg L' PSNP,
PSNH2-NP i PSCOOHNP. Vrijednosti suprikazaneNDR V UH G Q M Dstéhdardidd G Q RV V
SRIJUHAMDLREH RIHISEHON.NH WH L] UD UGNV RDRLSN R/MIDQHAQDpD M
SUL S 7 MHGQRVPMHUQD $1RAX® SRDIUM GR LW ZKRDK) WHYV W I
VX UD]J]OLpLWLP VORYLPD

Tretman DOC (pgstanica') POC (pgstanical)
Kontrola 0,535 “ 0,222 4,795“0,133
PSNP 0,000 “ 0,000 8,835“0,733
PSNH>-NP 0,082 “ 0,016 8,737 0,332
PSCOOHNP 0,621 0,109 8,176 “ 0,055

Rezultati TEM analizer nativnim uvjetimabez prethodne preparacije uzargakazujuda se

svi tipovi QDQRpHV WL F [} DSRADVYWdIEPS [Slika23), GRN M Hbroy HuL
QDQRpPHVWLFD XRpHQ-NPLR$RQOMNP I W RoBUND trstnBfPS NH2-NP

koji je rezultrao QDMPDQMLP EUR NMelKIBJUBASQRpHVWLFD
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Slika 23. Slike kontrolne stanice alg€. vulgarisi stanica algenakon 72 sataizlaganja

40mgL™t PSNP, PSNH2-NP ili PS-COOHNP, snimljene transmisijskm elektronskm
mikroskopom (TEM)X VYLMHWORP YLGQRP SROMX %LMHOR VWUHO
PSNH2-NPi PSCOOHNP.

Rezultati TEM analize pokazali su da su svi tre@fa QDQRpPpHVWLFDPD SROLVWI
pojave plazmolize stanica (Slik# &WR MH QDMYLAH ELOR LJUDAHQR QD
PSNP 'RGDWQR QDNRQ VYLK WUHWPDQD ]DELOMHaHQD MH
RGQRVX QD NRQWU &ctabiliZzavijRilakdldndX ddtav@.D
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Slika 24. Ultrastrukturakontrolne stanie@ algeC. vulgarisi stanicaalgenakon72 satazlaganja

40 mg L PSNP, PSNH2-NP ili PS-COOHNP snimljera transmisijskm elektronskn
mikroskopm (TEM) u svijetlom vidnonpolju. Thy *tilakoidi; S +aNURE t¥WDQLpQD
VWLMHQND FUYHQH VWUHOLFH R]QDpD bnmboani 3MeRe® MHQH C
prikazuje —P

.ROLpLRDPIEH-NP i PSCOOH 13 XQHVHQLK X VWDQLFH DOJL LOL ]I
analizcanaMH PMHUHQMHP NROLPLQH SURGXNDWD SLUROLWLD
sastavnice (monomer, dimer, trimer). U cilju pronalaska signala produkata pirolize polistirena,

prvo su analizirane® D W IsiisQdzijePSNP, PSNH>-NP i PSCOOH-NP koncentracijad

100 mg i za daljnju analizu su odabrani trimgBlika 25.A1, B1, C% Prilog 7 i §. Iz
GRELYHQLK UH]XOWDWD MH YLGOMLYR GD VX VYL WUHW
akumulacijom PNP, PSNH2-NP i PSCOOH-NP u samim stanicama (Slik®.A4, B4, C4)

i na sloju EPS (Slik25.A5, B5, C5), dok u kontrolnim stanicama (SI&&aA2, B2, C2) i sloju

EPS kontrolnih stanica (Slika5 $ % & QLMH SURQDYHQ VLJQDO W
8VSRUHGERP LQWHQ]LWHWD VLJQDO LY QXL OKR/ SNRKJ HRGREIX UNHR @
SROLVWLUHQD X VWDQLFDPD L QD VORMX (36 VWDQLFD L]
tretmani s PSNP i PSNH>-NP G RY H O L akuru¥akijé polistirena u stanicama i na sloju

EPS u odnosu na tretman s-E60OH-NP. Nadalje, analiDb MH SRND]DOD GD VH ]QLC
QDQRpPHVWLFD SROLVWLUHQD ]DGUADOR QD VORMX (36 VWD
svih primijenjenih tretmana.

93



Slika 25. lonski kromatogrami trimera stirengantrolnim stanicana(A2, B2, C2)i sloju EPS

(A3, B3, C3) algeC. vulgariste stanicana i slojuEPS algenakon72 satazlaganja 40 mg 1

PSNP (A4, A5), PSNH>-NP (B4, B5) i PSCOOHNP (C4, C5), dobiveni SLUROLWLPNRF
plinskom kromatografijom spregnutom sa spektrometrijom m@&seGC-MS). Za svaki

primijenjen tretman prikazan SUR G XNW S L U BSpehtiaP ODMEIPp&DMKM XULK QDQR
polistirena (Al, B1, C1)
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4.6 FLW R WiRM\M@®DQ R p Hidha/ L F D
4.6.1 1D QR p H \iwdrébra

46.1.1 6DGUADM 526

Svi tretmanisa srebrom] Q D p BIM®RRY Hpirdiz&@odnju ROSu stanicama algiSlika 26).

1DMY BE.U'DpMiIh ROS izmjerenin situ NRULAWHQMH fh proba RHEHIVFHQW Q
H.DCFDA, izmjeren je nakon tretmana s AghiRrat, LDNR VH QLMH J]QDpDMQR L
usporedbi s rezultatim@etmana AGNOs N R U L a W éb® HE RSIEk4d26.A, B). Izlaganje

b HV W AGNPRDAB rezultiralo je] Q D p DMDQRMBGR ADMHP 526 X XVSRUHGE
WUHWPDQLPD DOL VX YULMHGQRVWL L GDOMHKAWROWH|@DpB
VD G U aD,vbtretmani sudovdl GR SRYHUDQMD YULMHGQRVWL X RGQI
su tretmani sAgNP-CTAB i AgNO; UH]XOWL U MO G UaHbt i Pusporedbi s
AgNP-citrat (Slika26.C).

Slika 26. 6DGUaDM Whlikakivikh RQS Ki kontrolnim stanicama algé. vulgarisi

stanicama algenakon 72 sata izlaganj@\gNP-citrat (0,188 mg L), AgNP-CTAB

(0,895mgL™Y) i AgNOs (0,130 mgL,! 6DGUADM XNXSQLK sSeeinReBdhHYyHQ Mt

fluorescentnih probadihidroetidij (DHE) (A) i 2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat

(H.DCFDA) (B), dok esDGUADM Y RGLNRMRY (S HzAhRMEN L. 6kBtraktima

stanica. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednostiVWDQGD U G QDG S RJU B ENLDp IRVG

eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja=(n TUHWPDQL NRML VAIJOQDEBDMQR UL
MHGQRVPMHUQD $129% SIKDMRYDLPLBRFMWQ KRF WHVWRP R]Q

slovima.
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4.6.1.2 2aW H ldib@dleRkula

Svi tretmaniizazvali VX SRY¥ R@WMMHIipd®Q MWR MH ELOR QDrdrivanind L]UDAaF
AgNP-citrat i AgQNOg, dok je treman s AgNP&7$% L]D]YDR QDMPDQMH SRYHI
MDA u odnosu na kontrol(Slika27.A).

Od svih tretmana sa srebrom, samo je tretman SAQNDDpDMQR SRYHUDR NROLpPLQ
karbonila u usporedbi s kontrolom (SIiRZB). AgNP-citrat rezultirao egEODJLP SRYHUDQMI
dok je tretman #&gNP-CTAB GRYHR GR EODJRJ VPDQMHQD NROLpPLQH S
]JDELOMHAHQH SURPMHQH QLVX ELOH VWDWLVWLpPNL ]QDpDM

$QDOL]ID JHQRWRNVLPpQRVWL SRND]DOD Mrhblekule PDNA WYL WULF
stanicama algi u odnosu na kontrolu (SIRAC 1D MMDDPRW RNMLIPEN. L]D]JYDR N
AgNP-CTAB, dok je tretman s AgN§€izazvao najmanjeS R Y H UB&QWHHI H QuMdhost $

na kontrolu

Slika27. 6DGUAaDM PDORQG L D,QreteinskilGkarbadil§B) i gostotakmolekule

DNA u repu(C) u kontrolnim stanicama alg€. vulgarisi stanicama algeakon 72 sata

izlaganjaAgNP-citrat (0,188 mgL™), AgNP-CTAB (0,895 mgL™) i AgNOs (0,130 mgL™Y).

Vrijednosti predstavljaju srednje idnosti ©* VWDQGDUGQd dvik UDHA&MNPL WD

eksperimentasvaki sa 6 ponavljanja TUHWPDQL NRML VH |QDpDMQR UL
MHGQRVPMHUQD $129% .SIKDMRYDLPLBRFMWQ KRF WHVWRP R]Q

slovima.
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4.6.1.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima

6YL WUHWPDQL ]QDpDMQR VX SRYHUDOL DNWLYQRVW SHURI
(Slika28.A, B). Tretman s AQNQ UH]XOWLUDR MH J]QDpD BRI QR B MIOR

QDMQLALP SRYHUDQMHP DNWL YIiQRSAY, doB j& akivnosPXQil&d DPD DO
MHGQDNR SRYHUDQD X VYLP WUHWE8IiRQEBD X XVSRUHGEL V I

TretmansAGNQMHGLQL MH ]QDpDMQR SRYHUDR DNWLYQRVW &$7 )
WUHWPDQD V $J13 |DELOMHAHQRLBD®DVYW BWRLY\HW PEOWILH | DD D K

3RYHUDQMH DNWLYQRVWL 62' |DELOMH&HQR MH QDNRQ R
AgNP-&7$% L]D]YDR ]QDPDMQR SRYHUDQMH28D)RTBORYVX QD NF

AgNO:s nije rezultirao promjenom u aktivnosti enzit@®D u odnosu na kontrolu.

Slika 28. Aktivnosti antioksidaijskih enzima pirogalol peroksidaze (PPX) (A), askorbat

peroksidaze (APX) (B), katalaze (CAT) (C) i superoksid dismutaze (SOD) €@ntrolnim

stanicama alg€. vulgarisi stanicama algeakon 2 sata izlaganjAgNP-citrat(0,188 mgL}),

AgNP-CTAB (0,895 mgL™) i AgNOs (0,130 mgL™). Vrijednosti predstavljaju srednje

vrijednosti * VWDQGDUG Q@Rv&ERD YPHEANWD HNVSHULPHQWD= VYDNL
7TUHWPDQL NRMUDVAHLNA@UMEXDBOQIR S ” MHGQRVPMHUC

Newman . HXOVRYLP SRVW KRF WHVWRP R]J]QDpPpHQL VX UD]JOLpPpL\

4.6.1.4 SD G Urgebridimskih antioksidansa
.ROLPpLQH Chrahtigkkidénga\diley X ] Q D gniaMefdrnakon svih tretmana u odnosu
na kontrolu(Slika29). 6 YL WUHWPDQL XJURNRYDOL VX [QODW0 ML XPD G
]JDELOMHAHQ MH QD NR ®naldiiiw RgNEiDrat\(Sltkd 22A). Nadalje svi
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tretmani uzrokovali suyyQDpDMQR L Shadevijel GreEaNFSH/GSSGuspordbi s
kontrolom (Slika29.B).

Slika 29. 6 D G Wédbinskog antioksidansa proli(®) i omjer reduciranog i oksidiranog

glutationa (GSH/GSSG) (B) kontrolnim stanicama alge. vulgarisi stanicama alg@eakon

72 sata izlaganjaAgNP-citrat (0,188 mgL™), AgNP-CTAB (0,895 mgL™) i AgNOs
(0,130mgLY). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti VWD QGDUG QDdVvBRJIJUH AN
UD]JOLPpLWD HNVSHULPHQWBE VY DUH WD Q § RNGRIMYLO WIHD Q@D DM ¢
S MHGQRVPMH UQdDNewhiz. $H SOVRYLP SRVW KRF WHVWRF
UD]J]OLpLWLP VORYLPD

4.6.1.5 Ekspresija proteina Hsp90 iHsp70

Tretmani s AgNFitrat i AQNP-CTAB rezultirali su podjednakim smanjenjem ekspresije
SURWHLQD +VS SUDUHQ MDpPLQRP RERMMWHRVD $NRSWUH QLW
smanjila nakon tretmana s AgN(Blika30.A). S druge stranekspresijgproteina Hsp70 nije

VH ]QDpDMQ Rnifs hhkRoRjedvidgi@@tn@ma u odnosu na kontrdslika 30.B).
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Slika 30. Imunodetekcija proteina Hsp90 (A)Hsp70 (B) te ukupni topivi proteini obojani

bojom Coomassie Brilliant Blu¢CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama al@e vulgarisi

stanicama algaeakon 72 sata izlaganfsgNP-citrat (0,188 mgL™), AgNP-CTAB (0,895 mg

L) i AgNOs (0,130 mgL™). Proteini su razdvojeni 12%om SDSPAG elektroforezom,
prenesenina nitroceluloznu membrarkpja je potominkubiranasa VSHFLILpQLP SULPDL
antitijelima. M zbiljezi molekulskih masa (kDa)

4.6.2 1D QR pH MWhakral

46.21 6DGUADM 526

Svi tretmani s bakrom zfaDM QR VX L SRGMHGQDNR SRYHUDOL XNXSQ
R G U hhyditurimjenom dviju fluorescentnih proba, u odnosu na kont(Slika 31A, B).

Jedino je tretman €uONPrezultirao s manjom vrijednosNRUL&aWHQ MDOFDAUREH +
odnosu na ostaltretmane, iako jeanabila | Q D p DNH@ &Inosu na kontrolu. S druge strane,
NROQIHOQX VWDQLPpQLP]IRPYWNMQRWLH 3R Y HddR Bu WdiniRaR s& X 6 2
QDQRpHVWLFDPD UH]XOWLUDOL EODJLP LDNR 8B WWDWLV)
odnosu na kontrolu (Slikal.C).
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Slika 31. 6DGUADM WhlikaXivikh fRQE KiI kontrolnim stanicama algé. vulgarisi

stanicama algeakon 72 sata izlaganuONP (14,45 mgt), CwONP (11,89 mg 1) i CuSQ

(836 mg ') 6DGUADM XNXSQLKin5sit6 pieodmhyiQeskentnih proba
dihidroetidij (DHE) (A) i 2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat ¢BCFDA) (B), dok je
sDGUADM YRGLNRWYRY®) &H izRjNreL G Rekstraktima stanica. Vrijednosti
predstavljajusrednje vrijednostt VWDQGDUGQ I SR IUWHONDLRMED HNVSHULPE
6 ponavljanja (= 7TUHWPDQL NRML VH |]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL
SUDUHQD-1HX®VURYLP SRVW KRF WHVWRP R]QDpPHQL VX UD]C(

4622 2a8WHUHQMD ELRPROHNXOD

3HURNVLGDFLMD OLSLGD X VWDQLFDPD DOJL ]QDPDMQR VH
kontrolu (Slika32 $ LDNR VX QDQRpPHVWLFH L]D]YDOBHYHIH SR
WUHWPDQLPD &X 213 VX L]D]YDOH MDBMOKhkietnBRYCUSOQ M H Y L
LID]YDR QDMPDQMH SRYHUDQMH YULMHGQRVWL 0'$ X RGQR\

2G VYLK SULPLMHQMHQLK WUHWPDQD VDPR MH L]ODJDQI
proteinskih karbonila u usporedbi s kontrolom, dok ostali tretmani nisu izazvalAWHUOHQMH
proteina (Slika32.B).

$QDOL]D JHQRWRNVLPpQRVWL SRND]DOD MH GD VX VYL SULPL
DNA u stanicama algi u odnosu na kontr@lika32 & 1DMYHUL JHQRWRNVLpPpQL X
jeCusQ, D QDMPDQMH WRIVHOPMDPMHIRE RGQRVX QD NRQWUROX

tretmana s CuONP.
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Slika32 6DGUaDM PDORQG L D,@rGteinskilGkarbadil§B) i gostotakmolekule

DNA u repu(C) u kontrolnim stanicama alg€. vulgarisi stanicama algeakon 72 sata
izlaganjaCuONP (14,45 mg 1), CwONP (11,89 mg 1) i CuSQ (8,36 mg L1). Vrijednosti
predstavljaju srednje vrijednosti VW D QG D U G& OvaB R WH-HN B/ D HMaKiSH UL P H Q!
6 ponavljanja (= 7UHWPDQL NRML VH ]QD p pelindsjésria IO M X S UL
SUDUHQD-1HX®MRYLP SRVW KRF WHVWRP R]JQDpPpHQL VX UD]C

4.6.2.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima

$QDOL]D DNWLYQRVWL SHURNVLGD]D $3; L 33; QDNRQ WU
X p L @daNretmana £uSQ NRML MH L]D]YDR QDMYHUH VPDQMHQMH
odnosu nakontrolu (Slikéd3 $ % 7UHWPDQL V QDQRpHVWLFDPD EDNUD
aktivnost PPX, dok je tretman s NP smanjio aktivhost enzima APX u odnosu na kontrolu,

ali nijeimaoQL SULEOLAQR MDN XpLQDN NDR &X62

$NWLYQRVW HQ]LPD &$7 WDNRYHU MH ]QDpDMIRRU Y@ DQMLR
kontrolu (Slika33 & AWR VH WLpH WUHWPDQD V QDQRpHVWLFDP
CwO13 EODJR SRYHUDR &$7 D N Writrgl@ RkoWdvederR GranReviexniuD N R
ELOH VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQH

7JUHWPDQL V QDQRpHVWLFDPD EDNUD L]D]YDOL VX SRYHUI
VWDWLVWLPNL ]QD pDM Q B3.DJ.[5RIRIgEBtr&nk, 2reBnart OQuSar ultirao
MH ]QDpPHM@QMAQMHP YULMHGQRVWL X RGQRVX QD NRQWURO
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Slika 33. Aktivnosti antioksidaijskin enzima pirogalol peroksidaze (PPX) (A), askorbat
peroksidaze (APX) (B), katalaze (CAT) (C) i superoksid dismutaze (SODy {@ntrolnim

stanicama alg€. vulgarisi stanicama alg@akon72 sataizlaganjaCuONP (14,45 mg t),

CwpONP (11,89 mg 1) i CuSQ (8,36 mg L2). Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti
VWDQGDUGQDdva B DYBIIAINIDN D HNV S H panBvija@jsv(B- 12). YT E2ihaniV D
NRML VH |1QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S ” MEBQVRYV PMHUQ
SRVW KRF WHVWRP R]QDpHQL VX UD]OLpPpLWLP VORYLPD

4.6.2.4 SD G U abevidimskih antioksidansa

6YL WUHWPDQL V EDNURP ]QDLDM QM @K D BIRGIMHIE.@DNR KB (
(Slika34 $ 6 GUXJH VWUDQH VYL WUHWPDQL L]D]YDOL VX ]QD
odnosu na kontrolu (Slike4 % 1DMMDpL XpLQDN JDELOMHAHQ MH QDNR
CwO13 LID]YDOH Q Danje angekiidSEHRS%SEIu odnosu na kontrolu.
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Slika 34. 6 D G Wl@dbdinskog antioksidansa proli(®) i omjer reduciranog i oksidiranog

glutationa (GSH/GSSG) (B) kontrolnim stanicama alge. vulgarisi stanicama alg@akon

72 sata izlaganj€uONP (14,45 mg %), CwONP (11,89 mg 1) i CuSQ (8,36 mg LY.

Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednostt VWDQGDUGQd@ dv&k UDH@MNPLWD
eksperimenta, svaki sa 6 ponavljanja=(n TUHWPDQL NRML VH |QDpDMQR UL
(jednosmjerna$129% SUDUHQD . HXDWIRQ LP SRVW KRF WHVWRP R]Q
slovima.

4.6.2.5 Ekspresija proteina Hsp90 iHsp70

Svi tretmani vakromVPDQMLOL VX MDpLQX HNVSUHVLMH SURWHLQD
MH ELOR MDpH L]UDaH@RPQODMNEMU WEpdiediR BGDDIPYSKERE.A).

S druge strane,kepresia SURWHLQD +VS QLMH V Hit] QaRdnpdh@R SURP |

tretmana u odnosu na kontrdfslika 35.B).

Slika 35. Imunodetekcija proteina Hsp90 (A) i Hsp70 (B) te ukupni topivi proteini obojani
bojom Coomassie Brilliant Blu¢CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama al@e vulgarisi
stanicama algeakon 72 sata izlaganuONP (14,45 mgt), CONP (11,89 mg ) i CuSQy
(8,36 mg LY). Proteini su razdvojeni 12%mom SDSPAG elektroforezomprenesenina
nitroceluloznu membrankoja je potomnkubiranasaVS HF LI L p Q L Par8iyelirRdDNM @ L P
biljezi molekulskih masa (kDa)
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463 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

4631 6DGUADM 526

$QDOL]D XNXSQR JinvsiuGptingi@ndhDfludscentnih proba DHE i:BICFDA
SRND]DOD MH VOLpDQ UH]XOWEROHIGM] @ DVpHD MI®I S LSRRY RUDHRWA
ROS u odnosu na kontrolu (SliB& $ % 2YL UH]XOWDWL GMH®RFAIMBR VX
H20. LIPMHUHQLP X VWDQLDp@BE), Hdje\susarioNrairhamils RBIONPN D
PSCOOH 13 UH]XOWLUDOL ]QDpDMQLP SRYHUDQMAOBCHNRILMHGQTF
LPDR ]QDpDMQR QDMMDpPL2pLQDN QD DNXPXODFLMX +

Slika 36. 6DGUAaDM ohlikakivika fRQE Ki kontrolnim stanicama alg€. vulgarisi

stanicama algeakon 72 sata izlagarg® mg L PSNP, PSNH2-NP i PSCOOHNP. 6 DGUA&D M
XNXSQLK 526 RmRGsliubpsirdighomdl ffuorescentnih probaihidroetidij (DHE) (A) i
2,7-diklorodihidrofluorescein diacetat (BCFDA) (B), dok esDGUADM YRGLNRYRJ SH
(H202) (C) izmjeren u ekstraktima stanica. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijedfosti
VWDQGDUGQDGYRIJUBEWNIDp RD HNVSHULPHQ¥DP). TvefraM L VD $
NRML VH ]QDpDMQR UDJOLNXMX SUL S 7 MduBQviRV P M H U Q
SRVW KRF WHVWRP R]QDpHQL VX UD]J]OLpLWLP VORYLPD

4.6.3.2 2aW H Unib@dkekula

Tretmanis PONP i PSNH-NP L]D]YDOL VX ]QDpDMQR L MHGQDNR SRYHI
X RGQRVX QD NRQWUIOOK 1% RN VWHXWIRF-NHRY® OH RaAWHUHQMH
algi (Slika37.A).
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AWR VH WLpH RAWHUHQMDNPS$BFOOGH 1D | QDY B W P B QUROVL 38R G M
SRYHUDOL VDGUADM SURWHLQVNLK NDUER QINGANPXnijig GQRV X
SRND]DR XpL3@B)N 6OLND

$QDOL]D JHQRWRNVLPQRVWL SRND]DOD MH GD VX VYL WUH
RGQRVX QD NRQWUROX NDINDFE LNOHV MPHRIRBYED Bretméahi lsQ D
PSNH2-NP i PSCOOH 13 LPDOL VX PD QM X cHRoSUR/RISILDABR V W

Slika37. 6DGUAaDM PDORQG L D,QrGtelnskilGkarbadil§B) i fostotakmolekule
DNA u repu(C) u kontrolnim staniama algeC. vulgarisi stanicama algeakon 72 sata
izlaganja40 mg Lt PSNP, PSNH-NP i PSCOOH-NP. Vrijednosti predstavljaju srednje

vrijednosti * VWD QG DU G Q@Riv&E RD YAHLAIN. W D  HsMaKiSsal & honavavjalin
12). Tretmani kojis§ QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S " MHGQRVPMHU
.HXOVRYLP SRVW KRF WHVWRP R]JQDPpHQL VX UD]J]OLpPpLWLP V

4.6.3.3 Aktivnost antioksidacijskih enzima

6YL WUHWPDQL V EDNURP SRYHUDOL VX DNWLYQRVW SHURN
(Slika38 $ % LDNR VX VH XpLQFL UD]JOLNRY INBANR [A+VgoX WUHW
MH QDMYHUH SRYHUDQMH DNWLYQRVWL RED HQ]JLPD LDNR ]
u odnosu na REOOHNP. TretmansPSL 3 UH]XOWLUDR MH Eif@dhddtiRojsRY HU D C
QLMH ELOR ]QDPDMQR X RGQRVX QD NRQWUROX $NWLYQR
QDNRQ VYLK WUHWPDQD X XVSRUUOGHNP Zain&asWnajmeneP D pH
DOL VWDWLVWLpPpNL |1QDpDMQR SRYHUDQMH
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SNWLYQRVW HQ]JLRDVES$TY IQCIMHVGE@DNR SRYHNBDNRPIiRDNRQ WL
COOHNP, dok je tretmana s F$P blago smanjio aktivhost enzima CAT u odnosu na
NRQWUROX LDNR QDYHGHQR VPDQMH@BI®. QLMH ELOR VWDW

awR VH WLpH HQ]LPD -BA:-NPN BSOOCH 3. |V BWDMQR VX L SRGM
smanjili njegovu aktivnost u odnosu na kontrolu, dok tretmandBSQLMH SRNDgDR XpLC
njegovu aktivnos(Slika 38.D).

Slika 38. Aktivnosti antioksidaijskih enzima pirogalol peroksidaze (PPX) (A), adiar
peroksidaze (APX) (B), katalaze (CAT) (C) i superoksid dismutaze (SODy @@ntrolnim

stanicama algeC. vulgarisi stanicama algenakon 72 sata izlaganjd0 mg L™t PSNP,

PSNH2-NP i PSCOOHNP. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti standardna
SRIJUHAWBUD]OLpLWD HNVSHULPHQWD = 1Y Didtmai Roji SSRQDY O
]QDpPpDMQR UD]JOLNXMX SUL S 7 MH G Q-RauRBdif paldtho$ 129% S|
WHVWRP R]QDpHQL VX UD]J]OLPpLWLP VORYLPD

4.6.3.4 SD G Urgebridimskih antiokstlansa

6 D G eéebzinski antioksidans#io je smanjen nakon svih tretmana u odnosu na kontrolu
(Slika39 6YL WUHWPDQL XJURNRYDOL VX |1QDpDMDQ SDG VDGL
MH ELOR SRVHEQR L]UDaH QNH-RMD ($lk& 39M)U AnaliRD gnijeraV 3 6
GSH/GSSG pokazala je da su svi tretmani podjednako smanjili omjer GSH/GSSG u odnosu na
NRQWUROX RGQRVQR GD MH MHGQDNR VPDQMHQD UD]LQD
oblika glutationa u stanicama (SIik&Q.B).
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Slika 39. Sadra Inkenzimskog antioksidansa proli(®) i omjer reduciranog i oksidiranog
glutationa (GSH/GSSG) (B) kontrolnim stanicama algé. vulgarisi stanicama alg@akon

72 sata izlaganja0 mg L' PSNP, PSNH2-NP i PSCOOH-NP. Vrijednosti predstavljaju

srednje vrijednosttt VWD Q GD U Gd@ obva88B RDJJWH$N YD HNVSHULPHQWD VYD
(n= 7TUHWPDQL NRML VH ]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S "
Newman . HXOVRYLP SRVW KRF WHU WMRRVLP]|DRHQP IV X U

4.6.3.5 Ekspresija proteina Hsp90 iHsp70

Tretmani s PSNP i PSNH>-NP smanijilisu ekspresiju proteina Hsp90 u odnosu na kontrolu,

PHYyX NRMLPD MHI1IWUHWFEFDR QBMMDpH VPDQMHQMH HNVSUI
COOHNP nije imao utjecaj na njegovu ekspresiju (SIkAA). S druge strane, ekspresija
SURWHLQD +VS QLMH VH ]QDpDMQR SURPLMHQLOD QDNF

polistirena u odnosu na kontrolu (Slika.B).
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Slika 40. Imunodetekcija proteina 80 (A) i Hsp70 (B) te ukupni topivi proteini obojani
bojom Coomassie Brilliant Blu¢CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama al@e vulgarisi
stanicama algeakon 72 sata izlaganf® mg L PSNP, PSNH2-NP i PSCOOH-NP. Proteini
su razdvojeni 12%nom SDSPAG elektroforezomprenesenina nitroceluloznu membranu
koja je potonminkubiranasa VS HF LI L p Q L Pa8ilijdlirrddNM QHiljezi molekulskih masa
(kDa).

47 8pLQDN QDQR p HaA/pMLES btdsiritdze€) D

47.1 1D QR pH¥Wdrébka

4.7.1.1 K R O b pto8intetsih pigmenata klorofila ai b te karotenoida

Tretman s AQN@ SRYHUDR MH V Daulddrdsv nhl KnRGIR lalli Ona tretmane s oba

tipa AgNP (Slika4l $ GRN VX VYL WUHWPDQL UH]XOWLUDOL ]QDpC
VD GU&aDM b ud@nBwria ko@rblySlika 41.B). Zanimljivo je da su tretmani sba tipa

AgNP ]QDPDMQR L MHG QD N&otgivibauvbtdsu haFkanhtrdiu, @oktman s

AgNOsnijle LPDR X (Slika4li).
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Slika 41. 6 D G WlarbfiM a (A), klorofilab (B) i karotenoida (Cy kontrolnim stanicama alge
C. vulgarisi stanicama alge nakaf® satazlaganjaAgNP-citrat (0,188 mg %), AQNP-CTAB
(0,895 mg ') i AgNOz (0,130 mg Y. QULMHGQRVWL SUHGVWDYOMDM X

VWDQGDUGQD SR JUilekdpbrirReGtaGVaRi sd B penayjanja (n = 12). Tretmani
NRML VH ]QDpPDMQR UD]JOLNXMX SUL S *

MEBQ/RY PMHU Q
SRVW KRF WHVWRP R]JQDpHQL VX UD]J]OLpLWLP VORYLPD
4.7.1.2 Stopa fotosinteze

Niti jedan tretman s UHEURP QLMH L]D]YDR NRDALPMQH GDWRWBMERH

XYMHWLPD P ifahBs?) L-RFPEROOV MDYDQMD VY MH WoRQMRFLigkaVH QLW H
VH XRpDYD WUHGJDBEEODMHAH G B GRKONLviheknaNdu\odndsu na
NRQWUROX 3UL LQWHQ]LWHW XotoR MY $ HWROWHHQHWQD RAVGH [QIDp L

podjednako manja stagotosintezenakon izlaganja svim tretmanimaodnosu na kontrolu
(Slika42).
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Slika 42. Stopa fotosinteza kontrolnim stanicama aldge. vulgarisi stanicama alge nakaf?

sata izlaganja AgNP-citrat (0,188 mg L), AgNP-CTAB (0,895 mg [}) i AgNOs
(0,130mgL™?) SUL UDVWXiULP YULMHGQRVWLPD LQWd@FEWHWD VY
Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednostiV W D Q G D U Gag i pSrianjdiiha TMddmani

NRML VH ]1QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S ” MduBQ/RV PMHUQ
SRVW KRF WHVWRP R]JQDpHQL VX UD]J]OLpLWLP VORYLPD

4.7.1.3 Fluorescencip klorofila a

SvitretmaniVD VUHEURP ]Q D p DadsprRinvVk¢antri? @riqos RSIFK/Fr) u odnosu
nakontrou A4WR MH ELOR GakoN tkinpié 4 AGNBEABQAYNO: (Slika43.A).

S druge strane, vrijednoBlars LQGHNYV XpLQNRY LMY VN4 iQR iRAkorQ WH | H
tretmana s AQgN®@ GRN VH SRYHUDOD QDNRQ WUHWPDQD V RED W
(Slika43.B).
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Slika 43. Maksimalni kvantni prinos PS(Fv/Fm) (A)i LQGHNYV XpLQNRYIRMBVWL IRW
(B) u kontrolnim stanicama gé C. vulgaris i stanicama alge nakoi2 sata izlaganja
AgNP-citrat (0,188 mg L), AQNP-CTAB (0,895 mg [*) i AgNO3 (0,130 mg LY). Vrijednosti
predstavljaju srednje vrijednosti VWD QG D U G&@ v B RDJJWH HN B/ D HMaKiSH UL P H Q!
6 ponavljanjgn = 7UHWPDQL NRML VH ]QDPpDMQR UD]JOLNXMX SUL
SUDUHQD-1HX®NMRYLP SRVW KRF WHVWRP R]JQDpPpHQL VX UD]C(

4.7.1.4 Ekspresija proteina RuBisCoi D1

Ekspresija proteina RuBisGuje se ] Q D p Prigngjéhila nakon nitigdnog tretmana u odnosu

na kontrolu(Slika44.A). S druge strane, AgNEitrat i AQNO: SRYHUDOL VX HNVSUHVLI
' GRN VH QMHJRYD HNVSUHVLMD QLMH ]QDp-OMBR SURPLI
odnosu na kontrolu (Sliké4.B).
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Slika 44. Imunodeekcija proteinaRbcL (A) i D1 (B) te ukupni topivi proteini obojani bojom
Coomassie Brilliant Blu€CBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama al@evulgarisi stanicama

alge nakon 72 sata izlaganja Agifrat (0,188 mg L), AQNP-CTAB (0,895 mg [}) i AgNOs

(0,130 mg LY). Proteini su razdvojeni 12%hom SDSPAG elektroforezom, preneseni na
QLWURFHOXOR]QX PHPEUDQX NRMD MH SRWRP LQNXELUDQD
biljezi molekulskih masa (kDa).

472 1DQRpHMWhakre

4.7.2.1 K R O b pto&intetskih pigmenata klorofila ai b te karotenoida

$QDOL]D VDGUADMD NROLPLQH IRWRWERWHWBBLK HS VIPLHQED
EXGXuL GD VH VDGUADM RED IRWRVLQWHWVND SLJPHQWD
CuONP, dok su druga dva tretfQedD UH]XOWLUDOD VDPR EODJ%liRa SRYHUD
45 % % 6 GUXJH VWUDQH VYL WUHWPDQL VD VUHEURP SRY
NRQWURORP LDNR MH SRYHUDQMH ELOR VWDWL®BWapNL J]QD
45.C).
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Slika 45. 6 D G WlarbfiM a (A), klorofilab (B) i karotenoida (Cy kontrolnim stanicama alge

C. vulgarisi stanicama alge nako@2 sata izlaganjgfCuONP (14,45 mg 1), CwONP
(11,89mgL ™) i CusO (8,36 mglY). SULMHGQRVWL SUHGVWDYOMDMX VUHG
SRIJUHAWBUD]OLpLWD HNVSHULPHQWD VYDNL VD SRQDYO
]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S ” MH G Q-RauBdif paldtho$ 129% S|
WHVWRP R]IQDIEDAMHQW VX WORYLPD

4.7.2.2 Stopafotosinteze

Niti jedan tretman s bakromje rezultirao] Q D B pfé@njeromu NROLPpLQL QDWWDORJ
XYMHWLPD PURND?>s! -PREDVMDYDQMD VYMHW®RRPsLQWHQ]L
(Slika 46). Pri intenzitettuRVY MHW OMH Q M DiotlRa@®? s PRID-RP\RHD XRpLWL GR
VOLPDQ WUHQG QDLPH SUL LQWHE] L \wsHoredoi ¥ XavtiddO D R G
WUHWPDQ V &X213 ]QDpDMQR MH 2RY HILDFH VS/RRIDADRWRNVQ Q]
tretman s CuS® |QDpDMQR VPDQMLR VWRSX IRWRVLQWH]H 3U
— Pi@m? st tretman s CuONP nije rezultirao promjenom, dok suQBIP i CuSQ
]QDpDMQR VPDQMLOL VWRSX IRWRVLQWH]H X XVSRUHGEL
]JDELOMHAHQR ]D &X62
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Slika 46. Stopa fotosinteza kontrolnim stanicama alge. vulgarisi stanicama alge nakaf?
sataizlaganjaCuONP (14,45 mg 1), CONP (11,89 mg ) i CuSQ (8,36 mg L) pri
UDVWXULP YULMHGQRVWLPD LQWHQ kWD), Vijedriosti O D
predstavljaju srednje vrijednosti VW D Q G D U G QdDtri fdrawjadja.Nrietmani koji se
]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S " M H G @-RauBif padtho$ 129% S|
WHVWRP R]QDpHQL VX UD]J]OLPLWLP VORYLPD

4.7.2.3 Fluorescencip klorofila a

6YL WUHWPDQL VD VUHEURP SRYHUDOL VXaRbBdossha DPHWU
kontrolu (Slikad47 6YL WUHWPDQL ]QDpDMQR/FYXa afM\DH LD ®hL @ D NN
]JDELOMHAHQ MH QDNRQ WUHWPD Q BWR QuijeidridgiAip \Wonédd PD 60 L
VX WUHWPDQL V QDQRpPHVWLFDPD LPDGalrevhBrps CXPNFQD N X
rezultiracje QDMYHULP SEk&4rBQ MHP
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Slika 47. Maksimalni kvantni prinos PS(Fv/Fm) (A)i LQGHNYV XpLQNRYIRMBVWL IRW
(B) u kontrolnim stanicama aldge. vulgarisi stanicama alge nakof2 sata izlaganj@uONP

(14,45 mg ), CwONP (11,89 mg &) i CuSQ (8,36 mg L%). Vrijednosti predstavljaju

srednje vrijednosttt VWD Q GD U Gdg Bva8 RDJJWH.HN Y D HsiXaki SaHa poriaj@nh\w D

(n= TUHWPDQL NRML VH ]QDpDMQR UD]JOLNXMX SUL S ”
Newman . HXOVRYLP SRVW KRF WBVW.REWRPQYVPR YL PDX

4.7.2.4 Ekspresija proteina RuBisCoi D1

Ekspresija proteina RuBisCaije se ] Q D p [pMr@QijBnila nakon niti jednog primijenjenog
tretmana u odnosoa kontrolu(Slika 48.A). S druge strane, tretmani s CUONEUWONP su
SRYHUDOL HNWHKIUHNVLMPBYRNRMLPD MH WUHWPDQ V &X213
sCp213 EODALP SRYHUDQMHP GiRsiarjicHekgpiadijinprobeia V1 & X 6 2
odnosu na kontrolu (Sliké8.B).
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Slika 48. Imunodetekcija proteinRbcL (A) i D1 (B) te ukupni topivi proteini obojani bojom
Coomassie Brilliant BluéCBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama al@evulgarisi stanicama

alge nakon 72 sata izlaganfPuONP (14,45 mg 1), CwONP (11,89 mg 1) i CuSQ
(8,36mgL™Y). Proteini su razdvojeni2%tnom SDSPAG elektroforezom, preneseni na
QLWURFHOXOR]QX PHPEUDQX NRMD MH SRWRP LQNXELUDQD
biljezi molekulskih masa (kDa).

473 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

4.7.3.1 K R O b pto&intetskih pigmenata klorofila ai b te karotenoida

$QDOL]D VDGUADMD IRWRVLQWHWVNLK SLIPHQDWD SRND]D
pigmenta (Slika49 6D GUA&D M ibORH RIDORWHQRLGD ]QDpDMQR VH S
tretmana s P8IH>-NP u odnosu na kontrolu; tretman s-RS Qb WMH VPDQMLR VD
kloroflaa L NDURWHQRLGD WH B0OdxPRCUOHE1BA QD MMNHORRIRDIDR QD]
XpLQDN QD VDGUADM DQDOL]JLUDQLK SLJPHQDWD
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Slika 49. 6 D G WlarbfiM a (A), klorofilab (B) i karotenoida (Cy kontrolnim stanicama alge

C. vulgarisi stanicama alge nako@2 sata izlaganja0 mg L* PSNP, PSNH2-NP ili
PSCOOHNP. OULMHGQRVWL SUHGVWDYOMDMX VUHGQMH YULMF
UD]J]OLpLWD HNVSHULPHQWD VYDNWRDQLSRRWY YMDQMPD MDQ
S MHGQRVPMHUQD $129.$ SODVRMOQM IRZWDIQRF WHVWRF
UD]J]OLpLWLP VORYLPD

4.7.3.2 Stopa fotosinteze

7TUHWPDQL V QDQRpHVWLFD P®DDHRLMQHV ENURREIIPHIQ B/ R4 YW D D A&
X XYMHWLPD PN L—IPRWH Q]LW HW D odYrVf WSk 56.G —PFR
UL LQWHQ]JLWHWX R Mo¥aMHsA vMret@aviiBmBRr@li su stofiiRosinteze u
RGQRVX QD NRQWUROX &aW RSMH}-NPL ©FCQDBHMAV Brifiterizitetd aH Q R ]
VYMHWOD Rdana m? si- BWR @etmani su podjednako smanijili stopu fotosinteze u

usporedbi s kontrolom.
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Slika 50. Stopa fotosinteza kontrolnim stanicama aldge. vulgarisi stanicama alge nakaf?
sataizlaganja40 mg L PSNP, PSNH2-NP ili PSCOOH13 SUL UDVWXiULP YULMH
LQWHQ]JLWHWD VYMHW O Bona m? s?). Vrijednosti predBtRgju srednje
vrijednosti“* VWDQGDUG®&®Bi SROUWHEONWD QMD 7UHWPDQL NRML VH ]
” MHGQRVPMHUQD $129% HFHUDVRQLP 1SH2WPW KRF WHVWRP
UD]J]OLpLWLP VORYLPD

4.7.3.3 Fluorescencip klorofila a

1LWL MHGDQ WUHWPDQ V QDQRpPpHVWLFDRPnaSRanjesuV L UH QL
vrijednostiF/Fm u odnosu na kontrolu (Slikel $ LDNR VX-pB\SWINPHD3®H [QDpDI
VPDQMHQMH X RGQRVX QD QDQRpHVWLFH V IXQNFLRQDOQL
]QDpDMQR V Xrijeslfost RIgD W ddnosu na kontrou PHYyX NRMLPD MH WUH
PSCOOH 13 UH]XOWLUDR QDMY H1i2 PQ DIM F\DUHWLAPD S RY HIBD Q M H P
(Slika51.B).
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Slika 51. Maksimalni kvantni prinos PS{F./Fm) (A)i LQGHNV XpLQNRYI(PMBVWL IRW
(B) u kontrolnim stanicama alg@. vulgarisi stanicama alge nakaf® sata izlaganja0mg L™

PSNP, PSNH2>-NP ili PSCOOHNP. Vrijednosti predstavljaju srednje vrijednosti
VWDQGDUGQDdva B DYBGIAINIDN D HsMaiSal @JpoRa@né B 12). Tretmani

NRML VH 1QOb®XNMR JDL S ” MHGQRVPMHUKesddin29$ SUD
SRVW KRF WHVWRP R]JQDpHQL VX UD]J]OLpLWLP VORYLPD

4.7.3.4 Ekspresija proteina RuBisCoi D1

6YL WUHWPDQL V QDQRpHVWLFDPD SROLVWLUHQD UH]XO!
ekspresije proteina MisCo u odnosu na kontrolu (Slikg&.A). S druge strane, tretmani s
PSNH2-NP i PSCOOH 13 L]D]YDOL VX SRYH i DNPMidanjenja\eksHregiRD Q V 3
proteina D1 u odnosu na kontrolu (SI&2B).
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Slika 52. Imunodetekcija proteinRbcL (A) i D1 (B) te ukupni topivi proteini obojani bojom
Coomassie Brilliant BluéCBB) G-250 (C) u kontrolnim stanicama al@evulgarisi stanicama

alge nakon 72 sata izlaganj® mg Lt PSNP, PSNH.-NP ili PSCOOHNP. Proteini su

razdvojeni 12%nom SDSPAG elektoforezom, preneseni na nitroceluloznu membranu koja

MH SRWRP LQNXELUDQD VD VSH F L thilfeg) m&leBilgkiPniakb@QDR). D Q W L W
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48 8WMHFDM QD QR p difgréntijalbu ékspresjDprQidna

8 FLOMX RGUHYLYDQMD GLIHUHQFLMDO QRC.HdNgassbadkénL UD QLK
njihovog izlaganja QDQRpHVWLFDPD VUGBEQRpHVSILURDPDs EDNUD L
QDQRpHVWLFDPD SROLVWL 2R D*8 0 RKIHVHIDR. R IV [P O R Q LRIE
primjenom spektrometrije masa i proteinskih baza podataka identificirao one proteinske mrlje
pLML VH LQWHQ]JLWHW HNVSUHVLMH J]QDpDMQR UD]JOLNRYL

kontrolu.

48.1 1D QR pHMWdrébkh

4.8.1.1 Promjene uproteomu

Nakontretmana @ba tipa AQNP i AgNG) u stanicama algé. vulgarisdetektirao sam ukupno

37 SURWHLQV NLsK ekspresijhLraflikaviala odnosu na kontrolte ih identificirao
spektrometripm masa (Slika53). Nakon tretmana s AgNéEitrat identificiran je 21
diferencijalno eksprimiranprotein od kojih je SURWHLQD LPDOR SRYHUDQX
ekspresiju u odnosna kontrolu (Slika53 % IDNRQ L]ODJDQMOTABHVWLFDF
]JDELOMHALR VDP QDMYHUL EURM GLIHUHQFL§ADZOGR HNVS
VPDQMHQRP D VDPR WUL SURWiHusgpEdii skenteloinr{RJBEFC)HN V S U H \
Nakon tretmanas AgNO ]|DELOMHAHQR MH XNXSQR SURWHLQD V UD
QD NRQWUROX SUL pHPX MH S U Bistélina@margeRINERYeSid SRY H
(Slika53.D).
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Slika 53. Ukupni topivi proteiniu kontrolnimstanicamaalgeC. vulgaris(A) te stanicama alge

nakon72 sataizlaganjaAgNP-citrat (0,188 mg %) (B), AQNP-CTAB (0,895 mg %) (C) i

AgNO; (0,130 mg 1) (D), razdvojeni 2D elektroforezom. M+biljezi molekulskih masa

(kDa), IEF310 tzUHODWLYDQ SRORADM SURWHLQD X JHOX X RGQR\
WRpNHPAGEBBt UHODWLYDQ SRORADM SURWHLQD X JHOX X RGC
ProtHLQL pLMD VH HNVSUHVLMD VWDWLVWLPpNL ]QDRDMQR UI
brojevima 137 3URWHLQL V SRYHDORRBR RNV RWWHNRPRARIROX R]QD
| D RQL VD VPDQMHQRP HNVSUHVLMRP LVSUHNLGDQLP NU
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4.8.1.2 Klasifikacija diferencijalno eksprimiranih proteina

Pretragom baza podataka identificirano je svih 37 diferencijalno eksprimiranih proteina
(Tablica 19). Od ukupnog broja, pet proteina pokazalo je promjenu u ekspresiji nakon svih
tretmana srebrom. Nadalje, 8 progehilo je diferencijalno eksprimirano samo nakon tretmana

V RED WLSD $J13 PHYyX NRMEPWWHNWUBIWPRPRQSRYBHEBQX D V
&7%% VPDQMHQX HNVSUHVLMX YHULQH SURWHLQD X RGQRYV
citrat i AQNGs, 6 proteiQD MH ELOR GLIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQ
NRMLPD MH YHULQD SURWHLQD SRND]DOD SRYHUDQX HNVSU
AgNP-CTABiAgNOs WDNRYHU MH |]JD SURWHLQD JDELOMHAHQD SU
ekspresia 1DGDOMH SR GYD VX SURWHLQD LPDOD SRYHUDQX
AgNP-citrat ilis AN GRN MH ]D SURWHLQD ]DELOMH&AHQD VPD

tretmana s AQNFEETAB u odnosu na kontrolu.

.RULAWHQMHP BRiPrbt Bda@ProtFatd® LGHQWLILFLUDQLP SURWHL
VDP SRGDWNH R QMLKRYRM PROHNXOVNRM PDVL L]JRHOI
PROHNXODUQRM IXQNFLML L ELRORANRP SURFHVX X NRMHP

Navedeni podaci se nalaze u Tabii9.
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Tablica19. 'LIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQL SURWHLQL QMLKRYD VWDQLpPQDCOWRINBOL]DFLM
nakon72 sataizlaganjaAgNP-citrat (0,188 mg [}), AQNP-CTAB (0,895 mg [*) i AgNOs (0,130 mg}) 6WUHOLFD SUHPD JRUH ¢
SRMDpDQX VWUHOLFD SUHPD GROMH ; VPDQMHQX D ]QDN MHGHIJRROHNMRGNDG QW RIX
molekulska masa.

Oznaka
proteinske Naziv proteina pl M (kDa) Lokalizacija %LRORAaANL Molekularna funkcija Diferencijalna ekspresija
mrlje
AgNP-  AgNP- AgNOs3
citrat CTAB
Fotosinteza
SRYHUDYDC
koncentracije C@oko
1 %HWD XJOMLDp 574 51,9 Stroma kloroplasta  Fotositneza enzimaRuBisCq ; ; =
XJOMLDPQEL
anhidraza/metaloenzim
Tilakoidna
3 Protein PsbP 9,22 26,4 membrana Fotosinteza, PSII Dobivanje kisika 9 = =
kloroplasta (PSII)
Ribulozal,5bifosfat Tilakoidna Fotosinteza
5 karboksilaza, 5,99 52,5 membrana ; o Fiksacija CQ = ; =
. o otorespiracija
velika podjedinica kloroplasta
11 Rlbulozal,S_blfosfat 932 2012 Tilakoidna Fotosinteza, . ) 9 _ 9
karboksilaza, membrana o Fiksacija CQ = _
28 NS 9,44 20,04 fotorespiracija = = 9
mala podjedinica kloroplasta
Protein reakcijskog Tilakoidna Stv?é?gégli(;;noprfrsa S
12 centra PSI 9,71 20,72 membrana Fotosinteza . 9 = =
e feredoksin
podjedinica 2 kloroplasta

oksidoreduktazom
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Tablica 19. Nastavak

15 6,77 3136 Tilakoidna = ;
25 Klorofila-E YH] XN 485 26,85 membrana . : : ; -
34 . 6,19 30,70 Fotosinteza Vezanje klorofila = ;
protein kloroplasta Z
6 593 22,94 (PSIi PSIN) 9 =
26 593 2294 9 =
Tilakoidna
27 Protein PsbO2 5,16 30,72 membrana Fotosinteza Dobivanje kisika 9 =
kloroplasta
. N Tilakoidna 3RPDaH VSD
Protein reakcijskog membrana feredoksina s PSl i
29 centraPSl| 9,98 10,89 Kl | Fotosinteza feredoksi 9 =
odjedinica 4 oroplasta eredo SIANADP s
b (PSD oksidoreduktazom
Transport elektrona i dobivanje energije
Tilakoidna :
10 ATP sintaza gama lana 8,95 39,38 membrana Sinteza ATPa, Translokaza = =
transport iona
kloroplasta
. Tilakoidna :
22 ATP §|r_1taza 4,93 51,64 membrana Sinteza A‘I_'Pa, Translokaza : 9
podjedinica beta transport iona
kloroplasta
Metabolizam ugljikohidrata
8 Fruktozabisfosfat ¢ 9 49 g5 Kloroplast, Glikoliza Liza ugljikohidrata = -
aldolaza citoplazma
13 Gliceraldehid3-fosfat 9,05 43,20 . o . _ ;
16 dehidrogenaza 591 3607 Citoplazma Glikoliza Oksidoreduktaza = 9
19 Malat dehidrogenaza 5,74 34,77 Cl_toplazmq, C|k|u_s I|r_nunske Oksidoreduktaza 9 9
mitohondrij kiseline
Vezanje ATPa,
20 Fosfoglicerat kinaza 6,93 48,48 Citoplazma Glikoliza fosfoglicerat kinazna 9 9
aktivnost
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Tablica 19. Nastavak

NADP-ovisna Metabolizam
36 . 757 33,31 Citoplazma malih molekula i Oksidoreduktaza 9 = 9
oksidoreduktaza : :
organskih tvari
Obrana i odgovor na stres
, Vezanje ATRD &DS
C
21 SURWHLQ WR< 515 72,08 Cltoplazmz_a, Odgovqr na str_es’ - vezanje proteina u = ; =
70B endosomi Smatanje proteiné .
nesmotanom stanju
Odgovor na stres
inhibicija
31 ProteinAntifreeze 9,68 27,43 Citoplazma rekristalizacije SH]DQMH D pF 9 9 9
termalna histereza
leda, obrana od
patogena

Citoplazma, Vezanje metala,
32 Superoksid dismutaza 8,63 26,06 k!oroplas'g: ngoyor_na . ok5|doreduktaza., = = 9

mitohondrij, oksidacijski stres dismutaza superoksidnc

peroksisomi radikala

Glikozilazna aktivnost
35 Laktat dehidrogenaza 4,98 24,34 Citoplazma Odgovor na stres LIPHYyX ODN" 9 = 9
metilglioksala
Prijenos signala
4 8,78 40,69 - - : ; =
9 Protein kinaza ovisna ¢ 7,71 38,49 Citoplazma Prijenos signala Vséﬁgjﬁéﬁakﬁfgﬁg : ; ;
17 kalciju i kalmodulinu 7,71 38,49 P ) 9 aktivnost = ; =
18 7,71 38,49 = : -
Odgovor na
23 Rodanaza 4,63 39,45 Mitohondrij stimulansiona Transport sumpora ; = 9
ca*

30 lonski kanal ovisan o 851 2873 Vanjska membraneg Transport iona, lonski kanal 9 ’ _

naponu

mitohondrija

signala i kalcija

Procesi transkripcije i translacije
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Tablica 19. Nastavak

Vezanje GTPa za

7 Translacijska GTPaza 8,73 50,82 Citoplazma B'?g,'{g}ﬁ;a spajanje aminoactRNA
P za ribosom
37 Elonaaciiski faktor Tu 5,36 44,9 Mitohondrij, Sinteza proteina, Vezanje GTPa,
2 gaci] 5,36 44,9 kloroplast translacija GTP-aza
RRM domain Translacija,
33 . . 507 25,57 Jezgra, ribosomi procesiranje Vezanje RNA
containing protein
MRNA
6NODGLAQL SURWHLQ
14 Kupin tip 1 926 21,9 Citoplazma  6NODGLAQ GNoagﬁaWHQ
0OHKD Q L e starice
24 Aktin 53 41,77 Citoskelet 2GUabyD Hidrolaza

VWDQLpPQH
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Nakon izlaganja stanica alg€é. vulgaris tretmanu s AQNPFLWUDW QDMYL&H GLI}
eksprimiranih proteina bilo je iz kategorije Fotosinteza (43%) (S&ka), od kojih jeza 6

proteina povezanih sa PSli PSlzgemalu podjedinicproteim 5X % LV&R |DELOMHAHQD S
a za dva proteina povezana s PSB6,, WH ]D EHWRdragzdOMRMPX SRYHUDY
koncentraciju C@ oko enzima RuBisCo, smanjena ekspresija u odnosuwnacdku (Slika

54 % 6OMHGHUL SR ]I DVWXSOMHQRVWL ELOL VX SURWHLQL
protein kinaze te proteimodanaza, osjetljiv na koncentraciju iona €abili su slabije
eksprimirani u odnosu na kontrolu, dok je proteinski ionsNDQDO ELR SRMDpDQR H
Nadalje, diferencijalno eksprimirani proteini nakon tretmana s AgiNBt svrstani su i u
NDWHJRULMX OHWDEROL]DP XJOMLNRKLGUDWD L] NRM
glikolize, ciklusa limunske kiselineiD ] JUDGQMX PDOLK PROHNXOD L ]D VYH
HNVSUHVLMD X RGQRVX QD NRQWUROX 6OMHGHUD NDWHJR
VWUHV JGMH VX RED LGHQWLILFLUDQD SURWHLQD XNO
stresne wHWH SRND]DOD SRYHUDQX HNVSUHVLM Xni, Bilddée® VWDOH
transkripcije i translacije te Transport elektrona i dobivanja energije imale su jednaku
]JIDVWXSOMHQRVW GLIHUHQFLMDOQR HNVSUL P INJDIG Ka B/UHRQWIL
HQHUJLMH L X SURFHV WUDQVNULSFLMH ]DELOMHAHQD MH
VLQWD]X NRMD MH XNOMXpHQD X WUDQVSRUW HOHNWURRQI

kontrolu.

128



Slika 54. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(po@itRri& os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon

72 satdzlaganja 0,188ng L™t AgNP-citratu odnosu na kontrolu.
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Nakon tretmana s AgNETAB, QDMYLaH GLIHUHQFLMDOQR HNKVSULPLU
vulgaris ] E L O M Hiakat@dRrijMAdtosinteza (33%) (Slik®.A), iz koje jezasvih 9 proteina
XNOMXpHQLK X ISURIF Melikd pQdiedi8i6uenzima 5X%LV&R L EHWD XJO
anhidrazuka GMHOXMH VLQHUJLVWLpPNL X] 5X%LV&R |DELOMHAH
kontrolu (Slika55 % ,GXUH NDWHJR UL BuHPrighos]digvald XeS\tddolQdrmv W L
ugljikohidrata, obje s BURWHLQL XNOMXpHQL X 3ULMHQRYV VLJQDO
ionski kanal ovisan o naponu, dok su proteini iz kategorije Metabolizma ugljikohidrata
SRQDMYL&H XNOMXpHQL X SURFHYV JOLNROL]His€[n&2aGDQ S U
VYH SURWHLQH L] REMH QDYHGHQH NDWHJRULMH ]DELOME
NRQWUROX ,GXiL SR UHGX ]I DVWXSOMHQRVWL VX SURWHLQ|
PHyX NRMLPD MH ]D VYD WUL QGWRYVWKH SQR WHLOMX [j B RIDO M HE&
ekspresiju. Kategorije Obrana i odgovor na stres te Transport elektrona i dobivanje energije
zastupljene su jednakim postotkom diferencijalno eksprimiranih proteina (7%). Iz kategorije
Obrane i odgovara na stres, protddd RSOLQVNRJ aRND % +VS % SRND
HNVSUHVLMX GRN MH ]D SURWHLQ XNOMXpHQ X RpXYDQMH I
Antifreeze |DELOMHAaHQD SRYHUDQD HNVSUHVLMD X RGQRVX
Transport elektrond. GRELYDQMH HQHUJLMH EHWD SRGMHGLQLFD 9
HNVSUHVLMX GRN MH ]D JDPD ODQDF $73 VLQWD]H J]DELOM
QDMPDQMH SURWHLQD LGHQWLILFLUDQR MH L] NRBGMMHJIJRULMFE
DNWLQ NRML MH YDADQ GLR FLWRVNHOHWD D SRND]DR MH
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Slika 55. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(po@itRrid os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon
72 satdzlaganja0,895 mg * AQNP-CTAB u odnosu na kontrolu.
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Nakon izlaganja stanica alg€. vulgaris tretmanu s AgN®@ QD MY éréandijalGa |
eksprimiranih proteina pripadalo je kategoriji Metabolizam ugljikohidrata (26%) (5849,

PHYyX NRMLPD MD ]D-o8d0& dkdiloi@duktdzb, 3nalat detugenazu te dva
SURWHLQD XNOMXpHQD X SURFHV eképtehijR, OdokHe pooEeInO MHaH
gliceraldehid3-fosfat dehidrogenaza X NOM XpHQ X SURFHV JOLNROL]JH SRNELC
u odnosu na kontrolu (Sliks6 % 6OMHGHUX NDWHJRULMX SR |][DVWXSOM
u proces Fotosinteze (21%), od kofhH ]|D GYD SURWHLQD XNOMXpHQD X Yt
36,, ][ DELOMHAaHQD VPDQM kabDpddjRdihiWweahxirhdM LO/RNR NIBPIEJIDO M H a
SRYHUDQD HNVSUHVLMD 3URWHLQL SRYH]DQL V 2EUDQRP L
16% i za sveMH |DELOMHAHQD SRMDpDQD HNVSUHVLMD ,GXUH
SURWHLQD XNOMXpHQLK X 3ULMHQRYV VLJQDOD L 3URFHVH
SURWHLQ NLQD]X NRMD VXGMHOXMH X SULMHRQ®NXz¥LIQDOI
SURWHLQ XNOMXpHQ X WUDQVSRUW VXPSRUD |]DELOMHAaHQ!
Unutar kategorije Procesa transkripcije i translac§gPazD XNOMXpHQD X WUDQVOD
je smanjenu ekspresiju, dok peotein s domenom za prepwavanje RNA motiva (endRNA

recognition motifRRM) (RRM domaircontaining protein LPDR SRYHUDQX HNVSUHVL
QD NRQWUROX 2VWDOL SURWHLQL X NDWHJRULMDPD 7UDQ'
SURWHLQL L OHKDQLpNDEBGW MHIM®Q MWD QDVWAVXXSXOMHQL Pt
eksprimiranim proteinima/y D SR OHyX QMLPD ]D EHWD SRGMHGLQLF.
7TUDQVSRUW HOHNWURQD L GRELYDQMH HQHUJLMH ]D SUF
NDWHJRULMD HINDIDGLEDIDSWRY XNOMXpHQ X RGUADYDQMF
OHKDQLpPpND SRWSRUD VWDQLFH ]J]DELOMHAHQD MH SRYHUDQ
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Slika 56. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicamaalge C. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(pogitRri& os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon

72 satdzlaganja 0,130 mg ™ AgNOs u odnosu na kontrolu.
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4.8.2 1D QR pH MiWhakra

4.8.2.1 Promjene uproteomu

Nakontretmanas CUONP iCl,ONP te s CuS@ u stanicama alg€. vulgarisdetektirano je

ukupno 29 proteinskih mrla p & e ekspresija razlikovala odnosu na kontrolu sve su
identificirane spektrometripm masa (Slika57). Nakon tretmana s CuONP, od ukupno 19
GLIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQLK SURWHLQD 1D LK MH
VDPR MHGDQ SURWHLQ |DELOMHAHQD VPDQMHR).DakoNVSUHVL
tretmana SCwWONP detektranoMH XNXSQR GLIHUHQFLMDOQR HNVSULP
MH ]D pHWLUL SURWHLQD ]DELOMHAHQD SRYHUDQD HNVSUH
(Slika 57.C). Isti rezultat dobiven je i nakon tretmana s CyS@ije je od ukupno 19
diferencijain o HNVSULPLUDQLK SURWHLQD ]D QMLK pHWLUL ]DEL

smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu (HikB).
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Slika 57. Ukupni topivi proteiniu kontrolnimstanicamaalgeC. vulgaris(A) te stanicama alge

nakon72 sataizlaganjaCuONP (14,45 mg 1) (B), CwONP (11,89 mg 1) (C) i CuSQ

(8,36mg LY) (D), razdvojeni 2D elektroforezom. Mbiljezi molekulskih masa (kDa), IEF 3
10+tUHODWLYDQ SRORADM SURWHLQD X JHOX X RGQRVX QD Y
PAGE+UHODWLYDQ SRORADM SURWHLQD X JHOX XX IRGEGLQRIVMDQ I
VH HNVSUHVLMD VWDWLVWLpPNL ]QDpDMQ & lvdeMnallEMH RG N

3URWHLQL V SRYHIDXQRE QRNAXS QBVNRBWUROX R]QDpHQL VX
VPDQMHQRP HNVSUHVLMRP LVSUHNLGDQLP NUX&QLFDPD
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4.8.2.2 Klasifikacija diferencijalno eksprimiranih proteina

Od ukupno 29 identificiranih proteina s diferencijalnom ekspresijom nakon tretmana s CuONP,
CwONP te s CuS@ samo 7 ih je diferencijalno eksprimirano nakon svih primijenjenih
tretmana, od kojih X WUL SRND]DOD SRYHUDQX HNVSUHVLMX 7DEO
CuONP i Cy213 |DELOMHAHQD VX GYD SURWHLQD V SURPLMHQ
NRQWUROX PHyX NRMLPD MH WUHWPDQ V &X213 L]D]JYDR
proteina. Samo nakofretmana s CuONP i Cu3Opet proteina je bilo diferencijalno
eksprimiranoX RGQRVX QD NRQWUROX PHYyX NRMLPD MH WUHWP
tretman s CuS®smanjenu ekspresiju svih navedenih proteina. Nadalje, za 7 proteina
]DELOMH aH Q DekdgresiaPuDo@nidst @aDkontrolu samo nakon tretmana@NEU i

CusGQ 'RGDWQR ]D SHW SURWHLQD MH JDELOMHAHQD SRYHIU
&X213 GRN MH ]D WUL SURWHLQD ]DELOMHAHQD VPDQMHQ
nakon tretmana CupONP.
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Tablica 20. 'LIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQL SURWHLQL QMLKRYD VWDQLpPpQDCOWRINBOL]DFLM
nakon 72 satdzlaganjaCuONP (14,45 mgt), CbONP (11,89 mg 1) i CuSQ (8,36 mg ). StrelicaSUHPD JRUH 9 R]QDpDYD SRMIL

SUHPD GROMH ; VPDQMHQX D ]J]QDN MHGQDNR S R GM HRGI@MHNNV K N e kingRavitkEaX XV SR UH
Oznaka
proteinske Ime proteina pl M (kDa) Lokalizacija % LRORA&aNL Molekularna funkcija  Diferencijalna ekspresija
mrlje

CuONP CwONP CuSQO

Fotosinteza

BRYHUDYD(
koncentracije C@oko

1 %HWD XJOMLp 574 51,9 k|§rt(;0r|22ta Fotositneza enzimaRuBisCq - : :
P XJOMLpPOQI
anhidraza/metaloenzin
Ribulozal,5-bifosfat Tilakoidna Fotosinteza
5 karboksilaza 5,99 52,5 membrana o Fiksacija CQ 9 = ;
) S fotorespiracija
velika podjedinica kloroplasta
. Tilakoidna
6 K'Oro‘;ﬁfj?;gwp“ 955 22,1 membrana  Fotosinteza, PSIl  Dobivanje kisika - ; -
b kloroplasta
11 Rlbulozal,S_blfosfat 9.32 20.12 Tilakoidna Fotosinteza, . ) 9 _ _
karboksilaza, membrana o Fiksacija CQ _ _
28 NS 9,44 20,04 fotorespiracija 9 = =
mala podjedinica kloroplasta
15 6,77 31,36 Tilakoidna 9 = ;
25 Klorofila-E YH]XNM 4,85 26,85 membrana Fotosinteza Vezanie klorofila 9 9 9
3 protein 6,19 30,70 kloroplasta ) 9 = ;
23 5,93 22,94 (PSIiPSIl) 9 = =
Tilakoidna
27 Protein PsbO2 5,16 30,72 membrana Fotosinteza Dobivanje kisika 9 ; =
kloroplasta
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Tablica 20. Nastavak

Tilakoidna S3RPDAaH VSD
Protein reakcijskog centr membrana . feredoksina s PSl i ,
29 PSI podjedinica 4 9,98 10,89 kloroplasta Fotosinteza feredoksiaANADP s ’
(PSI) oksidoreduktazom
Transport elektrona i dobivanje energije
. Tilakoidna :
10 ATP sintaza 8,95 39,38 membrana Sinteza ATPa, Translokaza =
gama lanac transport iona
kloroplasta
. Tilakoidna ,
22 ATP sintaza 4,93 51,64 membrana Sinteza A'I_'Pa, Translokaza ,
podjedinica beta transport iona
kloroplasta
Metabolizam ugljikohidrata
8 Fruktozabisfosfat ¢ 4o 495  Kloroplast, Glikoliza Liza ugljikohidrata ;
aldolaza citoplazma
13 Gliceraldehid3fosfat g 55 435 Citoplazma Glikoliza Oksidoreduktaza s
dehidrogenaza
Vezanje ATPRa,
20 Fosfoglicerat kinaza 6,93 48,48 Citoplazma Glikoliza fosfogliceratkinazna =
aktivnost
14 Triozafosfat izomeraza 5,22 27,01 Citoplazma Glikoliza Aktlvr.IOSt triozafosfat =
izomeraze
Obrana i odgovor na stres
Vezanje ATPRa,
SURWHLQ WRS Citoplazma, Odgovor na stres, a D S H eRAje ,
21 5,15 72,08 : . . : :
70B endosomi Smatanje proteina proteina u nesmotanor
stanju
Odgovor na stres,
2 ProteinAntifreeze 9,68 27,43 Citoplazma inhibicija SHIDQMH ]D bl 9

rekristalizacije leda, termalna histereza

obrana od patogen:
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Tablica 20. Nastavak

Glikozilazna aktivnost

12 Laktatdehidrogenaza 4,98 24,34 Citoplazma Odgovor na stres LIPHyX ODN =
metilglioksala
Prijenos signala
4 8,78 40,69 , : 9
9 Protein kinaza ovisnao 7,71 38,49 Citoplazma Prijenossignala Vs?ezgnjteréat\;li:;la’l(ﬁ\rg;ilg -
17 kalciju i kalmodulinu 7,71 38,49 aktiviost =
18 7,71 38,49 =
_ Biosinteza Hidrok_sitransferaza,
26 Akonitaza A 5,05 24,3 Kloroplast NS dehidrataza-3 9
aminokiselina . :
izopropilmalata
Procesi transkripcije i translacije
Vezanje GTPa za
7 Translacijska GTPaza 8,73 50,82 Citoplazma Biosinteza proteina  spajanje aminoagil =
tRNA za ribosom
16 Elongacijski faktor Tu 5,36 44,90 Mitohondrij, Sinteza proteina, Vezanje GTPa, =
19 5,36 44,90 kloroplast translacija GTP-aza 9
0 HK D Q pdipoiastanica
24 Aktin 53 41,77  Citoskelet 2CYaDYDQM Hidrolaza 9

strukture
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Nakon tretmana stanica algi s CUONP, najzastupljenija kategorija diferencijalno eksprimiranih
proteina bila je Fotosinteza (42%) (Sli&8 $ NRMRM SULSDGDMX SURWHLQL
vezanja klorofila, dobivanja kisika, odnosno fotolize vode i fikga€i®, i za sve proteine
]JDELOMHAHQD MH SRYHUDQD HNVSWAVAMBOMRGE R XN Q I/ HNJA
zastupljenosti bila je Metabolizam ugljikohidrata (21%), gdje su svi identificirani proteini
XNOMXpHQL X SURFHV JOMNHROGIQD SRPHVYDYQMHNBEUHVLMD >
Kategorije Transport elektrona i dobivanja energije te Prijenos signala bile su zastupljene s
11%. Zanimljivo je da iz kategorije Transport elektrona i dobivanja energije za beta podjedinicu

ATP sintaze zahOMHAHQD VPDQMHQD HNVSUHVLMD GRN MH ]D JI
SRYHUDQD HNVSUHVLMD 3URWHLQ DNRQLWD]D $ L SURWHLC
VX SRYHUDQX HNVSUHVLMX X Rt6grigVvobrdp®di otgo@owrdte® X 2V W
(protein Antifreez@, Procesi transkripcije i translacijel¢agacijski faktor Tu L OHKDQLpPND
potpora stanice (aktin) bile su zastupljene s po jednim proteinom (5%), koji su svi pokazali
SRMDpDQX HadnoSuLh&l kb htMdIix.
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Slika 58. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(pogitRri os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon
72 satadzlaganjal4,45mg L CuONPu odnosu na kontrolu.
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Nakon tretmana € wONP QDMYL&H GLIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQL
kategoriji Fotosinteza (27%plika 59.A) X NRMRM VX SURWHLQL XNOMXpHQL
WH EHWD XJOMLpPpQD DQKLGUD]D SRND]DOL VPDQMHQX HNYVS
NORURILOD |JDELOMHAHQD SRYHUDQD HIBY Bitbkb\zatipliekaR G QR V
ELOD MH L NDWHJRULMD 3ULMHQRVL\VAURWEDQ NLQRINRER
smanjena ekspresija, dok je hidroksitransferaza akonitaza A, koja ima ulogu u prijenosu signala

]D ELRVLQWH]X DPLQRNLVHOLQD SRND]DOD SRYHUDQX HNV
diferencijalno eksprimiranih proteirmle su Obrana i odgovor na stres te Procesi transkripcije

i translacije, svaka sa 16%. U kategoriji Obrana i odgovor na stres, za protein Hsp70B i laktat
GHKLGURJHQD]X ]DELOMHAHQD MH V RAmifpelizd IQFDD R NSVRSYUHHMOLQWC
HNVSUHVLMX ,] NDWHJRULMH 3URFHVL WUDQVNULSFLMH L V
]JDELOMHAHQD MH VPDQMHQD HNVSUHVLMDVetdbolR&BQRVX Q
ugljikohidrata, Transport elektrona i dobivanja energiit tOHKDQLpPpNH SRGU&NH VW]
LPDOH VX SR MHGDQ SURWHLQ 3U RuMbreisfostt@INDIPHFQ X SUR
Metabolizma ugljikohidrata te beta podjedinica ATP sintaze iz Transporta elektrona pokazale

su smanjenu ekspresiju, dok je ZH® LQ XNOMXpHQ X RGUADYDQMH FLWRYV
VWDQLFH ]DELOMHAHQD SRYHUDQD HNVSUHVLMD X RGQRVX
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Slika 59. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj protena u pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(pogitRri& os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon

72 satazlaganjall,89mgL™* Cl,ONPu odnosu na kontrolu.
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Nakon tretmana stanica alge s CuSOQDMYHuUL EURM GLIHUHQFLMDOQR |
SRQRYR MH ELR XNOMXpHQ X NDW B8R, WLKG j& RapRMihe W H]D
XNOMXpHQH X UH D Né&\ehkidpdgipdigiéuenzind RuBisCoWH |D EHWD XJOM
anhidrazu] DEL @MWH¥ADQMHQD HNVSUHVLMD GRN MH HNVSUHVL
pigmenata Klorofil a-E YH]XMXUL ESLLOFDWESRYPH 60 @D 6304 INDD NDWHJRUL
]DVWXSOMHQRVWL ELOD MH 3ULMHQRYV VLJQDOD X NR
smanjena ekspresija, dok hidroksitransferaza akonitaza A, koja sudjeluje u prijenosu signala za
ELRVLQWH]X DPLQRNLVHOLQD SRND]DOD SRYHUDQX HNVS
kategorija po zastupljenosti diferencijalno eksprimiranih proteinadiRrgcesi transkripcije i
WUDQVODFLMH JGMH MH ]D VYH LGHQWLILFLUDQH Sl
]JDELOMHAHQD VPDQMHQD HNVSUHVLMD X RGQRVX QD NRQW!
i dobivanje energije (10%) i Metabolizam ulgfhidrata (11%) pokazali su podjednaku
zastupljenost. Unutar kategorije Transport elektrona i dobivanje endeggepodjedinica ATP
VLQWD]H LPDOD MH SRYHUDQX HNVSUHVLMD GRN MH HNVSL
S druge strane, za sve femme iz kategorije Metabolizma ugljikohidrata koji sudjeluju u
SURFHVX JOLNROL]H |DELOMHAHQD MH VPDQMHQD HNVSUH
HNVSULPLUDQLK SURWHLQD ]DELOMHAHQD MH ]D NDWHJRUI
aktin, UINOMXpHQ X RGUaADYDQMH LQWHJULWHWD FLWRVNHOH
tretmana s CuS{u odnosu na kontrolu.
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Slika 60. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteira u pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(po@itRrid os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon

72 satdzlaganja8,36mg L™ CuSQ u odnosu na kontrolu.
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483 1DQRpHVWLFH SROLVWLUHQD

4.8.3.1 Promjene uproteomu

Nakontretmana PSNP, PSNH>-NP i PSCOOHNP, u stanicama alge detektirano je ukupno

30 proteinskih mrla p & B ekspresijaazlikovda u odnosu na kontrolu, dok je analizom
spektrometrije masa identificirar@® proteina (Slike61). Nakon izlaganja stanicagd PSNP

XNXSQR MH GHWHNWLUDQR SURWHLQD V SURPLMHQMHQR
]JDELOMHAHQD SRYHUDQD D ]D SURWHLQ VPDQUBJ.QD HNVS
Nakon tretmana s PSH>-NP, RG XNXSQR GHWHNWLUDQLK SURWHLQD
SRYHUDQD HNVSUHVLMD GRN MH HNVS BLLCY. NEkON tretiSan& WHLQL
s PSCOOHNP detektirano je ukupno 26 diferencijalno eksprimiranih proteina, od kojih su
dvaprotdc QD LPDOD SRYHUDQX HNVSUHVLMX GRN MH HNVSUHYV
na kontrolu (Slik&61.D).
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Slika 61. Ukupni topivi proteiniu kontrolnimstanicamaalgeC. vulgaris(A) te stanicama alge

nakon72 satazlaganja40mgL 1 PSNP (B), PSNH2-NP (C) ili PSCOOH-NP (D), razdvojeni

2-D elektroforezom. Mzbiljezi molekulskih masa (kDa), IEFB0 +tUHODWLYDQ SRORADM
X JHOX X RGQRVX QD YULMHGQRVW-FAGH KBM B8 DIWR M D & NSARUDL
proteina u gelu u odnosu na RYH PROHNXOVNH PDVH 3URWHLQL pLM
]QDPDMQR UD]JOLNXMH RG N RQ@bkoferniaH29 S 3'"URW HR QDY HSRLY H i
ekspresiomX RGQRVX QD NRQWUROX R]QDpHQL VX SXQLP | D
isprekidanimkrte QLFD P D
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4.8.3.2 Klasifikacija diferencijalno eksprimiranih proteina

Pretragom baza podataka identificirano je 29 diferencijalno eksprimiraih proteina nakon
WUHWPDQD V QDQRpHVWLFDPD SROLVWLUHQD kaz8l&j® L FD
SURPMHQX X HNVSUHVLML QDNRQ VYLK WUHWPDQD RG NR

SRYHUDQD HNVSUHVLMD QDNRQ VYLK WUHWPDQD QDQRpHV

PSNP i PSCOOH 13 |DELOMHAHQR MH S UR W Hus@dsijom ¥ eétlandsQ VN L VF

na kontroluNadalje, tri proteina je diferencijalno eksprimirano samo nakon tretman&N®PS

RG NRMLK MH ]JD ]DELOMHAHQD VPDQMHQD D ]D MHGDQ SF

druge strane, samo nakon tretmana <P®OH 13 |DELOMHAaAHQD MH WBjRR VPDQ

PHWLUL SURWHLQD X R Qi Xd QrbteibaRQeVokRzZ@pOMijERMN
ekspresiju nakon samo tretmaBSNH>-NP.
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Tablica2l 'LIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQL SURWHLQL QMLKRYD VWBn@ganpQuap€E€OWRINHNOL]DFLM
nakon72 sataizlaganja40 mg L't PSNP, PSNH2-NP ili PSCOOH 13 6WUHOLFD SUHPD JRUH 9 R]QDpDYD SRMDp
smanjenu, a znak jednako (=) podjednaku ekspresiju u usporedbi s kontroloin] ® H O HDON W R h lifibleKulska masa.

Oznaka
proteinske Ime proteina pl M (kDa) Lokalizacija % LRORANL Molekularna funkcija  Diferencijalna ekspresija
mrlje
PS PS
PS NH2- COOH
NP NP

Fotosinteza

SRYHUDYD(
koncentracije C@oko

1 %HWD XJOMLp 5,74 51,9 Stroma kloroplasta Fotositneza enzimaRuBisCq ; ; ;
XJOMLDPQI
anhidraza/metaloenzin
. Tilakoidna
6 Klorop;La;(sJ?SloF;sbP4 9,55 22,1 membrana Fotosinteza, PSII Dobivanje kisika ; ; ;
b kloroplasa
11 Rlbulozal,s_blfosfat 9.32 2012 Tilakoidna Fotosinteza, _ ) ; ; ;
karboksilaza, membrana . Fiksacija CQ , ' '
28 o 9,44 20,04 fotorespiracija ; ; ;
mala podjedinica kloroplasta
Protein reakcijskog Tilakoidna Stv?éilgéitsoirr?oprlsli(sa S
12 centra PSI 9,71 20,72 membrana Fotosinteza feredoksin ; ; ;
podjedinica 2 kloroplasta oksidoreduktazom
Tilakoidna
25 , 4,85 26,85 , : :
15 Klorofil a- E. YHIXI 5,93 22,94 membrana Fotosinteza Vezanje klorofila ; ; ;
16 protein 593 5294 kloro_plasta , ' '
’ ’ (PSIiPSII) ’ ’ ’
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Tablica 21. Nastavak

Tilakoidna
27 ProteinPsbO2 5,16 30,72 membrana Fotosinteza Dobivanje kisika ;
kloroplasta
| ) Tilakoidna 3RPDaH VSD
29 Protein reakc_:uskqg 9,98 10,89 membrana Fotosinteza feredokglna s PSIi :
centra PSI podjedinica feredoksiaNADP s
kloroplasta (PSI) ;
oksidoreduktazom
Transport elektrona i dobivanje energije
, Tilakoidna ,
22 ATP sintaza 4,93 51,64 membrana Sinteza A'I_'Pa, Translokaza ,
podjedinica beta transport iona
kloroplasta
Metabolizam ugljikohidrata
8 Fruktozabisfosfat ¢ 4o 45 g5 Kloroplast, Glikoliza Liza ugljikohidrata ,
aldolaza citoplazma
19 Malat dehidrogenaza 5,74 34,77 Cl_toplazmq, C'klu.s hr_nunske Oksidoreduktaza =
mitohondrij kiseline
Obrana i odgovor na stres
Odgovor na
5 Protein PCC13%2 756 29 3 Citoplazma, vVXax YLV Transkripcijska 9
SRYH]DQ vD L ' kloroplast salinitet regulacija
(odgovor na stres
. Vezanje ATRD &DS
C
21 SURWHLQ WRS 545 7208 Citoplazma,  Odgovornastres “ ./ e proteinau
70B endosomi Smatanje proteine .
nesmotanom stanju
Odgovor na stres
inhibicija
3 ProteinAntifreeze 9,68 27,43 Citoplazma rekristalizacije SHIDQMH 1D bt _

termalna histereza
leda, obrana od

patogena
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Tablica 21. Nastavak

Citoplazma, Vezanje metala,
5 Superoksid dismutaza 8,63 26,06 Kloroplast, Odgovor na oksidoreduktaza, = :
mitohondrij, oksidacijski stres dismutaza
peroksisomi superoksidnog radikale
Glikozilazna aktivnost
13 Laktat dehidrogenaza 4,98 24,34 Citoplazma Odgovor na stres LIPHYyX ODN = ;
metilglioksala
Prijenos signala
4 8,78 40,69 , , = ;
9 Protein kinaza ovisna ¢ 7,71 38,49 Citoplazma Prijenos signala Vs:grr\“terélliakmgﬁg - ;
17 kalciju i kalmodulinu 7,71 38,49 b ) 9 oSt - =
18 7,71 38,49 = =
Odgovor na
23 Rodanaza 4,63 39,45 Mitohondrij stimulans Ca2+ Transport sumpora = ;
iona
Biosinteza Hidroksitransferaza,
26 Akonitaza A 5,05 24,3 Kloroplast NS dehidrataza -3 ; ;
aminokiselina : i
izopropilmalata
Procesi transkripcije i translacije
Biosinteza Vezanje GTPa za
7 Translacijska GTPaza 8,73 50,82 Citoplazma . spajanje aminoagcil = ;
proteina :
tRNA za ribosom
N o Vezanje metala
tRNA riboziltransferaza . Transglikozilacija oo ' B B
10 NDWDOLWLpPNIE 6,43 51,21 Citoplazma gvanin tRNA gI|k02|It_ran_sferaza, = =
procesiranje tRNA
14 Elongacijski faktor Tu 5,36 44.9 Mitohondrij, Sinteza pro__telna, Vezanje GTPa, _ ;
Kloroplast translacija GTP-aza
. Translacija,
20 RRI_\/I_domaln . 5,07 25,57 Jezgra, ribosomi procesiranje Vezanje RNA = ;
containing protein MRNA
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Tablica 21. Nastavak

0 HK D Q pdipoiastanice

2GUaDyYD

VWDQLpOH Hidrolaza 9 9

24 Aktin 5,3 41,77 Citoskelet
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Nakon tretmaa stanica algi s PSIP QDMYL&H GLIHUHQFLMD Ol§iiRjeHNV SUL|
XN O M X padegdrijuXotosintea (40%) (Slika62.A), u kojoj je za proteineXNOM X pHQ
reakcije na PSI i PSlie zaenzimRuBisCoi EHW D X JO M L p DX IDN\SriticBjekD DX
ekspresip (Slika 62B) 6 O M Ha&egara diferencijalno eksprimiraninh proteina po
zastupljenosti bila je Prijenos signala (24%)u kojoj su pHWLUL SURWHLQ NL
hidroksitransferaa pokazalesmanjemn ekspresij, dok je ekspresijaproteim ovisnog o

koncentraciji iona C4, kojije XNOMXpHQ X WUDQVSRUWIlVSRBRWDMQX PLVW
odnosu na kontrollkKategorijeObrara i odgovor na stres te Procésanskripcije i translacije

bile su jednako zastupljene po broju diferencijalno eksprimiranih proteina, svaka |92
kategorijeObrarai odgovor nastreza SURWHLQ XNOMXpHQ X Sdo¥lnOQR VPI
Hsp70B) L R G U & bkéibaQijgke homeostazeHQ]LP 62' |DELQ@mBH@IQD MH
ekspresi, dokje protein koji odgovara na nepovoljne uvjetedulacijom transkripcije drugih

proteina (protein PCC13 SRYH]DQ VD JLG8RADIDEMERYHID@X HNVSL
kategoriji Procesi transkripcije i translacijeadva proteina povezana s biosintezom proteina

preko vezanja GTa ] D E L O NeKraanj@dDekspresija dok jeekspresijalikoziltransferae,

X N O M X pttueglikozilaciju proteinabila S RY H.UKa€@gorije Transport elektrona i

dobivanja energijgbeta podjedinia ATP sintazg Metabolizam ugljikohidrata (fruktoza

bisfosfat aldolazate Mehanip & potporastanice (aktin)bile su zastupljene sa po jednim
proteinom(4%) L 1D VYH M H shiafjea@hdpiesiiuQobnosu na kontrolu.
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Slika 62 Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(pogitRr& os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon
72 satdzlaganja40 mg L PSNP u odnosu na kontrolu.

154



Nakon zlaganga stanica alge R8IH>-NP QDMYHuUL EURM GLIHUHQFLMDOQR
ponovo je bio iz kategorijeotosintea (61%) (Slika63.A), u kojoj je za sveroteire XNOMXpHQH
u reakcije na PSI i PSIl teaenzimRuBisCoL EHWD XJOM L]DEL O @tehjedd D | X
ekspres@u odnosu na kontrol(Slika 63.B). Druga kategorija po zastupljenosiiferencijalno
eksprimiranh proteira bila je Obrara i odgovor na stres (15%) kojoj je protein Hsp70B,
XNOMXpHQ X SUDY L O QoRaz2a®@ban@u@Keresip, dek )& ékspeBijgroteimm

X'N O MgXp HdQdvor na stresne uvjete putem transkripcijske regulacije drugih proteina
(protein PCC13 SRYH]DQ V LVEKEODD®RMthRdeQificirani diferencijalno
eksprimirani proteinipripadali su katgorijana Transport elektrona i dobivanjenergije,
SULMHQRYV VLJQ BbwipordstanioeH(BoD QL IH NX QzsiheRpodjedinic ATP

VL QW D] HuX sirteDAp PA@transport ionéTransport elektrona i dobivanje energije) te
zahidroksitransferaz X N O M X jrijeQos signala za sintezu aminokisel{Rajenos signala)
]DELOMH aH Q Dekdpresii, RIckQeldks@eBija aktinaproteim YDAQRRFGDa®YDQM
integriteta citoskeleta 0 H K D Qpotpdr&tanice)bila S RY H U Bd@osu na kontrolu.
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Slika 63. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(po@itRrid os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon
72 satdzlaganja40 mg L* PSNH2-NP u odnosu na kontrolu.
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| nakon tretmana s PSOOHNP, QDMYHUL EURM GLIHUHQFL Mipadadk HNVSL
je kategorijiFotosintea (38%) (Slika64.A), u kojojsuprotein X N O MXrpak€)e na PSI i

PSIl te enzimRuBisCoL EHWD XJOM Lppkazalih@idn@ksprésh u odnosu na

kontrolu (Slika 64.B) 6 O M Haddarija po zastupljenosti diferencijalno eksprimiranih
proteinabila je Obrara i odgovor na stres (19% kojoj je ekspresij@roteira X N O MhXip H Q
odgovorQD RGUHYHQH WLS R Yrbte vAWKUNHFOMMGKLidl G0 Yo rta \Aties putem
transkripcijske regulacije drugih proteijprotein PCC13 SRYH]DQ VD )LbiX&aLYDQM
smangna Nadalje zadiferencijalno eksprimiramproteireiz kategorijePrijenos signala (15%),

PHyX NRMLPD VX SURWHLQ NLQD]J]H KLGURNVLWUDQVIHUD]F
membrani mitohondrija ] D E L O M Hsirtdi@eld eksptesih u odnosu na RQWUROX ,GXi
kategorija SR ]DVWXSOMHQRVWL iotpiDdHild W Rro¢edl tvaSdUripBije W D Q L K
translacije (12%)u kojojjezaGYD SURWHLQD XNO Mayed B Q D5 ¥ RWUHL@QV XN E
transkripciju ] D E L O MrhshjddeRspresi Smanjenu ekspresiju pokazali sypriotein Koji

sudjeluje u glikolizi ioksidoreduktaz koja sudjeluje u ciklusu limunske kiselinebaiz

kategorije Metabolizan ugljikohidrata (8%) Kategorije Transport elektrona i dobivanje
HQHUJLMH WH OHKD QL bikeDsuSBstM@iéht) B pd \\edn@rl Hitdrencijalno
eksprimiranim proteinon4%), a za oba proteina, begpa@djedinis $73 VLQWD]EHUXNOMXDb
transport iona i sintezu ATRi aktin X NOMXpHQ X RG U 3D B QQ/NHbIRAER VI H O H \

ekspres@u odnosu na kontrolu.
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Slika 64. Zastupljenostfunkcionalnih kategorija diferencijalno eksprimiranihproteina u
stanicama algeC. vulgaris (A) i broj proteinau pojedinim funkcionalnm kategorijama s
S R M D p(po@itRri& os ordinate) ili smanjem (negativna os ordinatekspresijom (Bhakon
72 satdzlaganja40 mg L PSCOOH-NP u odnosu na kontrolu.
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RASPRAVA



5. RASPRAVA

URYRP LVWUDALYDQMX DQDOL]JLUDR VDP ILWRWRNVLPQL X
RPRWD p Dcitrtli AgNP- & 7 $ % QDQRPHVWLFD EDNURYLK RNVLGD X
(CUONP i Cu213 WH QDQRpHVW L FinditkRdjeLi VivddifidiFaQiDs dviie]
funkcionalne skupine (RSP, PSNH>-NP i PSCOOHNP) na stanice algé. vulgaris Kako
UDQLMD LVWUDALYDQMD XND]J]XMX GD YHOLNL XGLR X ILWRW
disocirani s nji(Mathur i sur. 2023) X RY R P LV ¥aud prarijghio Qudtdane s AgNO

i CuSQ kao izvore iona Agi Cu?".

5.1 1D QR pHMWdrébkh

5.1.1 Stabilnost u hranjivoj podlozi

5DQLMD LVWUDALYDQMD SRND]DOD VX ]QDpDMDQ XWMHFD
QMLKRYX VWDELOQR Vpudiggamaii Ksut. ROISULDIGWM. 2¥U5PYue i sur.

2017) 8 PRP LV W U EAL YWOLGND XQHRQ $% pdtbvhvitadtDpodlozi BBM,s tim da

je aglomeracija AQNPFLWUDW ELOD LJUDAHQLMD 1DNRQ SR@HWQH D
se smanjio nakn 24 sata te stabilizirao @@. sataaWR XND]XMH QD GiLna®RLMDFLM
SRpHWQH DJORPHUDFLMH WH SRVWL]DQMH VWDELOQRVWL
aglomeracije AQNFCTAB neposredno nakon dodavanja u podlogu BBM, njihov projajer

ostao istid&#8.sataNDGD MH |JDELOMHAHQR EODJR SRYHUDQMH 5DQ
AgNP-CTAB stabilnije u podlozi Murashige i SkoogV SRORYLpPQRP NRQFHQV
makroelemenata odnosu na blago negatividgNP-PVP, aWR |]DMHGQR V UH]XOWL
LVWUD fdk¥Dj©e @D SRpHWQL QDERM $J13 XWMHpH QD QMLKR
stabilnost u hranjivim podlogam@®iba i sur. 202D Nadalje, AgNFcitrat su cijelo vrijeme
]DGUADOH QHJDWLYDQ QDERM podpXi|BB¥ YR Ba€ KadaNiX ED F L M
izmjeren pozivan potencijal. S druge strane, neposredno nakon dodatka u podlogu BBM,
AgNP-&7%$% VX L]IJXELOH VYRM SR]JLWLYQL QDERM NRML VH QLI
5DQLMD LV WU D &du¥dspavijenjcs SNRWBHQBLMDOD QDQRpPHVWLFD P
SRYHUDQH LRQVNH MDNRVWL KUDQMLYH SRGORJH aWR LPD
(Smithisur. 2017; Dongisur.2019)% XGXiUL GD B SRNDORRBHVWLFH NRMH
V Y Hril ioQaRupodlozi PDQMH VWDELOQH WH SRGORARItNIIIORPHUD
SRWHQFLMDO RED WLSD $J13 XSXuUXMH GD VH X SRGOR]L %¢%
AWR MH X VNODGX V PDQMRP VWD E-citaf) RaddgXa QuH 2R LYQR QD

RD]OLpLWH KUDQMLYH SRGORJH LPDMX UD]OLpLWX LRQVNX |
AgNP (Tolaymat i sur. 2010; Akter i sur. 2018; Matras i sur. 208)SULORJ WRPH LVWU]I
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VX SRND]DOD GD QDMYHuXuVlahE VO/RRVWREILL S SR QW X&XU D O C
]JDPLMHUHQH ]Q D pYoH\VOQiheRgjeEve R $dir. 2009; Yin i sur. 20185 druge
VWUDQH LVWUD&LMdpiRevhe statndst RGNR Dpokazalie da su AgNP
QDMVWDELOQLMMHSQRWXLBERP W GRN VX SUL QLALP YUL!
aglomeraciji i disocijacijifernando i Zho2019. 7/DNRyYyHU SRND]DQR MH GD VX $
X KUDQMLYLP SRGORJDPD V QLARP LRQVN @E LeehBeyY WL L V
sur. 2019) 1DLPH X WHNXuURM SRGOR]L +HZLWW V NRQFHQV
pokazale iznimnu stabilnog¥ang i sur. 202Q)dok je u podlozi Hewitt s 1/4 koncentracije
makroelemenatatGR40OR GR D J@2aRPARBW.RFIOMEIOLPQR X +RBBNADRMBRYR
podlozi s 1/10 koncentracije makroelemenata, AgGNP su bile stabilne s malim promjenama

Y H O L(pian@ Hsur. 2017)dok je u istoj podlozi, ali s 1/4 koncentracije makroelemenata

] D E L O MjiH@vBla@lbmeracija i disocijacijéNair i Chung2014), &WR MH ELOR MR3& L]U
Hoaglandovoj podlozi s punim sastavd@ihwala i sur. 2013)Dodatno,Ke i sur. (2018)i

GeislerLeei sur.(2013)pokazalisu GD X WH N X U L MusaRe iks&a g bloagland

dolazi do aglomeracije i disocijacije AgNftrat, AW R MH X VNODGX VePpRthoLP UH] X!
]ERJ V @H priledosti navedenih podloga. S druge stra@eRpHWQD DJORPHUDFLN
stabilnost AQNPCTAB pokazange L X UDQLMIPMLYW UGMK IMH 1QDpDMQD
AgNP-&7$% GRYHOD L GR QBitaK §uy RO2Q)D@IEH ABbA MI(2022 su
SRND]DOL L VPDQMHQ MHAB SeRAAt&tQoMmiakd Ddddatke\MIHNpEdIogu

Murashige i Skoogy SRORYLpPQRP NRQFHQWU ®WRMWRH X IVNORDHHBXHP W@
PRJD LVWUDALYDQMD WH XSXUXMH QD YHOLNX RYLVQRVW V

Rezultati analize stabilnosti otopine Aghl@®podlozi BBM pokazuju da su ioni Ageagirali

V LRQLPD L] SRGORJH &AWR MH UHNx®eMnUDIDIR ix/poQojeH ][RP pH®
mogu reducirati AQN@ pLPH QDVWDMX p S Wrink Hsug 2816; $a0dvnikdy i
Gusev2020 8 RYRP LVWUDALYDQMX QRYRQizhah@ad 28 34t8 VX IR
QDNRQ pHJD VH YHOLPLQD pHVWLFD VPDQMLOD WH VWDELOI
stabilnostiAgNP-citratu podlozi BBM

51.2 UnosQDQRPHVWLFD L LR Q tjevd)naEordlogiji/agiD Q L F H
O9HOLPLQD X btaDibostHAgNGEHan e RG N O M X p Qrjitovée DINWRW RNV LPp QR
(YaniChen2019) 1DLPH YHULQD DOJL VX RNUX&NO@HREW DR BRRF
strukturaRODNA&DYD DGVRUSFLMX PQRJLK WYDUL L] RNROLQH D
do20 nm u stanic@Behra i sur. 2013; Wang i sur. 2018)su se AgNP ovog promjera pokazale

L QDMW R KOéispr) ki REOB;, Samberg i sur. 2011; Geist i sur. 2013; Wang i sur.
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2013; Tripathi i sur. 2017; Perdgchrepler i sur. 2019; Ferdoudlemmar2020) OHYy XWLP
UbD]QL VWUHVQL IDNWRUL WH VWDQLPQL SURFHVL SRSXW Gl
VWLMHQNH WH RFRIXKLMWLY WQdbijeMpokareddda$ X13 YHUH RG

nm u promjeru mogu inducirati stvaranfeHULK SRUD X V WIaGarpiGUR.OBWLMHQF
Tripathi i sur. 2017) aWR QHJD W LrasQ moXdlddyHabgiKahian i sur. 2015; Xia i

sur. 2015)

ZQDpDMDQ XWMHFDM QD ILWRWRNVLPQRVW $J18ihbRDMX L S
SRYUALQX WH XWMHpX QD DJORPHUDFLMX L WUDQVIRUPDFL
UHDNWLY QRAGWP ToMyi@tl pur.QX10; Levard i sur. 2012; Biba i sur. 20BKo

MH SURYHGHQR PQRJR HNRWRNYVLN RzDdRdNjeck] AW heR ALY D QI
RPRWDpD LOL V MHG QL P(OMKasdriia i BUP. ROAZEDpK2rrQuIn iBW. PBI12b

Qian i sur. 2016Zhang i sur. 20L1,8Pham 2019Liu i sur. 2020a; Qiao i sur. 20Xamo je
QHNROLFLQD LVWUDALYDQMD XVSRUHGLOD XpLQNH UD]OLDL
(Angel i sur. 2013; Kalman i sur. 2015; Kleiven i sur. 2019; Lekamge i sur. 2020; Zhang i sur.
2020a; b) Rezultatitih L V W U Dgokazipu@avbBoD b X WRIH f KW RW RN VAWRRWH $J
VODaH V UH]XOWDWLPD PRJD LVWUDALYDQMD € GDIH VXL WHL 3
XPLQNH QD YLMDELOQRVWYVM DO GFIRDWIMHIQDRRQ(& VDWD
YHUD ]D SR]L WAYNPRTABEE Lrijddhosti izmjererza negativno nabijeni AGQNP

citrat. Takav rezultat sugerira da su AgNP7$% PDQMH WR N \WlirptQél stBrie$ J 1 3
alge C. vulgarisu podlozi BBM vjerojatno zbog @R Y Haidgl@Qmeracig AQNRCTAB koja

P R &hmanijitinjihovu W R N V.ISpd@uBe\sihane&hangi sur.(2020)pokazali su da negativno

nabijeni AQNRFLWUDW UH]XOW L U g Zd$td&nR&. YulghMduHoBr O AMBNP&
stabilizirane pozitivno nabijenim polietilenom u hranjivoj podlozi-BG aW R S RasD X M H
QMLKRYLP HNVSHULPHQWDOQLP XYMHWLPD $ W3RNEIRQRMALY
od negativno nabijen AgNP- FL W U D WLelk&Qdep R (2020) su pokazali da AgNP
stabilizirane negativno nabijenim kurkuminom i epigalekat galatom inhibiraju rast stanica

algeR. subcapitataSUL QLARM NRQFHQWUDFLML RGzikoQ INaveldErO RAH QL |
UH]XOWDWL XSXUXMX GD SRYUALQVNL RPRWDpPL PRJIX ]QDWC
UD]JOLND X UH]XOVWRWYPQMRAPX XNDWXIMH QD YHOLNX SRV
LVWUDALYDQMLPD WRNVLpPQRVWL $J13 V UD]JOLPLWLP RPR!
eksperimentalnim uvjetim& druge strandretman s AgN@ L]D]YDR MH QDMEUAaX VWL
algi u usporedbi sobje vid H $J13 JGMH Mbs Y ULDIXEQ@RWIW (EL@D J]QDWC

vrijednosti za AgNP-citrat negoza AgNP-CTAB. Takav rezultat je u skladu s ranijim
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LVWUDALYDQMLPD L XSXiXM knaaDe vekultat RoMoviasteGhLAGNPLIQNA N $J 12
Ag" zajedna(lvask i sur. 2014; Kleiven i sur. 2019; Lekamge i sur. 2020)

Pronjene umorfologiji VWDQLFD pHWDR \EH RNFROULNYMElowwRE VRIVQR NLK L
D E L R Vgttelsdtdn& alge(Mikami i sur. 2021; Kaur i sur. 2022; Yin i sur. 202Ranija
LVWUDALYDQMD SRNDRIDLOD WXWED]GDpD WMAH PRstthR@&RANH SU
UD]OL p LalgiLRonvekb\sMy.(2020)pokazali su da AgNP izazifp SRYHUDQMH VWDQLF
C.vulgaris GRN MH LVWL UH]XOWDW X] SRDELDMMIAEEL RS XV QR
reinhardtii (Nam i sur. 2018)U PRP LVWUDALYDQMX WUHWEOQL V RE
vrijednostimaizazvalisu GHVWDELOL]DFLMX VWD Q4@ lda {awtmehFsQNH L F
AgNP-CTAB uzrokovaoYHIGHIRUPDFLM X VW paradgiguHOW réz ultetHsQ o H
VNODGX V UH]XOWDW L Ra3tabi@atalalgletC] rdinviaktti ydje & DehrDs

AgNP izazvao plazmolizuAWR SRVOMHGLPpQR YRGL GR SRYHUDQH SUR
ultrastrukurnih promjendZhao i sur. 2021)3RYHUDQR RaAWHUHQMH VWDQLPQH
nakon tretmana s AQNETAB u odnosu na tretman s AgMhRrat vjerojatno je posljedica
LQWUL]JLPQLK VYRMVWYD PROHNXOH &7%% 1DLPH SR]JLWL®
DPRQLMHYH VSRMHYH |]D NRMH MH SRND]DQR GD VH PRJX O]
VWLMHQNX L PHPEUDQX pLPH PRJX L]D]YDWL VQkaebiQ QHJIDV
sur. 2019; Biba i sur. 2022; Ameh i sur. 2023)druge strane, trman s AgNQ izazvao je
VPDQMHQX SOD]PROL]X L VPDQMHQX GHIRrethawslobbXipg WD QL p ¢
AgNP 5H]XOWDWL VX X VNODGX V LVWU b @daRijBreevBLarHID IXFWHM H F
(Triticum aestivurrL.) (Vannini i sur. 2014) na travuLolium multiflorum(Yin i sur. 2011)

JGMH MH ]DELOMHAHQ ]QDpPDMQR YHiUL QHJDWLYQL3XpLQDN
AWR XSXUXMH GD QHIJDWLYQL XpLQDN $J13 QL MshhjihoveN OM X p L
SRYUAaLQH

W%WXGXMX@MDJIH SULPDUQL SURL]YRYDpL SULMHQRYV $J13 NUR
bioakumulacije uvelike ovisi o akumulaciji AgNPnjihovim stanicamgWang i sur. 2019)

$O0JH Y UOdeko [stbjihvwsRanicaL ] O X [slMERS koji je primarno sastavljerod
ugljikohidrata uz niske koncentracije drugih biomolekula poput lipida, proteina i nukleinskih
kiselina(Shiisur.2017)7DM VORM aWLWL VWDQLFX RG DQWLPLNUREQ
QDQRpHMWUW & DY W M WikaAKo W 3¢ Bradj njihova koncentracija stanici(Zheng

i sur. 2019) Alge proizvodetri vrsteslojaEPS pYUVWR L VODER YH]DQL VORM
WRSLYL VORM NRML VEoDEQRNXMH ZOAIR NRRMEPOPX LVW,UDALYDC
primjenom konfokalne mikroskopijeY L] XDOL]J]LUDR VDP pYUVWR L VODER
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VWDQLFD GRN VDP SRPRUX DQDOL]DWRUD RUJDQVNRJ XJO
RWSXawHQ X SRGORJX WH pYUVWR YH]DQL VORM (36 RNR
mikroskopije su pokazakakotretmanisRED WLSD $J13 GRYRGH PRUYRMHLUD C
slabo vezanogloja EPS & WuURskMdt s rezultatima dobivenim na a@ljireinhardtii, nakon

izlaganja AQNPPVP(Nam i sur. 2018)S druge strane, kvantifikad) pYUVWR YH]DQRJ VO
SRPRUX DQDOL]I|DWRUD RUJDQVNRJ XJOMLND SRND]DOD MH (
SRYHUDQMH GRN VX RED WLSD $J13 SRYHUDOD VLQWH]X !
XSXUXMX GD VX VWDQLFH SIBbS Mazénod;1alvi taRivddididja ERELRKkbD Q R V
QDYHGHQLK WUHWPDQD X FLOMX VPDQMLYDQMD NROLpPLQH
dRVDGDAQMD LVWUD adlabd @ramV R RXi X3BX QDM MIIHEH |DVOXAaDQ |
metalaL] RN Bpakd@bogn D QMHJ VDGUADMD KLGURILO @FeriaRisVRSOMH
i sur. 2020; Li i sur. 2021b)Dodatno, SRMDpPDQX VLQWH]X pYUVWR L VODE
]JDELOMHALR VDP L QDN Rd sariddamnend iQdntifikadijddpgdbkazadkako

tretman s AgN@rezultirai QDMYHULP SRBY bl /@ MbtdHP Q ¢kd stani¢g® OC)

alii topivogsloja EPSupodlozi'2& 3RMDpDQD VLQWH]D VYLK YUVWD VO
s AN PRIJXUH MH SRVOMHGLFD R'Wal\&pkQiRId) FAS|D@ME iaRQD $
WUHWPDQH V $J13 1DLPH UDQLMH LVWUDALYDQMH MH SRNI
algeC. vulgarisQHPD XpLQDN QD VDGUADM V UH E U bulXzewust&nigd F D P D
algi putem ionskih kanala neovismo prisustvu sloja EP&Zheng i sur. 2019)U takvim
XYMHWLPD VWDQLFH PRJX QDVWDYLWL LOL SRMDpDWL SUR

QHJIDWL Y QMiko Xspil. ZDBGp

8QDWRpP SRYHUDQRM VL Qattdia DBORMAYNR 3@ DQIRN R @V DFHH  V X
stanicealge, & W Ridljivbl iz ] Q D W @RV DIGisi@braaRumuliramg u stanicama u odnosu
naVDGUADM ElbpEAS@ HIGKkIXdues UH]XOWDWLPD LVWUMdAYDQMD G
sur. 2009; Zheng i sur. 2019 druge strane, ja sam u svom rasalizL UD R \sE@&Jia D M
PbYUVWR ¥l6jJ BEER®RN GRVDGD3aQ MB XuNXWI R ERargib] BEPS
QDMYLE&H |DVOXaQ1l® |OVGRIAD YIDRUMIEH MH G D sMbd viezxniPRP LV \
sloj EPS, koji se lako otpusti od stanica u podlpga sebeezaoY LAH VYMHEQRD MH LVWDNC
GD MH VDGUADM DNXPXOLU&IQ Bdu ¥ERHioUptbpotcivhwan @& FD P D
vrijednosti za svaki tretma@® D Q R p H \ouvasr@R DL V Brébichazndden je u stanicama
L]ORaHQ LETARIUBporedbi s tretmanoms Agdrat 1R DQDOL]RP RPMHUD
VUHEUD QD YH]DQRP VORMX (36 X RGQRVX QD VDGUADM VUH
kodAgNP-CTAB YLAH VIDIBEHADQR QD VGRMXAgGNPE DWROGYRAWR MH YM
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SRVOMHGLFD QM LK RWaiheUd#itvhd habijgnd AYBRE RMD O N aH X
na negativno nabijene karboksilne, hidroksilne i amino skupiséju EPS od negativno
nabijenih AgNRcitrat % DELDN L .20 P Doda® D G U & Dobd paABNP u
sloju EPS dodatno sam potvrggdmjenomTEM-a JGMH VDP WDNRYHU SULPLMHV
QDQRpPpHVWLFD VUHEUD X VARMXTAB®ohDsN RaQretthahdiyMR D QD V
citrat. Moji rezultati su u skladu s rezultatinZhangi sur. (2020b) koji su pokazali da se
pozitivho nabijene AgNPstabilizirane s polietienomEU&aH DNXPXOLUDMX QD SRYUA
C. vulgarisu odnosu na negativno nabijene AghiBat. Navedena pojawgerojatro je rezultat

HOHNWURVWDWVNRJ SULYODpHQMD RGQRVQR RGELMDQMD
i makromolekula u sloju EPS6 GUXJH VWUDQH |JDQLPOMLYR MH GD M|
izmjerennakontretmana s AgN®i u stanicama algee X pYUVWR YH]DQRP VORMX

bLQMHQ L Rivridnost Ha {r&man s AgN®ila najmanja u odnosu na oba tipa AgNP,

RYDM UH]XOWDW XSXUXMH GD MH DOJD XVSMHAQR |DGUAaDO
AgNP koji su vjerojatno nasialedukcijom u podlozi. U prilog tome, novonastale AgQNP nakon
tretmana AQN@ S RW 'Y U y HWztaliaae{orh primjenom TEM mikroskopije Analizom

RPMHUD VDGUADMD VUHEUD QD VORMX (36 X RGQRVX QD VD
jetretman s AgN@ VO LPp QLML W U-EitvetEnQ etMadwWsLANR. 7$% aWR SRQRYQ
XSXUXMH G hitrdbhe$tdHil8ije u podlozi BBM od AQNETAB.

IDYHGHQL UH]XOWDWL XSXuUXMX GD MH SRYHUDQMH VORM
WRNVLPpQLK XpL Q Deédye$ dd.rdje@ivoNawza Qjegbvo potpwhkdanjanje

5.1.3 Utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa

,VWUDaLMIkewdDim@D IJDPD SRQDMYLAH VX DQDOL]JLUDOD XpL
unos i transformaaij srebrate na rast i fotosintetske paramef{iam isur. 2018 Zheng i sur.

2019 Wang i sur. 2019Liu i sur. 2020a Romero i sur2020;Zhao i sur. 202), a samoje

PDQML EUR M ptatiodjaiaaksydBajskbD streséQian i sur. 2016; Lekamge i sur.

2020) .DNR MH MHGDQ RG JODYQLK PHKDQL]DPD WRNVLpPpQRYV
stresauslijed SR Y K aDifyodng 526 S U Dpatdr@ethtd oksidacijskog stresaimno je

YD&QR X fid QMR Lb Q R¥ang.i siid 2B17; Biba i sur. 2021 CRILU L VXU
2022) 6WRJD X FLOMX EROMHJ UD]IXPLMHYDQMD SRWHQFLMD
DOJH YDAQR MH LVWUDALWL PHKDQL]PH NRML GRYRGH GR |

8 PRP LVWUdba tipaDA\QNWiXazvalisu ]QDpDMQR SRYHUDQ&WRVEBEUAD N

VNODGX V SUHWKRGQLP LVWUDaL YD @Mdri®(DukandiriH BDMD $J1 -

2012a; Hazeem i sur. 201BChattonella maringHe i sur. 2012 8]LPDMXUL X RE]JLU C
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fluorescentne probe DHE i4&)'$ LQGLNDW R Wi dkDpGdd RDYNazarewicz i

sur. 2013; Ng i 0O0i2021) UH]XOWDWL RYRJ LVWUDALYDQMeD SRND]
AgNP-FLWUDW L]D]JLYDMX YHUX SURL]YR G QdvitnX heKiBiRJ 526
AgNP-CTAB. S druge strang,Q D p D M QNARR @ H pd@rDjerena je nakon izlaganja stanica
AgNP-CTAB u usporedbi s AgNFFLWUDW aWR XSKX iedkiMAostADNFGS) X JDp L M
UD]OLpPpLWLP uRsaRi¥EDe bl§eBanimljivo je da jetretman s AgN® izazvao
podjednakisintezuROS kao i tretman s AgNéitrat, alL MH L]D]YDR VOLpPQR SRYHU
H2O2 kao i tretman s AgNP&78% aWR SRQRYQR XSXUXMH GD MH PHK
AgNOs GUXJDpLML RG PHKDQL]PD ILWROYRNVED GRWWELSQYBIIQRF
YDAaQX XORJX X VDPRM WRNVLpQRVWL $J13

Nadalje,oba tipa AgNHAzazvahsu |QDpDMQR SRYHUDQMH SHURNVLGDFLMF
UDQLMLP LVWUDALYDQMLPL. PyeRoiddsa(@iad. P su@ R0Ip© PDP D
malhamensis(Liu i sur. 2020% iako MH YHUH SRYHUDQMH trebiaaGMHAaAHQR
AgNP-citrat Nadalie ]QDpDIVRYRIiDQMH VDGUADMD SURW&H4a@d® NLK ND
nakon tretmana s AgNeéitrat, dok AQNRPCTAB nije LP DR X p Lk@BohilaQjDproteina.
IDYHGHQL UH]XOWDWL SRND]xXivexu bdddsX nagMPIREVAR Na\alghp QRV W  $
C. vulgaris S druge strane, tretman s Aghl\®H L]D]YDR ]QDpDMQR SRYHUDQWN
VDGUADMD SURWHLQVNLK NDUERQLOD L SR-GtratR(PRIKLONX E|
XJURN NRML MH GRYHR GR SRY Hioonlgrie @Bdteth& makoh @dinrabhdsH O L S |
AgNP-citrat i AQNOs; u odnosu nha AQNHETAB je njihova manjastabilnost u podloZBBM te

YHUD SURL]YRGQMDL VIDFEHJ AD M@L M26 LV W U D & L'Y DRMWHHI DASIXN X M
VDGUADMRGEDRVQR SUHWHMIAEAWR CDCMBEDSRWLPH RNVLGDFLM
stanica(Rohde i sur. 2021)Dodatno, pokazano je da AgNP mogu vezati na sebe lipide i
SURWHLQH ]JERJ YLVRNRJ SRYU&ALQVNRJ UHDNFLMVNRJ SR
SHURNVLGDFLMX Opr@dina fRohde R dsW.HADPLQ Waktol@023) U mom
LVWUDALYDQMX DQDOL]D AgNPRIfEat DAQRPhEétaleSaRad Ddda@baMH G D
AgNOs u podloguBBM, nakon 24 sata imaju znatno manji promjer u odnosu na AGN&B,

kojima pozitivninaboM RBERGDWQR RWHADYD XOD]DN X VWDQLFX %XG
QD SRYUaLQL DJORPHUDWD SRWHQFLMD/O QR LWKRRDYGM X RHHU &
izmjereni stupanj aglomeracije AGNPTAB u podlozi BBM ukazuje na manji potencijal
disocijacije ionaAg* (Zook i sur. 2012)S druge strane, manji promjer AghtRratkao i AQNP

nastaleod AgNGs QDYRGL QD SRWHQFLMDOQR PRJXUX, ®WRYHUDQX
SRVOMHGQGGEK®RUDMX SRMIRWB Q XtasdamRdtime Res@uui2Arajulipide i
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proteile 1DGDOMH REWHUHQMH PROHNXOH '1$ X sWwhaBD@LFDPD I
AgNP, PHYyX NRMLPD MH V&EUSHW RDPR] WDODRIYHUIH SRYHUDQMH SRVW
8 QHGRVWDWNX LVWUDALYDQMD XWMHFRWtdlis$uw dkhd@® RAWH I
LVWUDAIg¥OWQRNYDPQRVWL GunéthlaK XQRNQRRhRRDWLEDNVUHWPDQL
FLQNRYLP L EDNURYLP RNVLGLPD L]D]YDOL J]QERlsbevh@ R RaWH
persicum(Al-Khazali i Alghanmi2023), Dunaliella tertiolecta(Sdciavo i sur. 20151 M.
aeruginosgWang i sur. 2014). 5SH] XOWDWL XS Xiirxt Magziva okskiddij8kstres te

LPD L SRVOMHGLPpQL JHQRWRNB izdzyd slxjiloksbiatijsks Krisls, &l 1 3
LIDJLYD MDN JHQRWRNYV Lijael trétrpdnQsDAYNEOGe @a2vad iajidanje
SRYHUDQMH SRVWRM/ND MBH X WIHVBEKGQRVW SRQRYRKk&L OD Y UC
tretmana s AQONPFLWUDW 5DQLMH LVWUDALYDQMH SURYHGHQR Q
kako tretman sionima AgijH GRYHR GR ]QDpDMQRJ JHQRWRNVLPQRJ X¢
NRMH VX SRND]DOH YHUL VWXSDQM DJORRWEBDWLMEL L KDp]
(Nallanthighal i sur. 2017) 5H] X O W D Walto B HXMMMXDMYHiL GLR JHQRWRNV
$J13 XSUDYR RNVLGDFLMVNL VWUHY QR SRYHUITAB RaWHIUF
pokazueGD MH GRGDWQL X]JURN PRJXUH L GLUHNWQD LQWHUDN
diobi stanicgNallanthighal i sur. @17).

.DR RGJRYRU QD SRY H uBogizlagargaWAdNR, &deaktiviraju svoj
DQWLRNVLGDFLMVNL VXVWDY VDVWDYOMHQ RG HQJLPVNLK

negativne posljedice oksidacijskog stré¢sakamge i sur. 2020; Zhao i sur. 202Jiao i sur.

2022) 8 PRP LVW i9dma ljey De@ridriXs AgNR.7$% L]D]YDR ]QDpDMQR SF
DNWLYQRVWL HQJLPD 62' aWR MH X%’ MjsrénbgGobumDHEX@ W D W L P
MH ELR ]QDpDMQR QLAL X XVSRUHG E lizovh @akeijd tHismwatiiel WP D Q L
UH02, 62' DNWLYQR VPDEMEMIH VQ SB-H B KBENDWSHenzima

SOD pokazan je i L VW U D atie¥d@NNPna alguC. reinhardtii (Zhao i sur. 2021)

Navedeni rezultaukazuju natoGD SRYHUDQD DNWLYQRVW HQ]LED 62' Xpl

njegovim pretvaranjem u®. (Kalita i sur. 2018) aWR MH GRGDWQR SRWYUGLR L

V D G UDbitmjeren nakon tretmana s AQNPTAB 'RGDWQR SRYHUDQD DNWL)Y

SOD ]D E erasdHcdnakorvogtretmana XND]XMH QD VrolzkueXTABKRI X

VXUIDNWDQWD NRML LQKLELUD P Rdlxkildmba QopuHdaZnMaFSIORM H $J1 3

Naime, pokazano je da SOD i AgNP mogu stvarati kompleks koji mijenja konformaciju enzima

SOD, pLPH VH SRVOMHGLPpQR PLNMW@MNDHL P@RN KiJR YXJ URN\WL]RYRW

SRYHUDQH DNWLYQRVW L-cidd(NiRi Qui20aBNSRIGeBtraned dktidnosti
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HQ]JLPD 33; L $3; EL Ostob&¥/thaRBNPHEAW R HV H X WtadNidaDp@Geihothil H ]

L V W U Didtjecaja @gi¥iBra algamaD. salina(Bahador i sur. 2099 C. reinhardtii (Zhao i

sur.2021) OHYyXWLP SRYHUDQMH DNWLYQRVWL 33; ELi@8 MH L]JUL
a4 WWeRu skladu sa smanjeninV D GethdH2dd izmjerenim nakortretmana sAgNP-citrat u

odnosu naAgNP-&7%$% % XGXuUL GD HQ]LP 33; WoDrgehbXiMH NROL
pretvaranjem u kD, njegovaSRYHUDQD DNWLYQRVW &hr&t BoQodWdo HWPD Q|
smanjenakumulacije HO, u stanicamaZanimljivo je dani jedan tip AgNP nije imao utjecaj

QD DNWLYQRVW NE@]PRAE K RENGENR MREW@IWLMQMHP '1$ pLPH
do promjene regulacije gena za CfJameron i sur. 2018ili izravnom interakcijom enzima

CAT i AgNP, koji mogu stvaratkompleksL Q D W ihdicitab kobiQrmacijske promjene u
HQJLPX &4WR GRYRGL GR L QD NMUL ¥uUD. ROAANT réxivdaid 3 RONDEO NW LY Q F
NDR L WUHWPDQL V $J13 SRYHUDR DNWLYQRVW HQ]LPD 33; |
ELORI MPDPDAHQR X XVSRUHGEL V RED &VI$ID ¥ DNR yHH R WRELMDF
izazvao promjenu aktivnosti enzima SOD, dok je s druge sieiei S R YdHakivnost

enzima CAT %XGXuL GD MH SRYHUDQD DNWLYQRVW HQ]LPD 33;
enzima SODnakon tretmana s AQNOELOD VOLpQLMD RQRM QttaNBHYQ WUHW|
UH]XOWDWL XWHRg XMEKXGQEBHPK DQRPMP ILWRW RiNal L AIRVUINVL $J13

algamaWH SRW Y Uy X MK RYDUHR RRRBRGINP.

Odgovor na oksidacijsk VWUHYV pHVIVMNRWANORXMXMIHHHQ]LPVNLK DQWLF
prolin i glutation (Chiang i Dandekad 6]DEDGRV ROBWDBBAX 8up. 2022)
$NXPXODFLMD SUROLQD ]DE L OiNHatd@nbsay H VO\DMNTRIRIPREA O D JD Q M
(Zhang i sur. 2018)P. malhamensip H V W AgNPRiDat (Liu i sur. 2020a) aWR QLMH X VNC
V UH]XOWDWLPD PRJ LVWUDALYDQMIDGWRMHB W¥O IQRPLQM
tretmana, a osobito AgNOs. 6PDQMHQMH VDGUADM B RMORVOH ®LOF [P RSIKYIHD
SRWUHEH ]D HQHUJLMRP X XYM H degradaciamidokigenafidifR PRAH ¢
proizvodnjedodatne energijélngrisano i sur. 2023 Naime, polin je poznatkao jedna od

energetski bogatiaminokielina p LM R P G H J dd3@nielekaIBHADH. i NADH, koje

VH GDOMH LVNRULaAaWDYDMX ]D SURL]YRGQMX HQHWeILMH X F
PDQML VDGUADM SUROLQD L]PWMKAHHER QBRDAMIN Pdretm WU HW P I
stanicaalgeza energijomDodatno, vaiH VPDQMHQMH SUROLQDCDABNIRQ WUH
odnosu na tretman s AQNFPLWUDW PR&H ELWL SRVOMHGLFD |J]DELOM
VWDQLpQH VWLMHQNH L PHPEUDQH NBR (plLPM.IQ KM N W H
2022) Sdruge stranefQDMYHUH VPDQMHQMH VDGUADMD SURGLQD X V\
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XSXU0XMH QD QDMYHUX SRWU&SWER WWDYNM AH RN DMNHRU SLRWRORV
svojstva AgNQ. Naime, AgNQ u stanicama djeluje kao inhibitor'rHSXPSH X VWDQLPpOQ
PHPEUDPGL MH SRND]DQR GD ]QDpDMQR VPDQMXMHGCSURL]YRC
vulgaris i Dunaliella maritima(Loseva i sur. 2007)2PMHU *6+ *66* WDNRYyHU MF
pokazatelrazineoksidacijskog stresa jer GSH djeluje kao neutralizat@.Honiranjem ioa

H*, koji se zatim oksidira u GSS@®&han i sur. 2020)Omjer GSHGSSGbio je podjednako
smanenQDNRQ VYLK WUHWPDQD &WR SRND]XMi@, ako MH DOJD
VPDQMLOD RNVLGDFLMVNL VWUHYV B5H]XOWDWL RYRJ LVWUL
algiC. reinhardti X NRMRM VH QDNRQ WUHWPDQD V $J13(f@Q@DpDMQF
i sur. 2022)

SRYHUDQD UD]LQD RNV L Gedildivipvoseda Mi&KIdregiDpretBidaHHEA_ M1 D

VH UD]LQD HNVSUHYV L Killgg Btresnih UNjRt&) lsteiniddnmaalgi (ABaBsi i sur.

2020) 1DLPH SURWHLQL +VS VXGMHOXMX X RGUADYDQMX VWL
smatanjeproteéina i njihovu akumulaciju u stanican{€ozeko2021) 8 RYRP LVWUDALYCLC
ekspresija proteina Hsp70 nije se promijenila nakon tretrsansrebromdok se ekspresija
SURWHLQD +VS ]QDpDWQAK WWIDHMWRD@DQ BMWRQMH ELOR RVRI
SOLPMHIXOWDWL |Dadi Oodterauim @HrenbXrgiigdje je tretman s endosulfanom

doveo do smanjenja ekspresije gbsp9Q ali ne i ekspresije gertesp70(Abassi i sur. 2020)

Proteini Hsp70 i Hsp90 imaju funkciju kao ATRYLVQL PROHNXODUQL aDSHURAQ
VH QMLKRYD HNVSUHVLMD PRAH SURPLMHQLWL XVOLMHG UD
LIODJDQMD NHPLNDOLMD P DOXIn@4ur Q01§ Kopakd202L; Ver®i suHd W D O D
2021) Razlike u njihovoj ekspresiji | DELOMHAHQH X R MM&gR Wi bithposhedlicay D Q M X
QMLKRYH GMHORPLPpQR UD]JOLpLWH VWDQLpQH ORNDOL]DFL
odgovoru na streKozeko2021) 3SURWHLQ +VS MH MHGDQ RG QDMpHAauUL
te se primarno nalazi u citosolu stanica gigeassi i sur. 2020)S druge strane, protein Hsp90

se, 0sim u citosolu, nalazi i u jezgri stanica, a njegovi su paralozi prisutriu lBRohondrju

L NORURSODVWX WH MH XNOMXpHQ X SUHALYOMDYDQMH
apoptozgCsermely i sur. 1998; Li i sur. 2012; Bettaieb i sur. 20R@dalje, proteini Hsp70 i

+VS LPDMX L UD]JOLPpLWX XPrRdixXHxpA/ M BIWSJQ M X USQERI N Q @ X b H
IDJH VLQWH]H SURWHLQD JGMH VH YHaAH QD QRYH QHVPRWD
smatanju i daljnjoj translokaciji u organele. S druge strane, protein Hsp90 djeluje u kasnijim
fazama sinteze proteina, gdje jeL)lPDUQR XNOMXpHQ X UHJXODFLMX NRQ
SURWHLQD NRML YHUO LPDMX YHULQ WHrinak BUH 20RTYU Mb¥r VHN X Q (
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LVWUDALYDQMX QHSURPLMHQMHQD HNVSUHVLMBNBWRWHLQ]!
] Q D p D M€aRnaxrawip@ faze procesa smatanja proteikajima RYDM SURWHLQ LPD N
ulogu. 6 XSURWQR ]QDpPpDMQR VPDQMHQMK lddeuSVittevhan $8 SUR W |
VUHEURP ]QDpDMQR XWMHFDOL QD VWDELOQRNManjaNRQIRU
proteina do te mjere da Hsp90 proteini nisu mogli popraviti njihovu struktDadatno,

smanjenje ekspresije proteina Hsp90 vjerojatno je i rezultat oksidacijskog stresa u stanicama, a
pokazano je darotein Hsp90 ima |QDpDMQX XORJX X SUROLIHUDFLML L U
inhibicija povezana s indukcijom apoto@éu i sur. 2017) % XGXuL GD VX X RYRP LV
NRULAWHQH NRQFHQWUDFLMH WUHWPDQD NRMH RPRJXUXNM
ekspresijaprodHLQD +VS PRJXUL MH UH]XOWDW YLVRNRJ SRVWRW
GD SURWHLQL +VS L +VS speRijalRiMvaaeNubKdjE ulbbrjf kthridd dlge

uslijed djelovanjaba tipa AQNP i AgN@

5.1.4 Utjecaj na fotosintetski sustav

Fotosinezom, cijanobakterije alge proizvode polovicu ukupnog atmosferskog kigkiald i

sur. 1998;Ma i sur. 2023) a samproces ovisi csvjetlosnoj energijiapsorbiranojSRP R 0 X
pigmenataPHYX NRMLPD VX Q & MYekaQterndid{Qhen RuR023D) Stoga,

sastav i koncentracijmtosintetskihpigmenata img |QDpDMDQ XWMHFDM QD NROL
VYMHWORVWL WH SRVOMHGLDpQ Ri &dams(IDafkXm X0i.6).QINoRoviL W R V W
L VW U D dretméanQshbia tipAgNP nisu imali upLQDN QD VDG&ABRYNORORIUR
V D G U a D M bkeGRanjRi Idrdizi2odnju karotenoidBULMD&AQMD LVWUDALYDQMD
DOJH PRJX SRY fdtodnwtskinpDBedaid) pbgotovo klorofilai b, u nepovoljnim

uvjetima poput temperatumpromjena SRYLAHQRJ VDOLQLWHWD DOL L QDN
QDQRpHVWLEXPBLPWMWXD®ERYHUIDQMD IRWRVLQWHWVNH DNWI
energije(Wang i sur. 2019; Kaur i sur. 2022a razliku od tretmana s oba tipa AgNP, tretman
sAgNOsrezultirao je S R Y taii pr@Qzvodnpm objevrsteklorofla GRN QLMH SRND]DR
QD VDGU&aDM NDURWHQRLGD 5D]JOLNH X VDGUADMLPD IRWR
tipa AgNP te nakon tretmanas A\ DDELOMHAHQH X PRP LVUDJO ALY D MKLSE
VDPLK $J13 QD VDGUADM SLJPHQWD X RGQrRkoXtr&taft@BYRQDV
AgNO: 1DLPH ]1QD)pDM Q@R G BhpHED Kokbfila nakon tretmana s AgNO
XSXUXMH QD SRYHUDQX SRW&WRXVW\XY QUNHEDB GOV B QYH B DLWIRGU &
WH V SULMDAQMLP LVWUDALY D Q Wil kh6 ixhibitdd H pSRoR 2]DQR G|
inhibira proizvodnju energijai algama(Loseva i sur. 2007) 6 GUXJH VWUDQH EX
karotenoidi sudjeluju u rasipanju energije3l6,, ]QDpPpDMQR VPDQMHQMH QMLKR
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QDNRQ WUHWPDQD V RED WLSD $J13 XSXuoMwstod $J13 VF
fotooksidacije AWR MH X VNODGX V UDQLMLP LVWUDAa$pr@&aMHP X W |
polyrhizg (Jiang i sur2017) SQDWRPOLPLWRP XpL Q ANnd \8D G Xakdifklal 2

i b, svi tretmanidovelisuGR ]QDpDMQRJ VPDQMHQMD VWRSH IRWRVLQ
prinosa PSI(F./Fm) u odnosu na kontroudWR MH X VNODGX V SWiM®aQMLP
izlaganje algeP. malhamensisretmanima sAgNP-citrat i AgNQ; rezultiralo smanjenjem
vrijednostiFJ/Fm (Liu i sur. 2020a) Smanjenje stope fotosinteze pokazuje da su svi tresaani
sreboromLPDOL ]1QDpDMDQ QHJIJDWLYDQ X p,ldekxBEnan@mjestipdid3tv L Q W HW
FWFm X S X U X MiibicgDpretvorbe svjetlosne energije u kemijsku u procesu fotosinteze,
odnosnanhibiciju prijenosa elektrona fotokemijskim reakcijam#Zushi i sur. 2012; Zhou i

sur. 2023) Naime, u uvjetimgakogoksidacL MV NRJ VWUHVD PRAaH GRuUL GR UD]

centara PSIl i smanjenja prijenosa elektronpldstkinona(Almeida i sur. 2019)

Imunodetekcipje pokazéa da ni jedan tretman srebm QLMH LPDR XpLQDN QD HNVS!
RuBisCo, dok je razdvajasin proteina D elektroforezomsmanjenje ekspresijgelike

podjedinice ovogenzima ] D E L O Msahdot&kéh tretmana s AQNETAB aWR SRQRYQR
X N D] XM H jiQrieghah@anp dpelovanjagNP-citrat i AQNO; u odnosu na AgQNHETAB, ali

i na visoku stabilnosnzima RuBisCol1DLPH 5X%LV&R MH NOMXpD@ HQ]LP >
Calvinovom ciklusuWH MH QMHJRYD VWUXNW XUD 4W K @PNRFRALHV X0 WHWHRFOD?
stabilnost njegove ekspresije u stresnim uvjetiP@mirevska i sur. 2009; Wijewardeneurs

2021) 1DGDOMH DOJH VX UD]YLOH UD]J]QH NRPSHQ]DFLMVNH I
stabilnerazine enzima RuBisCo u nepovoljnim uvjetima. Jedan od takvih mehanizama je i
SRYHEDVALQWH]H 5X%LV&R DNWLYD]H A&aDSHUVR&QIDuktLURML SRP|
enzima RuBisCo u stresnim uvjetinf@eRidder i sur. 2012; Wijewardene i sur. 2021)
'RGDWQR LVWUDALY D Q i@ .DeisHaratli B a@ddcddetesbut@adkaai Bu da

se RuBisCo i RuBisCo aktivaza nalaze zajedno u pirenojdstnakturamalokaliziranm u
kloroplastima algiWH VH JERJ SRY Hiubjinel PURGEKpQ B NeRwjatvedukcija

ugljika (McKay i sur. 1991; He i sur. 2023% druge stranenakon tretmana AgNP-citrat i

AgNOz |IDELOMHAHQD MH Skoiibepml (kDji LHANDV Sl QIMWKIpMIX XORJIX X UH
centru PSII gdjeX W M Hopjeind® Blektrona u procesu fotosintéEelelman i Mattod®2008)

6WRJD SRYH U D@dy proteiveSnakoN trdvhizna s Aghtirat i AQNO; PRAaH ELWL
UH]XOWDW DNWLYDFLMH VWDQLpQH RGBEWDQH20E2R AW R/ WHHV D
PR4AH SRYH]DWL V SRYHUDQLP VDGUaADMHP 0'$ L SURWHLQ
RNVLGDFLMVNLP VWUHVRP JDELOMHAHQLP XowdLBo WUHWP
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smanjenja stope fotosintezdaime, poznato je da Zzeompenzacif VPDQMHQH XPpLQNRY
IRWRVLQWH]H DOJH PRJX SRY kBawWdur. 202Y)Sdvétishi idzxlted UR W H L
RSHW XSXUXMH GDR WO X@ L ¥ D N«¢Rth@rid ¥gusCl YiBylarisu odnosu na

tretman s AQNFCTAB.

S druge strane, AQNR.7$% QLMH LPDR XpLQDN QD HNVSUHVLMX SURYV
AWRH PRAH S RsWbljiboksidavijpim streem RGQRVQR PDQMLPkoi DGUADM
je ovaj tretman izazvaa odnosu na AgNRitrat i AQNGs. Naime, AQNPCTAB je izazvao

manju oksidaciju lipida pa je samim time izazvao i manju destabilizaciju tilakoidne membrane.
6WRJD |]DELOMHAHQR VPDQMHQMH VWRSH IRWRVLQWH]H
primarno poslieta YHINHROLPpLQH VUHEUD QR GRRVEL@QD NRDLPLEDX VL
drugih tretmanaNRMD PRAaH VPDQMLWL DSVRUSFLMX VYMHWORVWI
(Wang i sur. 2019).

5.1.5 Utjecaj na proteom

AgNP PRJX LPDWL ]QDpDMDQ protemMad F &d/ndStDendinRaOdirpktri@m
interakcijom ili indirektno induciranjem proizvodnje ROS koji mogu oksidirati proteine, ali i
RAWHWLWL PRPQANXOXPRAH VP DQ(BibaN sun\202m)Stugd, lhheda L M D
proteoma PR AaH bW promjeneu ekspresiji VWD QLPpQLKAVVRRPARAIHOQBRPRUL
UDIMDaAaQMDYDQMX SRIDGLQVNLK PROH@Xh@D&IQ PMROFHKDQL]D
FLOMX DQDOL]JH ILWRWR NV L pra BtahivelalGEEVDIgArisr Profedm8kaV H $J1 2
razini, analizirao sam promjene u ekspresiji proteina nakon svih tretidakan tretmana s
AgNP-citrat i AgNOs YHULQD GLIHUHQFLMDOQR HNVSULPLUDQLK
ekspresiju, dok je AgNR&7$% VPDQMLR HNVSUH VL gvbxeind id odn@dd né@ HW H N '\
NRQWUROX 1DYHGHQL UH]XOWDW SRQRI& RAGNSKEXMH QD VC
C. vulgaris

Nakon svih tretmana QDMYL&H GLIHUHQFLMDOQR jeHikl WaBdddriL UD QLK
Fotosinteza, Metabolizam ugljikohidea Prijenos signala, Obrana i odgovor na stres te Procesi
transkripcije i translacije. Nakon tretmana s AGgWR W UDW QDM YkafegorigUR W H L C
JRWRVLQWH]D LPDOR MH SRY HGDAB ¥mahioelShidsivdvikipxote@BR N MH $.
XNOMXDpH@sikezX AW RPR&H REMDVQLWL V UWUHMeEWENWLPD G
maksimalnog kvantnog prinosa PSIIl. Naime, nakon tretmana s AgN®PWUDW L]PMHUHQ |
maksimalni kvantni prinos PSIl u algama u odnosuAgNP-CTAB. Nadalje, proteini s

SRY HuD Q R Rorkl kb8 Wethveha s AQNFLWUDW YHULQRP VX ELOL XNOM
PSIi PSIl poput vezanja klorofikai b (klorofila- E 'Y H] X M X {, ldoBivaRjakisikaQodnosno
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fotolize vode (protein Psh{ ili stvaranja kompleksa s feredoksinom i feredoksin
ONVLGRUHGXNWD]RP X ODQFX SULMHQRVD HOHNWURQD pLP
fiksaciju ugljika (protein reakcijskog centra PSI podjedinica\évedeni rezultat u skladu je s
UH]XOWDWLP D-PE@ n® &doC.&didigardti IGMH MH YHOIDQY SERMWIHD QR
HNVSUHVLMRP XNOMXpHQD X-Bé&hbBoyi BkiXs (LdgreN 204N thige L &DOY
strane, svi navedeni proteini pokazali su smanjenu ekspresiju nakon tretmana-€AgRP

aWR XSXuXMH QD WR GD MH GigtdigeRvo@R kisila Kel. &ktiviRdsi H VW Y [
feredoksinaTretman s AgN® rezultirao jenajmanim brojemdiferencijalno eksprimiranih

proteina iz skupine FotosinetzZP HYy X NRMLPD M HIovdRRE |DHGXYMXUD SURWE
]JDELOMHAHQD V P DNakbhiréxDarnhs XGN@HYHMBDP EURMX SURWHLQD
reakcije na PSI i Il je ekspresija ostala nepromijenjgd® R MH X VNODGX V EODJR

stopom fotosinteze u odnosu na ostale tretmane.

Nakon tretmana s AgNPBitrat, smanjila seekspresija beta podjedinice ATdhtaze koja

sudjeluje u sintezi ATP iz ADP i fosfath LPH VH VPDQMXMH L SURL]ER®QMD
MH X VNODGX V UDQLMLP L Vvcivdt Badprotedr® ige PvujsvisdladnD M D $J1 ¢
sur. 2016).U cijlu mRJXuH NRPSHQ]J]DFLMH VPDQMHQH HQHUJHWVN
WUHWPDQD SULPLMHUHQD MH SRYHUDQD &NygjkahididtBMD SUR)
AWR MH X VNODGX L V UH]XOWDWLPD VPDQMHQD VDGUAaADMLCL
S R Y HoiidxVddinja energije (Ingrisano i sur. 202B3pdatno, tetmani s AgNFReitrat i AgNGs
LID]YDOL VX SRYHUDQMH HNVSUHVLMH PDODW GHKLGURJH
kiseline(Cavalcanti i sur. 2014Naime, pokazang da u stresnim uvjetimaS RS XW SRYHUDQF
oksidacijskog stressD OJH PRJX SRMDpDWL VLQWH]X OLShGSD.X VYUK:
2020b) % XGXuL GD PDODW GHKLGURJHQD]D VM i®MdHddNMH X FLI
GR RWSXawbDQMD HQHUJLMH SR\ I©DIMIIN R &R &dddgWapinadl N ¥ ISE
XSXuXMH QD SRWUHEX VWDQLFH ]D SRYHUDQMHP SURL]YRG
aktivaciju antioksidacijske obran@.al 2018) 3RYHUDQD Hodslo@itkraV kiddd

X N O M X plikdlizu te NADP-ovisre oksidoreduktaH W DNRYH U s]AgRREdtH & H Q D
AgNO3, XSXUXMX QD SRYHUDQX UD]JJUDGQMX GUXJLK PROHNX(
energije. S druge strane, nakon tretmana s AGNRB ] D E L O M Hdaah@deKepresih

S UR W H L Q D uXnidtabilixgo-ugljlkehidratdruktozabisfosfat aldolag, gliceraldehid3-

fosfat dehidrogena&zi fosfoglicerat kinae XNOMXpHQH X JOLNROL]JXe WH PDC
X' N O M XpKktu®limunske kiseline aWRXUXMH QD WR GD VX DOJHuXVSRULC
SUHALYOMDY D Q NObaM Matshat2QA2 KN Xirveyipioré @nska analiza alggropia
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haitanensisX XYMHWLPD SRYLaAHQRJ VDOLQLWHWD SRND]DOD MH
VD JOLNROL]JRP WH SXW R Ps@&hjaaksolésijhR vdrb ia fpEgiverM Q R

i sur. 2020a)Dodatno, VW UDA&LYDQMH SMR#EtyBosQRDAB yHIOWIMH SRND]C
izlaganje AgNP dovodi do smanjenja ekspresije proteina povezanih s metabolizmom
ugljikohidrata(Qian i sur. 2016)

|z skupne Obram L RGJRYRU QD VWUHV MHGLQL SURWHLQ V SUR
ekspresijom nakon sva tri primijenjena tretmana je bio prdkeiifreeze Ovaj proteinima

XORJX X |DAWLWL VWDQLFD L QEWKRLD Q M HEDIFHDQHXIMLR] D F L
LVWUDALYDQMD VX SRANIEP26 DOGXFYM DS URSMHIOQ NRP SRYLA
(Kristiansen i sur. 2008)e GD X ELOMNDPD PR&H UHJXOLUDWL HNVSU
XNOMXpHQLK X RpopudEmAmBR GAVIVBORY iBur. 2019) Stogae SRYHUDQD
ekspresija proteinAntifreezevjerojatno posljedica oksidacijskog strekaektiranogs algama

nakon ispitanih tretmana7 D N Ryakdy tretmana s AgNeitrat SRMDpDQD MH HNVSU
proteira laktat dehidrataz koji ima ulbgu u odgovoru na stres glikozilaznom aktivnosti
metilglioksala(Pohanka&020). Naime, netilglioksal MH FLWRWRNVLpQL PHWDEROL
QXVSURGXNW UD]QLK P HWjBEeRGtyarahjukkrajniDpkbiz ddeDnays ¢tine

glikacije koji su jedan odiljegaoksidacije proteina, odnosno oksidacijskog stresB OR XV R Y i

i sur. 2002; Pohanka020) Laktat dehidratee katalizira reakciju pretvorbeetilglioksalau
ODNWDWVPIDRHMYXMH X Q X W D l@Nglbks@d p QLD P DB WAIDAVH POMHJRY |
QHJIDWLY Q& stdfidu@dnN sur. 202D Nadalje,tretman s AgN® je uz ekspresije
proteinaAntifreezeL ODNWDW GHKLGUDWD]H GRGDWQR SRYWDpDR H
X DOQOWLRNVLGDFLMVNL RGJRYRE}" DWBHXERDROMH YOI MHPRNR O
uzrokovartretmanons AQNG; ELR |QDpDMDQ WH VX DNWLYLUDQL UD]JQL
smanjivanja S druge strane, osim proteiAatifreeze tretman sAgNP-CTAB nije izazvao

promjenu ekspresije drufiSURWHLQD XNOMXpHQLK X REWRD @K XOWLNR®I
izmjerenomN R ComROG u stanicam

Analizom diferencijalneksprimiranihSURWHL QD X&MeQiXPHIOMKQRY VLIQDOD
seuopLWL NDNR VX VYL WUHWPDQL EFYRanvodulin oWsROKpazeiQ MH HN
&DO.,, 1DLPH &DO.,, MH NRPSOHNVQD PXOWLIXQNFLRQDOC
VWDQLpPpQH L IL]I\NB& RsarN2025%hiakj¢hd ékspresijanalddd RJ SURWHLQD P
biti posljedicajakog oksidacijskog stresa uzrokovansggbrom, NRML PRaH RPHWDWL
VWDQLpPpQH SURFHVH SD VDPLP Sfidnfeih ékspres]j@ Ca®M DENKRAY HWD O . |
PRAHIBAWMQLPQL RGIJRYRU QD VWDM\L KQE KORMRYPIENR/M E D DLQ I
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srebraredukCiomMRGUHYHQLK VWDQLPpQLK | X Quidfrdtehaddiad XsOrL UD QLK
2022; Rostas i Skelding023) S druge strane, tretman s AgNPLWUDW L]D]J]YDR MH S|
ekspresije ionskog kanala ovisnogaponu (VDAC) na vanjskoj membrani mitohondrija koji
sudjeluje u transportu iof@* L PHWDEROLWD PRJXiUH X FLOMX NRPSHQ]
VLIJQDOD L VWDQLpPpQLK SURFHVD VPDQMH OVWABRe iAdtvaS UHV LM |
smanjenu ekspresijnavedenog ionskog kanal@WR MH PRJXUH SRVOMHGLFD VPL
XpLQDNDCHABLj8r je pokazano da sproteini 9'$& XNOMXpHQL X SULMHQI
signalnom putu apoptoze stan{€eina i Checchettd022)

,] VNXSLQH SURW Hda@drijXMdaads XgmskQpkije i Xranslacije, AgN#itrat i

AgNOs VX L]D]JYDOL SRYHUDQX HNVSUHVLMX SURWHLQD V G
L VW U Brd utjedaj@ AgNRitrat na biljku sojeGlycine mat.. JGMH MH WDNRVYHU ]DI
SRYHUDQD protairald Hovhendm RREHashimoto i sur. 2090Vezangm molekule

RNA, ovaj proteinLPD XORJX X SURFHVLUDQMX P51% WH SRVOMHGL
awR MH YMHURMDWQR X]JURN SRYHUuD Q HFdtodimM&uwtdbravi H G U X J |
i odgovor na stresne uvjete. S druge strane, tretman s /&JMIB smanijio je ekspresijdva

elongacijska faktora Tu i translacijske (tr) GTPaZ®ji imaju ulogu u dopremi molekule
aminoacittRNA do ribosoma prilikom sinteze proteina. lako analiza karbajelaroteina nije
pokazalanjihovo ]|Q D p D M Q Re riRkow treinb@aMs AQNETAB u odnosu na kontrolu,
VPDQMHQD HNVSUHVLMD SURWHLQD SRYH]DQLK V ELRVLQW
ukupnim smanjenjem ekspresije identificiranih proteina naktetmana s AGNHCTAB u
RGQRVX QD RVWDOH WUHWPDQH 1DYHGHQL UHGRABWDWL XS
DOJD VPDQMLOD ELRVLQWH]X SURWHLQD D QH GD MH GRAaO

Od ostalih diferencijalno eksprimiranih pro@D JDPAMHUFHR)YHUIDQD HNVSUHVLM
domenontCupintipa 1 nakon tretmana s AgNfitrat i AQNGs. Navedeni protein ima primaun

XORJX X VNODGLAWHQMX HQHUJLMH LDNR MH QRYLMH LVW
antioksidacijskom djeloD QM X JGMH YH]DQMHP PHWD@Di RIRZ043)QHXWUD
Nadalje, AQNPCTAB i AgNOs L]D]YDOL VX SRYHUDQX HMY&@UMVLMX S
NOMXpQX XORJX X L]JJUDGQML L RGUADYDQMX LQWHJULWH
VWDQLpPpQLP SURFHVLPD SRSXW VWDQLp @rhigG ISR.E2819) X QX WL
3RYHUDQD HN \d§didihtnt jd poshenive biGivaciPHKDQL]DPD SRSUDYND V)
FLWRVNHOHWD QDNRQ ]DELOMHAHQLK PRUIRORGMBK SURPM
AgNOsa.
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Navedeni rezultatpokazup GD SRYUA&ALQVNL RPRWDpL LPDMX ]QDpDMQ
PHKDQL]PX ILWRWRAWRp RRVEBXW IJUBQLMLP LVOVWDaEEYDQMHF
nakon izlaganja negativno nabijenim AgidRrat i pozitivno nabijenim AgNHPEIL Naime, u
QDYHGHQRP LVWUd@L ¥uD@iMaxno $rble3 utjecaj na ekspresiju proteina
povezanih s funkcijom mitohondaij dok su AgNP3(, LPDOH XWMHFDM SRQDMYL
XNOMXpHQH X ELRZbhagViHspX 209208 Doahin@Q, Dezultati diferencijalne

ekspresije protein& Y RJ LV WpbKaadjuddréxidai s AgNReitrati AQNO; LPDMah VO LD
molekularniobrabF ILWRWRNVLPpQRJ GMHORYDQMD JGMH MH ]D YF
ekspresija. S druge strane tretman s AGNIFAB izazvao jeuglavhomsmanjenu ekspresiju
LGHQWLILFLUDQLK SURWHLQD aWR XND]XMH GD VWXuVWDQLF
proteinakaR EL VDpXYDOH HQHUJLMX DOL L VPTRBBRMLOH GDOMQW

5.2 1D QR pHMWhakre

521 6WDELOQRVW QDQRpPpHVWLFD X KUDQMLYRM SRGOR]L
.DR aWRIIMHROQYMBHQR QD ILW R WiRdtblalefikpRiacHy in@Dj@dvdp HV W L F |
stabilnost umediju za izlaganje 1DLPH QH YV W D E mét&arho@QuadbRérira, ILA-HH

LP VH ILWRWRNYV LOQRYMN VPVFRAGIMEMIHL. GR GLVRFLMLPHMH LR
VH pHVWR |ILWRW RBibdiLspiQZR21WolsRavidieidd PQ RpHVWLFH EDNURYL
u vodemm medijima poput rijeka i jezermko aglomeriraju, disociraju i sedimentirgjuu i

sur. 2018) GRN ]J]ERJ UD]JOLpLWH VWD E LO|RIIMNRD UK G/H G HPE DX\
oksidaLPDMX UD]OL p lindustrijs(CheR Mstr (2B14X Michaud i sur. 2019; Waleed i

sur. 2020; Kanavi i sur. 2022a CuONPiCu213 |DELOMHAHQD MH UD]JQLpPLWD \
QD NRMX XWMHpX UD]JQL I|DpHWriednostimeiaktijelsRi@iyiny tdartvhB N R V W L
poput sloja EP$ArshadiRastabi i sur. 2015; Kwon i sur. 2015; Miao i sur. 2015; Shah i sur.

2022) ,VWUDALYDQMD V XOI$FRnuabj¢ BtabiheGi DodeXimesKstavima zbog lake
promjene oksidacijskog stanja u stabilmplik CUONP(Kwon i sur. 2015)Dodatno, ranije

LV W U Dja pokbza@ldidd s« WDELOQRVW &X213 VPDQMXMH SUL YHULF
YHUGLP YULMHGQRVWLPD ,lgB&Qdoll dd1imitdbReVagldmesaRi@SusaliH
Teixeira2013) U ovomLVWUDALYDQMX ]J]DELOMHAHQD MH DI®pDMQD
uultrapLVWRM YRGL DOL L X SRGOR]JL %9%0 aWR GRGDWQR SF
PHGLMLPD 60OLpDQ UH]XOWDW DJORPHUDFLMH &X213 X pLVYV
(Ibrahim i sur. 2022) GRN MH LVWR ]DELOM(@éaheQ Rut. 281 RIAMN RM Y R G
aglomeracijaCy213 ]|DELOMHAHQD MH L QHSRVUHGQR QDNRQ QMLKk
WHNXULQH SRSXW VLPXOLUDQH VOLQHMNX0OMREGYMMNShUY QH SC
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i sur. 2020) ali i u Steinbergovoj hranjivoj podlozi s 1/10 koncentracije makroelemébatay

i sur. 2016) =DSDA&HQD QHVWDEONPD RMWEp&XMRBMLYRGL PRAH ELW
QLVNRJ S Rt H@FELAPMHYDVLL AD XPHRG SRWHQFLMDO XND]XMH
VOLPQR QDELMHQLK pHVWLFD X VXVSHQ]LML 9LVRNL SRW
RGELMDQMD pHVWLFD pLPH VH VSUMHPDYD QMLKRYR JUXSL
NDGD MH DORWHQREMHWVWRLGFHMH JUXSLUDQMX &WR PRaH
aglomerata(Song i sur. 2016) 'RGDWQR LVWUDALYDQMD VX SRND]DOD
LPDMX SRWHQFLMDO Y H-3Qn@ekhdr@&00) B DRRWL LRMG,UDALYD
LIPMHUHQL o RW iFhQ EdCMAN® u ultrapLVWRM Y R G25,16R®/QRV QR
Ck213 XSXuXMH GD MH XSUDYR QLVND DSVROXWQD YULMHG!
bila razlog njihovog aglomeriranji WR MH X VNODGX V (ZmaQismM2P11DY WUDALY
GUXJH VWUDQH MHGDQ RG SULPDUQLK UD]JORJDONPIIDAHQH ]
KUDQMLYLP SRGORJDPD X RYRP L GUXJLP LVWUDALYDQML
podloga. Naime, gkazano je da prisustvo divalentnih kationa poput'M@a** u podlogama
SRYHUDYD DJORPHUDFLMX QDQRpHVWLFD VWYDUDQMHP GL)Y
povezuju preko navedenih iof¥angisur.201) 1R EXGXuUL GD MH SROBID]DQR G
&X213 PRaAH ]QDpDMQR SREROMADWL SULVXVWYRRIgFORMD (.
SRYHUDYDMX X VWWENDRDLDRN XY MEHFLPONROH MH GD MH UHDOQ
&X213 X VXVSHQ]JLML VD VWDQLFDPD ELWIQQRMHAUDH@HLMDLWR
podloziBBM 7DNR SRYHUDQD VWDELOQRVW &X24 8 RpVLWRY DMWIR
kroznjihovu PDQMX ILWRWRNVLPpQRVW X RGQRVX QONFHUX ILWRW

Rezultati stabilnosti otopine Cu$@ podlozi BBM pokazuju da su iofit?* reagirali s ionima

L] SRGORJH &WR MH UH]XOa\kpd®eaid nakoR \WiHdved ddaldtiaRuP H U D \
SRGORJX SWDINHRFRX VXDWD ]JDELOMHAHQL DJORRetut&@iwL V SU
suuskladusraMLP LVWUDALYDQMHP JGMH MH SRRNDyadenm]QDpDM
medijima(Haughey2000).

522 UnosQDQRpPpHVWLFD L LR Quietapns bdfologhu\ald Q L FH

1D ILWRWRNVLPpQRVW QDQRpPpHVWLFD EDNURY(LK iRNVLGD XY
2018. U ovom radu, malizom utjecaja CUONPiG213 QD YLMDELOQRVW VWDQLF
UD]J]OLND X QMLKRYRMM H MRWR SUDAP@EKWILsmrtnost stanica od

25% pri koncentraciji od 14,45 mg*l.dok CuONP izazivaju istpostotak smrtnosti stanica

YHU SUL NRQFHQWUDFAMOIRNGD X ILRMRWRNVLPQRVWL QDQRYp
PRaH REMDVQLWL UDQLMH QDYHGHQRP SRYHUDQRP VWDELC
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VORMD (36 NRMHJ DOJH WP ritoyitimeptenianls GU%®e pokazao
QDMWRNVLpQLM IER:s WijedhasD 8@ ®ridg R. Dobiveni rezultat je u skladu s
UDQLMLP LVWUDALYDQMHP JGMHD IVCHV § RNW RINYR. p@&L. MAH R8GX &
Chlorellasp aWR |DWHBIXROWDWLPD VWDELOQRVWL sa3XatXMH GD
QRYRQDVWDOLK PHNawilstrI2OMH LRQD & X

.DR aWwaRijeMhavedenopromijenjena morfologija stanica algi dobar je indikator stresnih

uvjeta u stanicaméaur i sur. 2022) 5DQLMD LVWUDALY DVINHIV BR A DY IDDOW LV
&X213 L]D]JLYD L]GXALYDQMH VWDQLFD RGQRVQRCQHSUDY/|
pyrenoidosgZhao i sur. 2016) M. aeruginosgHou i sur. 2017)6 OLpDQ UH]XODW GREL
RYRP LVWUD A tr¥thapid RUORAMEOMXL]D]YDOL GHVWDELOL]DFLMX
i doveli do pojave plazmolize OHYyX RED NRULaAWHQD WUHWPDQD YHUOUD UI
MH QDNRQ WUHWPDQEMVEXERY GMWHRGRRBHYHUH VWDELOQRV\
SULVXVWYD VORMD (36 pLPH &X213,RPBD MWKH PORMOMME DO R
UHDJLUDMX VD VWDQLpPpQRP VWLMHQNRPMYHRNHPEHUHDQYREL®GL
strukturnog integriteta staniceaizvage tretman s CuSQasOLpDQ UH] X @WBkKeh GRELY F
izlaganp alge C. pyrenoidosaCuONP i ionima Ctf, gdje su oba tretmangezultirala
ultrastrukturim promjeramai pojavom plazmolize, ali je tretman s ionima €uL]D]YDR YH U H
RaAWHUH Q@WhkaoV SUDZ1F RELYHQL UH]XOWDWL XSXuXMX GD X] |
bakrovih oksida s manjim promjeroimoni C¥* LPDMX ]QDpDMDQ XWMHFDM QD P
algi.

SRIQDWR MH GD DOJH PRJX SRYHUDWL SURL]JYRGQMX VORM
uvietima % DELDN L .QdHPUoxonEam LV W U D &dnfokalpoih Mikroskopipm
SRND]DR SRYHUDQX VLQWH]X VODER L pYU\WWdRaYethBr@RJ VOR
QDQRPpHVWLFDPD EDNURYLK RNVLGD X RGQRVX QD NRQWU
LVWUD & u¥aiaMd] PELOMHAHQD YHUD NROLpLQDpyéndiddda (36 RN
(Zhao i sur. 2016) M. aeruginosaHou i sur. 2017hakm tretmana s CUONP u odnosu na
kontrolu. S druge strane, nakon tretmanas CUONB2GB QLMH ]JDELOMHAHQR SRYF
YHIDQRJ VORMD (36 32& GRN MH ]JDELOMHAHQR EODJR SR’
QLMH ELOR VWDWLVWLpNWRQWDRODMOR DD XNSRQHGHL] XYOWDW.L
tretmana s CUONPiG213 VWDQLFH SRYHUDOH VLQWH]X SULPDUQR
NRMHJ MH SRND]DQR GD LPD QDMYHUX XORJX X ]|DGUADYDQ
PbYUVWR YH]DQHPI E&hBrsld iysur.\2@28; Li i sur. 2021I$ druge strane, nakon
tretmanas CUSO)IDELOMHALR VDP QDMYHUX NROLPLQX VODER L pY!
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algi u odnosu na ostale tretmane, dok sam dodatnom kvantifikacijom pokazao kako tretman s

Cu0s UH]XOWLUD L QDMYHULP SRYHUDQMHP VWRKR FHLNDRIMWHORMRDI
EPSokoallH LPD ]D FLOMQIDGREBDYE®REMPHLVIHRGSUMHPDYD QMLK
VWDQLFX L LQGXFLUDQMH QHJDWLYQLK X¢dbQueanogworRJD QD
EPS nakon tretmana s Cub®™H PRJXUH 8jBgdvodirkhgta QIHIJIDWLYQRJ XpLQN

morfologiju stanica

Usprkos SRYHUD QR MIojal RIBL pL@RWQD NROLPpLQD EDNUD MH XQH
tretmana s CUONP i GONP, dokje samom™QMD NROLpPpLQD EDNUD ]DGUADQD
VWDQLFD 1DPH MD VD&akzIMYIRP \bEKGUBDZANMW\D R M BRG R P

GRN LVWUWYB XX B@io/@pansloj EPSLPD QDM Y H {i X GXUBRMDIRM pHVWLF
PHWDOD aAaWMRSMVOGRBWGLFD PDOH NROLpPLQH LIPMHUHQRJ EC
S CUONP i Cu213 'RGDWQR QDMYL&H EDNUD DNXPXOLUDQRJ
LIPMHUHQR MH QDNRQ WUHWPDQD V &X2 1BCsaljeBnddtidaY MH U R M
L] P H na¢edenih tretmana. No, analizoomjera V D G U & D MubesErddu Usfanicei

] D G U A< EPSvidljivo je da su se GNP YL&H ]DraklgwbEPS u odnosu na
WUHWPDQ V &X213 1DYHGHQL UH]XOWDW PRAaMNPELWL SR\
VXVSHQ]LML VWDQLFD SUL pHPX GROD]L GR DJORPHUDFLM
SULORJ WRPH Q hakrRiDsiaMdamid RrgjerenafemMakon tretmana s Gud@/ R M H
vjerojatno posljedica visoke nestabilnosti CuS& SR G OR]L oft Yaterakdjdvm je

pokazano da dolazi do stvaranja velikih aglomesafgomjerom preko 26 P. Tako veliki
DJORPHUDWL LPDMX WHQGHFLMX WDORA&AHQMD (QuWstrNXULP S
2020) S druge strane, najmanje bakra je izmjeneasloju EPS nakon tretmana s CuSBOW R

MH YMHURMDWQR SRVOMHGLFD DQDOL]LUD QMEPSYKIVWR YH]
VH ODNR RWSXaWD X SRGORJX LPD QDMYHUL SRWHQFLMDO

Analiza ultrastrukture stanicdodatno eSRND]DOD GD VH &X213 SULPDUQR Y
stijenku, dokseGi2 13 SRQDMYL&H YHaAX QD WLODNRINMEQRIYRAHPEDDQ'}
SULVXWQRVW &X213 RNR VWD Q Ldou@ikh MWW WIDHEQ N 1B Q MEW @ Bl HEQ_HD
SRWY BYXOWHLD Q R X H] B @NDHV W D Q I0PdDXi SuVA0RLHPERtdostavlja se

da se CUONP RVLP ]D VW D QrudnQ Mko/nazatMHDQWW DQLPpQX PHPEUDQ X
nakon dugotrajnog izlagangtanicaQ D Q R p H \éMdadidéhidhogu prenijeti na mmbrare
organela(Baylan i sur. 2020)S druge stranenehanizam ulaska GQONP u stanice nije

U D] M DiEoQpbrha® je dave QD QR p IQWHW DMK WROLNL SRWHQFLMDO ]D

stanica, odnosno pokazano je da su njihova svojstva vezanja izowmsna o kristalnoj ravnini
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SULVXWQRM QD (BeR Ydid P@2R) BMARWDFRH PR JX42H 35 B UVHW WY LEKR
vezale za tilakoidnu membranu zbog drugih razloga poput strukturalne kompatibilnosti ili zbog
HOHNWURVWDWVNRJ S UL YYD [SHRYMBL Q)P IXQ RPHERWMLFED L W
(Tenorio i sur. 2017; Che i sur. 2021; Dai i sur. 2022)navedenih rezultata je vidljivo da
RNVLGDFLMVNR VWDQMH QDQRpPpHVWLFD EDNURYLK RNVLG
QDQRpHWRLERAVYQRH. PD XWMHFDM QD PHKDQL]DBd@ELKRYH I
strane nakon tretmana s CuSQ LV X XRpHQLLDJIO REBMAIDIAL stanica algi.

Navedeni rezultati su u skladu s rezultatima analize M koja je pokazalala je znatno

manje bakra uneseno u stanicu nakon tretmana s GuS&inosu na tretma&ns CUuONP i

Ck213 %XGXiUL GD MH VDGUADM EDNUZTuXQ\biy PaQiekelixé® D QD NF
UHGRYD nahiDX (R®@QIRV X QdxravuBstanicarmavhakon tretman@ D QRpHVWLFDP
bakrovih oksidaprikazana razlikaije odraz U D ] O LR MRlk&@dntracija tretmanaego

vjerojatno rezultat vezanja nastalih aglomerata i sloja EPS algi.

5.2.3 Utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa
IHIDWLYQL XWMHFDM Q BepRrparhasd/R p DWEXOWNHJ BRIYKI (RONOOMMHP RN
stresaFeigl 2023). Zhaoi sur.(2016)pokazali su da izlaganje alg: pyrenoidosap HVWLFDP D
&X213 GRYRGL GR ]QDpPDMQRJ SRYHUDQ MR Y)HROW D US/AWRD QYR C
526 ]DELO M Hakth@ddmamés QuORP provedenim na drugim vrstama algi poput
vulgaris (Fathi i sur. 2020) mikroalgamaD. saling I. galbang T. weissflogiii P. cordatum
(Solomonova i sur. 2023Fani sur.(2019) W D N R § B B L\DX$RIMA i @ridizyodnju radikala

*u stanicama alg®l. aeruginosaQDNRQ L]ODJDQMD Q/BIQRuHVOWILFDPD «
LVWUDALYDQMX ]DSDAaH Q Rkudrieg MDIEUDAVDWR SRS tréngavaH
stanicas CUONP i Cy213 PHYX NRMLPD MR I1IBWUHWFDR YHHELBQ SIR
XNXSQRJ VDGU&DMD 526 aWR MH PRJXUH SRVOMHMBGAWR ]DEI
LIDJLYD GLVRFLMDFLMX L MDpL RNVLGDFLMVNL VWiaHV =DQ
bakrovih oksidaQLMH L]D]YDR SRY ki D Qdikbisu NMaDk@nitt@lD 81 @ruge strane,
tretman sCuSQ izazvaoje veliko SRYHUDQMH s DNGHU ADHMEIQ BNR SRYHUDQM
ukupnog ROS i %7 kao i nakon tretmana s @DNP.Naime, ioni C4" su pozitivno nabijeni,
AWR LP RODNAaDYD L Qnivthe iurdlkalamié@kionjaG2/5RIEBtUXH] L t¥ XU
dalie YRGL YHUHP E UBaXaaddiBMWNRFPRBH UH]XOWLUDWLQ2, SRYHUD
odnosno ukupnog/ D G IR®B(Rdkshit i sur. 2018; Hangan i sur. 2023)

JLWRWRNVLPpQL XpLQDN SRYHUDQRJ VDGUADMD 526 X VWDQ
ELROR&GNL YDAQLP PROHNXODPD WH QMLKRYRP (BBMHORPLPQ
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sur. 2021) 8 PRP LVW,Wktthan B QMOKIP i CbONP ]QDpDM QoRH ¥IXO L
SHURNVLGDFLMX OLSLGD RGQRVQR GHVWDELDanph#&LMX VW
ultrastruktureau skladuMH V RAWHUIHQMLPD VWDQLpQ HzlBdafpBlgeD QH ]DE
M. aeruginosap HV W CEQNP{Hou i sur. 2017) 0 H yahalizranim tretmanima, tretman s

CwONP rezultiraoje QDpDM QR RIDWHHIQMHP OLSLGD aWR MH X VNOD
ukupnog ROS koji mogu negativno djelovati na membranski sy&ene2002). S druge

strane, tretman €uSQ doveoje GR Q D MP D Q M HVUD SR I MDQeMisklaalwR
UH]XOWDWL P baldyELgrehdiddsgdijeeM H L] O D J D Q RUONPEYWirals D P D

] Q D p D Ml R AV kil tHe@nbi&he u odnosu migetmanionima CUu?* (Zhao i sur. 2016)

Navedeni rezultatkazujuQ D GUXJDpLML P HK D@DNPD CuQNPW B WDMNEF Q MIHQ R P
membranom i stijenkom u odnosu na CuS&OWR MH X VNODGX V LVWUDALYDQN
YLAH YUVWD DOJL JGMHHWHWGBNDJWERDANDFLMD &X213 VD V!
izaziva GHV W D E L O L ] D samriterhbrer@BboteinehQuislitsur. 2023Yanimljivo je da

je VDPR WUHWPDQ V &X213 L]D]YDR, JAQ\DR BNRQ B | K &M HG B QINDHIOS.
QDQRPHVWLFD L LRQD EDNUD UD]OLpLWR LQWHUDJLUDMX V
kristalnu strukturu, dok G213 LPDMX SUDYLOQX NXEtesQstaNdijdi VWD O Q X
PDQMH SRGORAQH L os\(MalibiNsErL 2020; \Bel8draR0R2M § Qruge strane,
visokakoncentracijagona C#* PR&H SURXJURPLWL G(83do DIBrDIORAYWNE, SURW H |
EXGXuL G D ?Untedratrdio &adogih proteind N O 84i1xamjiddvu funkciju, pokazano

je dainterakcijaionaCl? V SURWHLQLPD QH YR@dei@X$dQR|]GH IJUW &XBLIN
Stafshede018) 1DGDOMH RAaAWHUIHQMH PR O HiddeortakoM$ XS R WHIDLG-D
nakonWUHWPDQD V REDGRINS B HQ Q Q Ry HH\I W LRFEDAUS O HDOWWehi I DELO M
UH]XOWDWL X VNODGX VX V LVW Umaailjki Dauhip&redngd@pd D & X 21 3
]JDELOMHAHQR ]QDpDMQR SRYHUDQMH RAWHGIKEMND]OR YRHIX
JHQRWR e h SARXWIM2)' RGDWQR QDMYPMIHH REWBNRQ WAWHWPDQ
MH PRJXUH SRVOMHGLFD WMDRLMDEXG@ARWMIDGD X SULVXVWY X
Cu?*, Fentonovom reakcijoriz H-O; nastaje radikal *NRML PR&H LJUD]JLWR QHJDW
na molekulu DNA(Balasubramaniangur. 1998) SULND]DQL UH]XOWDWYWAleGRGD W (
LQGXFLUDQMH RNVLGDFLMVNRJ VWUHVD MHGDQ RG JODYQLI
bakra na stanice alge

.DNR SRYHUDQH NRQFHQWUDFLMH 526 PRJX LPDWL L]JUD]I
funkcioniranje, ali i na vijabilnost stanica, alge aktiviraju mehanizme antioksidacijske obrane
u uvjetima oksidacijskog stre¢Rezayian i sur. 20198 RY R P LV W tebriah ¥ OQUQNPX

180



S R Y Hjé& BkRvnost enzima SOD u odnosu na kontradok tretman s C¢ONP nije imao
XWMHFDM QD QMHJRY % D NDMMYLQRORNVY ROXENtEUAB T dakzije & D M
dismutacije X’uH02 QMHJRYD SRYHUDQD DNWLYQRVW MH YMHURM
V D G U &D idimjeren nakon tretmana sCUONP. S druge strane, niti jedan tretman
QDQRpHVWLFDPD QLMH SRYHUDR DNWLYQRVWataiHOR D 33; $.
dokjeCu213 VPDQMLR DNWLYQRVWL HQJLPD $3; 2YL UH]XOWDW
H2O2, izmjerenim nakon tretman s CuONP i CGONP, XSXuUXMX GD MH DNW
DQWLRNVLGDFLMVNLK HQ]JLPD X VWDQLFDPD GRYROMQD
XQXWDUVWDQH®.X ,|BVIWRADN SRYHUDQMD  &R@mKRVQR VF
antioksidacijskih enzZm& RND]DQR MH L X UDQLMHPLynghWadpriskonD QM X Q
tretmana s CuUONPJanani i sur. 2020S druge straneXQDWRp SRYHUDQRP VDGUAL
ROS i HO; CuSQ izazvao e |QDpDMQR VPDQMHQMH DNWLYQRVW
antioksidacijskih enma u odnosu na kontralua VjeRv/jerojatnorezultat stvaranja metalnih
kompleksa ion&Cu”* V. SURWHLQLPD LOL QMLKRYRJ YH]DQMD QD DN\
inhibira aktivnostHQ]LPD WH ]QDpDMQR SRYH{DY OKipNVDYEdFLMVNL
2013; Chen i sur. 2020; Kim i sur. 2023 ezultatiparametaraksidacijskog stresa ponovno
XSXUXMX GD MH PHKDQLIIV® WRNWILp RRIBPQRIGREZ X213 aWR |
vjerojatno rezultat manje stabilnosti£u13 X PHGLMX WH SRV GQkHCGLPQH GLVF

Dodatni mehanizam antioksidacijske obrane alge u uvjet8rRaM D [pks@#&ijskog stresa
XNOMXpXMH QHHQ]L Rezs\ianD PMWA0FONS/ PRPQWHN UDALYDLRMX VY|
bakom L]D]YDOL VXi dgjBdn&kM\DRD Q M H Q M idroln® G BMMH YMHURN
posliedicaSRYHUDQH HQHUJHWVNH SRWUHEH VWDBRGFDDXOLY MW W
VWUHVQLP XYMHWLPD NDGD VH SRYHUDYD SRWUHED VWDC
energetskih bogatih aminokiselina, populpra, u FADH i NADH. Tako nastale molekule

se zatim koriste u mitohondriju za proizvodnju energije u obliku-ATIRgrisano i sur. 2023).

S druge strane, svi tretmaeizultirali V X S R éiHan)e@aNeSH/GSSG u stanicama u odnosu

QD NRQWUROBSHIMaGMQDLAGR DQWLRNVLGDFLMYV MBgo€@MHORY D
SRYHUDQMH YMHURMDWQR SURL]JOD]L L] PHKDQL]PD RGJRY
WUHWPDQLPD QDQRpHVWHFR PAD LPLRQHROPEQNRD QDMYHUH
*6+ *66+ X®&jeHgkon tretmana s CUWONBRWR MH X VNODGX V LIPMHUH
SRYHUDQMHP VDGUADMD 526 X RGQRVX QD RVWDOH WUHWF
RPMHUD *6+ *66+ |DELOMHaAHQR2MH QWRRMHWDMWBRADVY ¥R
QHSURPLMHQMHQRP DNWLYQRVWL DQWLRNVLGDFLMVNLK HC
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VDGUADMHP XNRSQRXQR26DOJH VDGUAH L SURWHLQH +VS NRI
normalne strukture denaturiranih proismanjuju rezultat oksidacijskog stresa u stanicama
(Kozeko2021) 8 RY RP LV Wit jedab ¥e&dngaMbékiom nije imao ] Q DgnDt)dcaj na
HNVSUHVLMX SURWHLQD +VS GRN VX VYL L]ID]YDOL ]QDpD
Razlika u utpcaju navedenih tretmana na ekspresiju proteina Hsp70 i Hsp90 vjerojatno je
SRVOMHGLFD UDQLMH RSLVDQH UD]OLpLWH ORNDOL]DFLMH
proteina(Csermely i sur. 1998; Abassi i sur. 2020; Koz&ld21) Naime, protein Hs70
SRPD&H X VPDWDQMX QRYR VLQWHWL]JLUDQLK SURWHLQD
YHULQRP VPRWDV@rmd i SW.ROZH 2YD UH]XOWDWL XSeXiodiMX GD Q
bakraLPDMX YHUL XWMHFDM Q Dkath dieMje Qruveih\WdppD b/ IDFOHH GSRIGRIN H L
do njegove destabilizacije i smanjemjggoveekspresieV HUH VPDQMHQMH HNVSUHYV
Hsp90 DOL L 1QDpDMQR PDQMH SRYKXKRPAKRR RPMRQDL}GD FBbE
tretmanima sClwONP i CuSQ, SRQRY QR XN DjosMH nji@oimVn@hgnizmima

W RNV L b @R/)émjatnonpbisljedica] DE L O MFHRRHMIHDQH SURL]YRGQMH VDG

stanicama u odnosu na tretman s CuONP.

5.2.4 Utjecaj na fotosintetski sustav

Fotosinteza je jedanoN O M >XUR.KHV D X DOJDPD SBristR énergy B X HRHBYBIO JH
svjetlostiza proizvodnju kemijske energif@ohnsor2016). Prvi korak u procesu fotosinteze je
apsorpcija svjetlosne energif@ R P Rdtosintetskh pigmeratate SUVWUDALYDQMD SRNEL
izlaganje Q D Q R otV PWHIMWFD OD pHVWR LPD QHJDWL YiBe@QeeXpls@.DN QD
2019; Wang i sur. 2019; Lokstein i sur. 2021; Huang i sur. 2022; Ma i sur..2028)om

LV W U D &anmoQe@eiéan s& X213 ]1Q D BBRMAWRD G kiciddilsl ai b u odnosu na

kontrdu. ,\]RVWDQDN VPDQMHQMD SLJPHQDW Retr@abdud REONP]ODJID Q N
]DELO MHAK QN W Sblidnovidy&iux2023) dok sudruglt VW UDALYDQMD SRNL
WUHWPDQ V YHURP NRQFHQWUDFLMRP &X213 &thbiddmaD VPDQ
algeM. aeruginosaHou i sur. 2017; Fan i sur. 201BPlatymonas helgolandicéLiu i sur.

2022) 6DGUADM NDURWHQ Rdd® Bl G/QIDNNARRY ISR YWHHIDEQL RQDNRQ WUHW
CwONP u odnosu na kontroldecho RG PRJIXULK REBRY® VMB@ RBOM yHQLK
fotosintetskih SLIJIPHQDWD X VWDQLFDPD QD N Rarotll QsiHe MD QD (
njihovo vezarg QD SRYU&IpQRHDYBHVPDQMXMH NROLPLQD VYMHWO
tilakoidnih membrana kloroplasta te se iskoristiiSW W RFHVX IRWRVLQWH]H 1DLPI
EDNURYLK RNVLGD LPDMX VSHFLILPQD RSWLPND VYRMVWYI
RGUHYHQLK Y OKhQdjiK s@.X2020;LRpadar i sur. 202Q@) cilju kompenzacije
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smanjenog dotokavjetlostinaSLJPHQWH DOJH PRJX SRYHUDWL VDGUADI
NDNR EL VH aWR YL&A&H VYMHWORVQH H@Hddarlk saH2020NFR_RU LV W L
i sur. 2021) Dodatno, pokazano je da CuONP imaju veliki potencijal za vezanje na sloj EPS
SRYUALQXaWWRDELL PR JOR R BADIG\pighiidnita QaRdv ¥ethiana CUONP u

odnosu na druge tretmafigaylan i sur. 2020; Xiongisur.2021) UXJR REMDaQMHQMH S
V D G URA® WHDpitingehdta nakon tretmasdCuONHA Cui,ONPje ukljXpQLP XORJDPD EDN
X VWDQLpQRP PHWDEROL]PX 1DLPH EDNDU MH NOMXpDQ
SURFHV IRWRVLQWH]H VWDQLpPpQRJ (RLNsOr@OPD; Che@ DsYrFD SULI
2022) Primjerice, u tilakoidnoj membrani kloroptasbakar je sastavni dio plastocijanina koji

sudjeluje u lancu prijenosa elektrona u procesu fotosinf&gairre i Pilon 2016). Ranije
LVWUDALYDQMH MH SRND]DOR GielianthusaviBiZQ QD B RHE B MW VX
bakrovihoksidaSRMDpDYD UDVW L SRYHUDYD SURL]{BELQMX NORUFR
2023) S druge strane, tretman s CuSQLMH L]D]YDR S UR P MistzKoxfis DGUaD M)
NDURWHQRLGD aWR MH PRJXUH SRVOMHGLFQRLFMHIRPYHRELY U
blokirala svjetlost za potrebe fotosinteze. NOXGXuL GD MH MHGLQR WUHWPDQ
VDGUADM REMH YUVWH NORURILOD WH VWRSX IRWRVLQWF
uzgajanjie, SRQRYQR VH PRA&H XRpLW]DRKRDB uDWRWRQRY QAN KWLQL]P
CwONP u odnosnu niaetman SCUONP.

URYRP LVW,umé&etMman WXQD QR pHV W L F DakOmaiRkVantii Rrdds iV X
LQGHNV XpLQNRYLWRVW lattQRBPY B VRHRQeER M) (p@IRaIIRLI L O D
Navedeni rezultappokazujuG D MH W U H W PnaQakpoRIdAS/RMLIFIDD R SURL]YRC
pigmenataNDNR EL V hrisi@g HQIHWR LMH L] VY M H&KpRsijupioteiBeOL L SR
D1 X N O MgupR$IQkako bise SRYHUDOD XpLQNRYLWRVW IRWRVLQWH]H
izlaganjem algeJlva compressananop H V W Ib&koRilD oksidaSULOLNRP pHJD MH GF
]ODPpDMQRJ SRYHUDQMD WUDQVNULSFLMH JHQD ]D SURWHLQ
svjetlostill (eng.light harvesting compled, LHCII), citokrom b6f, ATP sintazu te proteine
XNOMXpHQH X SRSUDYDN 36,, DOL L |DaWLWX 36, 3RYHUDQI
GLVDQMH IRWRVLQWH]X L DVLPLODFLMX XraaiéladiDnaX ND]JXM
SRYHUDQX SULNpWMEQIRW\ROBDBNRRP LVWURARYDYMX.]D]YDOH Yt
SRY H IDWQILNVHH G Q RafamhketavaHadidsiQteze u odnosunaZti3 ORJXUH REMDaQMI
VH QDOD]L X XQXWDUVWDQLpQRMKM Q@R NXQLBDSE R D NDDLGERIPp B R\
VWDQLpPpQRM PHPEUDQL EONPN\Linvarh@ialazilé i Nilakoxinyf he&irani
kloroplasta L ELOH V QMRP X GLUHNWQRP NRQVSRNWMD AWR |
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degradacpm ili inaktivacijom R G U H y HoQiht&tskiliR pibteina i procesa. S druge strane,
tretman s CuUSOMH GRYHR GR ]QDpDMQRJ VPDQMHQMD VWRSH IRW
X] QDMPDQMH SRYHUDQMH PDNVLPDOQRJ NYDQWQRJ SULQR
na ostale tretmane. NaveQe. UH]XOWDWL XSINDXMXYXDGIX QPQLY&XH QHJIDW
na proces fotosinteze i na stabilnost fotosintetskog sustava. Naime, ©ns\Qpozitivno
nabijeniiYLVRNR UHDNWLYQL WH pHVWR VXGMHOXNWhad UD]QLP
sur. 2021) 8 SRYHUDQLP NRQFHQWUDFEMD D] ILRLVPBUDNG MM P HI
IRWRVLQWH]X PRA&H L]D]YDWL QMLKRWR IQQHDIODWILY DQRLMXM H
XPpLQNRYLWR Wi s&VZARL) MQiWerL]tati u skladu surezultatima izlaganjalge
Monoraphidiumsp. ionima C&", gdje su Q & Boncentraci stimulirale fotosintetski sustav,

dok su vL &ddncentracije(> 7,4 nM) VPDQMLOH XpLQNRYLWRVW IRWRVLQMW
svjetlosne energijéDauda i Lombard2023) S druge strane, niti jedan od tretmanbakrom

QLMH LPDR XpLQDN QD HNV3&WHRY MMXYMNMWR B DIXQR VSRRV O M H
HYROXFLMVNH RpXYDQRVWL SURWHLQVNH VWDELOQRVWL
RGUADYDMX URURISCX sta@riim®&mirevska i sur. 2009; DeRidder i sur. 2012;
Wijewardene i sur. 2021) 3ULND]DQL UH hA ©4ADWINP XQIONKXvoRU imati
VWLPXOLUDMXUL XpLQDN QD SULdRetrhanXsp CEENOEY HW R¥ W R
VPDQMXMH VDPX VWRSX IRWRVLQWH]H WH QHJDWLYQR XWM

5.2.5 Utjecaj na proteom

8 FLOMX GDOMQMHJ UDIMDaQMDYDQMD PHKDQL]DPQ ILWRWF
vulgaris analizirao sam promjene u ekspresiji proteimdentificirao ukupn®9 SURWHLQD pLN
VH HNVSUHVLMD SURPLMHQLOD X RGQRVX QD NRQWUROX Q
SRYHUDQRP HNVS U HNakav fReEndia & C@ON P, §djeQeRsamo jedan protein imao
smanjenu ekspresiju u odnosu na kolotr S druge strandretmanis CywONP i CuSQ
rezultiraisuYHULP EURMHP SURWHLQD V&l3phiziQahvhthlgeReenakdl VSUHV L
promijenjenu ekspresiju nakon oba tretmana u odnosu na kontroliiDV© L puQorofiwW
diferencijalno eksprimirah K SUR W H ICQONRI|IGUB@>XQ HJR L [Je@MRi CuONP

vjerojatnoje rezultat manje stabilnosti @ANPkod kojih dolazido disocijacije iona C, koji

SRWRP L]D]JLYDMX VOLpQH SURPMHQH QD SURWHRPVNRM UD

Nakon tretmanas bakbim QDMYLAH GLIHUHQFLMDOQ Re id khk¢§odja PLUDQL
Fotosinteza, Prijenos signala, Metabolizam ugljikohidrata, Obrana i odgovor na stres te Procesi

WUDQVNULSFLMH L WUDQVODFLMH TUHWPDQ V &X213 M|
diferenFLMDOQR HNVSULPLUDQLK SURWHLQD XNOMXpHQLK X
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primarno nalazili proteini kompleksa antena na PSI i PSII (klorefit aY H] XM XUL SURWHL
SURWHLQ 5X%LV&R XN QMXpugeQstrdnd,LitdtuhBni- £ JBNP kSO su

smanjili HNVSUHVLMX SURWHLQD XNOMXpPpHQLK X NRPSOHNV DQ
DOL L SURWHLQD XNOMXpHQLK X IRWROL]X YRGH X UHDNFL
CwONP su smanjileekspresij EHW D X JO M L [k ipoCHUDLYDU R RHQ FH QK UD F L M X
enzima RuBisCo, dok je tretman s CuS€manjio ekspresiju samog enzima RuBisCo.
IDYHGHQL UH]XOWDWL XSXuXMX GD L]ODJDQMH VWDQLFD
fotosinteze aWR MH PRJXUH L X]J]URN L] Pdiskbg blt@IRIAOKSIRONPPD QR J R
CuSQ QLVX LPDOHXpPQOpDENGEzu. Rezultati proteomske analize dodatno
SULND]XMX YHUX VOLpQRDNP LGEFIHXdGMIHDtRINBSN BONPte

su u skladu grikazanm rezultdgima fotosintetskih prametara. Naime, jedino je CuONP
rezultirao ] Q D prd 8 Q Y HeimD\QIMGd kéobfila a i b i stope fotosinteze pri intenzitetu
VYMHWOD QD NRMHP VX DOJH X]JDMDQH L WUHWLUDQH 'RG
SRYHUDQMD XpLQNRj€ Kklgvdils &V\V HONKIR WHIYVIFMHDQRFQ DMYHUH SRYH)
proteina D1 kojise nalaziu reakcijom centru PSIl. Navedeni rezultati su u skladu s drugim
LVWUDALYDQMLPD SURYHGHQLP QD ELOMQLP YUVWDPD JGN
GRYHVWL GR VIRGUHADWQM DI R W IRMLHQQADHWADY N XKLQNRYILWRV WL
antioksidacijskgodgovor (Van Nguyen i sur. 2022; FeigD23; Mahawar i sur. 2024)

NDNRQ WUHWPDQD V &X213 SULPLMHUHQD MH VPDQMHQD HI
dok je simultanoSRYHUDQD HNVSUHVLMD JDPD ODQFD $73 VLQWD
NRPSOHNV NRML LPD NOMXpQX XORJX X VWDQLPpQRM SURL
sintaze ima ulogu u sintezi ATP iz ADP i fosfata, dok gama lanac ATP sintaze ima regulacijsku

ulogu u aktivnosti ATP sintaze te kontrolira protok protdiNeupane i sur. 2019) % XG XuL GD
tretman s CuONRkzaziva poavuRNVLGDFLMVNRJ VWUHVD RGQRVQR SRY
PRJX RAWHWLWL VW D sn@ijiti NrBiZ&dRj@Q ATODV HS R ¥ lekspresija

gama lanca vjerojatno je rezultat kompenzacijskog mehanizclpem RGUADYDQMD SUR\)
protona i sinteze AT na optimalnoj razini. S druge strane, tretman s GuBlH SRYHUDR
ekspresiju beta podjedinice ATP sintaze te smanjio ekspresiju @R FD % XGXuL GD
SRGMHGLQLFD $73 VLQWD]H VDGU &L DN DQWDHDQ BV ISIRNYRY (POMQHD/ W F
vjerojatno je odgovor algiN DN R EL ®$RixvddnDd @TRa za potrebe antioksidacijske

obrane. Suprotn oSRYHUDQL SURWRNQSWRPWRQ@ D PUHIRERDQH PLWRK
SRUHPHWLWL UDYQRWHAaX ODQFD SULMHQRVD HOHNWURQD
O i formirati  §” (Zhao i sur. 2019)% XGXiiL GD RYDM SURFHV PR&H X]JUR
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ROS, smanjena ekspresija gampadjedinice ATP sintaze, koja regulira protok protona,
YMHURMDWQR MH SRNX&DM VWD @hadH s@.20108&xkub/L sBrURL]Y R (
2023)

Analiza diferencijalno eksprimiranih proteina kategorije Metabolizam ugljikohidrata

pokazalge opUHpPQH UBXGXXWDWHBNVM B QVV & X213 L]DdCWLANRIRYHUDQ
CuSQ smanjenje ekspresije proteina u odnosu na kontrolu. Frukiskasfat aldolaza,
gliceraldehid3-fosfat dehidrogenaza, fosfoglicerat kinaza te trfusdat izomerazakoje su
XNOMXpHQH X SURBPIWWH MOXKXLSRYHIHDQX HNVSUHVLMX QDNRQ V
GD MH SRND]DQR GD X VWUHVQLP XYMHWLPD DOJH SRYHIU
SRYHUDQMH SURWHLQD NRML VXGMHOXMX X RuOjRRoeV X JOLN
SRVOMHGLFD YHUH HQHUJHWVNH SRWUHEH VMWWDIGUWFD ]D XE
202(). S druge strane, tretman QNP smanp je ekspresiju fruktoze bisfostaldolaze, dok

je CuSQ smanjo i ekspresiju proteingliceraldehid3-fosfat dehidrogenag aAWR MH YMHURM
SRVOMHGLFD SR U H PzbaigekMdaciBkoy\sDes@@eNbigd Dsur. 2014)

|z kategorijeObrarai odgovor na stres, jedino poteinAntifreezeLPDR SRYHUDQX HNVS
nakon tretmanasED WLSD Q B&®jp kavij¢/ nakddlenoyvaj SU R W H Lré€guiRdia H
ekspresiju gena za antioksidacijske enzime poput CAT i SPDPH XEODADYD SRVO
oksidacijskog stres@e i sur. 2019)Tretman s CONPjedini jeizazvao smanjenje ekspresije

proteina Hspi laktat dehidratazeaW R MH Y MH U Rrisjdkat @kstdadijskpy Gti&'sa.W

Naime, proteini Hsp imaju ulogu u pravilnom smatanju proteina te se aktiviraju u stresnim
uvjetima, doKaktat dehidrateaima ulogu u odgovoru na stresne uvigd@ DQMLYDQMHP VDG
FLWRWRNYV L p QrigtilgiPks&aP&hRrBP0RI)

,] VNXSLQH SURWHLQD XNOMXpHQLK X 3ULMHQRYV VLJQDOD
HNVSUHVLMX QDNRQ VYLK WUHWPDQD $NRQLWsDi2u$ MH K
aminokiselina D SRYHUDQMH Qwtidj@hbjdHSRBOMWIGMLIAD SRYHUDQH
sintezom proteina u uvjetima pdD p KFidaktijskog stresa. Nadalje, svi tretmani su imali
XPpLQDN QD UD]LQX KihbzeéGaMKIN PM XS N R MAHAEMSNCHONP izazvao
SRYHUDQMH QMHJRYH HNYVS UtsmaniiliekspEeRijNI odixost Ke2kbBtraJu& X 6 2
aAWwrRH YMHURMDWQR SRVOMHGLFD G U XJ DbpKravibh sksid@idhal UDNF L V
Cl¥V NRPSRQHQWDPD UDYQLKDARPBIQ VP@IKMSXQWIED HNVSUHVLM
VWDQLpPpQL RGJRYRU QD VWUHV X FLOMX VPDQMLYDQMD RG
(Zhao i sur. 2022; Rostas i Skeldiag23)
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