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1. UvVOD

Billke su na svojim prirodnim stanistima izlozene djelovanju razli€itih okoliSnih
cimbenika, koji mogu imati nepovoljan utjecaj i uzrokovati stres. Stres je bilo koji
C¢imbenik koji smanjuje rast i razmnoZavanje biljaka ispod potencijala genotipa
(Osmond i sur. 1987), a nastupa kada je vrijednost stresnog Cimbenika izvan granica
mogucnosti adaptacije. Stres djeluje na rast, razvoj i reprodukciju biljaka. Ekoloski
¢imbenici koji najCeSce uzrokuju stres su bioticki, poput napada patogena, te
abiotiCki, poput promjena temperature, nedostataka ili suviSaka vode, povecanog
saliniteta, nedostatka kisika u tlu, poremecaja pH vrijednosti tla i prisutnosti teskih
metala. Adaptacija podrazumijeva genetski uvjetovanu otpornost, a rezultat je
selekcije tijekom mnogo generacija (Pevalek—Kozlina 2003). U stresnim uvjetima
biljke pokazuju dva tipa adaptacije: toleranciju ili izbjegavanje. Mehanizmi tolerancije,
u uvjetima umjerenog stresa, omogucavaju biljkama odrzavanje visoke metabolicke
aktivnosti, a ukoliko se utjecaj stresa dodatno poveca metabolicka aktivnost se
smanjuje. Mehanizmi izbjegavanja omogucavaju smanjenje metaboli¢ke aktivnosti i
potiCu stanje mirovanja u uvjetima ekstremnog stresa (Osmond i sur. 1987). Veliki
broj biljnih vrsta izbjegava nepovoljan zimski period tako da zavrSe zivotni ciklus u
toplijem dijelu godine.

Kao $to je ranije spomenuto, biljke Cesto pokazuju odredenu otpornost na stres.
Prethodnim izlaganjem blagim stresnim uvjetima moze se povecati otpornost na
stres, odnosno dolazi do aklimatizacije biljke na nepovoljne uvjete. Odgovori na
razliCite tipove stresa Cesto se preklapaju, zbog Cega izlaganje jednom tipu stresa
moze inducirati odredeni stupanj tolerancije i drugih tipova stresa (Pevalek—Kozlina
2003).

1.1. OKSIDACIJSKI STRES

Evolucija aerobnih metaboli¢kih procesa, kao Sto su disanje i fotosinteza,
neizbjezno je dovela do stvaranja reaktivnih oblika kisika (eng. reactive oxygen

species, ROS) u mitohondrijima, kloroplastima i peroksisomima (Apel i Hirt 2004).



UvoD

ROS su djelomi¢no reducirani oblici molekularnog kisika (O;). Ostali izvori ROS su
glioksisomi, citosol, plazmatska membrana, staniCna stijenka i endoplazmatski
retikulum (Grene 2002).

Singletni kisik (*O,) nastaje u procesu fotosinteze prijenosom ekscitacijske
energije s tripletnog klorofila na molekulu kisika, prilikom ¢ega dolazi do promjene
spina elektrona. Takoder singletni kisik mozZe nastati kao nusprodukt aktivnosti
lipoksigenaze. 'O, lako difundira i reagira s organskim molekulama te o$teduje
tilakoidne membrane (Arora i sur. 2002). Drugi aktivirani oblici kisika nastaju
prijenosom elektrona na kisik, prilikom Cega nastaju superoksidni radikal (O;"),
vodikov peroksid (H2Oy) ili hidroksilni radikal (OH") (Mittler 2002).

ROS se razlikuju po kemijskim i fizikalnim svojstvima kao Sto su topivost,

mogucnost difuzije i reakcije s razli€itim bioloskim molekulama (Tablica 1.).

Tablica 1. Reaktivni oblici kisika (ROS) (preuzeto Stefan i sur. 2007)

Slobodni radikali Tvari koje nisu slobodni radikali

superoksidni O, vodikov peroksid H,0,

hidroksilni OH’ ozon O3

peroksilni ROO’ singletni kisik 'O,

alkoksilni RO’

hidroperoksilni HO,'

ROS se u odredenoj koli€ini stvaraju u biljkama i tijekom metabolizma u
optimalnim uvjetima (Arora i sur. 2002). ROS u biljaka, posebno superoksidni radikal
I vodikov peroksid, sluze kao signalne molekule u kontroli programirane stani¢ne
smrti, odgovorima na abiotiCki stres, napad patogena, te u sistemskom odgovoru na
patogene. Jedan od prvih signala o promjenama u okoliSu je proizvodnja
superoksidnog radikala u plazmatskoj membrani (Foyer i Noctor 2005). Inducirana
stanina smrt, signalizirana od strane ROS, mozZe biti rezultat oksidativnih procesa
kao Sto je lipidna peroksidacija membrana, oksidacija proteina, inhibicija enzima i
oStecenje molekula DNA i RNA (Mittler 2002). U mnogim slu¢ajevima stvaranje ROS

je genetski programirano, inducirano tijekom normalnog razvoja, kao $to je
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sazrijevanje sjemenki (Grene 2002), ili promjenama u okolisu, pa zato ima
kompleksne ucinke na primarni i sekundarni metabolizam (Foyer i Noctor 2005).

ZajedniCka znacajka razli€itih stresnih ¢imbenika je njihov potencijal poveavanja
proizvodnje ROS u biljnom tkivu. Takvi stresni €imbenici mogu biti susa, solni stres,
ekstremne temperature, teski metali, UV zraCenje, manjak hranjivih tvari, napad
patogena, visok intenzitet svjetlosti, herbicidi i atmosferski oneciscivaci (SO,, O3)
(Arora i sur. 2002, Mittler 2002).

ROS inaktiviraju enzime i oSteCuju vazne stanicne komponente poput molekule
DNA i proteina (Apel i Hirt 2004, Schitzendubel i Polle 2002). U¢€inak djelovanja na
membrane uklju€uje indukciju lipidne peroksidacije i deesterifikaciju masnih kiselina,
Sto dovodi do gubitka membranskog integriteta i promjena u membranskoj

propusnosti (Arora i sur. 2002, Aravind i Prasad 2003).

1.1.1. VODIKOV PEROKSID

Vodikov peroksid nastaje dismutacijom superoksidnog radikala (O,"), $to moze
biti spontani proces ili rezultat djelovanja enzima superoksid dismutaze (SOD) (Veal i
sur. 2007):

20; +2H" —2 50, +H,0,

Drugi izvor vodikovog peroksida je djelovanje glikolat oksidaze u peroksisomima
tijekom fotorespiracije (Mittler 2002) i B—oksidacija masnih kiselina (Grene 2002).

Kod eukariota vodikov peroksid ima vaznu ulogu kao signalna molekula u
regulaciji mnogih bioloskih procesa, poti€e sekundarni stanicni metabolizam,
zatvaranje puci, strukturne promjene, poput lignifikacije, te programiranu stanicnu
smrt (Schitzendubel i sur. 2001, Neill i sur. 2002). Djelujuéi na transkripcijske faktore
H,O, utjeCe na ekspresiju razli¢itih gena, ukljuCuju¢i i gene Kkoji kodiraju
antioksidacijske enzime (Neill i sur. 2002).

Vodikov peroksid je stabilnija i manje reaktivna molekula od ostalih vrsta ROS, ali
veoma toksi¢na za stanice te lako difundira preko membrana. U Haber-Weissovoj
reakciji sa superoksidnim radikalom (0,") i Zeljeznim (Il) ionom (Fe?") stvara veoma

reaktivni hidroksilni radikal (OH’), koji oS$te¢uje sve vrste bioloSki vaznih



UvoD

makromolekula, posebno nukleinske kiseline i proteine, te poti¢e lipidnu

peroksidaciju (Grene 2002):
H,0, +0; —F-F" ,0H" -
,0, +0, > +0OH™ +0,

Vodikov peroksid se razgraduje djelovanjem enzima katalaze (CAT) u

peroksisomima (Pevalek—Kozlina 2003):

2H,0, k4@ Lo 040,

Kako je katalaza ograniCena prvenstveno na peroksisome, u kloroplastima djeluje
askorbat—glutationski ciklus, u kojem se H,O, reducira do vode uz pomo¢ NADPH
(Pevalek—Kozlina 2003).

1.1.2. LIPIDNA PEROKSIDACIJA

Promjene fiziCkih svojstava stanicne membrane i njezinih funkcija ubrajaju se u
nespecificne reakcije na stres. Glavni sastojci membranskih lipida su polinezasi¢ene
masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA) koje su posebno osjetljive
na lipidnu peroksidaciju.

Lipidna peroksidacija je oksidacija nezasi¢enih masnih kiselina u prisutnosti
slobodnih radikala (Gutteridge 1995). Naj¢eS¢e ju uzrokuje hidroksilni radikal (OH"),
medutim i drugi radikali mogu pokrenuti proces peroksidacije: alkoksilni radikal (RO"),
peroksilni radikal (ROQO"), ali ne i vodikov peroksid (H,O,) i superoksidni radikal (O2")
(Gutteridge 1995).

Proces lipidne peroksidacije obiljezavaju tri stupnja: inicijacija, propagacija i
terminacija. Inicijalna reakcija izmedu nezasi¢enih masnih kiselina i hidroksilnog
radikala ukljuCuje uklanjanje atoma vodika iz metilenske skupine (-CH»-) masnih
kiselina. Nastali ugljikovi radikali nastoje se stabilizirati reorganizacijom molekula,
oblikujuci konjugirane diene. U aerobnim uvjetima konjugirani dieni se mogu spajati s
molekularnim kisikom (O), te stvarati peroksilne radikale LOO" koji dalje uklanjaju
vodik iz drugih organskih molekula, uklju€ujuéi polinezasicene masne kiseline, ¢ime
zapoCinju lanCanu reakciju (Gutteridge 1995). Dolazi do stvaranja lipidnih

hidroperoksida (ukljuCujuci cikliCcke perokside), te reaktivnih ugljikovih radikala koji



UvoD

nastavljaju reakciju peroksidacije (faza propagacije). Zeljezo moze, putem Fentonove
reakcije, reagirati s lipidnim hidroperoksidima (LOOH) (Mittler 2002) dajuci lipidne
alkoksilne radikale (LO") koji mogu dalje pokrenuti kaskadu oksidacijskih reakcija
(Gutteridge 1995):

Fe* (Cu™) + LOOH——Fe* (Cu®* )+ LO* +OH"

Intenzivna lipidna peroksidacija u bioloSkim membranama dovodi do smanjenja
fluidnosti membrana, promjene membranskog potencijala i pove¢anja permeabilnosti
za vodikove i druge ione (Gutteridge 1995).

Lanac reakcija radikala lipidne peroksidacije prekida se neenzimskim i enzimskim
nac¢inom. Vazan antioksidans je o-—tokoferol (vitamin E), koji je sastavni dio
membrana (Gutteridge 1995).

Stupanj oS$tecenja lipida moze se odrediti mjerenjem koli€¢ine malondialdehida

(MDA) i drugih produkata lipidne peroksidacije (Balen i sur. 2011).

1.1.3. LIPOKSIGENAZE

Lipoksigenaze (LOX) su skupina enzima koji sadrZze nehemski vezano Zeljezo, a
Siroko su rasprostranjeni u biljaka i Zivotinja. U billkama su prisutne u viSe izoformi
(Skorzynska—Polit i Krupa 2003), a mogu se razlikovati po svojim svojstvima,
kinetiCkim parametrima ili specificnoS¢u za supstrat (Skorzynska—Polit i sur. 2005).
Lipoksigenaze su povezane s nekim procesima u normalnim razvojnim fazama, kao
Sto je mobilizacija lipida tijekom klijanja, degradacija membrana tijekom starenja, a
takoder se koriste i kao spremisni proteini tijekom vegetativnog rasta (Porta i Rocha—
Sosa 2002).

LOX kataliziraju dodavanje molekularnog kisika (dioksigenazna reakcija) na
polinezasi¢ene masne kiseline koje sadrze cis, cis—1,4—pentadienski sustav, prilikom
Cega nastaje hidroperoksid nezasi¢enih masnih kiselina. Kisik moZe biti dodavan na
oba kraja pentadienskog sustava. LOX potiCu sintezu grupe ciklickih i neciklickih
spojeva, zajedniCkog imena oksilipini. Oksilipini su produkti oksidacije masnih

kiselina, a imaju razliCite funkcije u stanicama, kao S§to je signalna tijekom
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diferencijacije, ranjavanja te napada patogena i insekata (Porta i Rocha—Sosa 2002,
Andersson i sur. 2006).

LOX u billkama najceS¢e djeluje na linolnu i linolensku kiselinu, prilikom ¢ega se
stvaraju dva mogucéa produkta, 9— i 13—hidroperoksi masna kiselina (Porta i Rocha—
Sosa 2002). Hidroperoksidi masnih kiselina se dalje mogu djelovanjem enzima
pretvoriti u razliCite spojeve (Porta i Rocha—Sosa 2002). Ovi enzimi mogu biti:
hidroperoksid dehidraza (HPDS), hidroperoksid lijaza (HPLS), hidroperoksid
izomeraza (HPIS), hidroperoksid—ovisna peroksigenaza (HPPR) i hidroperoksid—
ovisna epoksigenaza (HPEP) (Gardner 1991).

Produkti hidroperoksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina mogu proci
autokatalitiCcku degradaciju, stvarajuci radikale koji dalje mogu pokrenuti lan¢anu
reakciju lipidne peroksidacije (Blokhina i sur. 2003).

Ekspresija gena koji kodiraju LOX regulirana je razlicitim efektorima, kao Sto su
jasmonska kiselina (JA) i apscizinska kiselina (ABA), ali takoder i razli€itim stresnim
¢imbenicima (Porta i Rocha—Sosa 2002).

Razli¢iti organi i tkiva pokazuju razli€itu lipoksigenaznu aktivnost, koja se mijenja
kao odgovor na bioti¢ki i abiotiCki stres, poput manjka vode, ranjavanja i napada
patogena (Porta i Rocha—Sosa 2002). Povecana aktivnost takoder je uo¢ena i kod

stresa uzrokovanog teSkim metalima (Skérzynska—Polit i Krupa 2003).

1.1.4. OKSIDACIJA PROTEINA

ROS su uklju¢eni u mnoge reakcije modifikacija proteina. Medu tim reakcijama
karbonilacija je privukla veliku pozornost zbog svoje ireverzibilne prirode (Nystrém
2005), te se stoga koristi kao pokazatelj oksidacijskog stresa (Job i sur. 2005). Kako
bi se ireverzibilno promijenjeni karbonilni proteini uklonili stanica ih mora razgraditi
(Nystrém 2005).

Karbonilne (CO) grupe (aldehidne i ketonske) nastaju oksidacijom proteinskih
boc¢nih lanaca, najCesée prolina, arginina, lizina i treonina. Reakcija je katalizirana
metalima (eng. metal-catalyzed oxidation, MCQO) (Dalle-Donne i sur. 2003).
Nastankom karbonilnih grupa mijenja se ili inhibira aktivhost proteina, dok se

istovremeno povecava osjetljivost na proteolitiCku razgradnju (Job i sur. 2005).



UvoD

Karbonilni derivati lizina, cisteina i histidina mogu nastati i u sekundarnim
reakcijama s reaktivnim karbonilnim komponentama na ugljikohidratima (produkti
glikooksidacije), lipidima i krajnjim produktima lipidne peroksidacije (malondialdehid).
Kvantitativno najvazniji produkti reakcije karbonilacije su glutaminski semialdehid
arginina i prolina (Slika 1.) te aminoadipski semialdehid lizina (Nystrém 2005, Dalle—
Donne i sur. 2003).
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2 - piralidon glutaminski semialdehid aminoadipski semialdehid

Slika 1. Struktura karbonilnih derivata nastalih direkthnom oksidacijom aminokiselinskih
bo&nih lanaca (preuzeto Dalle—Donne i sur. 2003)

IstraZivanja pokazuju da se karbonilacija proteina povecCava sa staroScu stanica i
tkiva (Nystrém 2005).

Karbonilacija proteina u ljudi je povezana s mnogim bolestima kao S§to su
Parkinsonova bolest, Alzheimerova bolest, reumatoidni artritis, kroni¢no zatajenje

bubrega, dijabetes i sepsa (Nystrém 2005, Dalle—Donne i sur. 2003).

1.1.5. PROTEINI TOPLOTNOG STRESA

Proteini toplotnog stresa (eng. heat shock proteins, HSP) pojavljuju se u
povecanoj koliCini kao odgovor na poviSenje temperature, ali poznato je da do
njihove ekspresije dolazi u razli€itim okoliSnim uvjetima, uklju€ujuéi stres uzrokovan
teSkim metalima (Hall 2002). Nadeni su u svim grupama Zivih organizama, od
arhebakterija do Zivotinja (Lindquist i Craig 1988). HSP djeluju kao molekularni
Saperoni u sastavljanju i rastavljanju proteinskih podjedinica, a takoder sudjeluju u
obrani i popravku proteina u stresnim uvjetima (Hall 2002).

Na temelju molekularnih masa grupirani su u pet razreda: HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60 i HSP niske molekularne mase (SmHSP) (Wang i sur. 2004).
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Osnovna funkcija HSP70 je spreCavanje agregacije i odrzavanje konformacije
proteina u normalnim i stresnim uvjetima. Ukljueni su i u prijenos te olakSavanje
proteolitiCke razgradnje nestabilnih proteina koje usmjeravaju na lizosome ili
proteosome (Wang i sur. 2004). Neki HSP70 su ukljuCeni u sastavljanje polipeptida
sintetiziranih de novo, prijenos prekursorskin molekula i bioloSku kontrolu
regulatornih proteina. Obiljezje nekih c¢lanova ovog razreda je konstitutivna
ekspresija, dok se ostali induciraju u stresnim uvjetima (Wang i sur. 2004).

Strukturno se HSP70 sastoje od visoko konzervirane N—-terminalne ATP—vezujuée
domene molekularne tezine 44 kDa, i C—terminalne peptid—vezujuc¢e domene, koja je
varijabilna i odreduje supstratnu specificnost (Wang i sur. 2004).

U istrazivanju na vrsti Lycopersicon peruvianum uocena je povezanost izmedu
aktivnosti HSP70 i stresa uzrokovanog kadmijem. HSP70 je imunocitokemijskim
tehnikama lokaliziran u jezgri i citoplazmi, ali takoder i u stani€noj membrani, Sto
sugerira na mogucu ulogu HSP70 u zastiti membrane od oStecenja (Hall 2002).

Poja¢ana ekspresija HSP70 uofena je u algi Enteromorpha intestinalis nakon
izloZenosti razliCitim stresnim cimbenicima. Takoder je uofeno da prethodno
izlaganje kratkotrajnom toplotnom stresu povecava otpornost na stres uzrokovan
teSkim metalima (Hall 2002).

1.2. ANTIOKSIDACIJSKI SUSTAV

Biljne stanice su razvile zastitne mehanizme koji im omogucuju smanjivanje
proizvodnje ROS ili njihovo brzo unistavanje (Grene 2002). Antioksidans je svaka
molekula koja inaktivira ROS, a sama se pritom ne pretvara u destruktivni oblik.

Kapacitet i aktivhost antioksidacijskog obrambenog sustava vazni su u
ograniCavanju oksidacijskog ostecenja i unistavanju ROS. Kao odgovor na stresne
uvjete povecava se aktivnost antioksidacijskih obrambenih sustava. Do oksidacijskog
stresa dolazi kada je produkcija ROS veca od kapaciteta antioksidacijskog sustava
(Arora i sur. 2002).

Antioksidacijski sustav moZze S§tititi stanicu na nekoliko nacina: spreCavanjem

nastanka slobodnih radikala, neutralizacijom nastalih radikala, popravkom ostecenja
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nastalih djelovanjem radikala i poveéanim uklanjanjem o$teéenih molekula (Stefan i
sur. 2007).

Antioksidacijski mehanizmi mogu biti enzimski i neenzimski. Enzimski mehanizmi
ukljuCuju superoksid dismutazu (SOD) koja uklanja superoksidni radikal uz
nastajanje molekularnog kisika i vodikovog peroksida, askorbat peroksidazu (APX),
katalazu (CAT) i glutation peroksidazu (GPX) za uklanjanje vodikovog peroksida i
organskih peroksida, te glutation reduktazu (GR) (Stefan i sur. 2007).

Neenzimski mehanizmi uklanjanja ROS uklju€uju antioksidanse male molekularne
mase kao $to su askorbat (vitamin C), glutation, a-tokoferol (vitamin E), fenolni

spojevi i karotenoidi (Blokhina i sur. 2003).

1.3. TESKI METALI

Teski metali su elementi koji imaju gustoéu veéu od 5 g cm™. Od 90 elemenata
prisutnih u prirodi 53 su teSki metali. Na temelju topivosti u fizioloSkim uvjetima, 17
elemenata je dostupno zivim organizmima i znacajni su za biljne i Zivotinjske
zajednice u razlicitim ekosustavima. Medu njima su zeljezo (Fe), molibden (Mo) i
mangan (Mn), cink (Zn), nikal (Ni), bakar (Cu) vazni kao esencijalni mikroelementi
(Pevalek—Kozlina 2003). Srebro (Ag), arsen (As), ziva (Hg), kadmij (Cd), olovo (Pb) i
antimon (Sb) nemaju poznate uloge u biljnim stanicama, te su u vecoj ili manjoj mjeri
toksi¢ni za bilike i mikroorganizme (Benavides i sur. 2005, Schitzendubel i Polle
2002).

Oblik teSkog metala u vodenoj otopini tla ovisi 0 samom metalu, pH vrijednosti tla
i prisutnosti drugih iona (Das i sur. 1997). Njihova dostupnost u tlu ovisi o prirodnim
procesima; posebno litogenim i pedogenim, ali i o djelovanju ¢ovjeka, npr. rudarstvu,
izgaranju fosilnih goriva, urbanom otpadu, metalnoj industriji, upotrebi gnojiva, te
postrojenja za preradu otpadnih voda (Hasan i sur. 2009). Porast industrijske i
rudarske aktivnosti krajem 19. i pocCetkom 20. stolje¢a dovodi do povecanja
zagadenja teSkim metalima (Benavides i sur. 2005).

Prisutnost esencijalnih i neesencijalnih teSkin metala u atmosferi, tlu i vodi u
prekomjernim koli¢inama moze imati nepovoljne ucfinke na sve organizme.

Poznavanje interakcija metala i biljaka vazna je za za$titu biljaka u okolisSu, ali i za
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smanjenje rizika povezanog s uvodenjem tih metala u hranidbeni lanac (Benavides i
sur. 2005).

Visoke koncentracije teSkih metala u tlu toksicne su za vecinu biljaka (Hasan i
sur. 2009), a simptomi oSteCenja mogu biti posljedica niza medudjelovanja na
stani¢noj razini (Benavides i sur. 2005). lzuzetak su biljke hiperakumulatori koje
mogu primiti vecu koli€inu teSkih metala bez znacajnih posljedica za metabolizam.
Hiperakumulacija metala prisutna je u viSe od 500 biljnih vrsta koje pripadaju 101
porodici. Medu njima su i bilke iz porodica Asteraceae, Brassicaceae,
Caryophyllaceae, Cyperaceae, Cunouniaceae, Fabaceae, Lamiaceae, Poaceae,
Violaceae i Euphobiaceae. Hiperakumulacija ovisi o biljnoj vrsti, svojstvima tla (pH
vrijednosti, organskim humusnim tvarima, kapacitetu izmjene kationa) i vrsti teSkog
metala (Sarma 2011).

Teski metali utje€u na primanje esencijalnih mineralnih tvari, funkciju membrana,
vodnu ravnotezu i klijanje sjemenki (Hasan i sur. 2009). Mogu se vezati na
sulfhidrilne grupe u proteinima, $to dovodi do naru$avanja njihove strukture, a time i
inhibicije njihove aktivnosti (Das i sur. 1997). ViSak teskih metala potiCe stvaranje
slobodnih radikala i reaktivnih oblika kisika (Benavides i sur. 2005), Sto je vidljivo po

lipidnoj peroksidaciji i akumulaciji vodikovog peroksida (Schitzenduibel i Polle 2002).

1.3.1. KADMIJ

Kadmij (gustoéa 8,6 g cm™) je &iroko rasprostranjeni teski metal. Kao element
otkriven je 1817. godine (Shanker 2008). lzvor kadmija u okoliSu su elektrane,
toplane, metalna industrija, spalionice otpada, tvornice cementa, promet, te je
takoder nusprodukt proizvodnje fosfatnih gnojiva (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999).
Sastavni je dio pigmenata, stabilizatora plastike i elektrokemijskih izvora elektri¢ne
energije (Prasad i sur. 2001). U podrucjima s malim antropogenim utjecajem
oslobada se mineraliziranjem stijena (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999) i vulkanskom
aktivnoS¢u (Schutzendubel i Polle 2002). GodiSnje se proizvede preko 22000 tona
kadmija (Sarma 2011). Prepoznat je kao izuzetno znacajan zagadiva¢ zbog visoke

toksi¢nosti i velike topljivosti u vodi (Benavides i sur. 2005).
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Kadmij je toksi¢an za ljude, Zivotinje i bilike (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999,
Shanker 2008). Kod ljudi mozZe uzrokovati osteoporozu, anemiju, oStecenje bubrega i
jetre. Potencijalni je karcinogen, povezan s nastankom karcinoma plu¢a, gusterace i
bubrega (Valko i sur. 2005). Duhan sadrzi znatne koliCine kadmija, tako da je
pusenje jedan od glavnih nacina unosa u ljudski organizam (Shanker 2008). Kao
neesencijalan element kadmij negativnho utjeCe na rast i razvoj biljaka, stimulira
sekundarni metabolizam i lignifikaciju (Schutzendubel i Polle 2002). Kloroza,
uvrnutost liS¢a i smanjeni rast glavni su i lako vidljivi simptomi toksic¢nosti kadmija u
biljkkama (Das i sur. 1997).

Biljke kadmij primaju korijenom, te su na njemu vidljiva prva o$tecenja (Sanita di
Toppi i Gabbrielli 1999). Na razini unosa u stanicu, ion kadmija je u kompeticiji za iste
membranske prijenosnike koji sluze za unos esencijalnih elemenata kao Sto su kalij
(K), kalcij (Ca), magnezij (Mg), zeljezo (Fe), bakar (Cu), cink (Zn) i nikal (Ni) (Sanita
di Toppi i Gabbrielli 1999). Kloroza se mozZe pojaviti kao posljedica nedostatka
Zeljeza, fosfora ili mangana uzrokovanog kadmijem. Inhibicija Fe (lll) reduktaze u
korijenu djelovanjem kadmija, dovodi do manjka Zzeljeza i znaCajno utjeCe na
fotosintezu (Benavides i sur. 2005).

Kadmij lako prolazi kroz tkivo korijena i prenosi se u nadzemna tkiva. Kad ude u
korijen, do ksilema se prijenosi simplastno i/ili apoplastno, u kompleksu s nekoliko
liganada, kao Sto su organske kiseline i/ili fitohelatini (Benavides i sur. 2005).

Kadmij takoder smanjuje apsorpciju nitrata i njihov prijenos od korijena do izdanka
te inhibira aktivnost nitrat reduktaze u izdancima (Hernandez i Cooke 1997). Takoder
djeluje na vodnu ravnotezu, ostecuje fotosintetski aparat djelujuéi na fotosisteme I i Il.
Kod uljane repice (Brassica napus) je primijeCeno da kadmij smanjuje ukupni sadrzaj
klorofila i karotenoida (Baryla i sur. 2001). Djeluje i na otvorenost puci, ali sam
mehanizam djelovanja nije poznat. Pretpostavlja se da djeluje na kretanje iona kalija
(K", kalcija (Ca®") i apscizinsku kiselinu (ABA) u stanicama zapornicama (Sanita di
Toppi i Gabbrielli 1999). Kadmij mijenja funkcionalnost membrana uzrokujuci lipidnu
peroksidaciju, a potiCe i promjene metaboli¢kih reakcija kloroplasta inhibicijom
biosinteze klorofila i smanjenjem aktivnhosti enzima Calvinova ciklusa (Benavides i
sur. 2005).

Kadmij uzrokuje oksidacijski stres, ali za razliku od drugih teskih metala, kao $to

je bakar, ne sudjeluje direktno u stvaranju ROS putem Fentonove i/ili Haber—
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Weissove reakcije. Smatra se da su simptomi oksidacijskog stresa, kao $to je lipidna
peroksidacija, posljedica smanjenja antioksidacijske aktivnosti, $to moze biti
posljedica vezanja iona kadmija i glutationa (Shanker 2008). Isto tako kadmij inhibira
aktivnost nekoliko antioksidacijskin enzima vezanjem na njihove sulfhidrilne grupe
(Arora i sur. 2002). U IliS8¢u suncokreta Helianthus annuus potiCe lipidnu
peroksidaciju, povecanu aktivnost lipoksigenaze i smanjenje koliine antioksidacijskih
enzima superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT), askorbat peroksidaze (APOX),
glutation reduktaze (GR) i dehidroaskorbat reduktaze (DHAR) (Gallego i sur. 2005).
U vrste Phaseolus aureus ioni kadmija poticu lipidnu peroksidaciju, smanjuju
aktivnost katalaze, uz istovremeno povecanje aktivnosti gvajakol peroksidaze i
askorbat peroksidaze (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999).

Prva linija obrane biljaka je imobilizacija kadmija, a dogada se ve¢inom na razini
korijena. Uklju€uje imobilizaciju putem stanicne stijenke i izvanstani¢nih ugljikohidrata
(mukoza, kaloza) (Benavides i sur. 2005). U korijenu i liS¢u graha ioni kadmija su
vec¢inom vezani za pektine i hidroksilne skupine stani¢ne stijenke (Sanita di Toppi i
Gabbrielli 1999, Benavides i sur. 2005).

Biline stanice aktiviraju razlicite mehanizme obrane kao odgovor na stres
uzrokovan kadmijem: sintezu fitohelatina, kompartimentaciju, sintezu metalotioneina,
stvaranje etilena, antioksidacijski sustav i sintezu stresnih proteina (Sanita di Toppi i
Gabbrielli 1999).

Fitohelatini su stresni polipeptidi opcCe strukture (y—Glu—Cys),—Gly, sintetizirani iz
glutationa, Cija je uloga vezanje (heliranje) kadmija i drugih teSkih metala i
reduciranje njegove toksi¢nosti (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999).

Kompartimentacijom se onemogucava slobodno kruzenje iona kadmija u citosolu.
Kompleks fitohelatin—kadmij prenosi se u vaukolu putem specificnih ABC
prenositelja. U vakuoli, zbog niZze pH vrijednosti stanicnog soka, kompleks disocira,
nakon Cega se kadmij moze vezati s organskim kiselinama prisutnim u stanicnom
soku (limunska, oksalna ili jabu€na kiselina), te vjerojatno s aminokiselinama.
Fitohelatine, koji preostaju nakon disocijacije, mogu razgradivati vakuolarne hidrolaze
ili se mogu vratiti u citosol, gdje ponovno mogu vezati ione kadmija. Osim u
kompleksu s fitohelatinima, ioni kadmija mogu u vakuolu uéi i putem Cd?"/2H*
antiportera (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999, Benavides i sur. 2005).

12
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Mehanizam kojim kadmij potiCe sintezu etilena joS uvijek nije potpuno poznat.
Poznato je da u grahu Phaseolus vulgaris poti€e aktivhost ACC—sintetaze, enzima
koji pretvara S—adenozil-metionin u 1-aminociklopropan—1—karboksilnu kiselinu
(ACC), koji je neposredni prekursor etilena. Etilen poti€e proces lignifikacije, aktivnost
askorbat peroksidaze, te regulira ekspresiju gena koji kodiraju metalotionine i
proteine toplotnog stresa (Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999, Rodriguez-Serrano i sur.
2009).

Metalotionini su polipeptidi male molekularne mase (5-20 kDa), bogati cisteinom,
a mogu vezati ione kadmija. Tipi€ni su proteini kraljeSnjaka, no geni koji ih kodiraju
nadeni su i kod biljaka. Nijihova uloga u obrani od teSkih metala joS nije u potpunosti
otkrivena, no smatra se da, osim $to veZu teSke metale, imaju i antioksidacijsku
ulogu (Benavides i sur. 2005, Mishra i Dubey 2006, Hall 2002).

Kao $to je ve¢ ranije spomenuto kadmij uzrokuje oksidacijski stres prilikom ¢ega
dolazi do povecanja sadrzaja ROS. Kako bi smanjile oksidacijsko osteéenje biljke
posjeduju enzimski i neneenzimski antioksidacijski sustav Cija je uloga opSirnije
objasnjena u poglavlju 1.2. Kadmij takoder potiCe sintezu HSP, proteina koji sudjeluju
u obrani i popravku proteinskih oStecenja nastalih djelovanjem ROS (Hall 2002,
Sanita di Toppi i Gabbrielli).

1.3.2. CINK

Cink (Zn) je bitna komponenta mnogobrojnih biljnih proteina, ali u suviSku je
toksiCan. Prijelazni je element atomskog broja 30. Oksidacijski broj mu je +2, a u
fizioloSkim uvjetima je stabilan, Sto je rezultat popunjenosti d—orbitale elektronima.
Tvori brojne topive soli, uklju€ujuéi halogenide, sulfate, nitrate, acetate, tiocijanate,
perklorate i cijanide, ali tvori i teSko topive soli, kao §to su cinkov hidroksid i cinkov
karbonat (Broadley i sur. 2007).

U stanici je cink sastavni dio metaloenzima, membranskih proteina i DNA-
vezujucih proteina (cinkovi prsti) (Aravind i Prasad 2003), kofaktor je enzimima kao
Sto su anhidraze, dehidrogenaze, oksidaze i peroksidaze (Rout i Das 2003). Cink ima
vaznu ulogu u regulaciji metabolizma dusSika, proliferaciji stanica, fotosintezi, disanju,

mitozi, sintezi proteina, auksina i nukleinskih kiselina. Esencijalan je element u rastu
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biljaka (Rout i Das 2003). Kao sastavni dio Cu/Zn superoksid dismutaze (Cu/Zn
SOD) cink ima vaznu ulogu u detoksikaciji superoksidnog radikala (Ozdener i Aydin
2010).

Mnoga istrazivanja su pokazala da cink u suviSku djeluje toksic¢no na biljke (Rout i
Das 2003, Cuypers i sur. 2001), a toksi¢nost ovisi o koncentraciji u otopini. Opdi
simptomi toksi¢nosti su zaostajanje u rastu, uvijanje mladih listova, uginuce listova i
kloroza (Rout i Das 2003). Cink, kao i kadmij, uzrokuje oksidacijski stres, iako nije
redoks aktivni element i ne sudjeluje u Fentonovoj i/ili Haber—-Weissovoj reakciji
(Rout i Das 2003). Fitotoksi¢ne koncentracije cinka stimuliraju lipoksigenaznu
aktivnost (LOX) i povecavaju koncentraciju produkata lipidne peroksidacije
(malondialdehida) u primarnim listovima mladica graha Phaseolus vulgaris starih 15
dana (Weckx i Clijsters 1997).

Cink i kadmij pripadaju 12. grupi periodnog sustava elemenata. Zbog slicne
elektronske konfiguracije i valencije imaju slicna kemijska svojstva (Aravind i Prasad
2004). Cesto se zajedno nalaze u rudama, istovremeno konkurirajuéi za iste ligande.
Cinkova rudaca sadrzi 0,1-5% kadmija (Aravind i Prasad 2004). Poznato je da cink
stabilizira i zastiCuje biomembrane od oksidacijskog osteéenja (Aravind i Prasad
2003). U istrazivanju na vrsti Ceratophyllum demersum kod tretmana sa cinkom i
kadmijem uocen je porast sadrzaja klorofila u odnosu na tretmane samo s kadmijem.
Cink vjerojatno odrzava sintezu klorofila vezanjem na sulfhidrilne grupe enzima ¢ime

ih &titi od oksidacije i stvaranja disulfida (Aravind i Prasad 2004).

1.4. VODENA LECA

Mala vodena le¢a (Lemna minor L.) je Siroko rasprostranjena, slobodno plutaju¢a
jednosupnica, prisutna u mnogim vrstama slatkovodnih ekosistema, kao Sto su
jezera, bare, mocvare i rukavci vodotokova s niskom brzinom strujanja vode
(Vidakovi¢—Cifrek 2007, Paczkowska i sur. 2007). Raste u vodi s visokom razinom
hranjivih tvari, pH vrijednosti izmedu 5i 9 (optimalno 6,5-7,5) i temperaturi izmedu 6 i
33 °C (Leng 1999). U prirodi je vazna kao izvor hrane za mnoge mocvarne ptice
(posebno patke) i ribe (Wang 1986).
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Vodena le¢a je jednostavne grade, jedna biljka se naziva ,frond” ili ¢lanak (Slika

2.). Nalikuje duguljastim listi¢ima, duljine do 1 cm, a €ine ga reducirana stabljika i list,

te jedan korijen duljine do 5 cm Cije stanice sadrze kloroplaste, a uloga mu je

odrzavanje biljke u vodoravnom polozaju. Sa svake strane uzeg dijela ¢lanka nalazi

se reproduktivni dzep unutar kojeg zapocinje proces vegetativhog razmnozavanja.

Novonastale biljke—kc¢eri mogu neko vrijeme ostati spojene s mati€énom biljkom Cinedi

koloniju. Hranjive tvari primaju se preko donje povrsine plutajuceg ¢lanka (Vidakovic—
Cifrek 2007).

Slika 2. Mala vodena le¢a (Lemna minor L.)
(preuzeto s http://www.sciencephoto.com/media/16491/enlarge)

Za potrebe laboratorijskih istrazivanja billke se uzgajaju na tekucoj hranjivoj

podlozi u kontroliranim uvjetima temperature i osvjetljenja.

Svojstva zbog kojih je vodena le¢a pogodna za laboratorijska istrazivanja su:

>

YV V VYV V

jednostavna grada,

brzo vegetativno razmnoZzZavanje ¢ime je osigurana genetska homogenost,
lagan uzgoj na jeftinoj i jednostavnoj hranjivoj podlozi,

mali prostor potreban za uzgoj,

malih je dimenzija, ali istodobno je dovoljno velika da se neke promjene
uzrokovane tvarima u hranjivoj podlozi mogu promatrati golim okom,

velika osjetljivost na dodatak razli€itih tvari u hranjivu podlogu (Vidakovi¢—
Cifrek 2007, Wang 1986, Radic¢ i Pevalek—Kozlina 2010, Scherr i sur. 2008).

15



UvoD

Pri upotrebi vodene le¢e kao testnog organizma moze se pratiti cijeli niz
pokazatelja uCinaka istrazivanih tvari kao Sto su: prirast broja biljaka, prezivljavanje,
duljina korjenc€i¢a, ultrastrukturne promjene, prirast mase svjeze tvari, udio suhe tvari,
ukupna povrSina biljaka, odnos povrSine biljaka i mase svjeZe tvari, stopa disanja,
fotosintetska aktivnost, sadrzaj fotosintetskih pigmenata, koli€ina proteina, aktivnost
antioksidacijskih enzima i pojava stresnih proteina (Vidakovi¢—Cifrek 2007).

U Lemna—testu pokazatelji toksi¢nosti koji se prate su najceSce: prirast broja
biljaka, prirast mase svjeze i suhe tvari, ukupna povrSina biljaka i koncentracija
fotosintetskih pigmenata (Vidakovi¢—Cifrek 2007).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Utjecaj teSkih metala na metabolizam i fizioloSke procese u billkama ne ovisi
samo o njihovoj koncentraciji, ve¢ i o prisutnosti drugih elemenata. lzmedu
esencijalnih i neesencijalnih elemenata u ekosustavu postoje interakcije koje mogu
biti aditivhe, sinergistiCke ili antagonistiCke, Sto ovisi o njihovim koncentracijama,
temperaturi i pH vrijednosti.

BioloSki ucinci pojedinih metala na razliCite vrste biljaka su poznati, dok je
djelovanje kombinacija metala manje istrazeno. Cilj istrazivanja je bio utvrditi utjecaj
dodatka cinka (50 uM i 100 yM) na oksidacijski stres uzrokovan kadmijem (10 uM) u
maloj vodenoj lec¢i (Lemna minor L.). U tu svrhu pratila sam rast biljaka, prisutnost
proteina toplotnog stresa, koli€¢inu vodikovog peroksida, aktivnost lipoksigenaze te
stupanj oksidacije proteina (mjerenjem koliCine karbonila) i lipidne peroksidacije

(mjerenjem koli¢ine malondialdehida).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. UZGOJ VODENE LECE

Za uzgoj i razmnozavanje vodene lece koristila sam modificiranu hranidbenu

podlogu po Pirsonu i Seidlu (1950) Ciji je sastav prikazan u Tablici 2.

Tablica 2. Sastav modificirane hranidbene podloge po Pirsonu i Seidlu (1950)

MAKROELEMENTI mg dm™ mmol dm™
KNO; 400 3,95
KH,PO, 200 1,47
MgSO, X 7 H,0 300 1,21
CaCl, x 2 H,0 804 5,46
MIKROELEMENTI mg dm™ mmol dm™
MnCl, X 4 H,0 0,3 0,0015
HsBO3 0,5 0,0081
Na,-EDTA X 2 H,0 18,6 0,049
Zeljezni citrat 5,0 0,02
ORGANSKI DODACI gdm? mmol dm
Saharoza 10,0 29,2
Asparagin 0,1 0,66

Nakon $to sam sve sastojke otopila u destiliranoj vodi, podesila sam pH vrijednost
hranjive podloge na 4,5 koristeci otopinu kalijevog hidroksida koncentracije 0,1 M.

U svrhu pracenja uCinaka cinka i kadmija na vodenu lecu, te njihovog
medudjelovanja, Koristila sam dvije koncentracije cinka, te jednu koncentraciju
kadmija, prilikom ¢ega sam promatrala ukupno Sest tretmana. U prva dva tretmana
dodala sam samo cink (50 uM i 100 uM), a u druga dva kombinacije cinka (50 pM i
100 uM) i kadmija (10 uM). Vodenu lec¢u, koju sam uzgajala bez dodataka metala u

hranidbenoj podlozi, koristila sam kao negativnhu kontrolu, a kao pozitivnu kontrolu
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koristila sam hranidbenu podlogu s dodatkom 10 pM kadmija. Prilikom pripreme
podloge, ovisno o tretmanu, u hranjivu podlogu po Piersonu i Seidlu dodala sam
odgovarajuce volumene mati¢ne otopine ZnSQ,4, koncentracije 25 mM, i/ili CdCl, x
2,5 H,0, koncentracije 10 mM.

Za potrebe pracenja rasta vodene leée, koristila sam Erlenmeyerove tikvice
volumena 100 mL, koje sam punila sa 60 mL hranidbene podloge, dok sam za
prac¢enje pokazatelja oksidacijskog stresa koristila Erlenmeyerove tikvice od 300 mL,
punjene sa 150 mL podloge. Nakon toga, tikvice sam zacepila vatom i aluminijskom
folijom, te sterilizirala autoklaviranjem pri temperaturi od 121 °C i tlaku 0,15 MPa u
trajanju od 20 minuta, zajedno s priborom potrebnim za presadivanje vodene lecCe
(pincete i mikrobioloSke usice).

Vodenu leCu sam presadivala iz sterilne mati¢ne kulture u laminaru (komori s
horizontalnim strujanjem zraka). Kako bih odredila rast biljaka, u svaku sam tikvicu
presadila po jednu koloniju s dvije do tri billke, a za odredivanje pokazatelja
oksidacijskog stresa desetak kolonija. Za pracenje rasta koristila sam po devet
replika po tretmanu, a za pracenje pokazatelja oksidacijskog stresa tri replike. Biljke
su rasle u klima—komori u uvjetima dugog dana (16 sati osvjetljenja i 8 sati tame) uz

rasvjetu fluorescentnih cijevi (90 pEs™*m™) na temperaturi 24 + 1 °C.

3.2. ODREDIVANJE PRIRASTA BROJA BILJAKA

Prirast broja biljaka odredivala sam brojanjem biljaka prvog, treCeg, petog,
sedmog, desetog, dvanaestog i Cetrnaestog dana. Pri tome sam brojala i najmanju
biljku vidljivu golim okom. Dobivene podatke uvrstila sam u sljedeci izraz (Ensley i
sur. 1994):

broj biljaka n—tog dana — broj biljaka prvog dana

prirast broja biljaka = =
broj biljaka prvog dana

n=3,5,7,10, 12, 14

19



MATERIJALI | METODE

3.3. ODREDIVANJE POKAZATELJA OKSIDACIJSKOG
STRESA

3.3.1. PRIPREMA UZORAKA

Sestog i dvanaestog dana od nasadivanja izvagala sam po 100 mg biljnog tkiva,
koje sam zatim ekstrahirala u 1 mL hladnog kalij—fosfatnog pufera (pH = 7,0)
koncentracije 0,1 M (pripremljenog prema Tablici 3.) uz dodatak malo PVPa

(polivinilpirolidon).

Tablica 3. Sastav 50 mL kalij—fosfatnog pufera koncentracije 0,1 M

1M KH,PO, 1,925 mL

1M K;HPO, 3,075 mL

10 mM EDTA 500 pL
destilirana voda do 50 mL

Dobivene ekstrakte centrifugirala sam na 15 000g u trajanju 30 minuta na

temperaturi od +4 °C. Supernatanti dobiveni centrifugiranjem ¢uvani su na —20 °C.

3.3.2. ODREDIVANJE SADRZAJA VODIKOVOG PEROKSIDA

Uzorke svjezeg biljnog materijala, mase 50 mg, homogenizirala sam u hladnom
tarioniku u 1 mL hladnog acetona. Smjesu sam centrifugirala 3 minute na 1000g
(+4 °C) s ciliem odstranjivanja krutog stani¢nog materijala. Potom sam dodala 400 pL
titanovog sulfata i 500 pL koncentriranog amonijevog hidroksida. Nakon
centrifugiranja (10 minuta na 10 000g pri +4 °C) dobiveni talog sam otopila u 1 mL
2 M sulfatne kiseline i ponovno centrifugirala 10 minuta na 10 000g. Apsorbanciju
dobivenog supernatanta mjerila sam na 415 nm (¢ = 1,878 mM™* cm™).

Koli¢éina vodikovog peroksida odreduje se posredno mijerenjem koliine
kompleksa titanovog peroksida, koji se talozi kada se biljnom ekstraktu doda titanov
sulfat i amonijev hidroksid (Mukherjee i Choudhari 1983).
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AxV. . xF.R.
H O — r.s.
[ 2 2] V. xexl [uM/mL]
H.,0, ]

V,s. = volumen reakcijske smjese = 1 mL
F.R. = faktor razrjedenja = 1

Vuzor. = Volumen uzorka =1 mL

¢ = ekstinkcijski koeficijent = 1,878 mM™*cm™

| = duljina optickog puta =1 cm

3.3.3. ODREDIVANJE SADRZAJA MALONDIALDEHIDA

Sadrzaj malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta lipidne peroksidacije,
odredivala sam mijeSanjem 400 L ranije pripremljenog ekstrakta i 800 uL reakcijske
smjese (0,25%-tna tiobarbituratna kiselina (TBA) u 10%-tnoj trikloroctenoj kiselini
(TCA)). Uzorke i slijepu probu (1,5 mL reakcijske smjese) potom sam zagrijavala u
suSioniku na 95 °C tijekom 30 minuta. Nakon toga sam ih naglo ohladila stavljanjem
na led te centrifugirala 10 minuta na 10 000g na +4 °C (Heath i Packer 1968).
Supernatant sam koristila za mjerenje apsorbancije na 532 nm, te na 600 nm zbog

korekcije na nespecificno zamucenje.

AA = Aszz — Asoo
Tijekom zagrijavanja reakcijske smjese niske pH vrijednosti, dolazi do raspadanja
lipidnih peroksida, nastalih kao posljedica oksidacijskog stresa, pri emu nastaje
malondialdehid (MDA). Jedna molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, a time se
stvara crveno obojenje koje se mjeri spektrofotometrijski.
Koncentraciju lipidnih peroksida izraCunala sam prema Lambert—Beerovom
zakonu i izrazila kao TBARS (eng. thiobarbituratic acid reactive substances) u

jedinicama nmol g svjeZe tvari (uz ekstinkcijski koeficijent € = 155 mM™* cm™)

_ AAXV xF.R

V0 X EXI

dA

[UM/mL]
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dA x1000
TBARS /g =
9 m (g) /1mL [NM/gs{]

V,s. = volumen reakcijske smjese = 1 mL
F.R. = faktor razriedenja = 1

Vuzor. = Volumen uzorka =1 mL

e = ekstinkcijski koeficijent = 155 mM™* cm™

| = duljina optiCkog puta =1 cm

3.3.4. ODREDIVANJE AKTIVNOSTI LIPOKSIGENAZE

Aktivnost lipoksigenaze odredivala sam spektrofotometrijskim mjerenjem
povecanja apsorbancije uzoraka, nastalog zbog stvaranja konjugiranih diena masnih
kiselina, na valnoj duljini 234 nm (Axelrod i sur. 1981) uz ekstinkcijski koeficijent € =
25 mM™* cm™. Aktivnost je izraZena kao umol produkta u minuti po miligramu
proteina.

1 mL reakcijske smjese sadrzavao je 0,25 mM linolne kiseline, 50 mM Kkalij-
fosfatnoga pufera (pH 7,0) i 20 uL ranije pripremljenog ekstrakta. Kao slijepu probu

koristila sam 20 pL ekstrakta pomijeSanog s 50 mM kalij—fosfatnim puferom.

AxV_ _xF.R.
LOX — I.s.
[LOX] Vo] [uM/mL]
[LOX[x1000
LOX /g = m(g) /1 mL [UM min™ mg™ proteina]

V.. = volumen reakcijske smjese = 1 mL
F.R. = faktor razrjedenja = 1

Vuzor. = VOlumen uzorka =1 mL

e = ekstinkcijski koeficijent = 25 mM™* cm™

| = duljina opti¢kog puta =1 cm
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3.3.5. ODREDIVANJE SADRZAJA KARBONILA

Sadrzaj karbonilnin grupa proteina odredivala sam spektrofotometrijskim
mjerenjem apsorbancije otopljenih uzoraka na valnoj duljini od 370 nm (Levine i sur.
1994).

200 pL uzorka (ranije pripremljenog ekstrakta), koji sadrzi najmanje 0,5 mg/mL
proteina, pomijesSala sam s 300 L 10 mM otopine dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M
HCI. Kao slijepu probu koristila sam isti uzorak (200 pL) pomijeSsan s 2 M HCI
(300 pL). Pripremljene uzorke inkubirala sam 1 sat na sobnoj temperaturi uz
mijeSanje svakih 15 minuta. Nakon inkubacije slijedilo je talozenje proteina s 500 pL
10%-tne otopine trikloroctene kiseline (TCA) i hladenje par minuta na temperaturi od
-20°C. Uzorke sam potom centrifugirala 10 minuta na 12 000g. Nakon toga isprala
sam talog otopinom etanola i etilacetata u omjeru 1:1 (3 x 500 pL) kako bih uklonila
nevezani reagens. Dobiveni talog sam otopila u 1 mL 6 M otopine uree u 20 mM
kalij—fosfatnom puferu (pH 2,4) u ultrazvu¢noj kupelji u trajanju oko 30 minuta.

Karbonilne grupe nastale oksidacijskim oStecenjem proteina reagiraju s DNPH pri
¢emu nastaju kiseli hidrazoni, koji apsorbiraju svjetlost valne duljine 370 nm.
Oporavak proteina u svakom uzorku odredivala sam mjerenjem apsorbancije na 280
nm. Od vrijednosti apsorbancije uzorka oduzela sam vrijednost apsorbancije
pripadajuée slijepe probe i izraCunala koncentraciju kiselih hidrazona, odnosno
karbonila, prema Lambert-Beerovom zakonu, prilikom ¢ega je ekstinkcijski

koeficijent jednak € = 22 mM™*cm™.

[KARBONILI | = 22> Ves X F-R M/mL]
uzor. ngl

KARBONILI / g = [KARB]x1000 M/ Gororeind]
m (g) /1mL proteina

V:s. = volumen reakcijske smjese = 1 mL
F.R. = faktor razrjedenja = 1

Vuzor. = Volumen uzorka = 1 mL

¢ = ekstinkcijski koeficijent = 22 mM™*cm™

| = duljina optiCkog puta = 1 cm
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3.3.6. ELEKTROFOREZA UKUPNIH TOPIVIH PROTEINA U
DENATURIRAJUCIM UVJETIMA

Ukupne topive proteine razdvajala sam MINI-PROTEAN (Bio—Rad) vertikalnom
diskontinuiranom SDS-elektroforezom u poliakrilamidnom gelu uz dodatak
elektrodnog pufera Ciji je sastav prikazan u Tablici 4. (Laemmli 1970).

Natrijev dodecil sulfat—poliakrilamid gel elektroforeza (SDS—-PAGE) je metoda
kojom se proteini obraduju SDS-om (eng. sodium dodecyl sulfate), Cime se
razmataju i ujednacuje im se povrsinski naboj, pa se mogu razdvajati u elektricnom
polju samo na temelju molekularne mase.

Izmedu dvije staklene plo€e pripremila sam poliakrilamidni gel koji se sastojao od
dva dijela, gornjeg gela za sabijanje i donjeg za razdvajanje, €iji su sastavi prikazani
u Tablici 5.

Tablica 4. Sastav elektrodnog pufera koncentriranog 10 puta

ELEKTRODNI PUFER 1 L
Tris 24 ¢
Glicin 114 g
SDS 109
6,0 M HCI do pH 8,3
deH,O dollL

Prije nego $to sam dodala SDS, APS i TEMED iz otopine sam pomoc¢u vakuuma
stvorenog vodenom sisaljkom uklonila molekularni kisik, koji je inhibitor reakcije
polimerizacije.

Na gel sam nanosila odgovaraju¢e volumene tako da je svaki uzorak sadrzavao
otprilike istu koli€¢inu proteina. Dodala sam pufer za obradu uzorka (sample buffer)
koji je sadrzavao 65 M pufer Tris—HCI (pH 6,8), 6%-tni SDS, 30%-tni glicerol, 6%-tni
R—merkaptortanol i 0,01%-tnu boju brom—fenol modrilo za oznacavanje tijeka
elektroforeze. Kao standard za odredivanje molekularnih masa razdvojenih proteina,
koristila sam Prestained Protein Ladder (Fermentas) koji sadrzi Ciste obojane

proteine molekularnih masa od 10 do 170 kDa.
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Tablica 5. Sastav gelova za sabijanje i razdvajanje prilikom elektroforeze u denaturirajuc¢im

uvjetima
GEL ZA SABIJANJE GEL ZA RAZDVAJANJE

10 mL 50 mL

deH,O 6,8 mL 20 mL
30% akrilamid/bisakrilamid 1,7 mL 16,6 mL

1,5 M Tris-HCI 2,5mL (pH 6,8) 12,5 mL (pH 8,8)

10% SDS 0,1 mL 0,5mL

10% APS 0,1 mL 0,5mL
TEMED 0,01 mL 0,02 mL

Elektroforezu sam provodila pri temperaturi od +4 °C. Zapoc€ela sam ju s
naponom od 100 V, kako bi se uzorak koncentrirao u gelu za sabijanje. Nakon §to je
boja za obiljezavanje dosla do granice s gelom za razdvajanje, napon sam povisila
na 200 V.

Prema prethodno opisanom postupku pripremila sam dva gela, prvi sam koristila
za prilenos na membranu, a drugi za bojanje srebrom kako bi se vidio polozaj

proteina odredenih imunodetekcijom.

3.3.6.1. BOJANJE GELA SREBROM

Bojanje srebrom je metoda kojom proteini razdvojeni elektroforezom postaju
vidljivi u poliakrilamidnom gelu (Blum i sur. 1987).

Nakon zavrSetka elektroforeze gel sam preko noéi fiksirala u otopini 50%-tnog
metanola i 12%-tne octene Kkiseline u koju sam dodala 0,5 mL 37%-tnog
formaldehida (HCHO) na 1 L fiksativa. Nakon fiksiranja gel sam isprala u 30%-tnom
etanolu (3 x 20 minuta) te inkubirala 1 minutu u otopini 0,805 mM Na,S,03 x 5 H,0, a
zatim ponovno isprala u deH,O (3 x 20 sekundi). Potom sam gel 20 minuta
impregnirala u otopini 11,77 mM AgNO3 i 37%-tnom formaldehidu te ponovo dva
puta ispirala u deH,O (20 sekundi). Nakon ispiranja slijedilo je razvijanje u otopini
koja je sadrzavala 0,805 mM Na,COgj, 0,2417 mM Na,S;03 x 5 H,O i 37%-tni

formaldehid dok se nisu pojavile vrpce koje predstavljaju polozaj proteina u gelu.
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Razvijanje sam zaustavila otopinom koja je sadrzavala 50%-tni metanol i 12%-tnu

octenu kiselinu (5 do 10 minuta).

3.3.6.2. PRIJENOS PROTEINA NA MEMBRANU | IMUNODETEKCIJA

Nakon elektroforeze razdvojene proteine sam prenijela na nitroceluloznu
membranu s veli¢inom pora od 0,45 ym metodom ,Western blotting“. Za prijenos
sam Koristila uredaj Mini Trans—Blot Cell (Bio—Rad). Prijenos je trajao 60 minuta pod
stalnim naponom od 60 V, uz dodatak pufera za prijenos (pH 8,3) koji se sastojao od
25 mM Tris, 192 mM glicina i 10%-tnog metanola.

Nakon prijenosa, membranu sam 15 minuta fiksirala u otopini 10%-tne octene
kiseline i 25%-tnog propanola, a zatim sam ju nekoliko puta ispirala destiliranom
vodom. Provjeru uspjeSnosti prijenosa napravila sam neselektivnim bojanjem
proteina s Ponceau Rouge S bojom (0,1%-tni Ponceau Rouge S u 5%-tnoj octenoj
kiselini). Potom sam membranu ponovno nekoliko puta ispirala do obezbojenja s
fosfatnim puferom PBS (pH 7,4) koji je sadrzavao 0,58 M Na,HPO,, 0,17 M NaH,PO,4
x H,O i 0,68 M NaCl. Prije imunodetekcije, membrana s proteinima je blokirana u
5%-tnoj otopini nemasnog mlijeka u prahu u TPBS puferu (fosfatni pufer uz dodatak
1%-tnog Tween 20), a nakon toga sam ju tri puta ispirala istim puferom (5 minuta).

Nakon ispiranja, membrane sam preko noci inkubirala s primarnim antitijelima
(anti-HSP70) u odgovaraju¢em razrjedenju (1:1000), na temperaturi od +4 °C. Idudi
dan, membrane sam tri puta ispirala s TPBS puferom (5 minuta) i nakon toga
inkubirala jedan sat sa sekundarnim antitijelima (antirabbit IgG) u razrjedenju 1:2000.
Nakon ponovnog ispiranja TPBS puferom (3 x 5 minuta) slijedila je vizualizacija u
otopini BCIP/NBT (5-bromo—4 kloro—3—indolilfosfat/nitrotetrazolium modrilo, Sigma).
Proces sam izvodila u tami zbog osjetljivosti supstrata na svjetlost, a zaustavila sam

ga uranjanjem membrane u vecu koli€inu destilirane vode.
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3.4. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Rezultate sam prikazala kao srednju vrijednost odgovarajuceg broja replika
(devet replika prilikom pracenja prirasta biljaka, odnosno tri replike prilikom pracenja
pokazatelja oksidacijskog stresa) + standardna devijacija. Dobivene rezultate sam
analizirala pomoc¢u jednosmjernog ANOVA testa (The Analysis Of Variance) nakon
¢ega je slijedio Duncun New Multiple Range Test (DNMRT) uz upotrebu programa
STATISTICA 7.1. (StatSoft, USA). Rezultati su smatrani znacajnim ako je P<0,05.
Grafovi su nacrtani u programu Microsoft Excel, programskog paketa Microsoft
Office.
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4. REZULTATI

4.1. PRIRAST BROJA BILJAKA

UcCinak razli¢itih koncentracija cinka (50 i 100 yM), kadmija (10 uM) te njihove
kombinacije na rast vodene le¢e pratila sam odredivanjem prirasta biljaka u periodu
od 14 dana (Slika 3.). Tre¢eg dana pokusa nije bilo statistiCki znaCajne razlike
(P<0,05) u prirastu vodene le¢e koju sam uzgajala na hranjivoj podlozi s dodatkom
cinka i/ili kadmija u odnosu na kontrolu. Izuzetak predstavlja smanjeni prirast kod
biljaka uzgajanih na podlozi u kojoj je bila prisutha kombinacija 10 uM kadmija i
100 uM cinka.

Od petog dana, pa sve do zavrSetka pokusa, vidljivo je znaajno smanjenje u
prirastu biljaka koje sam uzgajala s dodatkom 10 pM kadmija (zasebno ili u
kombinaciji s razli€itim koncentracijama cinka), u odnosu na kontrolu i biljke na
podlogama s cinkom.

Od desetog dana pokusa uocljiv je znacajni porast prirasta vodene le¢e uzgajane
na podlogama u kojima su bile prisutne kombinacije 10 yM kadmija i cinka (50 i
100 uM) u odnosu na biljke koje su rasle na podlozi u kojoj je bio prisutan samo
kadmij, a za koje je zabiljeZzen najmanji prirast.

Cetrnaestog dana pokusa najveci je prirast bio kod kontrolnih biljaka te biljaka
koje su rasle na podlozi s 50 uM cinkom, dok je u odnosu na njih, kod biljaka koje su

imale u hranjivoj podlozi 100 uM cink prirast smanjen.
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4.2. SADRZAJ VODIKOVOG PEROKSIDA

U vodenoj leci na hranjivoj podlozi s dodacima razli€itih koncentracija cinka (50 i
100 uM) i/ili kadmija (10 yM) Sestog dana istraZivanja izmjeren je statistiCki znacajan
porast sadrzaja vodikovog peroksida (H202) u odnosu na kontrole biljke. Izmedu
biljaka uzgajanih samo s dodatkom 10 uM kadmija i biljaka uzgajanih s
kombinacijama kadmija i cinka nije izmjerena statistiCki znacCajna razlika u sadrzaju
H,O, (Slika 4.).

Dvanaestog dana je i dalje bio uocljiv zna€ajan porast sadrzaja H,O, kod svih
biljaka u odnosu na kontrole biljke. Kombinirani tretman (100 yM Zn i 10 uM Cd)
uzrokovao je kod biljaka statisticki zna€ajno smanjenje u sadrzaju H,O, u odnosu na
billke uzgajane samo s kadmijem. Isto tako, postoji znaCajno smanjenje sadrzaja
H.O- kod biljaka uzgajanih samo s 50 uM cinkom, u odnosu na biljke kojima je dodan
100 pM cink.

Sadrzaj H,0, (UM/gs)

6. dan 12. dan
O Kontrola 0 Zn 50 uM 0Zn 100 pyM
0 Cd 10 uM Zn 50 uM 0OCd 10 yM Zn 100 uM B Cd 10 uM

Slika 4. U&inak kadmija (10 uM), cinka (50 i 100 pM) i njihove kombinacije na
sadrzaj vodikovog peroksida u vodenoj le¢i (Lemna minor) nakon 3est i
dvanaest dana tretmana. Razli¢ita slova, unutar istog dana, pokazuju
statisticki zna€ajnu razliku izmedu tretmana (P<0,05, ANOVA, DNMRT).
Na stupcima je prikazana standardna devijacija.
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4.3. SADRZAJ MALONDIALDEHIDA

Sestog dana pokusa najveci je sadrzaj malondialdehida (MDA), krajnjeg produkta
lipidne peroksidacije, zabiliezen kod biljaka uzgajanih na hranjivoj podlozi s
dodatkom 10 yM kadmija i kombinacije 50 uM cinka i kadmija. U odnosu na njih, kod
biliaka uzgajanih na podlozi s 100 uM cinkom i kadmijem, sadrzaj MDA je bio
smanjen. Najmanja koncentracija zabiljezena je kod kontrolnih biljaka i biljaka
uzgajanih na hranjivim podlogama u kojima su bile prisutne razliite koncentracije
cinka (Slika 5.).

Dvanaestog dana sadrzaj MDA bio je smanjen kod biljaka uzgajanih na podlozi s
kombinacijom 100 uM cinka i 10 uM kadmija u odnosu na biljke koje su bile uzgajane
na podlozi s kombinacijom 50 uM cinka i kadmija i biljke kojima je bio dodan samo
kadmij. Isto tako, ne postoji znaCajna razlika u sadrzaju MDA u biljaka tretiranih

kombinacijom cinka (100 uM) i kadmija, u odnosu na kontrolu i biljke tretirane samo s

cinkom.
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6. dan 12. dan
O Kontrola 0 Zn 50 uM O0Zn 100 uM
0O0Cd 10 uM Zn 50 uM OCd10 uMZn 100 uM B Cd 10 uM

Slika 5. U&inak kadmija (10 uM), cinka (50 i 100 pM) i njihove kombinacije na
sadrzaj malondialdehida (produkta lipidne peroksidacije) u vodenoj leci
(Lemna minor) Sestog i dvanaestog dana uzgoja. Razli¢ita slova, unutar
istog dana, pokazuju statistiCki znaCajnu razliku izmedu tretmana
(P<0,05, ANOVA, DNMRT). Na stupcima je prikazana standardna
devijacija.
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4.4. AKTIVNOST LIPOKSIGENAZE

Sestog dana pokusa najvia aktivnost lipoksigenaze (LOX) uogena je kod biljaka
uzgajanih s dodatkom cCistog kadmija i kombinacije 50 uM cinka i kadmija (Slika 6.).
U odnosu na njih aktivnost LOX kod biljka tretiranim s kombinacijom 100 uyM cinka i
kadmija bila je smanjena, te je bila slicna aktivnosti LOX u kontrolnim biljkama i
bilikama kojima je bio dodan samo cink (50 M, 100 puM).

Dvanaestog dana doslo je do porasta aktivnosti LOX kod biljaka uzgajanih s
dodatkom 50 puM cinka u odnosu na kontrolne biljke i biljke tretirane s 100 yM
cinkom. U slu€aju zajedni¢kog djelovanja 100 pM cinka i kadmija, aktivnost LOX je
bila slicna aktivhosti LOX koja je bila prisutna kod kontrolnih biljaka te biljaka

uzgajanih samo s 100 uM cinkom.
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Slika 6. U&inak kadmija (10 pM), cinka (50 i 100 yM) i njihove kombinacije na
aktivnost lipoksigenaze u vodenoj le¢i (Lemna minor) Sestog i
dvanaestog dana uzgoja. Razli¢ita slova, unutar istog dana, pokazuju
statistiCki znac¢ajnu razliku izmedu tretmana (P<0,05, ANOVA, DNMRT).
Na stupcima je prikazana standardna devijacija.
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4.5. SADRZAJ KARBONILA

Sestog i dvanaestog dana pokusa vidljivo je statisticki znadajno povisenje
sadrzaja karbonila u biljaka uzgajanih na hranjivim podlogama s dodatkom kadmija
(dodanog zasebno ili u kombinaciji s cinkom), u odnosu na kontrolne biljke i biljke
uzgajane uz dodatak samo cinka (50 i 100 uM) (Slika 7.).

Osim u spomenutim tretmanima, dvanaestog dana doslo je do porasta sadrzaja

karbonila i kod biljaka uzgajanih s dodatkom 100 uM cinka.

35

Sadrzaj karbonila (NM/mg prot)

6. dan 12. dan
O Kontrola B Zn 50 uM O0Zn 100 pM
O Cd 10 pM Zn 50 uM O0Cd 10 uyMZn 100 uM B Cd 10 uM

Slika 7. U&inak kadmija (10 uM), cinka (50 i 100 pM) i njihove kombinacije na
sadrzaj karbonila u vodenoj leé¢i (Lemna minor) Sestog i dvanaestog
dana uzgoja. RazliCita slova, unutar istog dana, pokazuju statisticki
znacCajnu razliku izmedu tretmana (P<0,05, ANOVA, DNMRT). Na
stupcima je prikazana standardna devijacija.
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4.6. PROTEINI TOPLOTNOG STRESA

Imunodetekcija proteina na membrani (Western analiza) nakon Sestog dana
pokusa ukazuje na prisutnost izoforme HSP70, mase ~72 kDa, kod svih tretmana
uklju€ujuci i kontrolu (Slika 8.). Slabije izrazena vrpca uoCena kod kontrole rezultat je
manje koli¢ine nanesenih proteina, Sto je potvrdio odgovarajuci gel obojen srebrnim
nitratom, na koji je nanesena ista koli¢ina uzoraka kao i na gel koji je koristen za
prijenos proteina na nitroceluloznu membranu. U ekstraktima biljaka tretiranim
kombinacijom 10 uM kadmija i 100 uM cinka (uzorak broj 3) bila je prisutna dodatna
izoforma HSP70, mase ~69 kDa.

Nakon dvanaestog dana pokusa bila je kod svih ekstrakata vidljiva jedna izoforma
HSP70, molekularne mase ~72 kDa (Slika 9.).

kDa
100

72
70
69

Slika 8. Imunodetekcija HSP70 na nitroceluloznoj membrani uz
primjenu specificnih antitijela. Za ekstrakciju proteina su
koristene biljke nakon Sest dana tretmana. 1-kontrola, 2—
Zn50, 3 i 4-Cd10 Zn100, 5-Zn100, 6-Cd10, M—marker
molekularnih masa. Strelicom je obiljezena dodatna izoforma
HSP70 mase 69 kDa.
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kDa
100

72
70

Slika 9. Imunodetekcija HSP70 na nitroceluloznoj membrani uz
primjenu specifiénih antitijela. Za ekstrakciju proteina su
koristene billke nakon dvanaest dana tretmana. 1-
kontrola, 2-Cd10 Zn100, 3-Zn100, 4-Zn50, 5-Cd10, 6—
Cd10 Zn50, M—marker molekularnih masa.
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5. RASPRAVA

U okoliSu je Cesto prisutno vise metala u potencijalno toksi¢noj koncentraciji, a
njihov ucinak na billkke moze biti sinergisticki, aditivni ili antagonistiCki (Aravind i
Prasad 2005). Hipoteza o elementima sa sli€nim fizikalnim i kemijskim svojstvima
pretpostavlja da ¢e oni u Zivim sustavima djelovati antagonisti¢ki (Das i sur. 1997).
Kadmij i cink pripadaju istoj skupini u periodnom sustavu elemenata, a zbog sli¢ne
elektronske konfiguracije imaju slicha kemijska i fizikalna svojstva (Aravind i Prasad
2004). Cesto su prisutni zajedno u okolidu (Hassan i sur. 2005). Poznavanje
interakcija esencijalnih i neesencijalnih elemenata pomaze u analizi i shvacanju
obrane biljaka koje nastanjuju okoli§ koji Cesto sadrzi kombinacije razli€itih toksicnih
elemenata (Balen i sur. 2011).

Najmaniji prirast bio je kod biljaka tretiranih s 10 yM kadmijem. Sliéno smanjenje u
prirastu vodene le¢e wuoCili su i drugi istrazivac¢i prilikom primjene razli€itih
koncentracija kadmija (Khellaf i Zerdaoui 2009, Razinger i sur. 2008, Tukaj i sur.
2011, Tkalec i sur. 2008), a smanjenje prirasta uoCeno je i kod drugih biljnih vrsta
kao $to su bor Pinus sylvestris (Schitzendulbel i sur. 2001), grah Phaseolus vulgaris
(Chaoui i sur. 1997a, Ouariti i sur. 1997), grasak Pisum sativum (Sandalio i sur.
2001), jeCam Hordeum vulgare (Wu i Zhang 2002), mrkva Daucus carota (Abou
Auda i Ali 2010), rajCica Lycopersicon esculentum (Ouariti i sur. 1997, Cherif i sur.
2011), riza Oryza sativa (Hassan i sur. 2005) soja Glycine max (Mufioz i sur. 2008),
suncokret Helianthus anuus (Hatata i Abdel-Aal 2008) i zlatni grah Vigna radiata
(Kumari i sur. 2011).

UcCinak kadmija na smanjenje prirasta billaka moZe se objasniti njegovim
utjecajem na metaboliCke procese nakon ulaska u stanice. On djeluje na organske
molekule i komplekse u citosolu te na stani¢ne organele. Inhibira mitozu, smanjuje
sintezu komponenata stani¢ne stijenke, oSteé¢uje Golgijev aparat uz istovremenu
promjenu metabolizma polisaharida. Takoder poti€e lignifikaciju staniCnih stijenki,
C¢ime se povecava njihova rigidnost, a smanjuje produzni rast stanica (Pal i sur.
2006). Negativan utjecaj kadmija na rast takoder je posljedica i inhibicije fotosinteze.

U nekoliko istrazivanja je potvrdeno da uz oStecenje ultrastrukture kloroplasta,
kadmij smanjuje i sintezu klorofila a i b, te karotenoida uz istovremeno poticanje

njihove razgradnje (Cherif i sur. 2011, Sandalio i sur. 2001, Benavides i sur. 2005,
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Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999, Tkalec i sur. 2008). Smanjena koli€ina fotosintetskih
pigmenata negativno djeluje na stopu fotosinteze $to za posljedicu ima smanjeni rast
biljaka. Nadalje, smanjena koliCina karotenoida dovodi do njihove smanjene
uCinkovitosti kao zastitnih pigmenata. Buduci da karotenoidi u uvjetima visokih
intenziteta svjetlosti preuzimaju ekscitacijsku energiju elektrona od tripletnog klorofila,
njihovom smanjenom sintezom povecava se stvaranje ROS (Aravind i Prasad 2004).
Djelovanjem ROS dolazi do inaktiviranja enzima i oSteCenja vaznih staniCnih
komponenata poput molekula DNA i proteina, Sto takoder smanjuje rast (Apel i Hirt
2004, Schitzendubel i Polle 2002). Kadmij utjeCe i na enzime Calvinovog ciklusa,
smanjujuci ucinkovitost fotosinteze, odnosno fiksaciju CO i nastanak ugljikohidrata.
Kadmij poti€e i zatvaranje puci, nakon ¢ega se osim smanjene transpiracije pojavljuje
I smanjena difuzija CO,, Sto takoder indirektno negativno utjeCe i na sekundarne
reakcije fotosinteze. Osim na fotosintezu, kadmij negativho utjeCe i na stani¢no
disanje, a kao posljedica javlja se smanjena sinteza ATPa te brojnih intermedijera
potrebnih za druge biosintetske puteve (Sandalio i sur. 2001, Sanita di Toppi i
Gabbrielli 1999, Benavides i sur. 2005). Kadmij takoder inhibira sintezu RNA i
proteina, kao i aktivnost ribonukleaza (Hassan i sur. 2005, Hasan i sur. 2009). Veze
se na sulfhidrilne grupe proteina ¢ime inducira stvaranje disulfidnih veza, $to dovodi
do konformacijskih promjena, a time i promjene funkcija razli€itih proteina, kao $to su
npr. membranskih ionski kanali. Promjena funkcije membranskih ionskih kanala
moze dovesti do povecane propusnosti membrana te gubitka iona (Aravind i Prasad
2003). Pojavljuje se i promjena primanja esencijalnih elemenata kao $to su kalcij,
magnezij, zeljezo, fosfor, kalij i cink, Sto takoder moze biti posljedica smanjenog
stvaranja ATPa u procesu stani¢nog disanja, a koji je potreban za aktivni prijenos
(Das i sur. 1997, Razinger i sur. 2008). Inhibicija Zeljezo (Il) reduktaze u korijenu,
inducirana kadmijem, dovodi do nedostatka Zeljeza Sto takoder negativno utjeCe na
fotosintezu (Hasan i sur. 2009).

Suprotno rezultatima dobivenim tretmanom kadmijem, biljke uzgajane s
dodatkom 50 pyM cinka nisu imale smanjeni prirast, dok je kod biljaka tretiranih sa
100 uM cinkom prirast smanjen tek Cetrnaestog dana pokusa, ali je i dalje bio veci u
odnosu na prirast billaka na hranjivim podlogama kojima je dodan kadmij u
koncentraciji 10 yM. Sli¢ni rezultati primije¢eni su kod graha Phaseolus vulgaris gdje

prilikom primjene 10 pM cinka nije dosSlo do smanjenja prirasta, dok je pri
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koncentraciji cinka od 25 yM prirast bio smanjen (Chaoui i sur. 1997a). Kod rajcice
Lycopersicon esculentum su Cherif i sur. (2011) u prisutnosti viSih koncentracija
cinka (100 i 150 yM) uoCili smanjenje prirasta, uz istovremenu pojavu kloroze i
nekroze.

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da cink, iako je esencijalan element potreban za
rast i provodenje mnogih metabolicki vaznih procesa, kao Sto su metabolizam dusSika
I ugljikohidrata, fotosinteza, sinteza auksina i proteina (Ozdener i Aydin 2010,
Broadley i sur. 2007, Kumari i sur. 2011), u viSim koncentracijama moze djelovati
toksi¢no inducirajuci oksidacijski stres (Rout i Das 2003, Cherif i sur. 2011, Hall 2002
Aravind i Prasad 2005). Dvovalentni kationi, kao $to su cinkovi ioni, zamjenjuju ione
magnezija u procesu aktivacie enzima RUBISCO (ribuloza—1,5—difosfat—
karboksilaza—oksigenaza), ¢ime mu smanjuju aktivnost. Istovremeno NADPH, nastao
u primarnim reakcijama fotosinteze, umjesto da se koristi u procesu fiksacije CO,,
reducira kisik uz nastajanje superoksidnog radikala (Tewari i sur. 2008). Cink u
suvisSku inaktivira i enzime vezuéi se na njihove cisteinske ostatke (Schutzendubel i
Polle 2002).

Biljke izlozene kombiniranim tretmanima kadmija i cinka imale su od desetog
dana pokusa veci prirast u odnosu na biljke tretirane samo s kadmijem, ali manji u
odnosu na kontrolu i biljke kojima je bio dodan samo cink. Sliéne rezultate dobili su
Wu i Zhang (2002) prilikom istrazivanja djelovanja 300 pM cinka i razli€itih
koncentracija kadmija na jeCam Hordeum vulgare, gdje je u biljaka izlozenih
kombinaciji kadmija i cinka doSlo do porasta biomase u odnosu na one koje su
tretirane samo s kadmijem. Kod rize Oryza sativa izloZene kombiniranim tretmanima
kadmija i cinka uo€en je porast biomase u odnosu na biljke kojima je u hranjivu
podlogu bio dodan samo kadmij (Hassan i sur. 2005). Cherif i sur. (2011) su kod
rajCice Lycopersicon esculentum uocili porast biomase i ublazavanje toksi¢nosti
kadmija kada je u hranjivoj podlozi bio prisutan cink u manjim koncentracijama (10 i
50 uM), a sinergisticki uc€inak kada je koncentracija cinka bila visa (100 i 150 uM).
Suprotne rezultate dobili su Chaoui i sur. (1997a) prilikom istrazivanja utjecaja
kombinacije cinka (10 i 25 yM) i kadmija (2 i 5 yM) na Cetrnaest dana stare sijance
graha Phaseolus vulgaris. Pri tome su doS$li do zaklju¢ka da kadmij i cink imaju

sinergisticki i aditivni ucinak.
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Kadmij uzrokuje oksidacijski stres, ali ne sudjeluje direktno u stvaranju ROS
putem Haber—-Weissove reakcije (Shanker 2008, Benavides i sur. 2005). Uzrokuje
stvaranje ROS poticuci oksidaciju NADPH, Sto dovodi do nastanka superoksidnog
radikala (Aravind i Prasad 2003). Razina ROS takoder moZe biti povecana
inhibicijom antioksidacijskih enzima kao S$to su SOD, CAT, GR i peroksidaze.
Aktivnost antioksidacijskih enzima kod stresa uzrokovanog kadmijem mijenja se
ovisno o biljnoj vrsti i tkivu. Ovisno o koncentraciji, kadmij moze inhibirati ili stimulirati
aktivnost nekoliko antioksidacijskih enzima prije pojave vidljivih simptoma toksi¢nosti.
Cherif i sur. (2011) su primijetili da je pri tretmanu kadmijem kod raj€ice Lycopersicon
esculentum aktivnost enzima CAT, APX i GR bila smanjena, dok je aktivhost SOD
bila poviSena uz istovremeno povecanje sadrzaja H,O,. Smanjenje aktivnosti CAT
uoceno je kod graha (Chaoui i sur. 1997b), dok je kod graska Pisum sativum osim
smanjene aktivnosti CAT, primijeena i smanjena aktivhost SOD (Sandalio i sur.
2001).

Kao pokazatelje oksidacijskog stresa pratila sam koli€inu vodikovog peroksida,
sadrzaj malondialedehida i karbonila, aktivnost lipoksigenaze te prisutnost proteina
toplotnog stresa.

Sadrzaj vodikovog peroksida bio je najviSi u biljaka tretiranih s 10 yM kadmijem.
Dobiveni rezultati u kojima je nakon tretmana kadmijem izmjerena veca koli¢ina H,O,
u skladu su s dosada$njim istrazivanjima i na drugim biljnim vrstama (Aravind i
Prasad 2005, Hatata i Abdel-Aal 2008, Muinoz i sur. 2008, Rodriguez-Serrano i sur.
2009, Zhao i sur. 2005, Tkalec i sur. 2008). Nakupljanje H,O, u korijenu bora bilo je
povezano s indukcijom aktivnosti SOD uz istovremenu inaktivaciju sustava uklju¢enih
u njegovo uklanjanje kao Sto su CAT, GR i APX (Schutzendubel i sur. 2001). H,0,
ima ulogu prijenosa signala prilikom indukcije obrambenih mehanizama kod stresa
uzrokovanog razli¢itim abiotiCkim i biotiCkim faktorima (Apel and Hirt, 2004, Romero-
Puertas i1 sur. 2004). Sudjeluje i kao signalna molekula u zatvaranju puci pri
djelovanju ABA, te u geotropizmu kojeg regulira auksin, a moZze i aktivirati kalcijeve
kanale u plazmatskoj membrani, potaknuti sekundarni metabolizam i strukturne
promjene kao $to je ulaganje lignina, te staniC¢nu smrt (Schitzendibel i sur. 2001).
Povecéanje sadrzaja H,O, u peroksisomima ili drugim staniénim kompartimentima
moze dovesti do promjene ekspresije gena koji kodiraju proteine uklju¢ene u odgovor

na prisutnost kadmija (Romero-Puertas i sur. 2004). Pretpostavlja se da je ekspresija
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1-2 % gena u vrsti Arabidopsis thaliana ovisna o H,O,. Neki od ovih gena kodiraju
antioksidacijske enzime, dok drugi kodiraju proteine uklju¢ene u prijenos signala, kao
Sto su kalmodulin, proteinske kinaze, te transkripcijske faktore (Neill i sur. 2002).

Cink je takoder prouzroc€io poviSenje sadrzaja H,O,, posebno kada je bio prisutan
u koncentraciji 100 uM. Dvanaestog dana tretmana sadrzaj H,O- je bio podjednak
sadrzaju u biljkama tretiranim s 10 yM kadmijem. PoviSenje razine H,O, bilo je
izmjereno i kod bijelog duda Morus alba prilikom primjena viSih koncentracija cinka
(Tewari i sur. 2008).

U biljaka izloZzenih kombiniranom tretmanu (100 uM cinka i 10 yM kadmija)
izmjeren je dvanaestog dana pokusa manji sadrzaj H,O,, u odnosu na biljke koje su
bile tretirane samo s 10 yM kadmijem. U vodenoj biljci Ceratophyllum demersum
prilikom primjene kombiniranih tretmana 10 yM kadmija i cinka (10, 50, 100 i 200 yM)
dokazano je smanjenje sadrzaja H,0,. Istovremeno kada je bio prisutan samo cink, u
istim koncentracijama, nije doslo do poviSenja sadrzaja H,O, u odnosu na kontrolu
(Aravind i Prasad 2005).

Teski metali putem djelovanja ROS uzrokuju lipidnu peroksidaciju prilikom ¢ega
se uklanja vodik iz nezasi¢enih masnih kiselina uz stvaranje lipidnih radikala. To
dovodi do niza reakcija Ciji je rezultat gubitak strukture membrane (Aravind i Prasad
2003). Sadrzaj MDA, koji ukazuje na oSte¢enje membrana, bio je u odnosu na
kontrolne biljke poviSsen kod biljaka tretiranih s 10 yM kadmijem, Sto ukazuje na
oksidacijski stres. Rezultati su u skladu s dosadas$njim istrazivanjima provedenim na
drugim biljnim vrstama (Wu i Zhang 2002, Cherif i sur. 2011, Aravind i Prasad 2005,
Sandalio i sur. 2001, Hassan i sur. 2005, Mufioz i sur. 2008, Chaoui i sur. 1997b).
Tretman cinkom, u odnosu na kontrolne biljke, nije uzrokovao poviSenje sadrzaja
MDA u biljkama. Kod biljaka tretiranih s kombinacijom metala, 100 yM cinka i 10 pM
kadmija, u odnosu na Cisti kadmij, bilo je prisutno smanjenje sadrzaja MDA vec¢
Sestog dana pokusa, a dvanaestog dana pokusa sadrzaj je bio podjednak sadrzaju
MDA u kontroli. Kod primjene kombiniranog tretmana — 50 uM cinka i 10 yM kadmija
u biljkama se sadrzaj MDA nije smanjio u odnosu na biljke tretirane samo s 10 yM
kadmijem. Smanjenje sadrzaja MDA, ovisno o koncentraciji cinka primijetili su i drugi
istrazivacCi. Kod rize je sadrzaj MDA bio manji nakon tretmana u kojima su zajedno
bili prisutni kadmij i cink, u odnosu na sadrzaj MDA kod biljaka tretiranih samo s

kadmijem (Hassan i sur. 2005). Balen i sur. (2011) su u vodenoj le¢i Lemna minor
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takoder zapazili povisenje sadrzaja MDA nakon tretmana s 5 yM kadmijem. No
povisenje sadrzaja MDA zapazili su sedmog dana i kod obje primijenjene
koncentracije cinka (25 i 50 yM), dok su kod kombiniranih tretmana kadmija i cinka
obje koncentracije cinka (25 i 50 yM) dovele do snizenja sadrzaja MDA. S druge
strane, Aravind i Prasad (2005), prilikom primjene razli€itih koncentracija cinka kod
vodene biljke Ceratophyllum demersum, niti kod najviSe koncentracije (200 yM) nisu
dokazali porast sadrzaja MDA, ali su nakon primjene 10 uM kadmija i razli€itih
koncentracija cinka uoCili smanjenje sadrzaja MDA u odnosu na biljke koje su bile
izlozene samo kadmiju. Cherif i sur. (2011) su kod rajCice primijetili povisenje
sadrzaja MDA prilikom primjena viSih koncentracija cinka (100 i 150 uM), no ono nije
bilo prisutno u billkama nakon tretmana s nizim koncentracijama cinka (10 i 50 yM).
Primijetili su smanjenje sadrzaja MDA nakon primjene kombiniranih tretmana 10 yM
kadmija i niZih koncentracija cinka (10 i 50 uM), dok je nakon primjene kombinacije
viSih koncentracija cinka (100 i 150 yM) i kadmija sadrzaj MDA bio visi, ¢ak i u
odnosu na tretmane u kojima je bio prisutan samo kadmij tj. njihovo djelovanje je bilo
sinergisticko.

Aktivnost LOX, enzima koji moze pokrenuti proces lipidne peroksidacije, bila je
povisena kod tretmana biljaka s 10 yM kadmijem, u odnosu na kontrolu. Sli¢ne
rezultate, koji ukazuju da je aktivnhost LOX poviSena uz prisutnost kadmija, dobili su i
drugi istrazivacCi (Skérzynska—Polit i Krupa 2003, Tamas i sur. 2009, Somashekaraiah
I sur. 1992, Gallego i sur. 1996). Aktivnost LOX bila je smanjena kod kombiniranog
tretmana sa 100 yM cinkom i kadmijem u odnosu na biljke tretirane samo s
kadmijem, ne pokazujuci statisti¢ki znacajnu razliku u odnosu na aktivnost LOX kod
kontrolnih biljaka. Aktivhost LOX je u biljaka tretiranih istovremeno s 50 uM cinkom i
kadmijem ostala nepromijenjena u odnosu na aktivnost u biljaka tretiranih samo s
kadmijem. Obje koncentracije cinka (50 i 100 uM) takoder nisu utjecale na porast
aktivnosti LOX, Sto je u skladu s istrazivanjem na vrsti Ceratophyllum demersum
prilikom €ega su primijenjene razliite koncentracije cinka (Aravind i Prasad 2005).
Isti autori su uocili da je kod kombinacija 10 uM kadmija i cinka u billkama doslo do
smanjenja aktivnosti LOX. Weckx i Clijsters (1997) su uocili da je u sijanaca graha
starih petnaest dana uzgajanih na supstratu s dodatkom cinka aktivhost LOX
povisena. Mehanizmi promjena aktivnosti LOX i dalje nisu do kraja istraZzeni. Smatra

se da aktivnost LOX moze biti promijenjena zbog promjena redoks stanja stanice.
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LOX sadrzi nehemski vezano Zeljezo, pa promjena redoks statusa moze dovesti do
promjene oksidacijskog stanja Zeljeza, a kao krajnji rezultat dolazi do promjene
aktivnosti LOX (Skorzynska—Polit i sur. 2005).

ROS, osim na lipide, moze djelovati i na proteine, bilo direktnom oksidacijom
boCnih lanaca aminokiselina ili sekundarnim reakcijama s aldehidnim produktima
lipidne peroksidacije, ¢ime se stvaraju karbonilne grupe. Takve oksidacijske
promjene mogu dovesti do promjena ili Cak do inhibicije enzimske aktivnosti (Aravind
i sur. 2009). U odnosu na kontrolu, sadrzaj karbonila kod biljaka tretiranih s 10 uM
kadmijem bio je poviSen. PoviSenje sadrzaja karbonilnih skupina u prisustvu kadmija
primijetili su i drugi istrazivac¢i (Romero—Puertas 2002, Sandalio i sur. 2001, Balen i
sur. 2011, Aravind i sur. 2009). Primjenom 50 pyM cinka nije doSlo do porasta
sadrzaja karbonila u odnosu na kontrolu, dok je poviSenje bilo prisutno nakon
dvanaest dana tretmana s 100 pM cinkom. Sadrzaj karbonila u biljaka tretiranih
cinkom, prisutnim u bilo kojoj od dviju koncentracija, u kombinaciji s 10 yM kadmijem
nije pokazao smanjenje u odnosu na sadrzaj karbonila u biljaka tretiranih samo s
kamijem. Balen i sur. (2011) su kod vodene lece primijetili porast sadrzaja karbonila
prilikom primjene 25 i 50 yM cinka u odnosu na kontrolu sedmog dana pokusa. S
druge strane, takoder su primijetili snizenje sadrzaja karbonila u biljaka tretiranih
kombinacijom kadmija i cinka u odnosu na biljke tretirane samo s kadmijem. Kod
Ceratophyllum demersum takoder je primijeCeno smanjenje sadrzaja karbonila u
biljaka izlozenih kombiniranim tretmanima kadmija i cinka (Aravind i sur. 2009).

Proteini toplotnog stresa (HSP) su grupa visoko konzerviranih proteina koji imaju
ulogu molekularnih Saperona odgovornih za sastavljanje i stabilizaciju proteina,
njihov prijenos i razgradnju u mnogim stanicnim procesima. SmjeSteni su u
citoplazmi i organelima kao $to su jezgra, mitohondriji, kloroplasti i endoplazmatski
retikulum. U biljkama je opisano nekoliko razli¢itih izoformi HSP70, od ¢ega se neki
konstantno eksprimiraju, dok je za indukciju sinteze drugih potrebna prisutnost
stresnih uvjeta (Wang i sur. 2004, Ireland 2004, Sanita di Toppi i Gabbrielli 1999). U
stresnim uvjetima imaju ulogu u popravku proteinskih osteéenja, koja su nastala
djelovanjem ROS, te povratku njihove nativhe konformacije ili sudjeluju u njihovoj
razgradnji (Hall 2002, Pal i sur. 2006, Ireland i sur. 2004). Njihova ekspresija je pod
kontrolom transkripcijskih faktora (eng. heat shock transcription factors, HSFs). U

regulaciju su ukljuceni i jasmonska kiselina, etilen te H,O, (Rodriguez-Serrano i sur.
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2009). Prisutnost proteina HSP70, kod stresa izazvanog kadmijem, primijetili su i
drugi autori. Ireland i sur. (2004) dokazali su kod Fucus serratus povecanje sadrzaja
HSP70 kada je kadmij bio prisutan u koncentraciji do 25 mM, dok su kod vodene le¢e
Lemna minor porast sadrzaja HSP primijetili samo do koncentracije od 20 mM. Kod
graska Pisum sativum nakon primjene 50 uM kadmija Cetrnaestog dana pokusa bila
je prisutna izoforma HSP molekularne mase 71,2 kDa (Rodriguez-Serrano i sur.
2009). Kadmij prisutan u hranjivoj podlozi u koncentraciji 10 yM potaknuo je
akumulaciju HSP70 u vodenoj leé¢i Lemna minor, kao i indukciju sinteze dodatne
izoforme dvanaestog dana pokusa (Tkalec i sur. 2008).

Dobiveni rezultati potvrduju obrambenu ulogu cinka prilikom stresa uzrokovanog
djelovanjem kadmija. Cink sprje€ava oksidaciju vaznih stani¢nih komponenti kao Sto
su membranski lipidi, klorofili i proteini (Cakmak 2000). Cink i kadmij su u kompeticiji
za iste membranske prijenosnike koji pripadaju ZIP grupi (zinc—iron permease)
(Clemens 2001). UoCeno je da su bilike izlozene djelovanju kadmija akumulirale
kadmij uz istovremeno smanjenje sadrzaja cinka. Dodavanjem viSih koncentracija
cinka u hranjivu podlogu, u kojoj je bio prisutan i kadmij, povecao se sadrzaj cinka uz
istovremeno smanjenje sadrzaja kadmija (Cherif i sur. 2011, Aravind i Prasad 2003,
Hassan i sur. 2005).

U bioloSkim sustavima cink ima stabilno redoks stanje. Veze se na sulfhidrilne
grupe membranskih proteina Cime $titi proteine i lipide od oksidacije tiola i stvaranja
disulfida. Vezanjem na mjesto blizu sulfhidrilninh grupa dolazi do konformacijskih
promjena Cime se postize stabilnost membrana, membranskih proteina i enzima
(Aravind i Prasad 2003), rezultat ¢ega je normalna aktivnost enzima. Zastitna uloga
cinka povezana je i s inhibicijom oksidacije NADPH, potaknute kadmijem, ¢ime se
takoder sprjeCava stvaranje ROS (Aravind i Prasad 2005). U prisutnosti cinka uo¢ena
je i povecana aktivnost antioksidacijskih enzima (SOD, CAT, APX, GR) u odnosu na
tretmane u kojima je bio prisutan samo kadmij (Cherif i sur. 2011).

Na temelju dobivenih rezultata moze se zaklju€iti da kadmij u koncentraciji od 10
MM uzrokuje oksidacijski stres u vodenoj le¢i (Lemna minor), $to je vidljivo po
smanjenom prirastu ve¢ petog dana pokusa, te porastu sadrzaja H,O,, MDA i
karbonila, kao i povecanoj aktivnosti LOX. Cink u koncentraciji 100 uM takoder
uzrokuje oksidacijski stres, no on je u odnosu na stres uzrokovan kadmijem umjeren.

Kod tretmana sa 100 uM cinkom, u odnosu na kontrolu, prisutan je smanjeni prirast
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Cetrnaestog dana pokusa, uz istovremeni porast sadrzaja H,O, i karbonila. Kod
primjene 50 uM cinka, u odnosu na 100 pM, ne dolazi do smanjenja prirasta, niti do
porasta sadrzaja MDA, karbonila i aktivhosti LOX. PoviSen je jedino sadrzaj H,0O.
Kod primjene kombinacije 10 yM kadmija i 100 uM cinka oksidacijski stres je bio
smanjen u odnosu na tretmane u kojima je bio prisutan samo kadmij (10 pM). Prirast
vodene lece je bio vedi, sadrzaj H,O, i MDA smanjen, kao i aktivhost LOX. Sadrzaj
karbonila u odnosu na tretman u kojima je bio prisutan samo kadmij ostao je
nepromijenjen. Takoder je bila prisutna i dodatna izoforma HSP70 molekularne mase
~69 kDa. Kod kombinacije 10 yM kadmija i 50 uM cinka, u odnosu na tretmane samo
s kadmijem, prirast biljaka je bio veci; no za razliku od kombinacije 10 uM kadmija i
100 pM cinka nije doSlo do snizenja sadrzaja H,O,, MDA i karbonila, kao ni

smanjenja aktivnosti LOX.
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6. ZAKLJUCAK

Kadmij u koncentraciji od 10 yM uzrokuje oksidacijski stres, Sto je vidljivo po
smanjenom rastu biljaka, porastu sadrzaja vodikovog peroksida, lipidnoj
peroksidaciji, povecanoj aktivnosti lipoksigenaze te oksidaciji proteina. Smanjeni
prirast biljaka, povecani sadrzaj vodikovog peroksida te oksidacija proteina upucuju
na umjereni oksidacijski stres kada su biljke bile tretirane 100 uM cinkom. Cink u
koncentraciji od 50 pM nije uzrokovao oksidacijski stres. Prilikom primjene vise
koncentracije cinka (100 uM) i kadmija uoceno je antagonisticko djelovanje cinka i
kadmija. Uz viSi prirast biljaka smanjena je lipidna peroksidacija i aktivnost
lipoksigenaze, a prisutna je bila i dodatna izoforma proteina toplotnog stresa
molekularne mase ~69 kDa. Primjena nize koncentracije cinka (50 uM) nije smanjila

oksidacijski stres uzrokovan 10 uM kadmijem.
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