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POPIS KRATICA | SIMBOLA

AA zakrilamid

AgNP +tQDQRpPpHVWLFH VUHEUD
APS tamonijev persulfat

APX zaskorbat peroksidaza

BFB zbromfenol plavo

Bis +N,N'-metilen-bis-akrilamid

BSA +JRYHYyL VHUXPVNL DOEXPLQ
CAT =katalaza

CBB *Comassie Brilliant Blue

DHE zdihidroetidij

DNPH #*2.4-dinitrofenilhidrazin

EDTA zetilendiamintetraoctena kiselina
HRP zperoksidaza iz hrena

MDA *malondialdehid

NBT =nitroblue tetrazolium

PAGE =poliakrilamid gel elektroforeza
PBS zpuferirana otopina fosfatnih soli
PPX zpirogalol peroksidaza

PVP zpolivinilpirolidon

ROS zreaktivni oblici kisika

rpm +okretaji u minuti

SDS znatrijev dodecil sulfat

SOD +superoksid dismutaza

TBA +tiobarbituratna kiselina

TBS #Tris pufer

TCA +trikloroctena kiselina

TEMED =N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin

Tris £2-amino-2hidroksimetil-propan-1,3-diol



6$'5a4%-

6 AV @ 1 B PP PP UPUPTTRTUPPIN 1
I N\ = T To T 4 F= U= T LSS 1
112 NanRPHVWLF H. . VUHEUD. coeiiiiiieevieieeeieeieeennee 1
1.2, OKSIAACIHSKI SIIES ... 2
2 T I o o [ g F= W o 1= o] S (o F= Lo = USSP 3
1.2.2. OKSIOACHA PIrOEING ... .evvvietieiiiiiitieeeeteeeeee bbb sesssssessnnnnnnnes 3
2AWHUHQMH. L e 4
1.2.4. ANtiOKSIAACIHSKI ©NZIM ...ttt nnennee 4
1.3. Duhan (Nicotiana tabacum L.) kao modelni organizam .............cccccccviiiiinieeeeeveviiinnnnnn. 6
&y - B T B A, OB L e 8
3. MATERIJAL I METODE ...ttt e et e e e e e e eeeans 10
I IV 11 (o o =TT P PP P PPPPPPPPPPPPPP 10
IDQRPHVWLFH VUHEUD...$JL3. e 10
3.1.2. BiljNi MAtErial ....coeeeiiiiiei e 10
B2  MEBEOUE ... 10
3.2.1. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina..........ccccceiieeiiiiiiiiiiie e 10
2GUHYLYDQMH NRQFHQW.UDELMH.SURWHLQ.D......... 11
R T2 T B T o To [ fo 1= (T LT[R (T ST 11
(NVWUDNFLMD OLSLG Damapaiabehldy.D.Q.M.H...V.D.G.U.a.D.M
2GUHYLYDQMH VDGUADMD..SURWHLQV.NLK.NDUER®LOD
3.2.6. COMEL EST ... .t e e 13
6SHNWURIRWRPHWULMVNR RGUHYLYDQMH..DNWITBQRVWL D
3.2.8. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom......................... 16
3.2.9. Analiza ekspresije ukupnih proteina razdvajanjem natrijev dodecil sulfat-
poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE)..........ooouiiiiiiiiieicee e, 18
3.2.10. Imunodetekcija proteina na membrani ... 19
6WDWLVWLPpND REUDGD.SRGDWDND.....cccooevvviviiiiiiiiiiiiiiiieeeene, 22
A U | I N I PSPPSR RSP 24
I B T o T o 1= (Lo LTI (S AP PPRRPPPPRPRR 24
BD GUADM..O. S e 30
6DGUADM SURWHLQV.NLK.NDUERQLQD.........coovveeirieccrreeen. 32
N o 1 01 =T PP P PP 34
4.5. Aktivnost antiokSidacijSKiN @NZIMA ..........uuuuueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 36
4.5.1. Aktivnost SUPeroksid diSMULAZE.........ccoeeeiiiiiii e 36

4.5.2. Aktivnost pirogalol perokSIdaze ..........coooveeeeiiee e 38



4.5.3. Aktivnost askorbat perokSidaze ... 40

4.5.4. AKEIVNOSE KAtalaZe........cccooiiiiiiiiiiiiii e 42
4.6. Aktivnost antioksidacijskin @nzima U gelu................uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 44
4.6.1. Aktivnost superoksid diSMULAZE.............ceuviiiiiiie e 44
4.6.2. Aktivnost pirogalol PeroKSIdaze ..........ccooeeeeiie e 45
4.6.3. Aktivnost askorbat perokSidaze ............oouuviviiiiiiiiiieecee e 47
4.6.4. AKEIVNOSE KALAIAZE........cco oo 49
4.7. Ekspresija UKUPNiN ProteiNa...........ooovuiiiiiii e 51
4.8. Imunodetekcija antioksidacijskin €NZIMa..............uuuiiiiiiiiiiiiii s 56
4.8.1. SUPErOKSIA AISMUIBZA ......ccoe e 56
4.8.2. Peroksidaza iZ NTENA ........coiiiiiiiiiiiic e 57
4.8.3. Askorbat PeroKSIHAZA .........ccoeeeeeee e 59
4.8.4. KALAIAZA ....ceeeeiiiieieee et e e 60
B RASPRAV A ettt aaaan 63
2 B /= By Bttt 70






UvOD



1. UVOD
1.1. Nanomaterijali

8 GDQDAQMH YULMHPH WHKQRORJLMD VH EUJR UD]YLMD WDI
i najrazvijenijin tehnologija - QDQRWHKQRORJLMD .DGD EL SRIJOHGDOL X SUF
put se pojavio 1959 JRGLQH QD SUHGDYDQMX A,PD GRYROMQR SURVWR
YH\QPDQD OLMRYLI 1DQRWHKQRORJLMD UD]YLMD L LVWU
VXVWDYD L XUHYDMD V EDUHP MHGQRP GLPHQ]JLMRP QD QDQRVN
VDGURMMBRYL NDR &WR VX QDQRVWUXNWXUH QDQRPDWHULMD
OLMRYLI 7UDQ L VXU

1DQRPDWHULMDOL VH GDQDV XSRWUHEOMDYDMX L ASRSXC(
VYRMVWDYD X RGQRVX QD VYRMH P D NddiR kR ediciti LIDRE D aOU RMNXX XS
HOHNWULPpQRM SUHKUDPEHQRM L NHPLMVNRM LQGXVWULML JER
ELROR&GNLK L RSWLPpNLK VYRMVWDYD 7UDQ L VXU *RGLQH
NDNR WDGDaQMLK HNRQRVMHMNNSULSDGD QDQRWHK@BR@RILML W
nanotehnologija zauzimati 14% svjetske ekonomije (Sellers i sur., 2009). Razvojem
QDQRWHKQRORJLMH QDPHWQXOR VH L SLWDQMH NDNVYath UL]JLNH -
QD RNROL& L aLYThkR proibvQdi piogu putem hrane ili konzumiranjem biljnih
SUHSDUDWD GRVSMHWL X OMXGVNL RUJDQL]DP QR OMXGL PRJX
QDpLQ MHU VH RQH QDOD]H X JUDNX YRGL L WOX 1RZDFN L VX!
upotrebH QDQRPDWHULMDOD UDVWH L EURM LVWUDALYDQMD NRML
LPD OL SULPMHQD QDQRPDWHULMDOD aWHWQH SRVOsMHGLFH QL
2009; Aslani i sur., 2014)

8 'DQVNRM SURL]JYRGL NRML VDIGXaHPBAQ R RPODGUHWLIED B H. N\
XYUawHQL VX X ED]X SRGDWDND 8 ED]JL VH GDQDV WUHQXWQ
SURL]YRG MH NDWHJRUL]JLUDQ NRGRP NRML VH VDVWRML RG SHV
NRML GRWLpPpQL QDQRPDWH GIHV D OR BH2 BDAARSW Doh€ud& Jdunc M X
Nanodatabase, 2011).

I1DQRpHVWLFH VUHEUD

IDQRpHVWLFH VUHEUD $J13 GRPLQLUDMX PHYyX YUVWDPD G
GREUR SR]IQDWRJ SURWXEDNWHULMVNRJ L SURWXJOZbagY LPQRJ X
WRJD VH pHVWR NRULVWH X SROMRSULYUHGL NDR GRa&uDWDN SH
ALURNX SULPMHQX L X LQGXVWULML QSU SUHKUDBEBASHD NHPLNM
(npr. fizika i kemija).



6UHEUR VX OMXGL XSRWUHE®MNMIMHDIDLY WQMKIDPIHNRGMDDOLN
zacjeljivanje rana itd. DanaV VH JERJ SRYHUDQH UH]JLVWHQFLMH RSDVQLK E
VUHEUR XSRWUHEOMDYD NDR SURWXEDNWHULMVNR VUHGVWYR
a pritom je smanjena rezistentnost bakterijskog organizma (Landsdown, 2002). Mnoge
bakterje daQDV XEU]DQR UD]YLMDMX UH]JLVWHQFLMX QD DQWLELRWL
upotreba srebra kao protubakterijskog sredstva smanjuje njihovu rezistentnost.

y
r

1IDQRPHVWLFIRMDHEWW VX VH WRNVLPQLMH ]D EDNWHULMH X
Razlog veiH WRNVLPQRVWL O X QDQRWOWUKINWRUL YDA&DQ RPMHU
YROXPHQD MHU &aWHRjaMWRpWMHWYHDL RPMHU &WR GRYRGL GR
QDQRpPHVWLFH

Godine 2012. laboratorijski je dokazan protubakterijski XpLQ DN Q EaQd&bdkidrje
Staphylococcus aureus, otporne na meticiin, NRMH VX ELOH QDVDYHQH QD JHO |
VDGUADYDR Q (atenvich H2B13)RNadalje, Salopek-Sondi i Sondi (2004) sa Instituta
5XyVHU %RaNRYLlsi SRWYWRMDOQMH SURWQED N@QMHYR MABMRIEF X p WV UH
bakteriju E. coli. ,DNR QDQRpPpHVWATFGDVUIHERNX dLURNX SWhePdMHQX L X
VODER LVWUDAaHQL PDWHULMDO

1.2. Oksidacijski stres

%LOMNH UDVWX QD RGUHYHQRP VWDQLAWX YH]DQH VX ]D C
odreyHQH SULODJRGEH NRMLPD VH ERUH SURWLY SURPMHQD X RN
tj. stresnih uvjetarasta, X ELOMQRP RUJDQL]PX YUOR pHVWR GROD]L GR SF
$URUD L VXU 2NVLGDFLMVNL VWUHV M b&ntigkBiddisa D QHUDY C
VPMHUX VWYDUDQMD RNVLGDQVD aWR X]JURNXMH RaAWHUHQMD I
(Inz ¢i Montagu, 2003). Oksidansi nastaju u biljnoj stanici procesom aerobnog metabolizma,

NDR PHYyXSURGXNWL RNVLGDFLMH YR GdtbsiBt&skBrR @adspottddnU QRJ NL
lancu elektrona (Inz ¢i Montagu, 2003; Arora i sur., 2002). Pojava oksidacijskog stresa u biljci

PRa4H ELWL L]D]YDQD UD]JOLpPpLWLP DELRWLpPNLP pLPEHQLFLPD N
SRYLAHQD LOL VQLAHQ Dméfat RdS HBaIENW SUt) PO119/ I€¢é&o i sur. 2014;

5RJL0O L VXU 8 WDNYLP XYMHWLPD GROD]JL GR SRMDpDQRJ

526 NRML X]JURNXMX RaAWHUHQMD OLSLGD SURWHLQD L PROHN
XWMHpX QD WBDR/OLIDPHWMWDQLFH OLWKJ|IHU L VXU 526 PRJX
NDR daWR VX KOQHHUFRMREIND@M:'), superoksidni (Oz ") ili reaktivni neradikalni

derivati kao singletni kisik (*O) i vodikov peroksid (H.0) (Sies, 1985).

%LOMNH SRVMHGXMX YLVRNR XpLQNRYLW VXVWDY DQWLR
superoksid-dismutaza (SOD), askorbat peroksidaza (APX) i pirogalol peroksidaza (PPX) te

2



katalaza (CAT), koji kontrolira stvaranje ROS-D L awLWL ELOMQH VWDQLFH VPL
RNVLGDFLMVNRJ VWUHVD OLWWOHU 2VLP VSRPHQXWLK DC
razine ROS-D L SUHYHQFLMX RNVLGDFLMVNLK RawHUHQMD VWDQ
DQWLRNVLGDQVL NDR aWR VX SUROLQ JOXWDWIeRd@i iDVNRUEL
flavonoidi. Antioksidansi su definirani kao tvari koje usporavaju ili u potpunosti inhibiraju
RNVLGDFLMX VXSVWUDWD NDGD VH X VWDQLFL QDOD]H X QL
SRGORAQRJ RNVLGDFLML +DOOLZHOO L *XWWHULGJH

1.2.1. Lipidna peroksidacija

6WDQLpQH PHPEUDQH L]JJUDYyXMX YLAHVWUXNR QH]DVLUHQH
UDGLNDOD NRML QDVWDMX SUL SRMDYL RNVLGDFLMVNRJ VWUH\
OLSLGQD SHURNVLGDFLMD L RQD XWM Hthrtite QLabutddL FOOBRANR |1 X Q|
28WHUIHQMH NRMH MH QDVWDOR SRMDYRP OLSLGQH SHURNVLG
QHNLK RG NUDMQMLK SURGXNDWD WRJ SURFHVD 1DMpH&UH VH P
(MDA) kao i 4-hidroksinonenala (HNE) te izoprostana. Malondialdehid se detektira reakcijom
s tiobarbituratnom kiselinom (TBA), s kojom formira obojene produkte nazvane tiobarbiturne
UHDNWLYQH VXSVWDQFH 7%%$56 6DGUabM 0'$ MH PMHUOMLY
spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 532 nm (Heath i Packer, 1968). Lipidna peroksidacija
L QDVWDQDN PDORQGLDOGHKLGD XWMHpX QD VYRMVWYD PHPEULIL
IRVIROLSLGD L]PHYyX GYRVORMD OLSLGD VPDQMXMX IOXLGQRV\
membrane za neketvarik RMH SULMH RNVLGDFLMVNRJ VWUHVD NUR] PHPEL
i Tuteja, 2010). Prva faza lipidne peroksidacije zove se inicijacija i u njoj nastaju radikali
PDVQLK NLVHOLQD 3RVWRMH MR& GYLMH IDJH OLSLGQid. SHURNVI
8 GDOMQMX ID]X D WR MH SURSDJDFLMD PRJX LUL SURGXNWL LQ

/LSLGQX SHURNVLGDFLMX QDMpH&AUH ]DSRphrerd akcliGURSHURNV L
*1ZE411*\ 416 E *41g

Metilenska skupina gubi atom vodika i tako nastaju lipidni radikai NRML PRJX GDOMH LUL
propagacije. Razgradnjom lipidnih hidroperoksida (LOOH) nakupljaju se produkti
peroksidacije (aldehidi i ugljikovodici) (Labudda, 2013).

1.2.2. Oksidacija proteina

2GUHYLYDNRMHAHLQH SURWHLQVNLK NDUERQLOD PMHUL VH
Oksidacija proteina je kovalentna modifikacija proteina tj. amino kiselina, inicirana reaktivnim
oblicima kisika ili oksidacijskim stresom &4WR GDMH VORERGQX NDUERQLOQX VI

3



aktivnost proteina. Aminokiselinski lanci proteina se oksidiraju i stvaraju se karbonilne

skupine (ketoni ili aldehidi) (Gill i Tuteja, 2010). Karbonili mogu nastati oksidacijom
aminokiselinskih lanaca (posebno prolina, lizina, arginina i treonina), ali i oksidacijskim

cijepanjem polipeptida i vezanjem aldehida nastalih u lipidnoj peroksidaciji. Proteinski

karbonili su stabilni i detektiraju se u reakciji s 24-GLQLWURIHQLOKLGUD]JLQRP "13+
QDVWDMH GLQWURIHQLO KLGUD]R @trofofettijskiP(@astedh® | BUG,UH G LW L
2003).

28WHUHQMH '1$%

Promjene na molekuli DNA izazvane oksidacijskim stresom nastaju oksidacijskim
PRGLILNDFLMDPD QXNOHRWLGQLK EDJD L AHUHUD LOL SDN VWYD
promjena su oksidaFLMD ED]D L IUDJPHQWDFLMD QDVWDOLK SURGXNI
GYRODQpPDQL ORPRYL WH VWYDUDQMH XQDNUVQLK YH]D XQXWDU
sur., 2010).

=D XWYUyYyLYDQMH R&aWHUHQ M D tRtthazhagelCelektrdfgrekbRadimey WL V H
stanice (Single Cell Gel Electrophoresis assay, SCGE) LOL NUDUH &RPHW WHVW &RF
mjerimo lomove na lancu molekule DNA. Elektroforeza se izvodi uz visoku vrijednost pH
pufera za elektroforezu, QDNRQ pHJD IOXRUHVFHQFXWYD ¥KBDURKNKIBRVNRSRP
VX QDOLN QD NRPHWH D QMLKRYD UD]JOLND X IOXRUHVFHQFLMYV

govori o broju lomova molekule DNA.

1.2.4. Antioksidacijski enzimi
1.2.4.1. Superoksid dismutaza

Enzim superoksid dismutaza (SOD) djeluje na superoksidni radikal. To je prvi oblik
reaktivnih oblika kisika NRML VH IRUPLUD NDR SURGXNW MHGQRYDOHQWQF
VXVWDYLPD 6XSHURNVIER GLVBYWW]LDY \WH VAL N R WarKprobit@L NDOD W
obranu. Kakone bL GRAOR G\Weissbubdtipa reakcije katalizirane metalom i nastanka
hidroksilnog radikala, superoksidni radikal se uklanja (Arora i sur., 2002). Prema metalu koji
se nalazi u aktivnom mjestu enzima, sXSHURNVLG GLVPXWD]H VH GLMHOH Q
mangan (Mn-SOD), nikal (Ni-SOD), bakar i cink (Cu/Zn-SOD) te & H O MA¢{30D) (Ahmad i
sur., 2010).

SOD katalizira reakciju disproporcioniranja Oz 'na O2iH.0. QD VOMHGHUL QDpLQ

1ZEt*> \ 15E *g1;



1.2.4.2. Peroksidaze

U bilinomi AaLYRWLMVYMR®W X SHURNVLGD]H VX .AbWReBNIUDV SURYV
NRML NDR SURVWHWLpPpNXNRNMXSYRXSUPDNRXGKBPKLVWLGLQD YHAaH
GLMHORP HQ]JLPD 2QH SULSDGDMX SRURGLFL HQ]JLPD RNVLGRU
razgradnju vodikovog peroksida (H202), SUL pHP X QDV W D MHHIRABa0 sUN, 2@D. +

Pirogalol peroksidaza (PPX) katalizira pretvorbu H.O.uH,2 D SLURJDORO PX VOXa
supstrat koji donira elektrone za razgradnju H,O, & W R V H pRkazaH reakcijom:

LENKCEHMKE\ LOQNLQNKEEHEJ

PPX nalazimo u mnogim odjelijcima biljnih stanica NDR aWR VX YDNXROD *ROJLN
PLWRKRQGULM L GU SD PRAHPR UHUL GD SRVWRMH PQRJH L]RII
masu. Mogu se UD]GYRMLWL HOHNWURIRUH]RP X QDWLYQLP XYMHWLF
2014).

Askorbat SHURNVLGD]D $3; W BB ipadokSitdakzes B @dyna uloga joj
je uklanjanje H,.O, NRUL&AWHQMHP DVNRUEDWD NORI djlsakiapDpoiD 8N OD(
imenom askorbat fglutation ciklus, odnosno katalizira pretvorbu H>O> u H.O. Elektrone za
SUHWYRUEX X FLNOXVX GRQLUD DVNRUEDW VSHFLILPpQL GRQRL
PRQRGHKLGURDVNRUELQVNH NLVHOLQH 0'+$% 7R PRAHPR SULND

t=OGKN>BHOHEIs\ t/&*# Et *¢1

APX ima pet izoformi,a sve ih karak WHUL]LUD YLVRND VSHFLILPQRVW ]D DV
elektrona (Caverzan i sur., 2012). Aktivhost askorbat peroksidaze se gubi ako je
koncentracija askorbata u stanici XVSRG —0 6KLJHRND L VXU

1.2.4.3. Katalaza

Katalaza (CAT) je tetramerni enzimu NRMHP VYDNL GLRndeRuBlhédha.MHGQ X
Katalaze pretvaraju H202 u H2O i molekularni kisik (O.). Svi aerobni organizmi imaju enzim
katalazu, a nalazi se u peroksisomima gdje uklanja H.O, nastao uslijed fotorespiracije i
oksidacije masnih kiselina. Pretvorbu H.0, uH.0iO, PRAHPR SULND]DWL UHDNFLMRP

t*glg \ 1gEt *gl

'YD VX QD{pkopBataOD]D PRAaH MROdEXnGLdismutacijom i/ili oksidacijom
alkohola, formaldehida ili nitrita vodikovim peroksidom (Ahmed i sur., 2010). Katalaza ima
SIDEX VXSVWUDWQ X su$oHistavirerpedrpovébmé ldvije molekule H,O, vezane na
DNWLYQR PMHVWR DOL ]DWR LPD YLVRNX NDWDOLWLpPNX DNWLY (



1.3. Duhan (Nicotiana tabacum L.) kao modelni organizam

8 VYRP GLSORPVNRP UDB&Xprawsildina adryshng biljikama duhana
(Nicotiana tabacum L.), koji dolazi iz porodice SR P RdaQ(Solanaceae). Duhan je
MHGQRJRGLAQMD JHOMDVWD ELSvN ®mitRN Eleri stoid pGsEauieny WL R G
VX QDL]PMH@EUPKMNRULYHQL VX a40MH]GDVWLP @@BpBOPM D PRJX
ovisno o tome koliko je vode, sunca i nutrienDWD GRVWXSQR ELOMFL 1D MHGQRM
do 100 listova. Cvjetovi duhana se nalaze u terminalnim nakupinama, dvospolni su te im boja
PRA&H Y DULU D Wé¢koRUEX E L MibNM#He. Duhan je bilika koja brzo raste i dobro se
SULODJRYDY DCwWedd del Isrgnja@rijna, kada se obavljaju berbe listova u etapama.
30RG MH WRERODF X NRMHP VH QDOD]L YHOLNL EURM MDMROLN

Duhan oULJLQDOQR SRWMHpH L] -XaQH $PHULNHKDPpOOWLMWRB \
klimama i tlima danas je rasprostranjen diliem svijeta. Uzgaja se zbog svojih listova, koji se
RVXAaHQL SUBUBSXYXXMQXMH L Nawviie Noijka M ldvom korijenu proizvodi nikotin
NRMHJ |DWLP RGOD&H X OLVWRYH IMHNRBWKQ@ MB RDWOWNDR RNR QRRY |
vrsta u cijelom svijetu jer se koristi za izradu cigareta i drugih proizvoda u duhanskoj
industriji. Danas je dokazano da se konzumacijom duhana stvara ovisnost i da je povezana
sa mnogim drugim bolestima u ljudi kao aWR WBN SOXUQH EROHVWL EROHVWL
(Benowitz, 2010).

Biljika duhana koristi se u znanosti kao modelni organizam X LVWUDALYDQMLPD
PROHNXODUQRM ELRORJLML VWDQLpPpQRM ELRORJLML NXOWXUL
1994, Flick i sur., 1984). Dobar je modelni organizam jer ima kratko regeneracijsko vrijeme i
lagano se transformira. Tijekom rada s duhanom, Murashige i Skoog (1962) razvili su sustav
hranjivih podloga za uzgoj biljaka u uvjetima in vitro & W Raddijd pNmijenjeno za uzgoj
UD]J]OLpLWLK ELOMQLK YUVWD XGahApatW dsurl,2604p MQRJ WNLYD L VWD



&,/- ,675%$4,9%1-%



&,/- ,675%$4,9%1-%

IDQRWHKQRORJLMD X GDQDZOYWLMDLMMHRH WHDBRR]RDALULOD XS
YUVWD QDQRPDWHULMDOD 3RYHUDQD XSRWUHED QDQRpHVWLFI
QDQRpHVWLFH LPDMX QD RNROL& L RUJDQL]JPH 2YR LVWUDAL®
nastanka oksidacijskog stresa u biljikama duhana (Nicotiana tabacum L) L]J]ORA&HQLP
QDQRpPpHVWLFDPD VUHEUD D FLOM LVWUDALYDQMD MH

8WYUGLWL L]D]JLYDMX OL RGDEUDQH NRQFHQWUDFLMH QDQRF
VWUHVD LL R&WHUHQMH ELRORANL YDAQLHKostP R€kspheXjioOD L LL

antioksidacijskih enzima u odraslim billkama duhana (Nicotiana tabacum L.).

8VSRUHGLWL XWMHFDM LVSLWLYDQLK NRQFHQWUDFLMD QDQF

stresa u korijenu i listu bilike duhana.

3. Usporediti utjecaj ispti YDQLK NRQFHQWUDFLMD QDQRPHVWLFD VUHE

koncentracija ionskog srebra za sve prethodno navedene parametre.
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3. MATERIJAL | METODE
3.1. Metode
IDQRpHVWLFH VUHEUD $J13

1DQRpHVWLFH VUHEUD $J13 SULSUDYOMHQH VX UHGXNFL
nitrata (AgNOs; L VWDELOL]JLUDQH SRPRUX QHJDWLYQR QDELMHQRJ F
dobivene su negatvno QDELMHQH Q D Q R {ittdl. VAgNPHe $rdpteédnila dr. sc. Ivana
O9LQNRYLU 9UpPpHN QD ,QVWLWXWX ]D PHGLFLZay&bD. LVWUDALYDQMD

3.1.2. Biljni materijal

, VWUDALYDQMH ]D VYRM GLSORPVNL UDG SURYHOD VDP
(Nicotiana tabacum L) .DNR ELK PRJOD SURYHVWL LVWUDALYDQMH QD R
nasadila sjemenke duhana. Sjemenke sam sterilizirala inkubacijom u 50%-tnoj (v/v) otopini
1D2&0 QD PMHaADOLFL X WUDMDQMX RG PLOQXWD 1DNRQ LQNXI
destiLUDQRP YRGRP WH PLNURSLSHWRP QDVDGLOD QD VYMHax KU
L 6NRRJ 1D QDYHGHQRM SRGOR]L VMHPHQNH 60X¥ahaV NOLMDO
GRN QLVX X SRWSXQRVWL UD]JYLOH NRULMHQRY VXVWDY QDI
SULSUHPOMHQH WHNXUH SRGOR jzdbrate koRcbhtiaciieXAQNP GAHAIO:Y D O H

L —0 .RQWUROQH ELOMNH UDVOH VX QD WHNXI
AgNP ili AgNOs. Nakon 7 dana tretmana uzorkovala sam tkivo korijena i lista odraslih biljaka

za daljnje analize.

3.2. Metode
3.2.1. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina

2GUDVOH ELOMNH GXKDQD SLQFHWRP VDP L]YDGLOD L] WHN:
LVSUDOD GHVWLOLUDQRP YRGRP WH NRULMHQH L OGRYWRYH SF
Nakon toga sam vagala 0,4 g tkiva korijena i lista, po 6 replika od svake koncentracije AGNP
i AgNOs 8 RKODYHQL WDULRQLN NRML VH QDOD]JLR QD OHGX VWI
spatule dodala sam malo polivinilpirolidona (PVP, oko 10 mg) te 1 mL hladnog 0,1 M Kkalij-
IRVIDWQRJ SXIHUD S+ L KRPRJHQLUDOD WNLYR X] SRPRIi
FHQWULIXJLUDOD SUYR PLQXWD QD USP SUL f& QDNRQ p
X pLVWH WXELFH WH SRQRYQR FHQWULIXJL& DEX3 HU @ DAXO/QDV I D/
SRQRYQR SUHEDFLOD X pLVWH WXELFH WH SRKUDQLOD QD i f&
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2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH SURWHLQD

Koncentraciju proteina odredila sam metodom po Bradfordu (1976), a metoda se
temelji na vezanju boje Comassie Brilliant Blue (CBB) G-250 na proteine. Prvo sam
SULSUHPLOD %UDGIRUG PDWLpQ260;R3FIB% (X etanol; 5886% Yv/v)
HsPO.), koja mi je bila potrebna za pripremu Bradford radne otopine (2,58% (v/v) etanol;
5,28% (v/iv) H3PO.4 YY %UDGIRUG PDWbjpGEP k&risd Rz8 Ingebenje
NRQFHQWUDFLMH SURWHLQD ,]JUDGLOD VDP EDaGDUQL SUDYDF
albumina (engl. bovine serum albumin, BSA) poznatih koncentracija (0,2 +2,0 mg mL ') koje
su bile pripremljene u 0,1 M kalij- I RVIDWQRP SXIHUX S+ 8 WXELFX VDP G
%UDGIRUG UDGQH RWRSLQH L —/ SURWHLQVNRJ X]RUND QDNI
vorteksu i V D G peebddila u kivetu. Intenzitet nastalog plavog obojenja pri reakciji proteina
s Bradfordovom otopinom mijerila sam spektrofotometrom ATI/Unicam UV4-110 (Cambridge,
8MHGLQMHQR .UDOMHYVWYR QD YDOQRM GXOMLQL RG QP
E D ar@eD krivulie u svakom proteinskom uzorku sam odredila koncentraciju proteina
LIUDAHQX XL.PJ P/

3.2.3. Dihidroetidij test

8 VWDQLFL MH PRJXUH PMHULWL UD]JLQX RNVLGDFLMVNRJ V

kisika (ROS), a u svom diplomskom radu ja sam koristila dihidroetidij (DHE) test (Domijan i

Abramov, 2011; Cvjetko i sur., 2017) i fluorescencijsku mikroskopiju. Odabrala sam korijen i

list od svake ispitivane koncentracije AQNP i AgNOQg, te ih inkubirala s 10 —/ —0 RWRSLQH
'+( X SODVWLp QLB minkta hadobhoj temperaturi. Zatim sam uzorke prenijela na

predmetno stakalce te analizirala fluorescentnim mikroskopom (Olympus BX-51, Tokio,

Japan) koji je bio povezan s kamerom (Olympus DP70, Tokio, Japan), QDNRQ pHJD VDP
snimila fotografije. Uz SRPRUO UDpXQDOQRUuci8dJ RA pp¥reR sam analizu
LQWHQ]JLWHWD IOXRUHVFHQFLMH QD QDVXPLPpQR RGDEUDQLK

dobiveni su prikazani prema relativnom intenzitetu u odnosu na kontrolni uzorak.

3.2.4 Ekstrakcijalipida L RGUHYLYDQMH VDGUADMD PDORQGLDOGHKLGD

(NVWUDNFLMX OLSLGD VDP SURYHOD X RKODYHQRP WDULR!
NRULMHQD L OLVWD X —/ [ —/ HNVWUDNFLMVNRJ SXII
kiselina (TBA) u 10% (w/v) trikloroctenoj kiselini (TCA)). Ekstrakte sam prelila u tubice za
GDOMQMX DQDOL]X L NRULVWLOD ]D RGUHYLYDQMH VDGUADMD PI

11



5DJLQ@X OLSLGQH SHURNVLGDFLMH RGUHGLOD VDP PMHUH
0'$ NRML MH QDMXpHVWDOLML SURadipidaW s@iicy/ W BeRto VamlMHNRP R
koristila metodu prema Heathu i Packeru (1968). Dobivene ekstrakte sam 30 minuta
]DJULMDYDOD QD WHUPRPLNVHUX QD f& 7LMHNRP ]DJULMDYD
smjesa vrije, a zatim se ohlade u posudi s ledom i centrifugiraju 15 minuta na 8000 rpm i 4
f& 'RELYHQH VXSHUQDWDQWH VDP SUHOLOD X NLYHWH L VSHN\
QD QP L QP RG RpLWDQH YULMHGQRVWL QD QP RGX]HOD
na 600 nm, jer se asorbancija QD QP PMHUL JERJ NRUHNFLMH ]D QHVSHF
=D VOLMHSH SUREH NRULVMVMRVODWIRI] S XHH/U RN DL M L —/ QD
ekstrakcijskog pufera. Prema koncentraciji MDA u nmol g* VYMH&H WYDUL PR&H VH |
razina lipidne peroksLGDFLMH D MHGQDGA&ED JODVL

#o76F #.44 o5
= _— > ! =
O=EW&# L | HYHHJIKH: ORARR=NE

gdje je:

As3, tapsorbancija izmjerena na 532 nm
Asoo tapsorbancija izmjerena na 600 nm
m +masa tkiva

| £duljina puta (1 cm)

- - molarni apsorbcijski koeficijent (155 mM™ cm ™)

2GUHYLYDQMH VDGUADMD SURWHLQVNLK NDUERQLOD

6DGUADM SURWHLQVNLK NDUERQLOD RGUHGLOD VDP PHWRG
se temelji na reakciji karbonilnih skupina s dinitrofenilhidrazinom (DNPH). Za mjerenje su mi
ELOD SRWUHEQD GYD VHWD SODVWLpPpQLK WXELFD X MHGDQ VHW
SRJODYOMH L —/ PO RWRSLQH '"13+ X 0 +&0 D GUXJ
QMHJD VDP WDNRyHU VWDYLOD —/ S U RWEILQbY BeRJadahbV W U D N W |
VDP SURPLMH&ADOD QD YRUWHNVX L LQNXELUDOD K X PUDNX QI
SRWUHVDQMH =DWLP VDP X VYH XiRUTGAHzapREIAID proteina fi
RVWDYLOD LK PLQXWD QD i f & &pRifudirdla YOrRinu@eDNE R4AQOONV RID F
USP QD f& RGOLOD VXSHUQDWDQW WH QDVWDOL WDORJ LVSL
etilacetat (u omjeru 1:1), kako bi se uklonio nevezani reagens. Na kraju sam, vorteksiranjem,
otopila talog u 1 mL 6 M uree, koja je bila otopljena u 20 mM kalij-fosfathom puferu pH 2,4.
6SHNWURIRWRPHWULMVNR PMHUHQMH L]YRGLOD VDP SUL QP
'13+ LPDR MH VYRMX VOLMHSX SUREX EH] '13+ 6DGUADM NDUE
MHGQDGAEL

12



O=@M5=N>KILEW= JIKHCZEs.0@0
gdje je:
As70 tapsorbancija izmjerena na 370 nm
m *koncentracija proteina (Mg proteina ML ™)

- - molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM ™t cm )
| tGXOMLQD RSWLPpNRJ SXWD FP

3.2.6. Comet test

BULPMHQRP &RPHW WHVWD *LFKQHU L VXU SURQDA&O
PROHNXOH '1$ OHKDQLpNL VDP L]JROLUDOD MH]JUH VWDQLFD UL
korijenju duhana uronjenima u —/ P 0-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol-HCI
(Tris-+&0O S+ SUL f& L SRPLMH&EDQH V —/ DJDUR]JH QLVNRJ
puferiranoj otopini fosfatnih soli (PBS, 10 mM Na;HPO4, 1,7 mM KH.PO,, 130 mM NaCl, 2,7
mM KCI, pH 7,4) prethRGQR ]DJULMDQRM QD f& 1D SUHGPHWQD VW
nalazila 1%-WQD Z Y RWRSLQD DJDUR]JH QRUPDOQRJ WDOLawD 103
sam pripremljenu smjesu. Predmetna stakalca pokrila sam pokrovnicom te stavila na led
kako bi se agaroza stvrdnula. Posudu za horizontalnu elektroforezu ispunila sam hladnim
puferom za elektroforezu (1 mM Na:EDTA i 300 mM NaOH, pH > 13) i prije prijenosa
predmetnih stakalaca u posudu, uklonila sam s njih pokrovna stakalca. U posudi s puferom
stakalca su stDMDOD PLQXWD NDNR EL GRAOR GR GHQDWXUDFLMH
pokrenuta pri 0,8 V. cm ™ i 300 mA u trajanju od 20 minuta. Nakon toga stakalca sam ispirala
tri puta po 5 minuta neutralizacijskim puferom (400 mM Tris-HCI, pH 7,5) i na kraju uronila u
destiliranu vodu. Stakalca su zatim inkubirana u —/ HWLGLMHYRJ EURPULGD —
periodu od 5 minuta. Sa svakog stakalca sam izabrala 150 jezgara za analizu
fluorescencijskim mikroskopom (Olympus BX-51, Tokio, Japan) s ekscitacijskim filterom BP

QP L JUDQLpPQLP ILOWHURP RG Q FKorBdd yeX 6.xMjerérfe SURJUDP
SRVWRWDN '1$ X UHSX 19 daWR MH SULPDUQD PMHUD RaAWHUHQ

6SHNWURIRWRPHWULMVNR RGUHYLYDQMH DNWLYQRVWL DQW
3.2.7.1. Spekt URIRWRPHWULMVNR RGUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL VXSHU|

Aktivnost superoksid dismutaze (SOD) mjerila sam metodom prema Beauchampu i

JULGRYLFKX 8 —/ UHDNFLMVNH VPMHVH NRMD VH VDVW
—0 QLWURE O XH (NBHWOU M &ileridiamibtetraoctene kiseline (EDTA), dodala sam
—/ NDFROLIMWQRJ SXIHUD S+ L —/ RWRSLQH PO ULERIODYL
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ULERIODYLQ L]PMH&DOD VDP NLYHWH VD UHDNFLMVNRP VPMH
transiluminatora (15 W) u trajanju od 8 minuta. U prisutnosti superoksidnih radikala NBT se

reducira u netopivi plavo obojeni formazan koji ima apsorpcijski maksimum na valnoj duljini

RG QP 1DYHGHQD VPMHVD NRMD QLMH ELOD lijgpaRpéoHeQD VYMHYV
=D GDOMQMX DQDOL]X VP D-@Mdtrodpwetaru iddke)dkpjls@jEsi NdddalaM

LVWX NROLpPpLQX X]JRUND NRQWUROH SRJODYOMH NDNR EL C
1IDNRQ WRJD XVOLMHGLR MH L GHQMEEKIQ uzBrEidaNiXsaDSODVD VYLP
VWDQGDUGLPD 62' VWDQGDUGL VX UDJULMHYyHQMD RWRSLQD SR
UDVSRQX RG G RDobi&ni—+gzultati su linearizirani tako da su vrijednosti

aktivnosti maksimuma, odnosno neinhibirane kontrole podijeljeni s rezultatima koji su
GRELYHQL ]D X]JRUNH 62' VWDQGDUGH 62' VWDQGDUGL VX PL SF
WH VDP QD WHPHOMX EDaGDUQH NULYXOMH L]JUDpXQDOD DNWL®
SOD-D LJUDAHQD Mk DIR™ -mPRoeha 0dnosno U mg Lproteina.

6SHNWURIRWRPHWULMVNR RGUHYLYDQMH DNWLYQRVWL SL

OHWRGRP SUHPD 1DNDQX L $VDGX RGUHyYLYDOD VD
SHURNVLGD]H 33; = BktiRn@dtl REL pfiprémasam reakcijsku smjesu, koja se
sastojala od 50 mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera u kojem je otopljeno 0,126 g pirogalola i
SULMH NRULAaWH QM ROGRReEKkDIEKR smjesu—pbtrebno je staviti u tamnu bocu ili

zamotati u aluminijsku foliju. Za slijepu proEX NRULVWLOD VDP —/ UHDNFLMVN
VDP GRGDOD — | -fosfatBogNdnféerd MH 7,0. Za mjerenje aktivnosti PPX u
XJRUFLPD X —/ UHDNFLMVNH VPMHVH GRGDOD VDP —/ SU
3.2.1). Mjerenje aktivnosti sam provodila svakih 15 sekundi tijekom 1 minute na valnoj duljini

RG QP $NWLYQRVW 33; LJUD]JLOD VDP MHGQDGAERP

22| LeadBHlvateda g\ E 95) 259
I3aH HA

o, lPomarkglaA ,
22-LmdlK"é'ééXébl;%‘j?SIC;gét;@[géO

gdje je:

“Asy. xsrednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nmu 15 s
4 +IDNWRU NRUKENPLMHWDPBEDSDQMH UH]XOWDWD X PLQXWL
Vis. tvolumen reakcijske smjese (1 mL)
FR. xIDNWRU UDJUMHYHQMD X]J]RUND
Viz 2YROXPHQ X]JRUND —/

-- molarni apsorpcijski koeficijent (2,47 mM™ cm )
| +tGXOMLQD RSWLPpNRJ SXWD FP
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6SHNWURIRWRPHWULMVNR RGUHYLYDQMHAPXWLYQRVWL DN

Aktivnost askorbat peroksidaze mjerila sam metodom prema Nakano i Asada (1981).
Za mjerenje sam pripremila otopine 10 mM EDTA, 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera pH 7,0, 12
mM H;0,, 10 mM askorbinske kiseline i pufer A sastavljen od 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog
SXIHUD S+ L —/ PO ('7$ 60OLMHSD SURED VH VDVWRMDOD
0,1 M kalij-IRVIDWQRJ SXIHUD —/ PO DVNRUELQVNHONLVHOLQF
5HDNFLMVND VPMHVD |D PMHUHQMH DNWLYQRVWL0$35/ PDVWRMD
DVNRUELQVNH NLVHOLQ®; X NRMX VB® &RGDOD —/ SURWHLQV
SRJODYOMH =ERJ RNVLGDFLMH DVNRUELQVNH NLVHOLQD
apsorbancije na valnoj duljini od 290 nm svake sekunde tijekom 15 sekundi. Aktivhost APX
LIUDpXODMBUHPD MHGQDGAEL

Ly O radH8HIvaH &4 5| 7?50
;:tz.L—.l.aéHHA SIKHE JF°1. 757

lcomafkglah

#2: L35 3sac00a8 % KiaaxeptB Il GRaco@ho

gdje je:

“Asv. xsrednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nmu 15 s

4 +IDNWRU NRUKENPLMHDPDADYDQMH UH]XOWDWD X PLQXWL
Vis. tvolumen reakcijske smjese (1 mL)

FR. 2IDNWRU UDJUMHYHQMD X]J]RUND

Vy; xvolumen uzorka (0,18 mL)

-- molarni apsorpcijski koeficijent (2,8 mM* cm %)

| +tGXOMLQD RSWLPpNRJ SXWD FP

6SHNWURIRWRPHWULMVNR RGUHYLYDQMH DNWLYQRVWL NDV

=D RGUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL NDWDOD]H NRB4HVWLOD V
S5HDNFLMVNX VPMHVX SULSUDYLOD VD P-fésfdthiod pu@evahpR 7,0 S8/ PO NI
—/2@0, =D VOLMHSX SUREX NRULVWLOD VDP VPMHVX —/ UHD
kalj-l RVIDWQRJ SXIHUD S+ D ]D PMHUHQMHLWD/MANBRMANHMNMHED QD -
HNVWUDNWD SRJODYOMH :0; apsorb&nBija s¥ \8haRjigadaDa promjene u
apsorbanciji mjerila sam svakih 10 sekundi tijekom dvije minute na valnoj duljini od 240 nm.

$NWLYQRVW N D W D\DIDA HS U HFDCD XAPHEBQD G & E

HapaHXH8zaH (844

%t 6L - JIKHE JF°1. 752
46 & HYH, JIKHE Y
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comankglaA

0
N & aU:ddacglad

JIKH 16l EFSICL3aco @0

gdje je:

“Asv. tsrednja vrijednost promjene apsorbancije pri 240 nm u 10 s

6 tIDNWRU NRUKNBPLMMHODBDYDQMH UH]XOWDWD X PLQXWL
V:s. tvolumen reakcijske smjese (1 mL)

FR. 2IDNWRU UDJUMHYHQMD X]J]RUND

Vy; tvolumen uzorka (0,05 mL)

- - molarni apsorpcijski koeficijent (40 mM ™t cm )

| +duljinaoptipNRJ SXWD FP

3.2.8. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom

8 VWDQLFDPD MH PRJXUH QDUL YHOLNL EURM L]JRIRUPL QHNR
nativnom elektroforezom. Elektroforetska pokretljivost enzima ovisi o molekulskoj masi,
LIRHOHNWULPQRM WRpPpFL L IXVWRUL Q).ERMD PROHNXOH %DOHQ

Otopine za gelove za nativnu elektroforezu pripremila sam prema Tablici 1. i izlilaih u
VHQGYLp VDVWDYOMHQ RG VWDNOHQLK SORpD 6WDIBNOHQH SO
R p L auH Q4him etanolom, a nakon izlijevanja gelovi se ostave da se polimeriziraju barem
MHGDQ VvDW ,JPHYyX VWDNOHQLK SORpD SUYR VDP XOLOD JHO ]
kontakt gela sa zrakom, nadsvodila sam ga s 20%-tnim etanolom. Nakon aWR VH JHO
SROLPHUL]JLUDR RGOLOD VDP GRGDQL HWDQRO D SURVWRU L]PH
=DWLP VDP SULSUHPLOD JHO ]D VDELMDQMH XOLOD JD L]PHYX
RVWDYLOD GD VH SROLPHUL]JLUD MHGIDNQ | DBWMHDNIRQ@Q GD® D aVHIPN |
8 IRUPLUDQH MDAaLFH LJORP +DPLOWRQ 5HQR 1HYDGD 6%' QD¢

SRJODYOMH NRMH VDP SULMH QD QR dr¢ @Qthpe Sdhdrez&l HADOD V
ERMH EURPIHQRO SODYR %)¥D JKD/RADRIR DX JRRIDHNIID L RVLIXUDYD C
GQR MDAaLFH D ERMD %)% RODN&ADYD SUDUHQMH WLMHND HOHNW
SURWHLQD 30ORpH V JHORYLPD SUHQLMHOD VDP QD HOHNWURG(
koju sam ulila elektrodni pufer sastava: 0,25 M Tris i 1,92 M glicin. Elektroforezu sam
provodila u kadici 3527 ($1 3 xi Cell (Bio-5DG +HUFXOHV .DOLIRUQLMD 6%$' Q
PLOQXWD SUL 9 NDNR EL X JHO ]D UD]GYDMDQMH XaOL X]RUF
220 Vdo kkDMD HOHNWURIRUH]H 1DNRQ ]DYUAQHWND HOHNWURIRUF
UD]J]OLPLWLP SURWRNROLPD RYLVQR R HQJLPX NRML VH LVWUDaX
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Tablica 1. Sastav gelova za elektroforezu u nativnim uvjetima

otopine gel za razdvajanje (10%) gel za sabijanje (4%)
reH-O 16,8 mL 6,1 mL
Tris-HCI 1,5M; pH 8,8; 10 mL 0,5M; pH 6,8; 2,5 mL
akrilamid/bisakrilamid (AA/BIs) 13,2 mL 1,3 mL
10% amonijev persulfat (APS) —/ —/
tetrametiletilendiamin (TEMED) —/ —/

2GUHYLYDQMH D N WafdQiRnivkdiddcijgklh Bridiba u gelu
2GUHYLYDQMH DNWLYQRVWL L EURMD L]JRIRUPL VXSHURN\

=D RGUHYLYDQMH DNWLY QR VaNdel kark idiribitéla P mirvtd B 506 2
mL 50 mM Kkalij-fosfatnog pufera pH 7,8 u kojemu sam otopila 100 mg NBT-a. Zatim sam
pripravila 100 mL 50 mM kalij-lRVIDWQRJ SXIHUD S+ X NRML VDP GRGD
ULERIODYLQD L -D+/LQNRNXELUDOD JHO PLOQXWD X WDPL 1DNR
djelovanju svjetlosti transiluminatora sve dok se nisu pojavile akromatske vrpce na
SODYLpDVWRM SRGOR]JL %HDXFKDPS L J)ULGRYLFK *HO V

skenirala.

2GUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL L EURM L]JRIRUPL SLURJDORC

Za detekciju aktivnosti i izoformi PPX nakon nativne elektroforeze koristila sam
metodu prema Chance i Maehly-u (1955). Gel sam inkubirala 30 minuta u 100 mL 50 mM
kalj-lRVIDWQRJ SXIHUD S+ QDNRQ pHJD MH VOLMHGLOD LQNXEL
kalij- fosfatnog pufera u koji sam dodala 0 J SLURJD OR Q@M. Nakon-5-10+minuta
SRMDYLOH WKPMHHAXWRFH LIRHQ]JLPD SHURNVLGD]H WH VDP JHO

stajanjem gubi obojenije.

2GUHYLYDQMH DNWLYQRVWL L EURMD L]J]RIRUPL DVNRUED\

Za detekciju aktivnosti i izoenzima APX u 5 L elektrodnog pufera za elektroforezu u
nativnim uvjetima (poglavlje 3.2.8.) otopila sam J DVNRUELQVNH NLVHOLQH 3R
elektroforeze gel sam inkubirala 3 puta po 10 minuta u 50 mM kalij-fosfathom puferu pH 7,0
u kojem sam otopila 0,212 g askorbinske kiseline. Nakon 30 minuta inkubacije u ovoj otopini

slijedila je inkubacija od 20 minuta u 50 mM kalij-fosfathom puferu pH 7,0 u koji sam dodala
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J DVNRUELQVNH N LOHRakeh tbga sam-gel isprala jednu minutu u 50 mM
kalij-fosfathom puferu pH 7,0 te zatim inkubirala u 50 mM kalij-fosfatnog pufera pH 7,8 s
dodatkom 86 —/ 7(0¢ i 0,3 g NBT-a (Mittler i Zilinkas, 1993). U ovoj otopini se gel
inkubirao 10 15 minuta, nakon pHJD VX VH 8komMadske apiFH QD SODYROMXELDL
podlozi.

2GUHYyLYDQMH DNWLYQRVWL L EURMD L]JRIRUPL NDWDOD]F

Prema protokolu Woodbury i sur. (1971) provodila sam detekciju aktivnosti i izoformi
katalaze (CAT) u gelu. Nakon elektroforeze, gel sam ispirala 3 puta po 15 minuta u
destiliranoj vodi. Nakon 45 minuta ispiranja slijedila je 15 minutna inkubacija u 100 mL
destilirane vodH X NRMX VDP GR @D.MDK se gelfinkubirao pripremila sam dvije
otopine koje su mi bile potrebne za daljnju obradu gela. Prvu otopinu pripremila sam
otapanjem 0,5 g KsFe(CN)s u 50 mL destilirane vode, a drugu otapanjem 0,5 g FeCls u 50
mL destilirane vode. Nakon kratkog ispiranja u destiliranoj vodi, gel sam inkubirala u
PMHEDYLQL SUHWKRGQR QDYHGHQLK RWRSLQD GR SRMDYH aXWR

3.2.9. Analiza ekspresije ukupnih proteina razdvajanjem natrijev dodecil sulfat
poliakrila mid gel elektroforezom (SDS -PAGE)

Natrijev dodecil sulfat-poliakrilamid gel elektroforezu (SDS-PAGE) koristila sam za
analizu ekspresije ukupnih proteina. SDS-PAGE se temelji na razaranju disulfidnih veza u
SURWHLQX X] SRPRU QDWULMHYRPLBRGHF ISRWWDABWILVRBELMDFL
SRMHGLQDpQH SROLSHSWLGQH ODQFH %XGXuL GD 6'6 PDVNLUD
SRPLMHa&aD Qam \podidje negativno nabijeni, oni se tijekom elektroforeze razdvajaju
LVNOMXpPpLYR WH P H &ivhegFpr@rijétaKdadnoghd riliidde molekulske mase (Balen i
sur., 2011b).

3.2.9.1. SDS-PAGE elektroforeza

Laemmli (1970) je opisao SDS-PAGE elektroforezu, pa sam je i ja izvela prema toj
metodi. Prvo sam pripremila otopine za gelove prema uputama iz Tablice 1. (poglavlje 3.2.8.)
uz dodatak 10%-tne otopine SDS-D 8 JHO ]D UD]GYDMDQMH GRGDOD VDP
VDELMDQMH -tne etapine SDS-D D JHORYH VDP L]OLOD X VHIQ&YLpH NRN
VWDNOHQLK SORpD 1DNRQ awR VX VH JHORYL SROLPHUL]LUDC
SULSUHPOMHQH L GHQDWXULUDQH X]JRUNH B8]JRUNH VDP SULSUHF

proteinskih ekstrakata i pufera za denaturaciju uzoraka (187,5 mM Tris-HCI, 20% glicerol,
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6'6 %merkaptoetanol, 0,1% BFB). Denaturaciju sam provodila 5 minuta pri
WHPSHUDWXUL RG f& X WHUPRPLNVHUX X] NRQWLQXLUDQR P
bojala bojom Comassie Brilliant Blue (CBB) R-250 Q DQRV LOD V Dofeina, dekls&riza
JHORYH ERMDQH VUHEURYLP QLWUDWRP QDQRVLOD —J SUR)
SURWHLQVNLK XJ]RUDND VWDNOHQH SORpH SULpYUVWLOD VDP Q
U kadicu sam ulila elektrodni pufer sastava 0,25 M Tris, 1,92 M glicin i 10% (w/v) SDS.

Elektroforezu sam provodila u kadici 3527 ($1S ,, [L (Ed-Rad) Hercules, Kalifornija,
6$' SUL 9 SUYLK PLQXWD NDNR EL X]JRUFL XaOL X JHO ]D U
QDSRQ SRYHUDOD QD 9 GR NR@WDQMOBDN®IUBILRWHM]KS KODGQH

je temperaturu stalnom.

3.2.9.2. Bojanje gelova bojom Comassie Brilliant Blue i srebrovim nitratom

Bojanje gelova bojom CBB opisano je u Balen i sur. (2011b), pa sam i ja izvodila
RSLVDQL QDpLQ ERMHHR@VID YHORWND IHDLOHNWURIRUH]H JHORYH VI
u otopini za bojanje (0,1% (w/v) CBB R-250, 45% (v/v) metanol, 10% (v/v) ledena octena
kiselina) na tresilici i sobnoj temperaturi. Nakon toga slijedilo je odbojavanje u otopini sastava
10% (v/v) octena kiselina i 20% (v/v) metanol na tresilici i sobnoj temperaturi. Otopinu za
odbojavanje mijenjala sam nekoliko puta sve dok se pozadina gela nije potpuno obezbaijila,

D QD JHOX VH SRMDYLOH SODYH YUSFH SURWHLQD QDNRQ pHJD

Bojanje gela srebrovim nitratom izvodila sam prema metodi koju su razvili Blum i sur.
1DNRQ I DYUGHWND HOHNWURIRUH]H JHORYH VDP LQNXELUD
HWDQRO RFWHQD NLVHOLQD —/ IRUPDOGrakohGD L GH
pHJD VDP LK LVSLUDOD SXWD S Rnog @dnqa \NdxoiXispilahia §élayd
sam inkubirala u otopini Na;S;03 MHGQX PLQXWX QDNRQ pHJD MH VOL
redestiliranom vodom 3 puta po 20 sekundi. U otopini za razvijanje (6 g Na.COs —/
formaldehida, 2 mL otopine Na»S,03 i redestilirane vode do 100 mL) gel sam inkubirala do
SRMDYH VPHYH RERMHQLK SURWHLQVNLK YUSFL 5D]YLMDQMH
VDVWDYD HWDQRO RFWHQD NLVHOLQD L m®GildaAoeLOLUDQD

skenirala.

3.2.10. Imunodetekcija proteina na membrani

Imunodetekciji proteina prethodile su SDS-3$* HOHNWURIRUH]H QD PDOLP
Prije same SDS-3$* HOHNWURIRUH]H SULSUHPLOD VDP RWRSLQH ]D JHC
7TDEOLFL 2G VWDNOHQLK SORpD VORALOD VDP VHMD©4aMepH WH V
Ssb JHO ]|b VDELMDQMH 1DNRQ SROLPHUL]DFLMH L]YDGLOD VI
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proteinske uzorke (10 —J SURWMRKB VDP SRPLMH&ADOD V SXIHURP ]D
GHQDWXULUDOD SRJODYOMH 3ORpH VD BlilsSdkektvddiY LOD QD
pufer (0,25 M Tris, 1,92 M glicin i 10% (w/v) SDS). Elektroforezu sam provodila u kadici Mini
3527($1S 7HW U(Bio®REdDdercules, Kalifornija, SAD) prvih 15 minuta