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1.UVOD

1.1. Nanomaterijali i njihova primjena

Nanotehnologija se bavi projektiranjem funkcionalnih sustava na molekularnoj
razini i jedna je od najbrZe rastuc¢ih grana industrije. Nanomaterijali ili nanostrukture
oblici su materije koji sadrzavaju Cestice kojima je barem jedna dimenzija u podrucju od
0,1 do 100 nm. Nanostrukture razlikujemo po broju dimenzija na nanoskali:
jednodimenzijske nanostrukturirane povrSine koje imaju debljinu povrSine objekta
izmedu 0,1 i 100 nm; dvodimenzijske nanocjevcice promjera izmedu 0,1 i 100 nm; te
trodimenzijske kuglaste nanocestice, u kojima je svaka prostorna dimenzija izmedu 0,1 i

100 nm (Ivankovi¢, 2011).

Zbog svojih jedinstvenih kemijskih, elektri¢nih, optic¢kih i fizikalnih svojstva,
nanocestice su nasle primjenu u raznim podrudjima znanosti i tehnologije, posebice u
polju biomedicine i prirodnih znanosti (mikrokirurska tehnologija, unos lijekova, genska
terapija, DNA probe, kontrastni agensi, fluorescentne oznake), agronomije
(nanokapsulirani herbicidi i pesticidi), optike i elektronike. Nanocestice su nasle
primjenu i u mnogim proizvodima Siroke potrosnje ukljucujuéi elektronicke
komponente, kozmetiku (kreme za suncanje), prehrambene proizvode (nanokapsulirani
vitamini i antioksidansi), proizvode za CiS¢enje, filtere za cigarete, antimikrobna vlakna i

sprejeve kao i tekstil otporan na mrlje i samocistece staklo (Savolainen i sur., 2010).

Uz golemi trZiSni potencijal nanocestica, one sa sobom donose i nove rizike.
Buduci da su se zbog velike aktivne povrSine po volumenu nanocestice pokazale bioloski
aktivnije od cestica mikrometarskih dimenzija istog kemijskog sastava, posljednjih
godina raste broj istraZivanja vezanih za Stetne ucinke njihove primjene na Zive
organizme, a od posebnog je interesa utjecaj na biljke. Biljke, kao primarni proizvodaci,
glavni su sudionici ekoloSkog sustava i imaju vaznu ulogu u transportu i bioakumulaciji
esencijalnih, ali i toksi¢nih tvari u hranidbene lance. Rezultati dosadasnjih istrazivanja
uCinaka nanocestica na biljke ukazuju na razli¢ite pozitivne i negativne utjecaje.
Primjerice, nanocestice titanijeva dioksida pospjesSuju fotosintezu i metabolizam duSika
te tako poboljSavaju rast Spinata (Zheng i sur., 2005), dok rezultati istrazZivanja

provedenih na luku (Allium cepa) pokazuju da nanocestice srebra izazivaju oksidacijski



stres, citotoksicnost te neke kromosomske aberacije u stanicama korjenci¢a (Kumari i

sur., 2009; Cvjetko i sur., 2017).

1.1.1. Nanocestice srebra

Srebro je metal cija su baktericidna svojstva poznavali i u medicinske svrhe
koristili jo§ Fenicani, Egip¢ani i Grci. Pojavom nanotehnologije, uporaba srebra u
medicinske svrhe doZivljava novi procvat, a nanocestice srebra (AgNP) nasle su
primjenu i u mnogim drugim podrucjima ljudske djelatnosti. Baktericidno djelovanje
AgNP ukazuje da su bioaktivne tj. da neizbjeZno reagiraju sa Zivim organizmima
(Haramina, 2008). Na ovaj nac¢in AgNP doprinose lijeCenju infekcija uzrokovanih
bakterijama koje su razvile rezistenciju prema uobicajenim antibioticima, Sto je od
velike vaznosti s obzirom na to da otpornost bakterija na konvencionalne antibiotike
prijeti ljudskom zdravlju diljem svijeta. No, AgNP nisu toksiCne samo za patogene
bakterije, ve¢ bi potencijalno mogle negativno utjecati i na korisne bakterije. Osim toga,
otkriveno je i da su AgNP otrovne za stanice sisavaca uzgajane u uvjetima in vitro.
Primjerice, toksi¢no djeluju na stani¢nu liniju BRL3A jetre Stakora (Hussain i sur., 2005),

$to dovodi u pitanje sigurnost upotrebe lijekova na bazi AgNP.

Biljke kao neizostavna komponenta svakog ekosustava imaju klju¢nu ulogu u
prijenosu nanocestica. Medutim, fitotoksicnost AgNP nedovoljno je istrazena.
Dosadasnji rezultati istrazivanja utjecaja AgNP na biljke pokazali su mogucu toksi¢nost.
Primjerice, prema Ma i sur. (2010) AgNP razli¢itih veli¢ina (20-80 nm), kojima su
tretirani klijanci uro¢njaka (Arabidopsis thaliana), uzrokovale su usporeni rast ¢ak i pri
vrlo niskoj koncentraciji (340 g L), a povecanjem koncentracije AgNP doslo je do
smanjenja biomase i duljine korijena. Nanocestice srebra znacajno su utjecale na rast,
sadrzaj hranjivih tvari i konformaciju makromolekula u klijancima rotkvice (Raphanus

sativus) (Zuverza-Mena i sur., 2016).

Nanocestice srebra mogu biti stabilizirane razli¢itim organskim omotacdima.
NajceSce koriSteni organski omotaci za AgNP su citrat, koji nanocestici daje negativni
naboj i polivinilpirolidon (PVP), unutar kojeg nanocestica ostaje gotovo neutralna tj. ima
mali negativni naboj. Osim citrata i PVP-a, za stabiliziranje nanocestica srebra koriste se
i cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB), polietilen glikol (PEG) i razgranati polietilenimin

(eng. branched PolyEthylenlmine, bPEI); CTAB i bPEI daju jaki pozitivni naboj, dok su



nanocestice stabilizirane omotac¢em PEG neutralne (bez naboja). Navedeni organski
omotaci omogucavaju ucinkovito rasprSenje i stabilnost nanocestica (Silva, 2011). U
svom diplomskom radu koristila sam AgNP stabilizirane negativno nabijenim citratnim

ionima.

1.2. Duhan (Nicotiana tabacum) kao modelni organizam

Duhan (Nicotiana tabacum L.) je jednogodiSnja, zeljasta biljka iz porodice
pomocnica (Solanaceae) podrijetlom iz juZne Amerike. Biljka duhana mozZe narasti od
0,5 m do 3 metra. Ima vretenast, dobro razvijen korijen koji prodire u tlo na dubinu od
1 m do 2 metra i Siri se do 80 cm. Stabljika je uspravna, cilindri¢na, podijeljena na nodije
i internodije, prekrivena dlac¢icama. Zeleni listovi se razvijaju na nodijima, a prekriveni
su Zljezdanim dlac¢icama u Cijim se glavicama nalaze smole i eteri¢na ulja vazna za
kvalitetu i aromu duhana. Cvjetovi duhana se nalaze u terminalnim nakupinama,
dvospolni su, a boja im moZe varirati od bijele preko ruzic¢aste do crvene. Plod je okrugli

ili ovalni smedi tobolac u kojemu se nalazi viSe tisuc¢a sjemenki.

Ekonomski najznacajnija upotreba duhana je u preradi osuSenih listova za
pusenje i Zvakanje. Uziva se zbog specificnog i kompleksnog fizioloskog djelovanja
sastojaka listova na sredisSnji Zivéani sustav. Od kemijskih sastojaka lista najvazniji je
alkaloid nikotin kojeg biljka proizvodi u svom korijenu, a zatim odlaZe u listove. Osim
nikotina, duhanski dim sadrzava joS 4000 kemijskih sastojaka, od kojih je oko 400
otrovnih i 43 kancerogenih. Dokazano je da puSenje cigareta, ali i izloZenost duhanskom
dimu tzv. pasivno pusSenje, znatno pridonosi obolijevanju i prijevremenom umiranju od

niza bolesti.

Duhan je jedna od najbolje istrazenih biljaka te sluZi kao modelni organizam u
eksperimentima zbog ekonomske dostupnosti, ali i zbog kratkog generacijskog vremena
te lagane transformacije. Koristi se za istrazivanja u biljnoj stani¢noj biologiji, kulturi
tkiva te molekularnoj biologiji i genetickom inZenjerstvu (Flick i sur., 1984; Brar i sur.,
1994). Nicotiana tabacum prikladna je vrsta i za istraZivanje proteina buduci da je
genom duhana sekvenciran (Sierro i sur., 2014), Sto dodatno povecava svestranu

upotrebu duhana kao modelnog organizma.



1.3. Proteomika

Proteom je ukupan broj proteina stanice, organa ili organizma te ukazuje na
funkciju i modifikacije proteina te kako proteini interferiraju s drugim molekulama. Za
razliku od genoma, proteom nije statican vec se mijenja obzirom na vrstu stanice, organa

ili organizma, stupanj razvoja kao i na utjecaj okoliSa.

Proucavanjem struktura, funkcija, interakcija i ostalih faktora unutar proteoma
bavi se proteomika koja objedinjuje veliki broj raznih metoda kojima se proteini
razdvajaju iz smjese proteina, te zatim identificiraju i karakteriziraju. Prvi korak u
analizi jest razdvajanje Zeljenih proteina iz smjese za Sto se koriste jednodimenzionalna i
dvodimenzionalna elektroforeza u poliakrilamidnom gelu. Za kvalitativnhu kao i
kvantitativnu analizu proteomskog ekspresijskog profila koriste se mnogi sofisticirani
instrumenti te posebni raCunalni programi. U svrhu identifikacije proteina koriste se
metode mikrosekvenciranja i spektrometrije masa. Dobiveni podaci pohranjuju se u
posebnim bazama podataka, a medusobne veze proteina, sekvence DNA te podatci o

mapiranju obraduju se bioinformatickim alatima.

Proteomika ima viSe specijaliziranih grana pa tako uz analiticku proteomiku, koja
se bavi kemijskom analizom proteina, postoji jo$ ekspresijska proteomika (proteomika
razlikovnih prikaza), stani¢no mapiranje (katalogiziranje protein-protein interakcija),
karakterizacija proteina i njihovih posttranslacijskih modifikacija, profiliranje
eksprimiranih proteina uz pomo¢ kvantitativnih metoda te identifikacija proteomskih

kompleksa.

1.3.1. Dvodimenzionalna gel elektroforeza

Dvodimenzionalna gel elektroforeza (eng. Two Dimensional — PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis, 2D-PAGE) metoda je istrazivanja proteina koju su prvi samostalno uveli
O'Farell i Klose (1975), a ukljucuje dvije jednodimenzionalne elektroforetske tehnike
koje razdvajaju proteine na osnovu razlic¢itih fizikalno-kemijskih svojstava.
Najpopularnija metoda dvodimenzionalne elektroforeze je kombinacija izoelektricnog
fokusiranja (eng. IsoElectric Focusing, IEF) kao prve dimenzije i natrijev dodecil sulfat -
poliakrilamid gel elektroforeze (eng. Sodium Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel

Electrophoresis, SDS-PAGE) kao druge dimenzije. Tim tehnikama proteini se razdvajaju



na osnovu naboja (IEF) i mase tj. veli¢ine (SDS-PAGE). 2D-PAGE pogodna je za analizu

proteinske ekspresije u cijelim stanicama te u tkivima (Balen i sur., 2011).

1.3.2. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (eng. Mass Spectrometry, MS) je instrumentalna analiticka
metoda kojom se odreduje relativna masa i koli¢ina iona nastalih ionizacijom atoma i
molekula. Koristi se za odredivanje strukture organskih tvari, za odredivanje slijeda
aminokiselina, peptida, oligopeptida, proteina i analizu posttranslacijskih modifikacija
(Horvati¢ i Cindri¢, 2008). Prvi spektrometar masa konstruirao je Aston Francis William
(1919) i njime pokazao da su gotovo svi kemijski elementi mjeSavine dvaju ili viSe

izotopa.

Osnovni dijelovi spektrometra masa su ionizator, analizator i detektor. Ovisno o
izvedbi instrumenta, uzorak u ¢vrstom ili teku¢em agregatnom stanju uvodi se u izvor
ionizacije u kojemu molekule prelaze u plinovito stanje i ioniziraju. Nastali ioni u
analizatoru masa razdvajaju se na temelju omjera mase i naboja u vremenu ili prostoru.
Nakon detekcije, kojom se biljeZi broj iona te omjer mase i naboja iona koji dolaze s
detektora, signal se racunalno obraduje Sto rezultira nastankom spektra masa (Horvatic,

2014).

Spektrometrija masa uz ionizaciju elektrorasprSenjem (eng. ElectroSpray
Ionization, ESI) ili matricom pomognutu ionizaciju uz desorpciju laserskim zracenjem
(eng. Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, MALDI) postala je vazna tehnika u
analizi bioloskih makromolekula (Gali¢ i Cindri¢, 2008). [zuzetna osobina tehnike MALDI
je pulsna priroda lasera cije stvaranje “paketa” iona predstavlja odvojene dogadaje
visoke osjetljivosti. MALDI se naj¢eSce povezuje s analizatorom masa koji mjeri vrijeme
leta (eng. Time of Flight, TOF) i analizatorom kvadrupol-TOF (eng. Quadrupole-Time of
Flight, Q-TOF) (Gali¢ i Cindri¢, 2008). Tehnika MALDI-TOF moZe biti unaprijedena
dodatkom jos jednog analizatora masa, pa se tako ta tehnika naziva MALDI-TOF/TOF, a
po brzini rada, to¢nosti mjerenih masa, kvaliteti MS/MS spektara i osjetljivosti
instrumenata uveliko nadmasuje performanse klasi¢nog instrumenta MALDI-TOF (Gali¢
i Cindri¢, 2008). Spektometrija masa postala je nezamjenjiv alat koji se primjenjuje u
podrucjima prirodnih znanosti (kemije, biologije, fizike) kao i u biomedicini,

biotehnologiji, ekologiji i farmaceutici.



1.3.3. Proteomika u istrazZivanjima toksic¢nosti nanocestica u biljaka

lako je primjena proteomike doprinijela povec¢anju spoznaja o odgovoru biljaka
na stres izazvan teskim metalima (Hossein i Komatsu, 2013; Cvjetko i sur., 2014), o
proteinima koji su ukljuceni u odgovor na stres uzrokovan nanocesticama metala zna se
vrlo malo. IstraZivanja utjecaja AgNP na proteom vecinom su provedena u animalnim i
bakterijskim stanicama (Lok i sur., 2006; Gao i sur., 2011; Jeon i sur., 2011), dok je u
svega nekoliko istraZivanja koja podastiru rezultate uc¢inaka AgNP u biljnim stanicama
analiziran proteom. Primjerice, istrazivanje proteoma biljke Triticum aestivum L. cv.
Blasco, koja je tretirana s AgNP, ukazuje na to da biljka u svom odgovoru na stres
pokazuje razli¢itu ekspresiju proteina ukljucenih u primarni metabolizam, $to sugerira
da metaboli¢ka adaptacija na stres igra vaznu ulogu u prilagodbi biljke na stres izazvan
nanocCesticama srebra (Vannini i sur., 2014). Nadalje, usporedivanje profila proteoma
vrste Eruca sativa, koje su bile izloZzene tretmanima s AgNP ili AgNOs, pokazalo je
smanjenje ekspresije proteina nakon tretmana s AgNP u odnosu na AgNO3z (Vannini i
sur.,, 2013). Istim je istrazivanjem evidentirano relativno malo preklapanje medu
proteinima koji su eksprimirani nakon ta dva tipa tretmana, Sto ukazuje na to da AgNP i

ioni Ag* (iz AgNO3) uzrokuju razli¢ite promjene u proteomu biljke.

Osnovni problem u izvodenju proteomskih istrazivanja predstavlja ¢injenica da
mnoge biljne vrste nemaju sekvenciran genom, a proteomski profili nepotpuni su i za
modelne biljke. Unato¢ nedostacima, postignut je znacajan napredak na ovom podrudju,
a nova otkri¢a o odgovoru biljaka na stres izazvan nanocesticama metala mogla bi se
koristiti za pronalaZenje osjetljivih i selektivnih biomarkera toksi¢nosti koji bi se mogli

koristiti u biomonitoringu okolisa.
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2. CIL] ISTRAZIVANJA

S obzirom na to da se nanocestice srebra danas koriste u mnogim podrucjima
ljudske djelatnosti, postavlja se pitanje sigurnosti njihove upotrebe za ekoloSke sustave i
zdravlje ljudi. Usprkos uporabi AgNP u razli¢itim proizvodima, njihov je ekoloSki i
toksikoloski profil prilicno neistrazeno podrucdje, a njihov utjecaj na biljne vrste tek se
nedavno poceo intenzivnije istrazivati (Vannini i sur., 2014; Zuverza-Mena i sur., 2016;
Cvjetko i sur., 2017). Ovo je istrazivanje usmjereno na ucinak nanocestica i iona srebra

na proteom duhana, a cilj je bio:

1. utvrditi uzrokuje li ispitivana koncentracija AgNP i AgNOsz kvalitativne i/ili
kvantitativne promjene u ekspresiji proteina u klijancima duhana i identificirati razli¢ito

eksprimirane proteine.

2. utvrditi uzrokuje li ispitivana koncentracija AgNP i AgNOsz kvalitativne i/ili
kvantitativne promjene u ekspresiji proteina u korijenju odraslih biljaka duhana i

identificirati razli¢ito eksprimirane proteine.

3. utvrditi uzrokuje li ispitivana koncentracija AgNP i AgNOsz kvalitativne i/ili
kvantitativne promjene u ekspresiji proteina u listovima odraslih biljaka duhana i

identificirati razli¢ito eksprimirane proteine.

4. usporediti utjecaj ispitanih koncentracija AgNP i AgNO3 na proteome duhana razliCitih

razvojnih stadija.
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3. MATERIJALI I METODE
3.1. Materijal
3.1.1. Nanocestice srebra

Nanocestice srebra redukcijskim su postupkom pripravljene iz srebrova nitrata
(AgNO3), a zatim su stabilizirane pomoc¢u organskog omotac¢a negativno nabijenog
citratnog iona. Tako su dobivene negativno nabijene nanocestica srebra (AgNP-citrat).
Laboratorijski sintetizirane nanocestice pripremila je dr. sc. Ivana Vinkovi¢ Vréek s

Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada.

3.1.2. Biljni materijal

Kao biljni materijal za istrazivanje koristila sam duhan (Nicotiana tabacum) u dva

razvojna stadija (klijanci i odrasle biljke).

3.1.2.1. Klijanci

Za uzgoj klijanaca sjemenke duhana sterilizirala sam inkubacijom u 50%-tnoj
(v/v) otopini NaOCIl na mjeSalici u trajanju od 15 minuta. Nakon toga sam ih nekoliko
puta isprala autoklaviranom deH;0 te mikropipetom nasadila na sterilizirane krute
hranjive podloge MS (Murashige i Skoog, 1962) (Tablica 1), s dodatkom 100 uM AgNP ili
100 uM AgNOsz. Kontrolni materijali rasli su na podlozi MS bez dodatka AgNP ili AgNOs.
Sjemenke su isklijavale i rasle 30 dana, nakon Cega sam tkivo uzorkovala (Biba, 2016) i

liofilizirala.

3.1.2.2. Odrasle biljke

Za uzgoj odraslih biljaka, sjemenke duhana sterilizirala sam inkubacijom u
50%-tnoj (v/v) otopini NaOCIl na mjeSalici u trajanju od 15 minuta. Nakon toga sam ih
nekoliko puta isprala autoklaviranom deH:0 te pipetom nasadila na sterilne krute
hranjive podloge MS. Sjemenke su rasle 60 dana, nakon cega sam izrasle biljke stavila na
tretman u svjeZe pripremljene tekuce podloge MS koje su sadrzavale 100 pM AgNP ili
100 uM AgNOs. Kontrolni materijali rasli su na podlozi MS bez dodatka AgNP ili AgNOs.

Nakon 7 dana uzorkovala sam tkivo korijena i lista (Bajan, 2017) te ga liofilizirala.



Tablica 1. Sastav podloge po Murashige i Skoog-u (1962) (pH-vrijednost 5,6)

MAKROELEMENTI mg L1 mM
KNO3 1900 18,80
NH4NO3 1650 20,60
CaClz x 2 H20 440 2,99
KH2PO4 170 1,25
MgS04 x 7 H,0 370 11,50
MIKROELEMENTI mg L1 uM
H3BO3 6,3 100,0
CoClz x 6 H20 0,025 0,1
KI 0,83 5,0
NazMoO4 x 2 H20 0,25 1,0
CuSO4 x 5 H20 0,025 0,1
MnSO4 x 4 H20 22,3 100,0
ZnS04 x 7 H20 8,6 29,9
ZELJEZO mg L1 uM
FeSO4 x 7 H20 27,8 100,0
NazEDTA 37,3 100,0
ORGANSKI DODACI mg L1 uM
m-inozitol 50 277,5
Tiamin-HCI 0,05 0,15
Saharoza 1500 11,3

MES-kalijeva sol 500 3,77




3.2. Metode
3.2.1. Fenolna ekstrakcija ukupnih topivih proteina

Izvagala sam po 0,15 g liofiliziranog tkiva duhana za svaku repliku (4 replike za
tkivo tretirano s AgNP, 4 replike za tkivo tretirano s AgNOs3, 4 replike kontrolnog tkiva;
ukupno dvanaest uzoraka). Zatim sam pripremila ekstrakcijski pufer (Tablica 2) i
pohranila ga u stiropornu posudu s ledom. Za svaku repliku uzoraka nacinila sam
postupak fenolne ekstrakcije ukupnih topivih proteina prema Pavokovi¢ i sur. (2012).
Liofilizirano tkivo sam homogenirala tu¢kom u tarioniku dok nisam dobila potpuno sitan
prah. Homogenatu sam dodavala do 6 mL ekstrakcijskog pufera u obrocima po 1 mL, a
nakon svakog dodavanja promijesala sam smjesu tuckom. Nakon predzadnjeg dodavanja
pufera, jednoli¢nu smjesu iz tarionika prebacila sam u plasticne Falcon tube od 15 mL.
Tarionik sam isprala s 1 mL ekstrakcijskog pufera, Sto sam takoder prebacila u tubu.
Sadrzaj tuba promijesala sam na vorteksu (IKA, Njemacka) te ih postavila horizontalno u
staklenu posudu s ledom, dodatno prekrila ledom i =zatim ih inkubirala
10 min na mijeSalici. Nakon inkubacije, homogenatu u tubi dodala sam do 6 mL fenola
(ispustajuci zrak iz pipete tijekom prolaska kroz zastitni sloj). Smjesu homogenata i
fenola promijeSala sam na vorteksu, stavila tube horizontalno u staklenu posudu bez
leda i potom 10 min inkubirala na mijeSalici na sobnoj temperaturi. Homogenat s
fenolom sam zatim centrifugirala (centrifuga Sigma 3K30, Sigma, Njemacka) 15 min na
3900 g pri +4 °C. Nakon centrifugiranja, fenolnu fazu supernatanta prebacila sam
pipetom od 1 mL u ¢istu Falcon tubu od 15 mL i dodala do 5 mL ekstrakcijskog pufera.
Promijesala sam sadrzaj na vorteksu, tube ponovno horizontalno polozila u posudu s
ledom te inkubirala 3 min na mijeSalici. SadrZaj sam centrifugirala 15 min na 3900 g pri
+4 °C. Supernatant sam prebacila u ¢istu Falcon tubu od 15 mL i dodala 4 volumena
ledeno hladne precipitacijske otopine (0,1 M amonijev acetat u metanolu, ¢uva se na -20
°C). Sadrzaj sam promijeSala invertiranjem tube u ruci i stavila na precipitaciju preko

noci na -20 °C.
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Tablica 2. Sastav pufera za ekstrakciju ukupnih topivih proteina. (Fenilmetilsulfonil

fluorid (eng. PhenylMethylSulfonyl Fluoride, PMSF) otopljen u 96% EtOH i 2% -merkaptoetanol

dodaju se neposredno prije upotrebe. Tijekom ekstrakcije proteina, pufer se ¢uva na ledu.)

Tris 6,057 g
EDTA (kompleksal) 1,8612 g
Saharoza 23,961g
KCl 0,7456 g
PMSF 0,0174 g
96% EtOH 2 mL
2% B-merkaptoetanol 2 mL
reH20 do 100 mL

[staloZene proteine sedimentirala sam centrifugiranjem na 3900 g pri +4 °C
tijekom 15 minuta. Nakon centrifugiranja, supernatant sam bacila, a talog sam ispirala
tri puta s 3 mL ledeno hladne precipitacijske otopine i kona¢no s 3 mL ledeno hladnog
acetona. Tijekom ispiranja taloga, tube sam cijelo vrijeme drZala na ledu. Nakon svakog
ispiranja, uzorke sam centrifugirala 10 min na 3900 g pri +4 °C. Budu¢i da u nastavcima
za pipetu ostaje mala koli¢ina proteina, iste sam koristila za sva Cetiri ispiranja taloga.
Nakon zadnjeg centrifugiranja, supernatant sam izlila, a tube poloZila horizontalno u
digestor na sobnoj temperaturi kako bi se u njima osuSio preostali talog. Na osuSeni
talog dodala sam 500 pL pufera za izoelektri¢no fokusiranje (IEF pufer) s dodatkom
ditiotreitola (DTT) i amfolita (Tablica 3). Talog sam otapala uvla¢enjem i ispustanjem
sadrZaja pipetom od 1 mL, pazeci pritom da se ne zapjeni. Nastavke za pipetu sam
ostavila u tubama, koje sam stavila u stiroporni stalak i ostavila na tresilici 10 min.
Nakon toga sam jo$ jednom ponovila cijeli postupak otapanja taloga. Otopljene taloge

sam prebacila u Eppendorf tubice od 1,5 mL i centrifugirala (centrifuga Eppendorf
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5417R, Eppendorf, SAD) 5 minuta na 20800 g pri sobnoj temperaturi. Supernatant sam

prebacila u Ciste Eppendorf tubice od 1,5 mL, a talog sam bacila.

Tablica 3. Sastav pufera za izoelektricno fokusiranje (IEF pufer). (Pufer se otpipetiran u
alikvote od 1 mL ¢uva na -20 °C. Ditiotreitol (DTT, 2 mg mL-1) i amfoliti (5,2 uL mL-1) dodaju se u

pufer neposredno prije upotrebe.)

Urea S4g
CHAPS 02g
reH20 do 10 mL

DTT 20 mg

Amfoliti 52 uL

3.2.2. Odredivanje koncentracije proteina modificiranom metodom po Bradfordu

U proteinskim ekstraktima dobivenim fenolnom ekstrakcijom odredila sam
koncentraciju proteina modificiranom metodom po Bradfordu (Faurobert i sur., 2007)
koja se od originalne (Bradford, 1976) razlikuje po dodatku 0,1 M HCI koja zakiseljuje
otopinu, Sto pospjeSuje vezanje proteina za boju Comassie Brilliant Blue (CBB), koja je
sastavni dio Bradford otopine, usprkos interferenciji nekih komponenti IEF pufera

(Hamacek, 2016).

Za svaki uzorak u Cistim tubama od 15 mL pomijeSala sam
10 pL 0,1 M HCI, 20 pL uzorka, 70 pL reH20 i 3,5 mL Bradford radne otopine (2,85%
(v/v) etanol; 5,28% (v/v) H3POs; 6% (v/v) Bradford maticna otopina) (Tablica 4). U
slijepoj probi zamijenila sam uzorak s IEF puferom. Smjesu sam kratko promijesala na
vorteksu i ostavila 10 min u mraku (jer je Bradford otopina osjetljiva na svjetlo), nakon
Cega sam uzorke prebacila u kivetu. Koncentraciju proteina koja je proporcionalna
intenzitetu plavog obojenja nastalog pri reakciji proteina u uzorku s Bradford

12



reagensom, mjerila sam spektrofotometrom (ATI/Unicam UV/Vis UV4-100, Cambridge,
UK) pri valnoj duljini od 595 nm. Oc¢itavanjem baZdarne krivulje dobivene mjerenjem
apsorbancije otopina albumina govedeg seruma (eng. Bovine Serum Albumin, BSA)
poznatih koncentracija pripremljenih u IEF puferu, utvrdila sam koncentraciju proteina

u svakom od uzoraka.

Tablica 4. Sastav maticne i radne Bradford otopine

BRADFORD MATICNA OTOPINA, 300 mL | BRADFORD RADNA OTOPINA, 500 mL
96% EtOH 100 mL 96% EtOH 15 mL
88% H3PO4 200 mL 88% H3PO4 30 mL
CBB G-250 350 mg Bradford mati¢na otopina 30 mL
deH20 do 500 mL

3.2.3. Rehidracija imobilina

U uzorke, u kojima sam izmjerila koncentraciju proteina dodala sam 5 pL
bromfenol plavila, promijeSala ih na vorteksu i centrifugirala 5 min na 20800 g na
sobnoj temperaturi. U posudu za rehidraciju prebacila sam po 400 pL svakog uzorka u
pojedinacne jaZice i u njih stavila imobiline (eng. Immobiline DryStrip) duljine 13 cm s
nelinearnim gradijentnim gelom (pH 3-10) okrenutim prema dnu posude pazeci da
nema mjehuri¢a zraka. Imobiline uronjene u otopine proteinskih uzoraka prelila sam s
900 pL mineralnog ulja (Immobiline DryStrip Cover Fluid, GE Healthcare, SAD) kako bih
sprijecila isuSivanje gelova i ostavila da se rehidriraju preko noc¢i (12-16 h) na sobnoj

temperaturi.
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3.2.4. Dvodimenzionalna elektroforeza
3.2.4.1. Prva dimenzija - Izoelektri¢no fokusiranje

Izoelektri¢no fokusiranje (IEF) je metoda razdvajanja proteina u prisutnosti
kontinuiranog gradijenta pH uslijed kojeg proteini, zbog bazitnih i kiselih
aminokiselinskih ostataka koji nose naboje, migriraju dok ne dosegnu zonu s

vrijednoS¢u pH koja odgovara njihovoj izoelektri¢noj tocki (Balen i sur., 2011).

Nakon rehidracije, imobiline sam ocijedila na papirnatom rucniku i prebacila na
keramicku podlogu uredaja za izoelektri¢cno fokusiranje (model Ettan IPGphor 3, GE,
Healthcare, SAD) vodec¢i racuna o duzini i orijentaciji imobilina. Elektrodne papirice,
prethodno navlaZene sa 150 pL deH:0, postavila sam uzduZno pri oba vrha gela tako da
je polovica papiri¢a bila na gelu, a pola izvan gela. Zatim sam postavila elektrode, pazeci
pritom da ista sjedne i na gel i na elektrodni papiri¢. Cijelu povrSinu podloge prelila sam
sa 110 mL mineralnog ulja i pokrenula uredaj na Program 3. Kad je izoelektri¢cno

fokusiranje zavrsSilo ocijedila sam imobiline i spremila ih na -80 °C.

3.2.4.2. Druga dimenzija - SDS-PAGE

Nakon izoelektricnog fokusiranja, proteini su razdvojeni prema njihovoj masi
pomocu 12%-tne vertikalne SDS-PAG elektroforeze u uredaju PROTEAN II xi Cell (Bio-
rad, SAD). Staklene ploce i razmaknice debljine 1 mm sam prije izlijevanja gelova dobro
ocistila 96%-tnim etanolom, a nakon Sto sam ih ucvrstila, ulijevanjem deH:0 provjerila
sam da li sustav curi. Odlila sam vodu, a gelove za drugu dimenziju pripremila sam
prema Tablici 5. Otopinu gela izlila sam izmedu dviju staklenih ploca razdvojenih
razmaknicama malo ispod ruba manje staklene ploCe. Nepolimeriziranu smjesu
nadsvodila sam bojom (20%-tni etanol uz dodatak bromfenol plavila) budu¢i da kontakt
sa zrakom sprijecava polimerizaciju. Staklene ploce s gelovima ostavila sam da se
polimeriziraju na sobnoj temperaturi, a polimerizirane gelove spremila sam na +4 °C

preko no¢i.
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Tablica 5. Sastav otopine za pripremu gela za SDS-PAGE (12%-tni, 60 mL)

reH20 21 mL
1.5 M Tris/HCI, pH 8,8 15 mL
AA/Bis 24 mL

vakuum (2-3 min)

10% SDS 600 pL
10% APS 300 pL
TEMED 25 pL

Sljedec¢i dan imobiline sam izvadila s -80 °C i ostavila ih nekoliko min na sobnoj
temperaturi. Svaku imobilinsku traku inkubirala sam na tresilici 15 min u 2,5 mL
ekvilibracijskog pufera (Tablica 6) s dodatkom 100 mg DTT. Imobiline sam kratko
ocijedila na filtar papiru te 15 min inkubirala na tresilici u puferu za ekvilibraciju s
dodatkom 125 mg jodacetamida (IAA). Svrha ekvilibracije jest omoguciti proteinima u
gelu da u potpunosti reagiraju sa SDS-om da bi pravilno migrirali u drugoj dimenziji dok
DTT i IAA sprjeCavaju renaturaciju proteina (Balen i sur., 2011). Prije postavljanja
imobilina na gel, ekvilibrirane imobiline uronila sam u 1 x SDS elektrodni pufer (Tablica
7) i poloZila ih izmedu dviju staklenih plo¢a iznad gela. Spatulom namocenom u
elektrodni pufer namjestila sam svaki imobilin uz gel da izbjegnem mjehurice zraka. Na
komadi¢ Whatmann filtar papira nanijela sam 3 pL biljega molekulskih masa i postavila
ga na gel uz (-) kraj trake. Zatim sam sve zalila 0,5%-tnom otopinom agaroze u
elektrodnom puferu s dodatkom bromfenol plavila i pricekala da se stvrdne. Staklene
ploCe pricvrstila sam na elektrodni nosac te prenijela u kadicu s elektrodnim puferom.
Pokrenula sam elektroforezu koja se prvih 45 min odvijala pri naponu od 100 V, a zatim

pri naponu od 220 V do kraja elektroforeze (oko 3 h).
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Tablica 6. Sastav pufera za ekvilibraciju (50 mL)

Urea 18¢g
1.5 M Tris/HCl pH 8,8 1,66 mL
20% SDS 5mL
reH20 do 50 mL

Tablica 7. Sastav 10 x koncentriranog elektrodnog pufera za SDS-PAGE (1 L)

Tris 30g
Glicin 144 g
SDS 10g
6 M HCl do pH 8,3
deH20 do1L

3.2.5. Vizualizacija razdvojenih proteina bojom Coomassie Brilliant Blue (CBB)

Nakon elektroforeze, 2-D gelove prebacila sam u otopinu za bojenje (0,1% (v/v)
CBB R-250, 45% (v/v) metanol, 10% (v/v) ledena octena kiselina). Boja CBB R-250 se u
kiseloj sredini veZe elektrostatskim silama za proteinske amino skupine nakon cega su i
proteini i gel plavi (Balen i sur.,, 2011). Gelove sam inkubirala 90 min na tresilici pri
sobnoj temperaturi. Da bi se vizualizirale proteinske mrlje, gelove sam potom stavila na
odbojavanje u otopinu za odbojavanje (10% (v/v) octena kiselina, 10% (v/v) etanol), na
tresilicu pri sobnoj temperaturi. Otopinu za odbojavanje mijenjala sam nekoliko puta sve

dok se pozadina gela nije obezbojila. Nakon toga sam gelove skenirala (skener model
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Epson Perfection, V700 Photo, SAD), stavila u otopinu 10%-tne octene kiseline te

pohranila na +4 °C do daljnje analize.

3.2.6. Analiza gelova racunalnim softverom

Kvantitativni i kvalitativni razlikovni prikaz ekspresijskih profila proteina
kontrolnog i tretiranih uzoraka dobila sam analizom gelova racunalnim programom
Image Master 2D Platinum (GE Healthcare, SAD). Za daljnju analizu spektrometrijom
masa na instrumentu MALDI-TOF/TOF odabrala sam proteinske mrlje koje su po
postotku volumena bile barem 1,5 x viSe ili manje izraZene u tretmanima u odnosu na

kontrolu.

3.2.7. Spektrometrija masa MALDI-TOF/TOF

Spektrometrijom masa moguce je analizirati intaktni protein ili smjesu peptida

nastalih digestijom proteina prije analize.

3.2.7.1. Priprema gelova za digestiju proteina

Proteinske mrlje odabrane za analizu spektrometrijom masa izrezala sam iz
gelova plasti¢nim nastavkom za pipetu kojem sam odrezala oko 0,5 cm od vrha. Izrezane
komadice gela stavila sam u 1 mL otopine za odbojavanje (10% (v/v) octena kiselina,
40% (v/v) metanol) u Eppendorf tubicama od 1,5 mL. Komadice gelova odbojavala sam
preko no¢i na termomikseru (model Termomixer comfort, Eppendorf, Njemacka) na 550
rpm pri sobnoj temperaturi. Komadi¢ima gela koji se nisu obezbojili dodala sam svjezu
otopinu za odbojavanje te ih zagrijavala u mikrovalnoj pec¢nici na opciji defrost do

obezbojenja.

3.2.7.2. Digestija u gelu

Od potpuno odbojenih komadica gela pipetom sam odvojila otopinu za
odbojavanje. Buduci da je komadi¢ gela bezbojan i sitan, na veci plasti¢ni nastavak za
pipetu stavila sam manji kako bih osigurala da u njega osim otopine za odbojavanje ne

uvucem i gel. Na komadice gelova dodala sam 500 pL 50 mM pufera amonijevog
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hidrogenkarbonata pH-vrijednosti 7,8. Gelovi su inkubirani na sobnoj temperaturi 5 min
uz protresanje na 650 rpm u termomikseru. Nakon isteka vremena odvojila sam otopinu
i dodala ponovno 500 pL NH4HCOs i inkubirala na termomikseru. Postupak sam
ponovila joS dva puta, s tim da sam pri zadnjem dodatku otopine uzorak inkubirala 30
min Cime se postiZe optimalna pH-vrijednost za rad proteaze tripsina. Nakon polusatne
inkubacije, uklonila sam otopinu te komadi¢ima gela dodala 500 pL otopine 50:50 (v/v)
50 mM NH4HCO3 (pH 7,8)/acetonitril te inkubirala sljede¢ih 30 min u termomikseru na
650 rpm pri sobnoj temperaturi. Nakon isteka vremena tu sam otopinu bacila, a u
Eppendorf tubice dodala 100 pL 100%-tnog acetonitrila. Komadi¢e gelova sam pri
sobnoj temperaturi inkubirala 5 min na termomikseru. Nakon inkubacije u c¢istom
acetonitrilu gel se skupio i pobijelio. Acetonitril sam potom uklonila iz Eppendorf tubica,
koje sam stavila na suSenje uparavanjem u vakuum centrifugi (model Concentrator
5301, Eppendorf, Njemacka), 30 min na 45 °C. OsuSene gelove prebacila sam u
Eppendorf tubice od 200 pL (komadié¢i gelova nakon suSenja su vrlo lagani stoga ovo
treba raditi pazljivo) i dodala 10 pL otopine tripsina koncentracije 10 pg mL! koja je
pripremljena otapanjem mati¢ne otopine tripsina koncentracije 1 mg mL-1 u 25 mM
NH4HCO3 (pH 7,8). Uzorci su inkubirani preko no¢i (18 h) na 37 °C u termomikseru na
500 rpm.

3.2.7.3. Ekstrakcija peptida iz gela

Nakon digestije, sadrzaj u tubicama -centrifugirala sam (model MiniSpin,
Eppendorf, Njemacka) nekoliko sekundi kako bih sav pufer s tripsinom sabila na dno
tubice. Zatim sam taj isti pufer prebacila u Eppendorf tubice od 1,5 mL i uparavala u
vakuum centrifugi 30 min pri 45 °C. Komadi¢ima gela u Eppendorf tubicama od 0,2 mL
dodala sam 10 pL otopine za ekstrakciju, tj. 50% (v/v) otopine 5%-tne trifluoroctene
kiseline (TFA) u acetonitrilu pa ih inkubirala 30 min u sonikacijskoj kupelji (model
Ultrasonic Cell Disruptor XL, Misonix Inc, SAD) pri sobnoj temperaturi. Nakon
sonifikacije, Eppendorf tubice od 0,2 mL dodatno sam inkubirala 15 min na
termomikseru na 500 rpm pri sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, ekstrakte sam
spojila sa osuSenim tripsinskim puferima, a komadice gela bacila. Ekstrakte peptida

stavila sam na suSenje u vakuum centrifugu 30 min pri 45 °C i pospremila ih na -80 °C.
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3.2.7.4. ProciS¢avanje peptida

Za procis¢avanje peptida koristila sam automatizirani uredaj (model AssayMAP
Bravo Automated Liquid Handling Platform, Agilent Technologies, SAD). To je
tehnologija za pripremu uzoraka koja koristi kromatografske kolone. Tehnologija
AssayMAP ima modificiranu 96-kanalnu robotsku ,ruku“ opremljenu s preciznim
proto¢nim Spricama koje se spajaju na kromatografske kolone kroz posebnu sondu.
Postupak prociS¢avanja peptida temelji se na principu tekudinske kromatografije
obrnutih faza. Kolona (eng. Reversed Phase-Small, RP-S) se kondicionira nizom otapala
rastuce polarnosti, nakon c¢ega se na kolonu nanosi uzorak. Peptidi iz uzorka vezZu se na
Cestice punila elektrostatskim interakcijama. Molekule soli koje se ne veZu na punilo
ispiru se polarnim otapalom (vodenom otopinom TFA), dok se peptidi eluiraju otapalom

manje polarnosti (vodenom otopinom acetonitrila).

Prije prociS¢avanja, osusenim peptidima u mikrotitarskoj plocici dodala sam 45 pL
0,1%-tne TFA. Tako pripremljenu plocicu postavila sam u instrument AssayMap te sam
pripremila otopine za kondicioniranje kolone (Tablica 8) te eluciju peptida s kolone
(Tablica 9). Svaku pripremljenu otopinu otpipetirala sam u plasti¢ne nosace (12 Column
Low Profile Polyro Resevoirs) te postavila u AssayMAp instrument na programom
predvideno mjesto. Takoder, dodala sam i prazne plasticne nosace predvidene za
skupljanje organskog otapala s kolone kao i praznu mikotitarsku plocicu za sakupljane
proc¢iS¢enih peptida (eluat). Naposljetku, instrumentu sam =zadala program
1 puta sa 100 pL pripremnog pufera brzinom od 300 pL min’l, a potom sa 100 pL
ekvilibracijskog pufera brzinom od 10 pL min-l. Potom je uslijedilo nanoSenje uzorka
(svih 45 pL) brzinom od 5 pL min-1, te elucija peptida u volumenu od 25 pL brzinom od 3
uL min-t. Tako dobivene procis¢ene uzorke osusila sam u vakuumskoj centrifugi i koristila

za daljnju analizu.
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Tablica 8. Sastav otopina za kondicioniranje kolone

EKVILIBRACIJSKI PUFER, 50 mL PRIPREMNI PUFER, 50 mL
reH20 50 mL Acetonitril 25 mL
TFA 50 uL reH20 25 mL
TFA 50 pL

Tablica 9. Sastav otopine za eluciju peptida s kolone

Acetonitril 35 mL
reH,0 15 mL
TFA 50 uL

3.2.7.5. Analiza peptida spektrometrom masa

ProciS¢ene i osuSene peptide resuspendirala sam pipetom u 2 pL matrice
a-cijano-4-hidroksicimentne kiseline (CHCA) koncentracije 5 mg mL-1, koja je
pripravljena otapanjem u vodenoj otopini acetonitrila (1:1; (v/v)). Uzorke sam nakon
otapanja nanijela na MALDI plocicu (inertni nosa¢ od nehrdajuceg Celika) i stavila na
suSenje. Tijekom suSenja smjese dolazi do kristalizacije matrice i analita. Aktivna uloga
matrice je sublimacija molekula analita okruZenih kristalima matrice, desorpcija i
ionizacija te u konacnici prijenos protona s matrice na molekule analita. Plo¢icu sam
nakon suSenja na zraku stavila u spektrometar masa MALDI-TOF/TOF (instrument 4800
Plus analyzer, Applied Biosystems, SAD). Parametri analize su prikazani u Tablici 10. Za
internu kalibraciju spektra masa (kako bi uklonila ,pozadinski Sum®) koristila sam

signale peptida nastalih autolizom tripsina. Interna kalibracija odvija se tijekom samog

20



snimanja spektra (pomocu racunalnog programa koji je povezan s instrumentom) i
tocnija je od vanjske kalibracije. Nakon snimanja spektara MS, odabire se deset peptida
prekursora s najintenzivnijim signalima, koji se podvrgnu daljnjoj fragmentaciji u

instrumentu kako bi se dobio spektar MS/MS.

Tablica 10. Parametri analize peptida spektometrom masa MALDI-TOF/TOF

Tip analize MS MS/MS
Detekcija iona pozitivna pozitivna
Zrcalo reflektron reflektron
Broj snimaka/spektara 80 120
Raspon masa/Da 900-4000 900-4000
Brzina snimanja/Hz 200 200
Kolizijski plin ukljucen ukljucen

3.2.8. Identifikacija proteina pretraZivanjem baza podataka NCBInr i UniProt

Dobivene spektre masa MS/MS koristila sam za daljnju pretragu spektralne baze
podataka NCBInr/green plants pomocu specijaliziranog racunalnog programa MASCOT
(verzija 2.1., Matrix Science, UK). Monoizotopne mase peptida koriStene su za MS i
MS/MS pretrazivanje baze podataka sa slijede¢im parametrima pretrage: MS/MS
tolerancija mase fragmenta, 0,5 Da; tolerancija mase prekursora, 0,3 Da; maksimalni
broj propustenih cijepanja, 1; i naboj peptida +1. Iz dobivenih spektara MS/MS iScitava
se slijed aminokiselina fragmentiranih peptida na temelju razlike u masama izmedu
pojedinih signala spektra. Fragmentirane peptide posebni algoritmi racunalnog

programa (ProteinPilot™ Software, SCIEX, SAD) vezanog uz instrument MALDI-TOF/TOF
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preklapaju i slazu u cjelinu. Iz iSCitanog aminokiselinskog slijeda uz pomo¢ alata
MASCOT se identificira protein kojem pripada ta sekvenca usporedivanjem izmjerenih
masa signala dobivenih spektara (uzoraka) s teorijski izracunatim masama peptida

pohranjenim u bazama podataka.

Nadalje, za svaki identificirani protein, tj. pronadeni homologni protein iz druge
biljne vrste, pronasla sam pretragom baze podataka Uniprot bioloske procese u kojima
protein sudjeluje. Proteine sam zatim kategorizirala prema zajednickim bioloskim

procesima.
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4. REZULTATI
4.1. Identifikacija i kategorizacija proteina
4.1.1. Klijanci

Na gelovima koji su dobiveni 2D-PAG elektroforezom (prva dimenzija - IEF,
druga dimenzija - SDS-PAGE) usporedivala sam ekspresijske profile proteina,
vizualizirane bojom CBB, kako bih pronasla razli¢ito eksprimirane proteine za analizu
spektrometrijom masa. Rezultati kvantitativne obrade 2D-gelova racunalnim
programom Image Master 2D Platinum prikazani su na slikama 1-3. U Tablici 11 dan je
pregled analiziranih proteina s njihovim bioloskim kategorijama te razlikovna ekspresija
u usporedbi s kontrolom. Od ukupno 66 analiziranih proteinskih mrlja, u 64 su proteini
uspjesno identificirani, a za dvije mrlje identifikacija nije uspjela (mrlje n.i.-2, Slika 1 te
n.i.-1, Slika 3). U klijancima duhana tretiranim s ¢esticama AgNP pojacanu ekspresiju u
odnosu na kontrolu pokazale su 32 proteinske mrlje, njih 10 smanjenu ekspresiju, dok
su 24 proteina imala jednaku ekspresiju. U klijancima duhana tretiranima s AgNOs3
pojacanu ekspresiju pokazalo je 58 proteinskih mrlja, njih 7 smanjenu ekspresiju, dok je

samo jedna proteinska mrlja pokazala jednaku ekspresiju kao kontrola.

Opisane proteine sam nakon identifikacije sistematizirala prema biolosSkim
procesima u kojim sudjeluju i tako dobila 15 kategorija: Metabolizam nukleotida,
Odgovor na stres, StaniCne signalne kaskade, Transkripcija molekule RNA, Sinteza ATPa,
Biosinteza proteina, Metabolizam ugljikohidrata, Fotorespiracija, Smatanje proteina,
Fotosinteza, Odgovor na oksidacijski stres, Metabolizam aminokiseina, Homeostaza
stani¢nih redoks-reakcija, Transport elektrona i Procesiranje molekule RNA (Tablica

11).

Najveci broj proteina svrstala sam unutar kategorija Metabolizam ugljikohidrata
(18%) i Fotosinteza (18%). Proteini vezani uz Odgovor na stres c¢ine 11% medu
ukupnim proteinima kao i proteini vezani uz Smatanje proteina (Slika 4). Identificirani
protein predviden kao nukleozidna difosfat kinaza 1 (mrlja 1), glicinom bogat RNA-
vezujuli protein (mrlje 3 i 4), identificirani protein predviden kao ribuloza-1,5-bifosfat
karboksilaza/oksigenaza velika podjedinica (mrlje 9, 14, 45), kisela hitinaza PR-P (mrlja
25), endohitinaza A (mrlja 42), identificirani protein predviden kao Kkloroplastni

stromalni 70 kDa protein toplinskog Soka (mrlja 49) te identificirani
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protein predviden kao kloroplastna feredoksin-NADP reduktaza (mrlja 60) svrstala sam

u dvije kategorije bioloSkih procesa (Tablica 11).

Proucavajuci proteinske profile ukupnih topivih proteina tkiva klijanaca duhana
tretiranih nanocesticama i ionima srebra uvidjela sam kako najveéi broj proteina
pokazuje isklju¢ivo povecanu ekspresiju (32), neSto je manji broj proteina koji u
razliCitim tretmanima pokazuju razlicitu ekspresiju (29), dok je broj proteina s iskljucivo
smanjenom ekspresijom vrlo malen (5). NajviSe je proteina razlikovne ekspresije u

odnosu na kontrolu iz tretmana s AgNO3 (njih 65) (Slika 5).

Najveci broj proteina s povecanom ekspresijom iz tretmana s AgNP pripada
kategorijama Metabolizam ugljikohidrata i Fotosinteza, dok najve¢i broj proteina s
povetanom ekspresijom iz tretmana s AgNOs pripada kategorijama Metabolizam
ugljikohidrata, Fotosinteza i Odgovor na stres. Sli¢no je i s proteinima sa smanjenom
ekspresijom iz oba tretmana. Unutar kategorije Smatanje proteina svi proteini iz

tretmana AgNO3 pokazuju povecanu ekspresiju (Slika 5).
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Slika 1. Ukupni topivi proteini klijanaca duhana (kontrola) razdvojeni 2D-PAG
elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden rac¢unalnim programom Image
Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pl 3-10 - relativan poloZaj
proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢cne tocke, SDS-PAGE 12% -
relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove mase, n.i - neidentificirani

proteini.
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Slika 2. Ukupni topivi proteini klijanaca duhana tretiranih s AgNP razdvojeni 2D-PAG
elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden rac¢unalnim programom Image
Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pl 3-10 - relativan poloZaj
proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢cne tocke, SDS-PAGE 12% -
relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Identificirani

proteini oznaceni su brojevima 1-64. Proteini s pove¢anom ekspresijom u odnosu na

kontrolu oznaceni su O, a oni sa smanjenom :: .
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Slika 3. Ukupni topivi proteini klijanaca duhana tretiranih s AgNO3 razdvojeni 2D-PAG
elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden racunalnim programom Image
Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pl 3-10 - relativan poloZaj
proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektricne tocke, SDS-PAGE 12% -
relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase, n.i -

neidentificirani proteini. Identificirani proteini oznaceni su brojevima 1-64. Proteini s

povecanom ekspresijom u odnosu na kontrolu oznaceni su O, a oni sa smanjenom :::
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Tablica 11. Proteini klijanaca duhana identificirani metodom MALDI TOF/TOF MS/MS.

Navedeni su nazivi i pristupni brojevi (NCBI) proteina koji su identificirani uz najveci

score, biljna vrsta iz koje potjecu te molekularna masa i pl navedeni u bazi podataka

Uniprot. U slucaju kad nije identificiran protein iz vrste Nicotiana tabacum, naveden je i

homologni protein iz ove vrste pronaden pomocu alata BLASTp. BioloSki procesi u

kojima protein sudjeluje navedeni su prema bazi podataka Uniprot. Razlikovna

ekspresija izraZzena je u usporedbi s kontrolom ukoliko je postotak volumena mrlje

barem 1,5 x veci (T) ili manji ({) nego u kontroli te ako je podjednak (=).

] BLASTP
S N. tabacum,
BROJ NAZIV PROTEINA, 9 | < :
LA Z| = BIOLOSKI RAZLIKOVNA
Gl;fu ID. BROJ VRSTA § S = Rl ANAZIVPROTEINA, PROCES(I) EKSPRESIJA
(NCBI/UNIPROT) )
& ID. BROJ
(NCBI/UNIPROT)
Nukleozidna ;I:lgl‘:gzeircll:na Metabolizam
difosfat kinaza 1, Arabidopsis | 2| o difosfat kinaza 1 nukleotida
1 lyrata subsp. | | J 2 AgNP T
GI:297809115, lyrata — 11025153435 Odgovor na AgNO; 1
XP_002872441.1 XF; 016467992.’1 stres (abioticki)
Predviden:
Izoforma X1,
protein slican
kalmodulinu-7,
Kalmodulin-2, XP_016455012.1 Stanine
Arabidopsis =) signalne AgNP =
GI:297822305, o| ® | o
2| xp 002879035 | Vratasubsp. | &1 S| 3 kaskade AgNO3
- lyrata N
Predviden:
Izoforma X2,
protein slican
kalmodulinu-7,
XP_016455013.1
Glicinom bogat o
RNA-vezujugi Transkripcija
. lekule RNA
3 protein, Nicotiana Ny § g i molekule AgNP _
tabacum w | W
GI:187373099 Odgovor na AgNO3
A(5D03270 1 ' stres (abioticki)
Glicinom bogat o e
RN A-Vezujugi Transkripcija
protein, Nicotiana R I S molekule RNA
4 sylvestris N I ) AgNP =
4 - Odgovor na AgNOs

GI1:187373099,
ACD03270.1

stres (abioticki)
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CF1 epsilon

podjedinica ATP Sinteza ATPa
: . L >~ AgNP T
sintaze (plastid), Nicotiana | | @ | ® (povezana s
5 " | Q| = - AgNO; 1
abacum S| transportom
GI:11465963, protona)
NP_054505.1
CF1 epsilon
p.od]edlmca ATP o ~ Sinteza ATPa AgNP 1
sintaze (plastid), Nicotiana m| o | X (povezana s
6 " N 9 1 - AgNO3 1T
abacum N[ ¥ | transportom
GI:11465963, protona)
NP_054505.1
Eukariotski Predv1.den: :
o Eukariotski
elongacijski translacijski
faktor 5A-1 Theob ol 2| ol elon aci']ski Biosi AgNP T
7 izoforma 1, eobroma | S| 2 o | g ..] . 1osm'Feza AgNO3 1
cacao — | & | v | inicijacijski proteina
faktor 5A-2,
GI1:590699637,
XP_007045975.1 XP_016504267.1
Eukariotski Predviden:
elongacijski Eukariotski
g | faktor5A3, Solanum || & | @ | elongacijski Biosinteza | AgNP =
tuberosum | ™| & | v | faktor 5A-3, proteina AgNO3
GI1:568214900
NP_001275165.1 XP_016465249,1
Ribuloza-1,5-
bifosfat Ribuloza-1,5- ,
. . Metabolizam
karboksilaza/oks bifosfat I
. . . ugljikohidrata
igenaza velika o foe) karboksilaza/oks . _
i Nervilia NS 2. . (Calvinov AgNP =
9 podjedinica i S| v | X | igenaza velika ciklus) AeNO
(kloroplast), plicata = | *° | podjedinica, AN
G1:429345898, ADT92065,1 Fotorespiracija
AF784631.1
Hlpot.e tski Predviden:
protein Slitan
PHAVU_008G082 =) " . AeNP _
10 | 900g Phaseolus | o | & | R elongacijskom Biosinteza g =
’ vulgaris &~ © | o« | faktoruP, proteina AgNO3
GI1:561013217,
ESW12078.1 XP_016510296,1
Predviden:
Ciklofilin, g Peptidil-prolil
11 Camellia | 1| g | cis-trans Smatanje AgNP T
G1:583830761, japonica | 2| isomeraza, proteina AgNO; )
AHI54562.1
XP_016481087.1
Predvll den: Predviden:
protein CBSX3 domene CBS
domene CBS, © slican ’
12 sh.can .. Solanum gl 3 ;,’i‘ mitohondrijsko Odgovgr nva . AghP !
mitohondrijskom | tuberosum | = | @ | & m stres (abioti¢ki) | AgNO; 1

GI:565354933,
XP_006344361.1

XP_016442049.1
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Predviden:

Ciklofilin, Peptidil-prolil
. AgNP T
13 Camellia 0 LE L | Cis-trans Smatanje AgNO N
GI:583830761, japonica —| @ | & | isomeraza, proteina AN
AHI54562.1
XP_016481087.1
Ribuloza-1,5-
bifosfat .
karboksilaza/oks Eilfk:;lf(;ia-l’s- Metabolizam
igenaza velika karboksilaza,/oks ugljikohidrata | AgNP T
14 podjedinica, Jatropha e luo\: n ioenaza velika (Calvinov AgNO3 T
parcijalna capensis N| o | S 8 e . ciklus)
(kloroplast), o podjedinica,
Fotorespiracija
GI1:379647169, NP_054507.1
AFD04556.1
PSI-E1=14.4 kda
psaE produkt
fotosustava I (N- S| g
terminalno, % %
parcijalni Nicotiana 28| . AgNP =
15 klorqplastni tabacum > ol Bl i Fotosinteza AgNO;3
peptid), % g
Z | Z
GI:544741,
AAB29519
Predviden: IV B
PSI-E podjedinica Kl‘if‘éﬁiifﬁ’f
fotosustava l, . = A AgNP =
16 Nicotiana m m i reakcuskog Fotosintez g =
sylvestris ™| | ov | centra otosinteza AgNO3
(B;IAif)177666(;11‘ fotosustava |,
XP_016496470.1
PsbQ, g
Nicotiana ©| ;| . AgNP T
17 GI1:62898519, tabacum 3 i o - Fotosinteza AgNOs _
BAD97359.1
PsbQ,
©~
Nicotiana ®| |2 ) AgNP l
n -
8| Gr62898519, tabacum | ¥ | X | & Fotosinteza | soNos 1
BAD97359.1
PsbQ, g
Nicotiana | | 2 . AgNP l
n -
19 G1:62898519, tabacum 3 E s Fotosinteza AgNO; 1

BAD97359.1
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20

PSI-D1
prekursor,

GI1:407769,
BAA02871.1

Nicotiana
sylvestris

145

23456

9,84

Predviden:
Podjedinica Il
reakcijskog
centra
fotosustava I,
slicna
kloroplastnoj,

XP_016455922.1

Fotosinteza

AgNP
AgNOs

-

21

23-kDa
polipeptid OEC
kompleksa
fotosustava II,

GI:1345550,
CAA44292.1

Nicotiana
tabacum

108

28378

7,63

Fotosinteza

AgNP
AgNOs

22

23 kDa
polipeptid WOC
kompleksa
fotosustava I,

GI:1345550,
CAA44292.1

Nicotiana
tabacum

244

28378

7,63

Fotosinteza

AgNP
AgNO3

23

23 kDa
polipeptid WOC
kompleksa
fotosustava I,

GI:19898,
CAA41712

Nicotiana
tabacum

302

28652

6,84

Fotosinteza

AgNP
AgNO3

24

23 kDa
polipeptid WOC
kompleksa
fotosustava I,

GI:396261,
CAA45700

Nicotiana
tabacum

124

21971

5,28

Fotosinteza

AgNP
AgNO3

25

Kisela hitinaza
PR-P,

GI:19771,
CAA35790.1

Nicotiana
tabacum

102

27469

4,89

Odgovor na
stres (bioticki)

Metabolizam
ugljikohidrata
(razgradnja
hitina,
degradacija
polisaharida)

AgNP
AgNO3

26

Kompleks
polipetida u
nastajanju alfa
lanca,

GI:1658271,
AAB18266.1

Nicotiana
tabacum

84

4241

5,0

Nema podataka

AgNP
AgNO3
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27

Zeljezo
superoksid
dismutaza,

GI:573885915,
AHG12637.1

Nicotiana
tabacum

241

28338

8,60

Odgovor na
oksidacijski
stres

AgNP
AgNO3

28

Prekursor
Saperonina 21,

GI:350534934,
NP_001234423

Solanum
lycopersicum

156

26562

6,85

20 kDa
Saperonin,
kloroplastni

G1:1027858547,
NP_001313184.1

Smatanje
proteina

AgNP
AgNOs

29

33 kDa
polipeptid
kompleksa OEC
fotosustava I,

GI:30013657,
AAP03871.1

Nicotiana
tabacum

244

35199

5,60

Fotosinteza

AgNP
AgNO3

30

Citosolna
askorbat
peroksidaza,

GI:1389654,
BAA12918.1

Askorbat
peroksidaza,

GI:559005,
AAAB6689.1

Nicotiana
tabacum

409

429

27450

27388

5,43

5,43

Odgovor na
oksidacijski
stres

AgNP
AgNO3

31

Askorbat
peroksidaza,
GI:559005,
AAA86689.1

Citosolna
askorbat
peroksidaza,
GI:1389654,
BAA12918.1

Nicotiana
tabacum

429

409

27388

27450

5,43

5,43

Odgovor na
oksidacijski
stres

AgNP
AgNO3

32

Askorbat
peroksidaza,
GI:559005,
AAA86689.1

Nicotiana
tabacum

409

27388

5,43

Odgovor na
oksidacijski
stres

AgNP
AgNO3

33

Hipotetski
protein
CICLE_v1001216
6mg,

GI:567873045,
XP_006429112.1

Citrus
clementina

155

36007

9,43

Predviden:

Neidentificirani

protein slican
At5g02240,

XP_016434705.1

Nema podataka

AgNP
AgNO3
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Izoforma sli¢na
citosolnoj trioza

Trioza fosfat
izomeraza, slicna

Metabolizam

. . N
34 fosfat izomerazi, Solanum ol = g citosolnoj, ugliikohidrata AgNP i)
tuberosum | N | | 19 o AgNO;z 1
GL:77745458 - (glikoliza)
ABB02628.1 NP_001312678.1
Predvideni Predviden:
protein, Kloroplastna Metabolizam
35 parcijalni, Populus ~ §) b ribuloza-fosfat 3- ugljikohidrata AgNP T
trichocarpa | © Q | < | epimeraza, (Calvinov AgNOs T
Gl:224124194, ciklus)
XP_002330128.1 XP_016514719.1
Beta ugljicna Metabolizam
hid ,
36 anfidraza Nicotiana | > lzv o ) ugljikohidrata | AgNP T
tabacum — | x| 9 iskoristavanje | AgNO T
G1:22550386, ! m G welika) LS
AAL51055.2
Beta uglji¢na
anhi dlfa ; la ~ Metabolizam
37 ’ Nicotiana || @ | & ) ugljikohidrata | AgNP T
tabacum | ¥ | o (iskoristavanje | AgNOs T
AAL51055.2
Beta uglji¢na ~ Metabolizam

g | anhidraza, Nicotiana | 5| @ | & ) ugljikohidrata | AgNP T
GI:22550386, tabacum x| (iskoriStavanje | AgNOs T
AAL51055.2 ugljika)

Beta uglji¢na .
; Metabolizam
hid ,

39 anidraza Nicotiana | lzv o ) ugljikohidrata | AgNP T
G1:22550386, tabacum =l 3|0 (iskﬁgli‘c;;anje AgNO3 1T
AAL51055.2
Bazi¢na beta-1,3-

luk ,
40 ghianaza Nicotiana | & § S ) Metabolizam | AgNP 1
tabacum Ml 2| N ugljikohidrata | AgNO; |
GI:194719371, -
ACF93731.1
Bazic¢na beta-1,3-
luk ,
1 gitkanaza Nicotiana | § S ) Metabolizam | AgNP "
tabacum ml | N ugljikohidrata | AgNO; |
GI:194719371, Al
ACF93731.1
Odgovor na
stres (bioticki)
Endohitinaza A, .

42 Nicotiana e LE 2 ) Mle, Fibﬁ!ldzam AgNP 3
GI:256133, tabacum | =| & | u%’rgzoral drrl‘?:a AgNOs |
AAB23374.1 higtina )

degradacija
polisaharida)
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Predviden:

. : Predviden:
Aminometiltrans . .. .
- Mitohondrijska Metabolizam
feraza, slicna < ) . . Lo
. .. . Solanum <+ | o | v | aminometiltrans aminokiselina AgNP T
43 mitohondrijskoj, ] M| N9 -
lycopersicum | & | 3 | © feraza, (katabolicki AgNO3 T
G1:460373793 proces glicina)
XP 004232698 1 XP_016485574.1
Mitohondrijska Predviden:
aminometiltransf Mitohondrijska Metabolizam
44 eraza, Solanum 3 E N aminometiltrans aminokiselina AgNP T
tuberosum | N | I | oS feraza, (kataboli¢ki AgNO; 1
G1:568214427, proces glicina)
NP_001275291.1 XP_016485574.1
Ribuloza-1,5-
bifosfat Metabolizam
karboksilaza/oks ugljikohidrata
igenaza, velika Nicotiana - K| — (Calvinov AgNP l
45 e NG| - °
podjedinica, tabacum IR ciklus) AgNOs |
GI:11465965, Fotorespiracija
NP_054507.1
CF1 beta
podjedinica ATP Sinteza ATPa
46 sintaze, Nicotiana | & E = ) (povezana s AgNP l
tabacum O @ s transportom AgNOs T
G1:81238327, protona)
NP_054506.2
CF1 beta
Egéjgfi'ic?lica ATP ® podjedinica ATP | Sinteza ATP A .
47 | sintaze, Solanum S| Q| | |sintaze, (povezana s gNP
tuberosum | Y| @ | 13 transportom AgNOs3 T
G1:81238327, protona)
GI1:108773137 NP _054506.2
Predviden:
Beta Saperonin Kloroplastna
48 60, Solanum | 2 § 2 Ef)gj;ezdinica Smatanje AgNP =
G1:110349923, commersonii | N | @2 | © Saperona 60, proteina AgNO3
CAJ19275.1
XP_016490465.1
Predviden:
70 kDa protein Kloroplastni Odgovor na
toplinskog Soka, Spinacia ol 3| o stromalni 70 kDa | stres (abioticki) AgNP -
49 oleracea RS LT;‘ prot.eln N AgNO
G1:2654208, ~ toplinskog Soka, Smatanje gNYs
AAB91471.1 proteina
XP_016498345.1
70 kDa protein
toplinskog Soka, . © _
50 Nicotiana | & | & | & ) Odgovor na AgNP =
tabacum S| w stres (abioticki) | AgNO3

GI:30025966,
AAP04522.1
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Alfa podjedinica
Saperonina 60,

Podjedinica beta
2 Saperonina 60,

e1 Capsicum | 2 % r> | slitna Smatanje AgNP =
annum — | <= | 15 | Kloroplastnoj, proteina AgNO3 )
GI1:163311868, 0
ABY26947.1 XP_016476095.1
Predv.l den.: y Predviden:
Protein slican i
disulfid g Protein sli¢an H "
RS omeostaza
AgNP =
52 izomerazi, thlanum E % §. $suml£lfazi stani¢nih AgNO
uberosum n ’ redoks-reakcija ENs
GI1:565354274,
XP_006344041.1 XP_016515375.1
Pre.dwde.n.: R Predviden:
Neidentificirani . e
protein slican © Neidentificirani
Solanum N | @ | @ | proteinsli¢an AgNP =
At5g39570, ©

53 g tuberosum & § < | At5g39570, Nema podataka AgNO;
GI1:565342585,

XP_006338424.1 XP_016449031.1
Kalretikulin,

54 Nicotiana | & g 3 ] Smatanje AgNP =
GI:197717740, tabacum ST proteina AgNO3
ACH72686.1
Ankirin
ponavljajudi g
protein HBP1, Nicotiana il Bl ) AgNP =

55 tabacum @ g = - Nema podataka AgNO;
GI:13310811,

AAK18619.1
Lo Predviden:
Vjerojatan:
g . Kloroplastna
Peptidil-prolil 3 .
: peptidil-prolil
cls-trans Rici & | ©~ | cis-trans Smatanj AgNP =
56 | isomeraza, icinus &S| & matanje
communis 7 | < | isomeraza proteina AgNO3
CYP38,
GI:255552604,
XP_002517345.1 XP_016463793.1
Kloroplastni Predviden:
prekursor Kloroplastna
feredoxin-NADP+ Cabsi I feredoxin-NADP AoNP 1
57 oksidoreduktaze, apsicum | 3 0 | reduktaza, Fotosinteza & 1
annuum < | © | izoenzim lista, AgNOs
G1:6899972,
CAB71293.1 XP_016433650.1
Kloroplastni Predviden:
prekursor Kloroplastna
feredoxin-NADP+* Capsi 15 nm feredoxin-NADP AsNP 1
58 | oksidoreduktaze, apsicum NI | reduktaza, Fotosinteza Ag 0 N
annuum < | ® | izoenzim lista, gNOs
GI1:6899972,
CAB71293.1 XP_016433650.1
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Ribuloza bifosfat Kloroplastna
karboksilaza/oks ribuloza bifosfat
igenaza aktivaza L ™ karboksilaza/oks AaNP 1
59 | 2 (kloroplast), Nicotiana S Erc?)_ igenaza aktivaza Odgovgr na. &
attenuata @R, stres (abioticki) | AgNO3 T
GI:377648386,
AFB70996.1 NP_001312578.1
Predviden:
Feredoksin- Predviden:
NADP reduktaza, Kloroplastna
izoenzim lista ~ feredoksin-
’ AgNP =
60 sli¢na Solanum S8 E NADP reduktaza, Fotosinteza &
tuberosum | ™| Q| © AgNO
kloroplastnoj, < izoenzim lista, AN
GI:565347451, XP_016433650.1
XP_006340740.1
Vjerojatan:
Mitohondrijska Predviden:
NAD-ovisna " Mitohondrijska Metaboli
malat Solanum o | o | > | malat etabolizam AgNP T
61 dehidrogenaza tuberosum | @ | © g‘ dehidrogenaza ugljikohidrata AgNO 1
’ o ’ (Krebsov ciklus) | 28" 2
G1:21388544, XP_016468597.1
CAD33240.1
Parcijalni
prekursor
RNA- juc
MRVAVEZIUCEE | Nicotiana | = | % | = Procesiranje | AgNP =
62 | proteina, o| & | 1n .
tabacum —| 3| molekule RNA | AgNO3
GI:32746733,
AAP87140.1
Prekursor
mRNA-veznog
t i ) . . . .
63 ggic?jl;lzn Nicotiana | n g i ) Procesiranje | AgNP T
’ tabacum Sl 3| e molekule RNA | AgNO; 1
GI:32746733,
AAP87140.1
Ribuloza bifosfat Kloroplastna
karboksilaza/oks ribuloza bifosfat
igenaza aktivaza . ) karboksilaza/oks AoNP 1
64 | 2 (kloroplast), Nicotiana S| N ﬁ%’_ igenaza aktivaza Odgovgr na. &
attenuata = R Pt stres (abioticki) | AgNO3 T
GI:377648386,
AFB70996.1 NP_001312578.1
i1 | Nife identifici AgNP 1
n.i.- ije identificiran AgNO; 1
(2 | Niie identifici AgNP |
n.i.- ije identificiran AgNOs L
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Nije identificirano

Transkripcija

Stanicne signalne )
kaskade 3% . .
1% Nema Biosinteza proteina
Procesiranj podataka 4% molekule RNA
Homeostaza
- molekule RNA 5% 3%
stani¢nih redoks-
‘ 3% \
reakcija
1%
Metabolizam
aminokiselina
3% Sinteza ATPa
Odgovor na 5%
oksidacijski stres
4%
Metabolizam
nukleotida

Transport elektrona
1%
1%

Fotorespiracija
4%

Slika 4. Udio pojedinih kategorija bioloskih procesa medu ukupnim proteinima

klijanaca duhana.
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Broj proteina

=) N ES

L 1 1

|

[

|

= |

[

[

[

2
< %) = < :u < <C < < < %) < = < < =)
i H a Z2 & 2 =l = Z N = 2z = S = 2 ¢
-4 1 8 = = Z
E £ 3 2 £ 8 3 3 E EE J€=c5 ¢ = 3
S v u B E £ 2 E z » B2 8 E 8 £
612 2 3 5 S 2 £E E 2 3 g 2528 ¥ 5 g
g = S B F T & £ S % ¥ EZo & & E
5 2 = B = S ®m L B 5 S vwg & 4 B E
Z © 2 =2 z J K 2 H o T Z g « B 2 3Z
S = (=) = X - O Z =% < = N, S = = =
= o < = = o B < =) <2 £ = A
< e Z &) o P — < Pl o) =
S © @ 5 2 = s s I 2§ Z % S
o - S < @ N 28 Z2 5 =
= z = B2 N S S 2 =5
< o & = Z 5 9 7
= z & S % @ = Eoom
<
S = E = > = S
n = =} =
[ = O s =5
= S

AgNP-citrat

B AgNOs

Slika 5. Kategorizacija identificiranih proteina koji se po ekspresiji razlikuju u odnosu
na kontrolu u klijancima tretiranim s AgNP ili AgNO3. Na pozitivnoj osi prikazan je broj

proteina povecane ekspresije, a na negativnoj osi smanjene.

4.1.2. Korijen

Rezultati kvantitativne obrade 2D-gelova proteina korijena racunalnim
programom Image Master 2D Platinum prikazani su na slikama 6-8. U Tablici 12 dan je
pregled analiziranih proteina s odgovaraju¢im bioloSkim procesima te razlikovna
ekspresija u usporedbi s kontrolom. Proteini iz 27 mrlja uspjeSno su identificirani, a za
Sest identifikacija nije uspjela (mrlje 3, 4, 5, 7, 26, i 33). U tkivu korijena duhana

tretiranim s AgNP 11 proteina pokazalo je poja¢anu ekspresiju u odnosu na kontrolu,
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dok su 22 imala smanjenu ekspresiju. U tkivu korijena duhana tretiranim s AgNOs3
pojacanu ekspresiju pokazalo je takoder 11 proteina, njih 18 smanjenu ekspresiju, dok

su 4 proteina pokazala jednaku ekspresiju kao i u kontroli.

Opisane sam proteine sistematizirala prema njihovim bioloskim procesima i tako
dobila 9 kategorija: Obrana od gljivica i bakterija, Sinteza ATPa, Metabolizam nukleotida,
Odgovor na stres, Odgovor na oksidacijski stres, Metabolizam ugljikohidrata,

Metabolizam aminokiselina, Organizacija kloroplasta, Glikozilacija proteina (Tablica 12).

Najve¢i broj proteina pripada Kkategoriji Odgovor na stres, njih 20%.
Neidentificiranih proteina ima 18% od ukupnog broja, 18% proteina pripada kategoriji
Metabolizam ugljikohidrata, a slijedi kategorija Odgovor na oksidacijski stres sa 17%
(Slika 8). Identificirani protein predviden kao protein slican alfa-manozidazi (mrlja 27)
svrstala sam u dvije kategorije (Glikozilacija proteina i Metabolizam ugljikohidrata

(metabolizam manoze).

Proucavajuci proteinske profile ukupnih topivih proteina tkiva korijena duhana
tretiranih nanocesticama i ionima srebra uvidjela sam kako najveéi broj proteina
pokazuje iskljuCivo smanjenu ekspresiju (18), neSto je manji broj proteina koji u
razliitim tretmanima pokazuju isklju¢ivo povecanuu ekspresiju (10), dok je broj
proteina s razli¢itom ekspresijom najmanji (5). Svi proteini iz tretmana s AgGNP pokazuju

razlikovnu ekspresiju u odnosu na kontrolu (Slika 10).

Najve¢i broj proteina sa smanjenom ekspresijom iz oba tretmana pripada
kategorijama Odgovor na stres, Metabolizam ugljikohidrata i Odgovor na oksidacijski
stres, dok najvecCi broj proteina s povecanom ekspresijom iz oba tretmana nije

identificiran (Slika 10).
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+ IEF 3-10 -

< > M
SDS-PAGE
- - 30
12 % ’ ©
%
- o - 45
4 35,
s
g 254
' -

. 18,4,
14,4,

\ &

Slika 6. Ukupni topivi proteini korijena biljaka duhana (kontrola), koji su razdvojeni 2D-

PAG elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden racunalnim programom Image
Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pl 3-10 - relativan poloZaj
proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektricne tocke, SDS-PAGE 12% -
relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase. Identificirani

proteini (27-30) s povecanom ekspresijom oznaceni su ©.
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+ IEF 3-10 -

A
v
<

SDS-PAGE
12 %

18,4

14,4
[}

Slika 7. Ukupni topivi proteini korijena biljaka duhana tretiranih s AgNP, koji su
razdvojeni 2D-PAG elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden racunalnim
programom Image Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pI 3-10
- relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢ne tocke,
SDS-PAGE 12% - relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske
mase. Identificirani proteini oznaceni su brojevima 1-33. Proteini s poveanom

ekspresijom u odnosu na kontrolu oznaceni su 0, a oni sa smanjenom :: .
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+ IEF 3-10 -
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Slika 8. Ukupni topivi proteini korijena biljaka duhana tretiranih s AgNOs, koji su
razdvojeni 2D-PAG elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden racunalnim
programom Image Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pI 3-10
- relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢ne tocke,
SDS-PAGE 12% - relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske
mase. Identificirani proteini oznaceni su brojevima 1-33. Proteini s poveanom

ekspresijom u odnosu na kontrolu oznaceni su 0, a oni sa smanjenom :: .
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Tablica 12. Proteini korijena duhana identificirani metodom MALDI TOF/TOF MS/MS.

Navedeni su nazivi i pristupni brojevi (NCBI) proteina koji su identificirani uz najveci

score, biljna vrsta iz koje potjecu te molekularna masa i pl navedeni u bazi podataka

Uniprot. U slucaju kad nije identificiran protein iz vrste Nicotiana tabacum, naveden je i

homologni protein iz ove vrste pronaden pomocu alata BLASTp. Bioloski procesi u

kojima protein sudjeluje navedeni su prema bazi podataka Uniprot. Razlikovna

ekspresija izraZzena je u usporedbi s kontrolom ukoliko je postotak volumena mrlje

barem 1,5 x veci (T) ili manji ({) nego u kontroli te ako je podjednak (=).

] BLASTP
8 N. tabacum,
BROJ NAZIV PROTEINA, -y :
E 4 F| - BIOLOSKI RAZLIKOVNA
Gl]\EIfU ID. BROJ e 8 E @ = LZAVAHROALL PROCES(I) EKSPRESIJA
A =
(NCBI/UNIPROT) (S
& ID. BROJ
(NCBI/UNIPROT)
Prekursor
protugljivi¢nog
proteina CBP20
induciranog | yioggng |, [ 8] g Obranaod | ponp
1 patogenima i tabacum S g - gljivica i AeNO L
ranjavanjem, N bakterija g3
GI:7547630
AAB29959.2
Osmotin, v—+ Odgovor na
icoti ™ AgNP l
2 Nicotiana S8 = - stres (bioticki 8
GI:256135 tabacum = | 9| i abioticki) AgNO3 =
AAB23375.1
3 Nife identifict AgNP |
ije identificiran - - - AgNO; L
4 Nite identifici AgNP l
ije identificiran - - - AgNO; =
AgNP T
5 Nije identificiran - ' ' ' - - AgNO3 1
Nukleozid Predvidena: N:litﬁ})e(géiz;;n
difosfat kinaza, N Nukleozid AgNP l
6 Solanum S| 8| difosfat kinaza AgNO T
. = ) 3
GI:350535074 | eopersicum | & | g | S Odgsirssr na
NP_001234174.1 XP_016467992.1 o
(abiotic¢ki)
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AgNP T
7 Nije identificiran - ' ' ' - - AgNO3z 1
Zeljezo
superoksid o) Odgovor na
8 dismutaza, Nicotiana wn | @ < i oks% daciiski AgNP \
tabacum Q= stres] AgNO; |
GI:573885915
AHG12637.1
Vacuole-
associated o
g annexin VCaB42, Nicotiana - 23 ) Odgovorna | AgNP i
tabacum ®© W stres AgNOs |
GI:4580920
AAD24540.1
Annexin, o
10 Nicotiana =i ) Odgovorna | AgNP \
G1:2467255 tabacum N s stres AgNOs |
CAA75214.1
Vjerojatna
$::loalt10ndr1]ska ~ Metabolizam
) Nicotiana o | ;| T ugljikohidrata | AgNP 1
© -
1 dehidrogenaza, tabacum a § =~ (Krebsov AgNO3 l
GL:48375044 ciklus)
AAT42189.1
Predviden: ,
Sli¢an anionskoj Prfdwder.r. .
eroksidazi 2 Sli¢an anionskoj
povezano' < Solanum |~ peroksidazi 1 Odgovor na AgNP l
12 P anoj sa tuberosum S | @ | @ | povezanojsa oksidacijski
suberinizacijom, O | O S AgNO3 l
™ suberinizacijom, stres
211;506056335;36;703 1 XP_016472675.1
Pre_dviden: ,
e
podjedinica ATP guca 2 Sinteza ATPa | A Np 1
. ™ | o | podjedinica ATP g
13 sintaze, Solanum =3 B I sintaze (povezana s AeNO .
mitohondrijska, lycopersicum | — | &5 | © . e transportom §Ns
N mitohondrijska,
protona)
234060032155382369 11 XP_016487066.1
Moguci
prekursor Potporodica 1
receptora Ricinus o | & | « | proteinagermin- Odgovorna | AgNP 1
14 Rhicadhesin, . N | B Jfke, stres (bioticki | AgNOs l
communis | 3| o AR
N i abioticki)

GI:255582405
XP_002531991.1

XP_016470784.1
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Moguci

prekursor Potporodica 1
receptora - D> | & | proteina germin- Odgovorna | poNp 1
15 Rhicadhesin, cfr;zcrlr?;;is % E ; like, stres (bioticki AgN 0 L
N i abioti¢ki) g8Vs
GI:255582405 XP_016470784.1
XP_002531991.1
Mangan
superoksid " Odeovor na
dismutaza, Nicotiana o | &N | 0 g e AgNP T
16 Rl B S LY - oksidacijski
tabacum S| AgNO3; 1
stres
Gl:17227134
AAL38023.1
Izoforma sli¢na Trioza fosfat
citosolnoj trioza ~ izomeraza, slitna Metabolizam
fosfat izomerazi, Solanum o | 4 | @ | citosolnoj, - . AgNP \
17 o | o | X ugljikohidrata
tuberosum =R wW (glikoliza) AgNO3; 1
GI:77745458, NP_001312678.1 §
ABB02628.1
Moguci
prekursor Potporodica 1
receptora . > | & | proteina germin- Odgovorna | Ao Np l
18 Rhicadhesin, cfr;cr?::is § E ;. like, stres (bioticki AgN 0 .
N i abiotic¢ki) g8
GI:255582405 XP_016470784.1
XP_002531991.1
Glutamat
19 dehidrogenaza, Nicotiana N § N ] Metabolizam | AgNP l
G1:20873461 tabacum = 3|0 aminokiselina | AgNOs l
CAD12373.1
Gliceraldehid 3- Pr.e dwdena:-
.. Gliceraldehid 3-
fosfat Nicotiana — fosfat Metabolizam
i 1 o~ AgNP l
20 dehidrogenaza, Iangsdgrﬁ‘z IR | S| e dehidrogenaza, ugljikohidrata &
Nicotiana R RE citosolna (glikoliza) AgNOs L
GI:157042763 sanderae ’ 5
ABV02033.1 XP_016498743.1
Moguca
$;tlc;}tlondr1]ska ~ Metabolizam
) Nicotiana o | ;| = ugljikohidrata | AgNP l
O -
21 dehidrogenaza, tabacum = § N (Krebsov AgNO3; =
G1:48375044 ciklus)
AAT42189.1
Predviden:
Sli¢an proteinu A = © = .
vanjske , a = % = AeNP 1
22 membrane Cucumis S |E s S S i Nema g
’ sativus N g S g e podataka AgNOs =
o 2o o
GI1:449470698 z =
XP_004153053.1
Predviden:
Sli¢an proteinu A < IS
vanjske & £ g £
23 mer]nbrane Cucumis il KX %.E % i Nema AgNP T
’ sativus — g S E = podataka AgNOs 1
o 2o o
GI:449470698 Z |=

XP_004153053.1
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Bazi¢na beta-1,3-

lukanaza - Metabolizam
24 § ’ Nicotiana ®l a3 ) ugljikohidrata | AGNP T
G1:194719371 tabacum Q| (Ell;;(;;(;liizga) AgNOs3 T
ACF93731.1 P
Monodehidroask Predviden:
orbat reduktaza, Rheum - 2 e Monodehidroask Odgovot na! AgNP 1
25 australe © | O L“% orbat reduktaza, oksidacijski AeNO T
Gl:113472842 < stres gV
ABI35909.1 XP_016455903.1
26 Niie identifici AgNP T
ije identificiran - - - AgNO; "
Predviden: Glikozilacija
Slican Predviden: proteina
lizosomalnoj Solanum o S | o | Slitna alfa- AgNP .
27 alfa-manozidazi, S | | ¥ | manozidazi, Metabolizam
tuberosum | = | BN AgNOz |
— ugljikohidrata
GI:565399766 XP_016465882.1 | (metabolizam
XP_006365417.1 manoze)
Katalaza koja
veZe salicilnu
26 | parcijaa Nicotiana | 2 | & | 3 : okmdncian | AEVP b
parcy tabacum = | 9| J AgNO; |
stres
GI:436478
AAC48918.1
Monodehidroask
orbat reduktaza, Nicotiana o 2] o Odg-ovo.r. na. AgNP l
29 tabacum NS g. - oksidacijski AeNO .
GI:548578462 w stres A
AGX01486.1
Protein CHUP1, - :lrig;‘;’l‘“ CHUPT,
Medicago n | Q| I Organizacija | AgNP \
30 GI1:357488243 truncatula Sl D w Kloroplastnom, kloroplasta | AgNO3 |
—
XP_003614409.1 XP_016454270.1
Protein 1B © .
Xl o A
povezan s Medicago o E Sg 8 Odgovgr na | AgNP T
31 patogenezom, truncatula ® |8 .85 T - stres (bioticki AeNO 1
- i abioti¢ki) ENs
GI:357446179
Prekursor
protugljivi¢nog
proteina CBP20
32 | potogenimai | Meotioma | o | 8 g : imiea | A8 7
patogeny tabacum ®lN| oo gyvica AgNO; 1
ranjavanjem, N bakterija
GI:7547630
AAB29959.2
33 Nife identifici AgNP T
ije identificiran - - - AgNO; 1
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Obrana od gljivica i

bakterija \ Sinteza ATPa
6%

3% Metabolizam

Nema nukleotida
podataka 3%
6%

Nije identificiran
18%

Odgovor na stres
20%

Glikozilacija proteina
3%

Organizacija
kloroplasta
3%

Metabolizam
aminokiselina

3% Metabolizam

ugljikohidrata
18%

Odgovor na
oksidacijski stres
17%

Slika 9. Udio pojedinih kategorija bioloSkih procesa medu ukupnim proteinima tkiva

korijena duhana.
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METABOLIZAM NUKLEOTIDA
ORGANIZACIJA KLOROPLASTA gl
GLIKOZILACIJA PROTEINA g
NIJE IDENTIFICIRANO
NEMA PODATAKA

METABOLIZAM AMINOKISELINA gl

Broj proteina
NS N o
SINTEZAATPa pumm
[—
METABOLIZAM UGLY Uit

OBRANA OD GLJIVICA I BAKTERIJA

ODGOVOR NA OKSID

AgNP-citrat

B Agnos

Slika 10. Kategorizacija identificiranih proteina koji se po ekspresiji razlikuju u odnosu
na kontrolu u tkivu korijena odraslih biljaka duhana tretiranih s AgNP ili AgNOs. Na
pozitivnoj osi prikazan je broj proteina povecane ekspresije, a na negativnoj osi

smanjene.

4.1.3. List

Rezultati kvantitativne obrade 2D-gelova, koji prikazuju proteina lista,
racunalnim programom Image Master 2D Platinum prikazani su na slikama 11-13. U
Tablici 13 dan je pregled proteina s pripadaju¢im biolosSkim procesima te razlikovna
ekspresija u usporedbi s kontrolom. Od ukupno analiziranih 41 proteina, 38 je uspjesno

identificirano, a za tri proteina identifikacija nije uspjela (mrlje 39, 40, 41). U tkivu lista
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biljaka duhana tretiranih s AgNP, 7 proteina pokazalo je pojacanu ekspresiju u odnosu
na kontrolu, 30 ih je imalo smanjenu ekspresiju, dok su Cetiri proteina pokazala jednaku
ekspresiju kao u kontroli. U tkivu lista biljke tretirane s AgNO3 pojac¢anu ekspresiju
pokazalo je 12 proteina, njih 14 imalo je smanjenu ekspresiju, dok je 15 proteina

pokazalo istu ekspresiju kao i u kontroli.

Opisane sam proteine sistematizirala prema njihovim bioloskim procesima i tako
dobila 15 kategorija: Sklapanje fotosustava II, Transkripcija molekule RNA, Odgovor na
stres, Sinteza ATPa, Metabolizam nukleotida, Smatanje proteina, Metabolizam
ugljikohidrata, Fotorespiracija, Fotosinteza, Obrana od gljivica i bakterija, Odgovor na
oksidacijski stres, Metabolizam aminokiselina, Translacija, Post-transkripcijska kontrola

molekule RNA, Proteoliza (Tablica 13).

Najveci broj proteina svrstala sam unutar kategorije Metabolizam ugljikohidrata,
njih 27%. Proteini vezani uz fotosintezu c¢ine 20% medu ukupnim proteinima, a slijede
proteini vezani uz odgovor na stres (11%) (Slika 14). Glicinom bogat RNA-vezujudi
protein (mrlja 2) te identificirani protein predviden kao nukleozidna difosfat kinaza 1
(mrlja 4) odnosno ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza velika podjedinica

(mrlje 6 i 38) svrstala sam u dvije kategorije.

Proucavaju¢i proteinske profile ukupnih topivih proteina tkiva lista duhana
tretiranih nanocesticama i ionima srebra uvidjela sam kako najveéi broj proteina
pokazuje razli¢itu ekspresiju (24), manji je broj proteina koji u razli¢itim tretmanima
pokazuju isklju¢ivo smanjenu ekspresiju (13), dok je najmanji broj proteina s iskljucivo
povecanom ekspresijom (4). NajviSe je proteina razlikovne ekspresije u odnosu na

kontrolu iz tretmana s AgNP (njih 37) (Slika 15).

Najveci broj proteina sa smanjenom ekspresijom iz oba tretmana pripada
kategorijama Metabolizam ugljikohidrata i Fotosinteza. Najveci broj proteina s
povecanom ekspresijom iz tretmana s AgNP pripada kategoriji Odgovor na stres, dok
najve¢i broj proteina s povecanom ekspresijom iz tretmana s AgNO3 pripada

kategorijama Metabolizam ugljikohidrata i Odgovor na stres (Slika 15).
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SDS-PAGE e ‘ : B 116
12 % S - 3 >

Slika 11. Ukupni topivi proteini lista biljke duhana (kontrola), koji su razdvojeni 2D-
PAG elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden racunalnim programom Image
Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pl 3-10 - relativan poloZaj
proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢cne tocke, SDS-PAGE 12% -

relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase.
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Slika 12. Ukupni topivi proteini lista biljke duhana tretirane s AgNP, koji su razdvojeni
2D-PAG elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden ra¢unalnim programom
Image Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pI 3-10 - relativan
poloZaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢ne tocke, SDS-PAGE
12% - relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase.
Identificirani proteini oznaceni su brojevima 1-41. Proteini s pove¢anom ekspresijom u

odnosu na kontrolu oznaceni su 0, a oni sa smanjenom :: .
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Slika 13. Ukupni topivi proteini lista biljke duhana tretirane s AgNO3, koji su razdvojeni
2-PAG elektroforezom. Gel je obojan bojom CBB i obraden rac¢unalnim programom
Image Master 2D Platinum. M - biljezi molekulskih masa (kDa), IEF pI 3-10 - relativan
poloZaj proteina na gelu u odnosu na vrijednost njihove izoelektri¢ne tocke, SDS-PAGE
12% - relativan poloZaj proteina na gelu u odnosu na njihove molekulske mase.
Identificirani proteini oznaceni su brojevima 1-41. Proteini s pove¢anom ekspresijom u

odnosu na kontrolu oznaceni su 0, a oni sa smanjenom :: .
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Tablica 13. Proteini lista biljke duhana identificirani metodom MALDI TOF/TOF

MS/MS. Navedeni su nazivi i pristupni brojevi (NCBI) proteina koji su identificirani uz

najveci score, biljna vrsta iz koje potjeCu te molekularna masa i pl navedeni u bazi

podataka Uniprot. U slu€aju kad nije identificiran protein iz vrste Nicotiana tabacum,

naveden je i homologni protein iz ove vrste pronaden pomoc¢u alata BLASTp. Bioloski

procesi u kojima protein sudjeluje navedeni su prema bazi podataka Uniprot. Razlikovna

ekspresija izraZzena je u usporedbi s kontrolom ukoliko je postotak volumena mrlje

barem 1,5 x veci (T) ili manji ({) nego u kontroli te ako je podjednak (=).

] BLASTP
8 N. tabacum,
BROJ NAZIV PROTEINA, -y ;
E 4 F| - BIOLOSKI RAZLIKOVNA
Gll\ilfU R VRSTA § < z 2 | NAZIV PROTEINA, PROCES(I) EKSPRESIJA
(NCBI/UNIPROT) (S
& ID. BROJ
(NCBI/UNIPROT)
Predviden:
11 kDa protein Protein za
fotosustava I, o popravak )
1 Zea mays E E § fotosustavall, f tSklap?n]e I ﬁgE(P) ¢
otosustava =
G1:226491700, = PSB27-H1, g
NP_001147626.1
XP_016514812.1
Glicinom bogat Transkripcija
RNA-vezujuci ~ molekule RNA
2 protein, Nicotiana v | v m\ i AgNP .
tabacum | w | Odgovor na AeNO _
G1:187373099, stres g =
ACD03270.1 (abioticki)
CF1 epsilon
podjedinica ATP g Sinteza ATPa
3 sintaze, Nicotiana 3| ® ) (povezanas | AgNP 2
tabacum | X | w transportom | AgNO3; 1T
G1:11465963, protona)
NP_054505.1
. Predviden: Metabolizam
Nukleozidna . .
difosfat kinaza 1 Arabidosis < Nukleozidna nukleotida
! p — | =» | © | difosfatkinaza 1, AgNP !
4 yratasubsp. | N | & | 2
S| e Odgovor na AgNO; =
GI1:297809115, lyrata
XP 0028724411 GI1:1025153435, stres
- ' XP_016467992.1 (abioticki)
Peptidil-prolil
cis-trans Predviden:
isomeraza, - P-eptldll-prolll . AgNP .
c ciklofilin tip Populus o | L - cis-trans Smatanje
proteina, trichocarpa | © | & | o | isomeraza, proteina AgNOs =

Gl:224072532,
XP_002303772.1

XP_016481087.1
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Ribuloza-1,5-

bifosfat .

karboksilaza/oks Eilfbol;lf(;ia_l’s_ Metabolizam

igenaza velika . ugljikohidrata
podjedinica, " 3 © karboksﬂalz.la(/ oks (Calvinov AgNP

6 arcijalna Ulva pertusa | | < lgenaza velika ckilus) AoNO
p ] gNU3
(Kloroplast) <+ podjedinica,

Fotorespiracija
GI:145568107, NP_054507.1
ABP82410.1
PSI-E1=14.4 kda
psaE produkt
fotosustava I (N- S| S
terminalni, % %

7 parcijalni Nicotiana S Rl - Fotosinteza AgNP
kloroplastni tabacum A Bl oy AgNO3
peptid), E| E

Z Z
G1:544741,
AAB29519
Predviden: IV B
Podjedinica podjedinica IVB
PSI-E reakcijskog
8 fotosustava |, Nicotiana = § 3 | centra E . AgNP
sylvestris — |1 o> | fotosustaval, otosinteza AgNO3
Gl:1217601, kloroplastna,
BAA07667.1
XP_016496470.1
Podjedinica II Predviden:
reakcijskog podjedinica Il
centra reakcijskog
< centra
jti AgNP
9 li(;:;f)usli:ﬁ;' Triticum § E l[:_ fotosustava I, Fotosinteza AgNO
P ) urartu S| % | slitna gNO3
kloroplastnoj,
GI: 474150013,
EMS56878.1 XP_016505719.1
Predviden:
Podjedinica Il
PSI-D1 reakcijskog
prekursor, o O centra AoNP

10 N’fomtm.a Lj_l? Lﬁ §§. fotosustaval, Fotosinteza AgN 0
G1:407769, VeSS ~ sli¢na N
BAA02871.1 kloroplastnoj,

XP_016455922.1
Prekursor
protugljivi¢nog
proteina CBP20
koji je induciran Nicoti I C-N Obrana od
11 | patogenimai icotiana 1 = | S | & - ljivica i AgNP
; : tabacum — | & | oo 8l) g
ranjavanjem, N bakterija AgNOs
G1:7547630,
AAB29959.2

54




Osmotin,

o = 4 Odgovor na
12| ociiac Mcotlana | 4o | g | = : stres (biotickii | “8NF !
: ' N abiotitki) | A8NOs
AAB23375.1
23-kDa
polipeptid
kompleksa OEC oe)
Nicotiana n || M . AgNP l
fot tava II, © -
13 otosustava rabacum 3 %) 2 Fotosinteza AgNO; -
GI:1345550,
CAA44292.1
23-kDa
polipeptid
kompleksa OEC o)
Nicotiana o | | @ . AgNP i
fotosustava Il, 2 -
14 ustav tabacum = g 2 Fotosinteza AgNO; _
GI:1345550,
CAA44292.1
Zeljezo
superoksid 0d
dismutaza, Nicotiana | @2 govor ha AgNP i
15 N~ | o9 - oksidacijski
tabacum = | Q| © stres AgNO3 T
GI:573885915,
AHG12637.1
Predviden:
Klorofil a-b Predviden:
vezujuci protein © Klorofil a-b
8, slican Solanum n | & | = | vezujudi protein ) AgNP T
16 kloroplastnom, [ycopersicum © § % 8, kloroplastni, Fotosinteza AgNO3 T
G1:460412884, XP_016457506.1
XP_004251826.1
Pr."edvzden: Predviden:
Ribuloza-fosfat : .
3-epi Ribuloza-fosfat Metabolizam
epimeraza, ™ . BN
Solanum <« | ¥ | Q| 3-epimeraza, ugljikohidrata | AgNP l
17 kloroplastna, o | @ | > .
tuberosum S| kloroplastna, (Calvinov AgNO3 |
ikl
GI:565398028, P 0165147191 ciklus)
XP_006364582.1 - )
Trioza fosfat
tzomeraza litna | | moatestar |
) ) o | , AgNP l
18 | izoformi, Solanum 1 (& | o | {2 | lzomeraza ugljikohidrata | .°
tuberosum NN w - AgNO; |
(glikoliza)
GI:77745458 NP_001312678.1
ABB02628.1
Beta uglji¢na
. Metabolizam
hid ,
19 anfidraza Nicotiana ~ '?E o ) ugljikohidrata | AgNP =
tabacum 13| (iskori$tavanje | AgNO; 1

GI1:22550386,
AAL51055.2

ugljika)
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Predviden:

. . Predviden:
Aminometiltrans . .. .
feraza < Mitohondrijska Metabolizam
20 mitohondrijska, Solanu.m N La aminometiltrans aminokisglin.a AgNP l
lycopersicum | N | J | © feraza, (katabolicki AgNO3 T
GL:460373793 proces glicina)
XP_004232698.1 XP_016485574.1
Predvz.den: Slican Predviden: Sli¢an
glutation §- — glutation S Odgovor na
i ) AgNP l
21 transferazi, Solanum 8 9 transferazi, oksidacijski &
tuberosum NS stres AgNO3 =
GI: 565351224,
JAP20994.1 XP_016455705.1
Bazic¢na beta-1,3-
Metabolizam
luk ,
22 gitkanaza Nicotiana ® § = ugljikohidrata | AgNP =
tabacum M| 2| ’ (hidroliza AgNO3 1T
. <+
GI:194719371, polisaharida)
ACF93731.1
Plastidna
Idolaza, i
aidotaza Nicotiana o | S| ® Mefabolllzam AgNP l
23 tabacum NS 3. - ugljikohidrata AeNO .
G:294440432, < (glikoliza) §8Vs
ADE74633.1
Plastidna Predviden:
aldolaza Fruktoza- Metaboli
NPALDP1, Nicotiana — | & | o | bisfosfataldolaza e_Fa olizam AgNP l
24 . M| | % ugljikohidrata
paniculata | © | & | ¢ | 1, kloroplastna, - AgNO; |
) (glikoliza)
Gl1:4827251,
BAA77604.1 XP_016505617.1
Predviden:
Feredoksin- Predviden:
NADP reduktaza, Kloroplastna
izoenzim lista, ~ feredoksin- Fotosinteza
25 slicna Szlanum E £ 0173_ NADP reduktaza, (transport ﬁggg i
kloroplastnoj, tuberosum F | ® | izoenzim lista, elektrona) g3
GI:565347451, XP_016433650.1
XP_006340740.1
Plastidna Predviden:
aldolaza Fruktoza- Metaboli
NPALDP1, Nicotiana o | & | « | bisfosfat aldolaza efa ollzam AgNP l
26 ; o m| S ugljikohidrata
paniculata | ¥ | & | ¢ | 1,kloroplastna, - AgNO; |
<+ (glikoliza)
Gl1:4827251,
BAA77604.1 XP_016505617.1
Predviden:
Feredoksin- Predviden:
NADP reduktaza, Kloroplastna
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Slika 14. Udio pojedinih kategorija medu ukupnim proteinima tkiva lista duhana.
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5. RASPRAVA

Posljednjih godina raste broj istrazivanja, izvjeStaja i znanstvenih publikacija o
mogucim opasnostima primjene nanomaterijala. U ovom je radu istrazivan utjecaj
nanocestica srebra na kvantitativne promjene u ekspresiji proteina u klijancima te
listovima i korijenju odraslih biljaka duhana te je dana usporedba utjecaja ispitane

koncentracije (100 uM) AgNP i AgNO3 na proteom duhana razlicitih razvojnih stadija.

5.1. Promjene u proteomskoj slici klijanaca duhana

Proucavaju¢i proteinske profile ukupnih topivih proteina svih tkiva duhana
tretiranih sa AgNP i AgNOs3 uvidjela sam kako je najveci broj proteina identificiran u
klijancima duhana. Najvec¢i broj identificiranih proteina Kklijanaca pokazuje poveéanu
ekspresiju u odgovoru na tretman sa AgNP. Svi identificirani proteini klijanaca iz
tretmana s AgNO3 pokazuju povecanu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Najveci broj
proteina s povecanom ekspresijom iz tretmana sa AgNP pripada kategorijama
Metabolizam ugljikohidrata i Fotosinteza, dok najve¢i broj proteina s poveanom
ekspresijom iz tretmana s AgNO3 pripada kategorijama Metabolizam ugljikohidrata,
Fotosinteza i Odgovor na stres (Tablica 11). Na neke od identificiranih proteina

detaljnije ¢u se osvrnuti.

5.1.1. Proteini vezani uz fotosintezu

Prema ocekivanjima, fotosinteza se pokazala kao jedan od vaznih bioloskih
procesa na koje su izlaganja klijanca duhana tretmanima sa AgNP i AgNOz imala najveci
utjecaj. Kategorija je predstavljena s proteinima koji pripadaju i fotosustavu I (engl.
photosystem 1, PSI) i fotosustavu II (eng. photosystem 11, PS II). Ve¢ sama zastupljenost
proteina vezanih uz fotosintezu u proteomu cjelovitih klijanaca ukazuje na to da su
proteini izdanka s listi¢cima zasjenili proteine korijena. Unato¢ vaZnosti skupine proteina
koji sudjeluju u fotosintezi i njihovoj zastupljenosti u mojim rezultatima, njihova uloga u
odgovoru na tretmane srebrom do sada nije istrazena. Jedino su Mustafa i sur. (2015) u
proteomu klijanaca soje identificirali nekoliko podjedinica PSII, ¢ija je ekspresija bila
promijenjena zbog tretmana sa AgNP, no to nisu bili isti proteini Cija se ekspresija

promijenila u klijancima duhana u mome istrazivanju. Protein PsaE (protein br. 15 i 16,
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Tablica 11), smjeSten na reduciraju¢em kraju PSI sa stromalne strane i ukljucen u
prihvac¢anje topivih akceptora elektrona (osobito feredoksina) (Sétif i sur., 2002),
pokazao je smanjenu ekspresiju u tretmanu sa AgNO3 u odnosu na kontrolu i tretman sa
AgNP. Istrazivanja Jeanjean i sur. (2008) na stanicama cijanobakterije Synechocystis sp.
pokazala su da ovaj protein ima vaznu ulogu u detoksifikaciji ROS i sprecavanju
fotooksidacijskog oStecenja, dok su Pineda i sur. (2010) utvrdili smanjenu ekspresiju
ovog proteina nakon infekcije biljke Nicotiana benthamiana virusom Pepper mild mottle
tobamovirus, Sto ukazuje da je navedeni protein vaZzan u odgovoru biljke na stresne
okolisne uvjete. S druge strane, protein PsaD (protein br. 20, Tablica 11), koji stvara
komplekse s feredoksinom i feredoksin-oksidoreduktazom u PSI, bio je pojacano
eksprimiran nakon oba tipa tretmana. Moguce je da je smanjeni transport elektrona
zbog slabije ekspresije proteina PsaE potaknuo sintezu proteina PsaD kako bi se

povecao broj molekula feredoksina, koji ima klju¢nu ulogu u transportu elektrona.

Protein fotosustava II PsbQ (proteini br. 17-19, Tablica 11), pokazao je pojacanu
ekspresiju nakon tretmana sa AgNOsz. U radu Tamburion i sur. (2017) zabiljeZena je
pojacana ekspresija ovog proteina u proteomu kloroplasta rajcice nakon izlaganja stresu
susom, $to je u skladu s mojim rezultatima. Pojacana sinteza ovog proteina ukazuje na to
da klijanci duhana pokuSavaju odrZati energetsku homeostazu. S druge strane, tretmani
sa AgNP izazvali su smanjenu ekspresiju proteina PsbQ, Sto ukazuje na djelomic¢no
oStecenje PSII te na smanjenje toka elektrona sa PSII na PSI, vjerojatno zbog pojacanog
stvaranja ROS tijekom izlaganja klijanaca nanosrebru (Biba, 2016). Moji rezultati u
skladu sa rezultaima dobivenim u istrazivanju Kumar i sur. (2017) na vrsti Zostera
muelleri. 1 proteini porodice PsbP (proteini br. 21-24, Tablica 11), koji pripadaju
kompleksu fotosustava PSII koji katalizira oksidaciju vode (eng. water oxydizing
complex, WOC ili eng. oxygen evolving complex, OEC) tj. cijepanje H20 na Oz i 4 H*,
pokazali su pojacanu ekspresiju nakon oba tipa tretmana. Ishihara i sur. (2007) utvrdili
su da je protein PsbP-like 1 (PPL1) iz vrste Arabidopsis thaliana potreban za ucinkoviti
popravak svjetloS¢u oStecenog PSII, a Gururani i sur. (2015) navode da fotoinhibicija

izazvana abiotickim stresom dovodi do promjena u ekspresiji ovog proteina.
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5.1.2. Proteini vezani uz metabolizam ugljikohidrata

Kada se biljne stanice nalaze pod utjecajem stresnih ¢imbenika, njihov bazalni
metabolizam i aktivnosti enzima mogu se narusiti i oStetiti, zbog ¢ega biljke moraju
ucvrstiti mehanizme otpornosti na stres. Takvi procesi zahtijevaju dodatne zalihe
energije, Sto dovodi do pojacane aktivnosti enzima ukljucenih u metabolizam

ugljikohidrata (Vinocur, 2005).

Velika podjedinica enzima ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza
(Rubisco) identificirana je na 3 razliCita mjesta (proteini br. 9, 14 i 45, Tablica 11) s
promijenjenom ekspresijom u oba tipa tretmana, iako je ekspresija proteina br. 9 i 14
bila pojacana, a proteina br. 45 smanjena u odnosu na kontrolu. Smanjena ekspresija
proteina Rubisco u skladu je s rezultatima Kosove i sur. (2013), koji su pokazali da
abioticki stres dovodi do smanjenja asimilacije CO2, a smanjena stopa asimilacije CO>
odraZava se smanjenjem koli¢ine enzima Rubisco. Povecana koli¢ina proteina br. 9 i 14
vjerojatno je rezultat degradacije proteina Rubisco. Naime, ako se usporede molekulske
mase identificiranih proteina, uocava se da je masa proteina br. 9 (oko 18,5 kDa) i 14
(oko 29,7 kDa) znantno manja od molekulske mase velike podjedinice enzima Rubisco
(oko 56 kDa), dok jedino protein br. 45 po molekulskoj masi (oko 53 kDa) odgovara
nativnom proteinu. Poznato je da proizvod razgradnje enzima ribuloza-1,5-bifosfat
karboksilaze/oksigenaze ima manju molekulsku masu od nativnog proteina (Taylor i
sur., 2009). Degradacija enzima Rubisco zabiljeZena je i u Se€ernoj repi (Hajheidari i sur.,
2005) i riZi (Salekdeh i sur., 2002) pod utjecajem vodnog stresa. Istrazivanje Rogi¢ i sur.
(2015) pokazalo je da oksidacijski stres dovodi do ubrzne degradacije proteina Rubisco,
Sto je u skladu s mojim rezultatima jer je u prijaSnjem istrazZivanju dokazana prisutnost

oksidacijskog stresa u klijacima duhana tretiranima sa AgNP i AgNO3 (Biba, 2016).

Ugljicna anhidraza je metaloenzim koji sadrzi cink, a katalizira reverzibilnu
pretvorbu HCO3™ u CO2, kako bi se osiguralala dovoljna koli¢ina CO; koju c¢e fiksirati
enzim Rubisco. ViSe biljke sadrZe tri evolucijski razli¢ite porodice ovog enzima: alfa, beta
i epsilon. Beta ugljicna anhidraza u duhanu i uro¢njaku identificirana je kao protein koji
ima antioksidacijsku ulogu pri abiotickom stresu (Slaymaker i sur., 2002) i tijekom
virusne infekcije (Wang i sur., 2009). U mom eksperimentu s klijancima, beta ugljicna

anhidraza identificirana je na 4 mjesta (proteini br. 36-39, Tablica 11), a ekspresija je
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bila povecana u oba tipa tretmana. Poznato je da razliciti ¢imbenici abiotickog stresa
povecavaju sintezu ovog enzima; pokazano je da salinitet i osmotski stres rezultiraju
povecanjem ukupne enzimske aktivnosti beta ugljicne anhidraze i razine mRNA koja
kodira predvidenu kloroplastnu izoformu (Yu i sur., 2007). Rezultati istraZivanja koja su
proveli Vannini i sur. (2013) djelomi¢no su u skladu sa mojim rezultatima; naime,
izlaganje biljke Eruca sativa tretmanu sa AgNO3z uzrokovalo je specificno povecanje
ekspresije ugljicne anhidraze, dok tretmani sa AgNP nisu izazvali promjene u odnosu na
kontrolu. Povecana ekspresija ovog enzima mogla bi biti posljedica degradacije i

smanjene aktivnosti enzima Rubisco.

Trioza fosfat izomeraza (eng. triose phosphate isomerase, TPI) katalizira
reverzibilnu konverziju izomera trioza fosfata (dihidroksiaceton fosfata i D-gliceraldehid
3-fosfata). U dosadasnjim radovima dokazano da joj je ekspresija inducirana susom i
solnim stresom (Riccardi i sur.,, 1998; Salekdeh, 2002; Yan i sur., 2005). U mom
istrazivanju protein br. 34 (Tablica 11) identificiran je kao citosolna trioza fosfat

izomeraza, Cija je ekspresija bila povecana nakon oba tipa tretmana.

Protein br. 61 (Tablica 11) identificiran je kao malat dehidrogenaza (eng. malate
dehydrogenase, MDH), enzim koji katalizira posljednju reakciju Krebsovog ciklusa,
oksidaciju malata u oksaloacetat, Cime se isti regenerira i ulazi u novi ciklus. Wang i sur.
(2016) dokazali su da povecana ekspresija citosolne malat-dehidrogenaze doprinosi
povecanoj toleranciji na solni i temperaturni stresa u jabuci i to putem regulacije
redukcijskog stanja i koli¢ine salicilne kiseline u biljci. U radu Vannini i sur. (2014)
takoder je zabiljeZena povecana ekspresija citoplazmatske malat dehidrogenaze u
korijenu pSenice u tretmanu s AgNP. U mom eksperimentu s klijancima ekspresija je bila

povecana nakon oba tipa tretmana.

5.1.3. Proteini vezani uz stres (abioticki i bioticki)

Svi su zZivi organizmi izloZeni utjecaju razlic¢itih tipova stresa koji mogu biti
rezultat biotickih i abiotickih c¢imbenika. Biljke, kao sesilni organizmi, nemaju
mogucénost ucinkovitog izbjegavanja izvora stresa pa su morale razviti mnoge
prilagodbe na promijenjive okoliSne uvjete. Razlicite vrste abioti¢kog i biotickog stresa

mogu u biljci uzrokovati denaturaciju i gubitak bioloske aktivnosti proteina. U takvim
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uvjetima, da bi neutralizirale utjecaj stresa, biljke mogu mijenjati ekspresiju gena i

akumulaciju proteina (Yan i sur., 2005).

Rubisco aktivaza je ATP-azni protein koji katalizira karbamilaciju aktivnog mjesta
enzima Rubisco s COz. Proteini br. 59 i 64 (Tablica 11) identificirani su kao kloroplastna
ribuloza bifosfat karboksilaza/oksigenaza aktivaza 2. Ekspresija ove izoforme Rubisco
aktivaze bila je povecana je nakon oba tipa tretmana. Fukayama i sur. (2012) dokazali su
da prekomjerna ekspresija Rubisco aktivaze smanjuje kapacitet asimilacije CO:
smanjivanjem sadrzaja Rubisco-a u listovima rize. Moji rezultati su u skladu s tim,
bududi da je i ekspresija velike podjedinice enzima Rubisco (protein br. 45, Tablica 11)

bila smanjena u odnosu na kontrolu.

Protein br. 1 (Tablica 11), identificiran kao nukleozid difosfat kinaza 1 (NDP
kinaza 1), pokazao je povecanu ekspresiju u oba tipa tretmana. Utvrdeno je da NDP
kinaze reguliraju redoks stanje stanice i povecavaju toleranciju na viSestruki stres u
transgeni¢nim biljkama Arabidopsisa (Moon i sur., 2003). Rogi¢ i sur. (2015) uocili su da
je ekspresija adenozin kinaze 2 bila povecana u tumorskom tkivu kaktusa tretiranom
manitolom, a pojacana sinteza ovog proteina bila je poviSena i tijekom izloZenosti
razli¢itih biljnih vrsta solnom stresu (Weretilnyk i sur.,, 2001; Aghaei i sur., 2008;
Sobhanian i sur. 2010). Osim kategorije Odgovor na stres (abioticki), ovaj protein
svrstala sam i u kategoriju Metabolizam nukleotida jer ima klju¢nu ulogu u sintezi

nukleozid trifosfata.

Protein br. 49 (Tablica 11) identificiran je kao kloroplastni stromalni protein
toplinskog Soka od 70 kDa. Njegova je ekspresija bila nepromijenjena u tretmanu s
AgNP, ali povetana nakon izlaganja klijanaca ionskom srebru, AgNOs. Proteini
toplinskog Soka (eng. heat shock proteins, HSPs) Stite stanice od razlicitih stresnih stanja.
[ako su proteini HSP prvotno identificirani kao proteini cija ekspresija ovisi o
toplinskom stresu, njihova se uloga pokazala vazna i u ostalim stresnim stanjima, poput
suSe, poviSenog saliniteta ili infekcija patogena (Boston i sur.,, 1996; Bhattarai i sur.,
2007; Breiman, 2014; Rogic¢ i sur., 2015). Sva ta stanja uzrokuju djelomi¢no razmatanje
proteina $to moZe dovesti do smanjenja njihove funkcije. Stoga sam ovaj protein osim u
kategoriju Odgovor na stres (abioticki), svrstala i u kategoriju Smatanje proteina. Naime,

porodice Hsp70 i Hsp60 sprecavaju agregaciju stresom denaturiranih ili nascentnih
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proteina te na taj nafin pomaZu u pravilnom smatanju i slaganju drugih proteina

(Sharma i sur., 2010; Finka i sur., 2011).

Glicinom bogati RNA-vezujuci protein (eng. glycine-rich RNA-binding protein,
GRP) (proteini br. 3 i 4, Tablica 11) nije pokazao promjenu u ekspresiji nakon tretmana s
AgNP, dok je nakon izlaganja klijanca ionskom srebru ekspresija bila pove¢ana u odnosu
na kontrolu. Istrazivanja Kim i sur. (2008) pokazala su da GRP7 ima ucinak na odgovor
biljke A. thaliana na stres izazvan suSom, poviSenim salinitetom te hladnocom. Takoder
se pokazalo da je mRNA ovog proteina pojacano eksprimirana u odgovoru duhana na
vodni stres, susu, solni stres te izloZzenost hladno¢i ili vruéini (Lee i sur. 2009). Osim u
kategoriju Odgovor na stres (abioticki), ovaj protein svrstala sam i u kategoriju
Transkripcija molekule RNA jer veZe jednolan¢anu RNA i DNA i ukljucen je u alternativni

splicing molekule mRNA.

U kategoriju Odgovor na stres (abioticki) svrstala sam i predvideni protein CBSX3
koji sadrZi domene cistationin (3-sintaze (eng. cystathionine beta synthase, CBS) (protein
br. 12, Tablica 11). Njegova ekspresija bila je poviSena u odgovoru i na AgNP i na AgNOs.
O skupini proteina s CBS domenama zna se vrlo malo, a pretpostavlja se da reguliraju
enzimsku aktivnost tioredoksina te tako odrZavaju homeostazu stani¢nih redoks-
reakcija i sudjeluju u biljnom razvoju i odgovoru na stres (Yoo i sur. 2011).
Mitohondrijski CBSX3 mogao bi imati ulogu u razlicitom odgovoru biljaka na stres

uzrokovan ionima i nanocesticama srebra (Bani¢, 2017).

Vannini i sur. (2014) pokazali su da tretmani sa AgNP i AgNOs mijenjaju
ekspresiju nekih hitinaza i proteina povezanih s patogenezom (PR), proteina za koje se
smatra da su primarno ukljueni u odgovor biljke na bioticki stres. Medutim,
promijenjena ekspresija tih proteina zabiljeZena je i u korijenu nekih biljaka izloZenih
razliitim koncentracijama metala (Beata i Ildiko, 2011). Ovi podaci iz literature
djelomic¢no su u skladu s mojim rezultatima; naime, ekspresija kisele hitinaze PR-P
(protein br. 25, Tablica 11) ostala je nepromjenjena nakon tretmana sa AgNP u odnosu
na kontrolu, dok sam nakon tretmana sa AgNO3 zabiljeZila povecanu ekspresiju. S druge
strane, ekspresija endohitinaze A (protein br. 42, Tablica 11) bila je smanjena nakon oba

tipa tretmana.
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5.1.4. Proteini vezani uz odgovor na oksidacijski stres

Oksidacijski stres definiran je kao pojava neravnoteZe oksidansa i antioksidansa
u smjeru oksidansa, Sto moZe uzrokovati Stetu u stanici (Sies, 1985). Oksidansi, koji u
biljnoj stanici nastaju u procesu aerobnog metabolizma, skup su meduprodukata
oksidacije vode do molekularnog kisika u fotosintetskom transportnom lancu elektrona
(Arora i sur., 2002). Takvi meduprodukti tvore reaktivne oblike kisika (ROS) kao Sto su
superoksidni radikal (027), singletni kisik (*02), vodikov peroksid (H202) i hidroksilni
radikal (OH™). Kada koncentracija ROS nadmasi obrambeni antioksidacijski kapacitet
stanice, javlja se oksidacijski stres. Oksidacijski stres je glavni ¢imbenik oSte¢enja u
biljkama, a javlja se kao posljedica izlaganja biljke stresnim uvjetima kao $to su poviSeni
salinitet, temperaturni ekstremi, susa, teski metali i dr. (Balen i sur., 2011; Cvjetko i sur.,
2014; Rogi¢ i sur., 2015). Ocituje se u oSteCenjima membranskih lipida, oksidaciji
proteina te aktivaciji antioksidacijskog sustava obrane u biljnim stanicama. Kako bi se
obranile od stresa i Stetnih ucinaka toksi¢nih reaktivnih oblika kisika, biljke su uz
neenzimatski sustav, razvile i enzimatski antioksidacijski obrambeni sustav Kkoji
ukljuCuje superoksid dismutazu (SOD), katalazu (CAT), askorbat peroksidazu (APX),
pirogalol peroksidazu (PPX), glutation reduktazu (GR), monodehidroaskorbat reduktazu
(MDHAR), dehidroaskorbat reduktazu (DHAR), glutation S-transferazu (GST) i glutation
peroksidazu (GPX).

Superoksid dismutaza (SOD) je metaloenzim koji djeluje na superoksidni radikal.
S obzirom da se je to prvi oblik ROS koji se formira u mnogim bioloSkim sustavima kao
produkt jednovalentne redukcije kisika, SOD moZemo smatrati primarnom obranom
protiv kisikovih radikala. Na temelju metala koji se nalazi u aktivnom mjestu, superoksid
dismutaze se dijele u Cetiri skupine: Zeljezo (Fe-SOD), mangan (Mn-SOD), nikal (Ni3+-
SOD) i bakar-cink (Cu/Zn-SOD) superoksid dismutaze, a moZe ih se nadi u razlic¢itim
odjeljcima unutar stanice (Ahmad i sur., 2010). Nakon tretmana nanocCesticama srebra i
ionskim srebrom povecanje aktivnosti SOD nadeno je u klijancima vrste Ricinus
communis (Yasur i Rani, 2013). Ipak, razlika u aktivnosti antioksidacijskih enzima ne
mora odrazavati razliku u njihovoj ekspresiji, no ekspresija se u ovom kontekstu tek
rijetko istraZuje. U proteomu korijena biljke Eruca sativa izloZene tretmanima sa AgNP i
AgNOs3 identificirana je SOD, cija je ekspresija bila povecana u oba tipa tretmana u

odnosu na kontrolu (Vaninni i sur. 2013). Medu proteinskim biljezima identificiranim u
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mom eksperimentu nalazi se Zeljezo superoksid dismutaza (protein br. 27, Tablica 11), a
njegova je ekspresija bila poviSena nakon tretmana i s AgNP i s AgNOs. Pojacana
ekspresija ovog proteina u skladu je s pove¢anom aktivnoséu SOD spektrofotometrijski
izmjerenom u prethodnom istrazivanju utjecaja AgNP i AgNO3 na klijance duhana (Biba,

2016).

Askorbat peroksidaza ima kljutnu ulogu u uklanjanju vodikovog peroksida,
nastalog u biljnoj stanici uslijed procesa lipidne peroksidacije (Stefan i sur., 2007),
pretvarajuci ga u vodu (Ahmad i sur., 2010). Povecanje ekspresije APX povezano je s
kontrolom regulacije razine H202 u procesu oksidacijskog stresa potaknutog metalima
(Quereshi i sur. 2005). Hatami i Ghorbanpour (2013) zabiljezili su povecanje aktivnosti
APX u listovima Pelargonium zonale nakon tretmana s AgNP, a Qin i sur. (2005) u
Fragaria x ananassa te Cvjetko i sur. (2017) u korjenci¢ima luka nakon tretmana s
AgNOs3. U mom eksperimentu identificirana su dva izozima APX (proteini br. 30, 311 32,
Tablica 11), ¢ija je ekspresija bila pove¢ana u odgovoru na tretmane nanocesticama i
ionskim srebrom. Pojac¢ana ekspresija ovog enzima takoder je u skladu s pove¢anom
aktivnoScéu APX spektrofotometrijski izmjerenom u ranije izvedenom istrazivanju (Biba,

2016).

5.1.5. Proteini vezani uz sintezu proteina

Da bi odgovorili na specifi¢ne stresore, biljke moraju regulirati proces sinteze
proteina. U svom eksperimentu identificirala sam tri elongacijska faktora koje sam

svrstala u kategoriju Biosinteza proteina.

Protein br. 7 (Tablica 11), identificiran kao eukariotski translacijski elongacijski
inicijacijski faktor 5A-2, jedini je pokazao povecéanu ekspresiju nakon oba tipa tretmana.
Vannini i sur. (2014) uocili su povecanu ekspresiju eukariotskog translacijskog
inicijacijskog faktora 5A-2 i 60S kiselog ribosomalnog proteina PO u klijancima pSenice
tretiranim sa AgNP. Ti su enzimi ukljuceni u sintezu proteina u korijenu. Eukariotski
inicijacijski faktor 5A2 ukljucen je u selektivnu translaciju mRNA i moZe igrati vaznu

ulogu u prilagodbi biljaka prema promjenjivim uvjetima okoline (Wang i sur., 2012).

Ekspresija proteina slicnog elongacijskom faktoru P (protein br. 10, Tablica 11) te

eukariotskog translacijskog inicijacijskog faktora 5A-3 (protein br. 8, Tablica 11) nije
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bila promijenjena nakon tretmana sa AgNP u odnosu na kontrolu, dok je nakon tretmana

sa AgNOs bila povecana.

5.2. Promjene u proteomskoj slici korijena duhana

Svi identificirani proteini iz tretmana sa AgNP pokazuju razlikovnu ekspresiju u
odnosu na kontrolu, ipak medu njima je najveéi broj proteina korijena sa smanjenom
ekspresijom u odgovoru na tretman AgNP. ViSe od polovice identificiranih proteina iz
tretmana sa AgNOs3 takoder pokazuju smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Najveci
broj proteina sa smanjenom ekspresijom iz oba tretmana pripada kategorijama Odgovor
na stres, Metabolizam ugljikohidrata i Odgovor na oksidacijski stres (Tablica 12). Na

neke od identificiranih proteina detaljnije ¢u se osvrnuti.

5.2.1. Proteini vezani uz metabolizam ugljikohidrata

Trioza fosfat izomeraza (TPI) katalizira reverzibilnu konverziju izomera trioza
fosfata (dihidroksiaceton fosfata i D-gliceraldehid 3-fosfata). U mom istrazivanju protein
br. 17 (Tablica 12) identificiran je kao citosolna trioza fosfat izomeraza, a ekspresija je
bila smanjena nakon oba tipa tretmana. Isti protein identificiran je i u klijancima nakon
oba tipa tretmana i to sa pove¢anom ekspresijom, Sto ukazuje na to da tkiva iste biljne
vrste koja se razlikuju po starosti i stupnju razvitka mogu dati drugaciji odgovor na isti
stresor, a u skladu je s podacima iz literature (Synkova i Valcke, 2001; Upadhyaya i sur.,
2015). Istrazivanja Dorion i sur. (2012) pokazala su da smanjenje ekspresije citosolne
TPI u korijenu krumpira ima veliki utjecaj na promjenu distribucije ugljika u primarnom

metabolizmu biljaka.

Protein br. 20 (Tablica 12), koji je identificiran kao predvidena citosolna
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza, pokazao je smanjenu ekspresiju nakon oba tipa
tretmana. Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (eng. glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, GAPD) je klju¢ni enzim u glikolizi koji katalizira prvi korak zamjene D-
gliceraldehid 3-fosfata u 3-fosfo-D-glicerol fosfat. GAPD se moZe okarakterizirati kao
multifunkcionalni protein koji pokazuje funkcijsku raznovrsnost u biljkama (Rius i sur.,
2008; Bronwyn i sur., 2009). Gancedo i Flores (2008) dokazali su kako taj enzim

glikolitickog puta ima i ulogu u drugim, nemetabolickim procesima zvanima
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moonlighting functions. Jedna od uloga pripisana tom proteinu je i sudjelovanje u
odgovoru stanice na oksidacijski stres (Sirover, 2011). Otkriveno je kako GAPD reagira s
H202 u vrsti A. thaliana pa Hancock i sur. (2005) pretpostavljaju da navedeni enzim
posreduje u signalnom putu ROS koji djeluju kao signalne molekule (Mittler, 2002) za
ekspresiju gena uklju¢enih u biosintezu antioksidacijskih enzima i drugih molekula
uklju€enih u obranu biljke. Rogi¢ i sur. (2015) detektirali su smanjenu ekspresiju ovog

enzima nakon izlaganja tumorskog tkiva kaktusa Mamillaria gracilis solnom stresu.

Malat dehidrogenaza (protein br. 11 i 21, Tablica 12), enzim identificiran u sva tri
tkiva duhana, u korijenu je kao odgovor na oba tipa tretmana pokazao smanjenu
ekspresiju u odnosu na kontrolu. U eksperimentu s klijancima ekspresija ovog proteina
bila je povec¢ana nakon oba tipa tretmana. Tkiva iste biljne vrste koja se razlikuju po
starosti i stupnju razvitka mogu dati drugaciji odgovor na isti stresor (Synkova i Valcke,
2001; Upadhyaya i sur., 2015), pa je to mogudi razlog navedene razlikovne ekspresije.
Nadalje, smanjena aktivnost MDH izmjerena je u korijenu krastavca nakon hipoksije (He

i sur., 2015) te korijenu vrste Lotus japonicas nakon vodnog stresa (Rocha i sur., 2010).

5.2.2. Proteini vezani uz odgovor na stres (abioticki i bioticki)

Osmotin je protein induciran stresom koji pripada porodici proteina vezanih uz
patogene, pathogenesis-related (PR)-5 family, koji sudjeluje u toleranciji na razlicite vrste
abiotickog i biotickog stresa u biljaka, a protektivna uloga osmotina obuhvac¢a povisenu
temperaturu, hladnocu, salinitet i susu (Kumar i sur., 2015). Za vrijeme stresa, osmotin
pomaze u akumulaciji osmolita prolina, koji neutralizira ROS i slobodne radikale (Kishor
i Sreenivasulu., 2014). U mom istrazivanju, protein br. 2 (Tablica 12) identificiran je kao
osmotin, koji je pokazao smanjenu ekspresiju nakon tretmana sa AgNP. Ekspresija

osmotina u biljkama izloZenim stresu metalima do sada nije istraZena.

Aneksini su porodica membranskih proteina ovisna o ionima CaZ, a imaju ulogu u
transportu i organizaciji membrana te regulaciji aktivnosti ionskih kanala i metabolizmu
fosfolipida (Gerke i Moss, 2002). Nadalje, za neke ¢lanove ove porodice proteina iz biljke
A. thaliana utvrdeno je i da mogu imati ulogu peroksidaza i sudjelovati u nadvladavanju
oksidacijskog stresa (Gorecka i sur., 2005) te da igraju vaznu ulogu na odgovoru na
razliCite tipove abiotickog stresa (Gorecka i sur., 2007; Jami i sur., 2008; Rubio i sur.,

2009). U mom istraZivanju identificirane su dvije izoforme ovog proteina (proteini br. 9 i
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10, Tablica 12). Ekspresije obje izoforme smanjene su nakon oba tipa tretmana. U radu
Clark i sur. (2009) autori navode da su tijekom izlaganja biljke stresnim uvjetima neki
aneksini pojacano eksprimirani, a drugi smanjene ekspresije u odnosu na kontrolu te
stoga uloga pojedinacnog proteina ove porodice moZe biti razli¢ita za odredeni tip

stresa.

U ovu kategoriju proteina svrstala sam i protein potporodice 1 germin-like,
(proteini br. 14,15 i 16, Tablica 12). Clanovi superporodice germin-like su prisutni u
razli¢itim biljnim vrstama i igraju ulogu u biljnom razvoju i odgovoru biljke na stresne
uvjete (Wang i sur., 2013). Ekspresija ovog proteina bila je smanjena nakon oba tipa
tretmana u odnosu na kontrolu, Sto pokazuje da je korijen biljaka duhana bio izloZen

vrlo jakom stresu.

Protein br. 6 (Tablica 12) identificiran je kao nukleozid difosfat kinaza 1 (NDP
kinaza 1) s promijenjenom ekspresijom u oba tretmana srebrom. Ukljuenost ovog

proteina u odgovor na abioticki stres opisala sam u poglavlju 5.1.3.

5.2.3. Proteini vezani uz odgovor na oksidacijski stres

Prvu crtu obrane od ROS ¢ini skupina enzima superoksid dismutaza (SOD), koje
pomocu metalnih kofaktora reduciraju visoko reaktivni peroksidni radikal u slabije
reaktivni H202. Razliciti stani¢ni odjeljci imaju razlicite tipove SOD: one sa Zeljeznim
kofaktorom (Fe-SOD) lokalizirane su u kloroplastima, s manganskim kofaktorom (Mn-
SOD) nalaze se u mitohondrijima i peroksisomima, a izoforme SOD s kofaktorima bakra i
cinka (Cu/Zn-SOD) prisutne su u gotovo svakom stani¢cnom odjeljku te u izvanstanicnom
prostoru (Alscher i sur. 2002). Medu proteinskim biljezima identificiranim u korijenu
duhana nalazi se Fe-SOD (protein br. 8, Tablica 12), Cija je ekspresija bila smanjena
nakon oba tipa tretmana. Isti protein identificiran je u klijancima duhana, medutim s
pojacanom ekspresijom za oba tretmana. S druge strane, protein br. 16 (Tablica 12),
identificiran u korijenu kao Mn-SOD, imao je povecanu ekspresiju nakon tretmana i sa
AgNP i sa AgNO3. Povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima dogada se kada je biljka
pod blagim stresom protiv kojeg se uspjeSno moze boriti, dok konstantan ili jaki stres
uzrokuje smanjenje aktivnosti, kao Sto navode Qian i sur. (2013) u svom istraZivanju na
biljci A. thaliana. Smanjena aktivnost enzima SOD zabiljeZena je u korijenju odraslih

biljaka koje su bile izloZene tretmanima sa 100 uM AgNP i AgNOsz (Bajan, 2017).
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Smanjenje aktivnosti SOD ukazuje na zasi¢enje antioksidacijskog sustava zbog velike
koncentracije ROS (Van der Lubben i sur., 2003), i pokazatelj je oksidacijskog stresa pa
se na taj naCin moZe objasniti smanjenje ekspresije za Fe-SOD u tkivu korijena. Osim
toga, ovakvi rezultati mogu biti posljedica razlicitog odgovora pojedinih izoformi SOD jer
rezultati istrazivanja drugih autora pokazuju da razliciti geni za SOD pokazuju razlic¢it
ekspresijiski profil u odgovoru biljke na razliCite vrste okoliSnog stresa (Lu i sur., 2011;

Fengisur., 2016).

Protein br. 12 (Tablica 12) identificiran kao protein slican anionskoj peroksidazi
1 povezanoj sa suberinizacijom, proteini br. 25 i 29 (Tablica 12) identificirani kao
monodehidroaskorbat reduktaza te protein br. 28 (Tablica 12) identificiran kao
katalaza, takoder pripadaju antioksidacijskim enzimima. Proteini br. 12 , 28 i 29
pokazali su smanjenu ekspresiju nakon tretmana i sa AgNP i sa AgNOs3, Sto takoder
govori u prilog zasi¢enju antioksidacijskog sustava zbog velike koncentracije ROS-a. Ovi
rezultati u skladu su s rezultatima prethodnog istrazivanja u kojem je u korijenju biljaka
duhana nakon tretmana sa 100 pM AgNP i AgNOs3 izmjerena povecana razina ROS-a i

smanjena aktivnost pirogalol i askorbat peroksidaze (Bajan, 2017).

5.2.4. Proteini vezani uz metabolizam aminokiselina

Glutamat dehidrogenaza igra vaznu ulogu u detekciji pove¢ane koncentracija ROS
u stanici i koji sukladno tome modulira odgovor te iste stanice (Skopelitis i sur., 2006), a
obavlja funkciju metaboliziranja suviska amonijevih iona stvaranjem glutamata. Nastali
glutamat moZe dalje i¢i u sintezu prolina koji sudjeluje u regulaciji osmolarnosti u
stresnim uvjetima (Skopelitis i sur., 2006). Gouia i sur. (2003) istrazili su utjecaj kadmija
na aktivnosti enzima ukljuCenih u metabolizam aminokiselina graha, pri emu su
detektirali izrazito pojacanu aktivnost glutamat dehidrogenaze. Moji rezultati odstupaju
od tih podataka jer je ekspresija glutamat dehidrogenaze (protein br. 19, Tablica 12) u
oba tipa tretmana smanjena. S druge strane, rezultati mog istrazivanja u skladu su s
rezultatima Zhang i sur. (2014), gdje je tretman sa 100 uM bakrom znacajno smanjio

aktivnost glutamat dehidrogenaze u korijenu biljke Luffa cylindrica.
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5.2.5. Proteini vezani uz obranu od gljivica i bakterija

U ovoj kategoriji identificiran je prekursor protugljivicnog proteina CBP20
induciranog patogenima i ranjavanjem kao protein br. 1 i 32 (Tablica 12), s dvoznac¢nim
odgovorom na primijenjene tretmane. Ovaj protein se pojacano sintetizira kada je
korijen biljke napadnut gljivicama i bakterijama. No, Hansel i sur. (1999) pokazali su da
je sinteza proteina CBP20 inducirana i teSkim metalima, osobito cinkovim kloridom, te
da je ekspresija ovog proteina regulirana transkripcijski i posttranskripcijski te kolicina
proteina ne odgovara uvijek koli€ini sintetizirane mRNA. Pojacana ekspresija proteina
povezanih s patogenezom (eng. pathogenesis related, PR) otkrivena je i u novijim

istrazivanjima utjecaja teskih metala na biljke (Aina i sur., 2007; Bah i sur., 2010).

U ovoj skupini identificiran je i protein 1B povezan s patogenezom (eng.
pathogenesis-related protein 1B) (protein br. 31, Tablica 12), koji se takoder pojac¢ano
eksprimira pri izloZenosti biljke biotickom ili abiotickom stresu, Sto je u skladu s

rezultatima koje sam dobila u svom istrazivanju za oba tipa tretmana.

5.3. Promjene u proteomskoj slici lista duhana

Medu identificiranim proteinima lista duha najveci je broj proteina sa smanjenom
ekspresijom u odgovoru na tretman sa AgNP. Sto se ti¢e tretmana s AgNOs, prevladavaju
proteini koji pokazuju smanjenu ekspresiju u odnosu na kontrolu. Najveci broj proteina
sa smanjenom ekspresijom iz oba tretmana pripada kategorijama Metabolizam

ugljikohidrata i Fotosinteza. Na neke od identificiranih proteina detaljnije cu se osvrnuti.

5.3.1. Proteini vezani uz fotosintezu

Prema ocekivanjima, fotosinteza se kao i u klijancima i ovdje pokazala kao jedan
od vaznih bioloSkih procesa na koje su izlaganja biljaka duhana tretmanima sa AgNP i
AgNOs3 imala najveci utjecaj. Kategorija je predstavljena s proteinima koji pripadaju i PSI
i PSIL. Ukupno je devet identificiranih proteina svrstanih u ovu kategoriju (proteini br. 7,
8,9, 10, 13, 14, 16, 25 i 27, Tablica 13), a njih osam pokazalo je smanjenu ekspresiju u
odgovoru na tretman sa AgNP. Svih osam proteina sa smanjenom ekspresijom nakon
tretmana identificirano je i u tkivu klijanaca te je njihova vaznost i uloga u odgovoru na

stresne uvjete opisana u poglavlju 5.1.1. Protein koji u klijancima nije identificiran i
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jedini je pokazao povecanu ekspresiju nakon oba tipa tretmana je kloroplastni klorofil a-
b vezujuci protein 8 koji pripada porodici klorofil a-b vezuju¢ih proteina (eng. light-
harvesting chlorophyll a/b binding proteins, LHCB), koji je prisutan kao komponenta i PSI
i PSIL. Xu i sur. (2012) pokazali su da proteini porodice LHCB igraju vaznu ulogu u
singalnom putu apscizinske kiseline moduliranjem homeostaze molekula ROS-a.
Povecana koli¢ina proteina LHC pronadena je nakon izlaganja biljaka kombiniranom

stresu hladnoc¢a/svjetlo te hladno¢a/mrak (Soitamo i sur., 2008).

5.3.2. Proteini vezani uz metabolizam ugljikohidrata

Velika podjedinica enzima ribuloza-1,5-bifosfat karboksilaza/oksigenaza
(Rubisco) identificirana je na 2 razli¢ita mjesta (proteini br. 6 i 38, Tablica 13) s
promijenjenom ekspresijom u oba tipa tretmana, iako je ekspresija proteina br. 6 bila
pojacana, a proteina br. 38 smanjena u odnosu na kontrolu. Pove¢ana koli¢ina proteina
br. 6 vjerojatno je rezultat degradacije proteina Rubisco. Degradacija enzima Rubisco

zabiljeZena je i u istrazivanju klijanaca i opisana je u poglavlju 5.1.2.

Kloroplastna ribuloza-fosfat-3-epimeraza (protein br. 17, Tablica 13) je enzim
Calvinovog ciklusa, koji je u stanicama lista odrasle biljke duhana imao smanjenu
ekspresiju u odnosu na kontrolu nakon oba tipa tretmana, dok u Kklijancima nije
identificiran. Akumulacija ovog proteina zabiljezena je nakon izlaganja stanica
modrozelene alge Synechocystis sp. poviSenom salinitetu (Tripathi i Muller, 2015) , dok
su smanjenu ekspresiju ribuloza-fosfat-3-epimeraze pokazali Uberegui i sur. (2015) u
biljci A. thaliana u uvjetima pojacane svjetlosti, Sto pokazuje da je ekspresija ovog

proteina pod utjecajem okolisnih ¢cimbenika.

Beta uglji¢na anhidraza osim u klijancima, identificirana je i medu proteinima
lista (protein br. 19, Tablica 13). Ekspresija ovog proteina ostala je nepromijenjena
nakon tretmana sa AgNP, dok je nakon tretmana sa AgNOs ekspresija bila poviSena.
Detaljan opis uloge ovog enzima dan je u poglavlju 5.1.2., a moji rezultati u skladu su s

rezultatima istraZivanja koja su proveli Vannini i sur. (2013).

Plastidna aldolaza (u bazi UniProt imenovana kao fruktoza 1,6-bisfosfat aldolaza),
koja katalizira reverzibilnu reakciju razgradnje fruktoza 1,6-bisfosfata u

dihidroksiaceton fosfat, identificirana je kao proteini br. 23, 24, 26 (Tablica 13). Prema
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Zeng i sur. (2015) plastidna aldolaza i njena povecana aktivnost igraju vaznu ulogu u
odgovoru na solni stres u vrsti Camellia oleifera, Sto nije u skladu s rezultatima mog
istraZivanja buduci da je ekspresija ovog proteina bila smanjena u oba tipa tretmana. No,
istrazivanja Lu i sur. (2012) pokazuju da je ovaj protein kodiran ve¢im brojem gena te da
razlicite izoforme reagiraju razli¢itim stupnjem ekspresije, ovisno o vrsti primijenjenog

abiotickog stresa.

Kao i u klijancima i korijenu, trioza fosfat izomeraza (TPI) identificirana je i medu
proteinima lista duhana (protein br. 18, Tablica 13), a ekspresija je bila smanjena nakon
oba tipa tretmana. U Kklijancima je nakon oba tipa tretmana zabiljeZena povecana
ekspresija, dok je u korijenu u oba tipa tretmana ekspresija bila smanjena. Ovo je jo$
jedan primjer kako tkiva iste biljne vrste, koja se razlikuju po starosti i stupnju razvitka
mogu dati drugaciji odgovor na isti stresor (Synkova i Valcke, 2001; Upadhyaya i sur.,

2015).

Gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (proteini br. 29 i 30, Tablica 13) u tkivu lista
duhana pokazala je smanjenu ekspresiju nakon tretmana sa AgNP. Ovaj protein
zastupljen je i opisan medu proteinima korijena u poglavlju 5.2.2, a odgovor na tretman

sa AgNP takoder je smanjena ekspresija u odnosu na kontrolu.

Protein br. 32 (Tablica 13) identificiran je kao moguéa mitohondrijska malat
dehidrogenaza (MDH), enzim Krebsovog ciklusa, koji je nakon tretmana sa AgNP
pokazao smanjenu ekspresiju, dok nakon tretmana sa AgNOs nije bilo promjena. S druge
strane, isti protein (br. 11, Tablica 12) identificiran je u tkivu korijena sa smanjenom
ekspresijom u oba tipa tretmana. Detaljan opis uloge i funkcije enzima MDH dan je u

poglavlju 5.1.2.

5.3.3. Proteini vezani uz odgovor na stres (abioticki i bioticki)

Osmotin pripada porodici proteina povezanoj s patogenezom (PR)-5, koja pruza
toleranciju na bioticki i abioticki stres u biljkama. Pokazano je da se osmotin nakuplja u
netretiranim stanicama i kulturi stanica tretiranih s NaCl (Singh i sur., 1987; Bressan i
sur., 1987). To ukazuje da bi normalna razina osmotina mogla biti vazna za normano
funkcioniranje stanica koje nisu izloZene stresu. U mom eksperimentu zabiljeZena je

poviSena ekspresija osmotina (protein broj 12, Tablica 13) za tretman sa AgNP, dok je
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nakon tretmana sa AgNOs bila smanjena. Isti protein identificiran je medu proteinima
korijena duhana, gdje je kao odgovor na AgNP ekspresija proteina bila smanjena

(poglavlje 52.2).

Glicinom bogati RNA-vezuju¢i protein (protein br. 2, Tablica 13) pokazao je
smanjenu ekspresiju nakon tretmana sa AgNP, dok je nakon izlaganja biljke AgNO3
ekspresija u ostala nepromijenjena u odnosu na kontrolu. Isti protein identificiran je i u
klijancima gdje nije pokazao promjenu u ekspresiji nakon tretmana sa AgNP, dok je
nakon izlaganja klijanca AgNO3 ekspresija bila pove¢ana u odnosu na kontrolu. Moguc¢i
uzrok razli¢itog odgovora na isti izvor stresa jest razlika u starosti i stupnju razvitka

tkiva (Synkova i Valcke, 2001; Upadhyaya i sur., 2015).

5.3.4. Proteini vezani uz odgovor na oksidacijski stres

Pod brojem 21 (Tablica 13) identificiran je protein slican glutation S-transferazi.
Vannini i sur. (2014) zabiljeZzili su nakupljanje glutation S-transferaze u korijenu pSenice
tretirane sa AgNP. Isti uCinak primijecen je i u nekoliko biljnih vrsta u uvjetima stresa
uzrokovanog teskim metalima (Hossain i sur., 2012), dok je u proteomu biljke Eruca
sativa zabiljezena povecana ekspresija u tretmanu sa AgNO3z (Vannini i sur., 2013).
Medutim, u mom istrazivanje ekspresija ovog proteina smanjena je u odgovoru na
tretman sa AgNP, a nepromjenjena u odgovoru na tretman sa AgNO3z. Do smanjenja
aktivnosti antioksidacijskih enzima mozZe do¢i ako se ioni metala veZu na klju¢na mjesta

u enzimu. Razlog smanjene ekspresije moZe biti oslobadanje iona Ag*.

5.3.5. Proteini vezani uz sintezu ATP-a

ATP sintaza je vaZan enzim koji proizvodi energiju u obliku ATP-a. Sastoji se od
dvije regije, FO i F1. Podjedinice alfa i beta Cine srz kataliticke regije F1. Rotacija
centralnog dijela-y podjedinice naspram alfa i beta podjedinice koji je okruzuju dovodi
do hidrolize ATP-a na tri razdvojena kataliticka mjesta na beta podjedinici. CF1 epsilon
podjedinica kloroplastne ATP sintaze vaZna je za transport protona i dio je rotacijskog
mehanizma, a identificirana je kao protein br. 3 (Tablica 13), koji je pokazao smanjenu
ekspresiju nakon tretmana sa AgNP, a pove¢anu nakon tretmana sa AgNOs. Isti protein
identificiran je i u klijancima (proteini br. 5 i 6, Tablica 11), gdje je ekspresija bila
poviSena nakon oba tipa tretmana. Vannini i sur. (2013) objavili su da je izlaganje vrste

Eruca sativa tretmanu sa AgNO3 uzrokovalo je specificno povecanje ekspresije nekoliko
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proteina koji su ukljuceni u proizvodnju energije ukljuCujuci i podjedinice ATP sintaze
plastida i mitohondrija. Ova poviSena ekspresija moZe pomoci stanicama da proizvedu

viSe energije kako bi olak3ale odgovor na stres izazvan ionima srebra.

Identificirane proteine u proteinskim profilima klijanaca, korijena i lista duhana
tretiranih nanocesticama i ionima srebra svrstala sam prema bioloskim procesima i
analizirala njihove ekspresije. Povecanu ekspresiju u odgovoru na AgNP najviSe
pokazuju proteini klijanaca duhana. Smanjena ekspresija u odgovoru na AgNP
prevladava u korijenu i listovima duhana. Tretman otopinom AgNOs3, tj. ionima srebra,
uzrokovao je najviSe promjena u sva tri tipa tkiva, odnosno ekspresija najveceg broja
razli¢itih proteina pokazala se drugacijom nego u kontroli. Medu proteinima s
razlikovnom ekspresijom najviSe je onih koji su na neki nacin povezani s odgovorom na

stresne ¢imbenike, te odrzavanjem homeostaze u stresnim uvjetima.

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su AgNP i AgNO3 toksi¢ni za
oba razvojna stadija duhana jer dovode do povecanog stvaranja kisikovih radikala, Sto je
pokazano i u prethodnim istraZivanjima mjerenjem razine ROS-a (Biba, 2016; Bajan,
2017), a potvrdeno je identifikacijom razli¢ito eksprimiranih proteina. No, rezultati ovog
istrazivanja takoder ukazuju da su i klijanci i odrasle biljke duhana sposobni aktivirati
antioksidacijske enzime koji razgraduju ROS, iako ne jednako uspjesno. S obzirom da je
u klijanaca zabiljeZena povecana ekspresija vecine identificiranih proteina, to navodi na
zakljucak da se klijanci uspjesSnije nose sa ovim stresnim uvjetima, kojima su bili izloZeni
od stadija sjemenke 30 dana. S druge strane, odrasle biljke koje su bile izloZene istim
stresnim uvjetima kao i klijanci, ali u odraslom stadiju i kroz period od 7 dana, pokazale
su smanjenu ekspresiju velikog broja proteina, osobito u korijenu koji je bio u direktnom
kontaktu s testnim otopinama, Sto navodi na zakljucak da je primijenjeni stres bio prejak
i uzrokovao inhibiciju velikog broja proteina koji imaju uloge u odgovoru na stresne

okoliSne uvijete.

Za konacne potvrde o utjecaju AgNP na proteom duhana svakako su potrebna
daljnja istrazivanja. Sama identifikacija i kvantifikacija proteina nije dovoljna da se do
kraja razjasne mehanizmi koje biljka koristi u odgovoru na stres, odnosno u obrani od

istog. Zbog toga bi znanstvena istraZivanja trebalo nastaviti analizama proteinskog
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statusa stanice; lokalizacije, modifikacije, interakcije, aktivnosti i funkcije odredenih

proteina.
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ZAKLJUCAK



6. ZAKLJUCAK

1. Tretmanis AgNP i AgNO3 uzrokuju slicne promjene u proteomu klijanaca duhana,
uglavnom kroz pojaCanu ekspresiju proteina, koji su najceS¢e vezani uz
fotosintezu, metabolizam ugljikohidrata i odgovor na stres. U sluc¢aju nekoliko

proteina postoji razlika u odgovoru na tretmane s AgNP i AgNO:s.

2. Tretmani s AgNP i AgNOs3 uzrokuju sli¢ne promjene u proteomu korijena duhana,
uglavnom kroz smanjenje ekspresije proteina, koji su najceSc¢e vezani uz odgovor
na stres, metabolizam ugljikohidrata i odgovor na oksidacijski stres. Svi proteini

iz tretmana s AgNP pokazuju razlikovnu ekspresiju u odnosu na kontrolu.

3. Tretmani s AgNP i AgNO3 uzrokuju slicne promjene u proteomu lista duhana,
uglavnom kroz smanjenje ekspresije proteina, koji su najceS¢e vezani uz

metabolizam ugljikohidrata i fotosintezu.

4. Usporedbom odgovora klijanaca s odraslim biljkama moze se zakljuciti da se
klijanci uspjeSnije nose sa stresom izazvanim tretmanima s AgNP i AgNO3z u

odnosu na odrasle biljke.
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