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1.UvOD

1.1. Nanomaterijali i njihova upotreba

Nanotehnol ogija se bavi stvaranjem funkci
velilina izragena na nanometar skoj FPaaz i ni
obuhvaia dimenzije od 0,1 nm do 100 nmam. Pr
nanoskal. razli kujemo 3 tipa nanostrukur a. |

povrgine obj ekt a;niamroxgernvud ica maarses kpaloimj er n
nm pa spadaju u dvodimenzijske objekte na nanqskalia n o | ,e&kget svakueprostornu

dimenziju imaju na nanoskapyipadajut r odi menzi j skim nanoobjektir

Napredak i dosadagnj a postignul a u podr
rezultirali su u primjeni nanomaterijalae samo u znanstvenoj djelatnpstego i mnogim
proizvodi ma Kkoji se nalaze na policasua ¢trgo
i st r agovemapng d u telhnplogije trenutno u punom zamahu, a u prilog tome idu i
naj novi ji ekonomsKki i zv] eqgiekpjaje 2D14.ggbdnb Eld nom t
procijenjeno na 26 milijardi am#@jardelddtarallo dol ar
2019. godinéNanotechnology: A realistic market assessment, NANO31F).

Prema najnovijim podacimaiz baza podataka (Danish Consum@ouncil. The

Nanodat abase) na europskom trgigtu se trenu

nanomaterijale. Takvi materijald. najlegle
silicijeva di oksi da, cinkovanalkisi da kiolzime tuig
proizvodi ma, boj ama, dodaci ma prehrani, zag

sportskoj opremi (Vance i sur2015).

111Ut j ecaj nanomaterijala na okolig

S obzirom na navedenu ragirenost upor abe
moguli em negati vhniolnj nitjiec@ij wO®miamj pkioi gvodat k
nanomaterijale, Nowack i sur. (2007) kao potencijalnu opasnost za organizme navode
proizvodne pogon@anomaterijala o dl agal i gta otpada i postr oj

voda. Navedeni obj ekt nano|l estice ispugtaju



izl agu njihovom utjecaju. Ta se hiarlidygignost

proizvodabiljnog i g i skog tpadmijgtlak 0 j e su na identi|lan nali
nanol estice. Vance [ sur . (2015) navode k
nanomaterijalima ostvaruje puté&mokoge gh28 %Hu

(25% proizvoda), te na kraju kroz probavni sustav (16% proizvoda).

Nanol estice predstavljaju opasnost za or
jedinstvena elektril] na, kemijska, o pOdQ).l ka i
Mal a velilina | estica u Kksposbbnastagpoticanmastagka v el i k
reaktivnih oblika kisikadROS)i gr aj u vagnu ulogu u toksilnost
vidljiv na razini cijelog organizma u obliku upala i fiboroza,tea st ani | n o] razi

vidljiva citotoksil no®Nowadkisprogd0@/va oksi dacij sk

1.12Nano| estice srebr a

Nano| estice srebra koriste se u mnogim g
gdje sluge kao kmakad ili enaagetixe gdje tzoee speldraino jsedektiene
premaze za apsorpciju solarne energije (Choi i, 008). Ipak, najpoznatija je upotreba
nanol estica srebra kgao ipsrirdetriustdtaskvtae ru j s&z hi liit

givota,;lodkdastige kirurgkih instrumenata u bol

Upotreba srebra kao protubakterijskog sr e
srebrov nitrat koristio za |ijelenjeljespol ni
upotrebljavale su se za zacijeljivanje rana
srebro | ini pogodnim protubakterijskim sred
girokog spektra wuz smanjenu poj8@o0oQ) regtetemr
vel i ke vagnost. u danadgnj em s viapoeraawvijajug dj e

rezistenciju ngoznate antibiotike.

S obzirom na jedinstvena fizikalde@mijska svojstva koja su pokazale sintetizirane
nanol|l estice, prred pwlsd satviid @ sree bkraak ozbog | al e
katalitilkih svojstava mogu imati veSoga t oksi
su Morones i sur. (2009r ot ubakt eri jsko djelovanje nanol i
bakterije podijeli i na tri razine. Velilina koja se o0b

im apsorpciju na povrginu stanil|lne membrane

2



poremelaja u propusnodzito neankbwreanleesit i rces pmorge
bakterije i nanijé i dodatnu gtebluekunmtemabP&NA], omMas kr aj
srebra otpugtaju ione srebra koji mogu dodat

1.2.Oksidacijski stres

Svi su givi organi z mi i z | odji enagu biturézpltetc aj u |
biotil kih [ abiBatlijlkkei,h klaiombeas khni organi z
ulinkovitog izbjegavanja izvora stresa pa su

okoligne uvjete.

Oksidacijski stres definiran je kao poj a
smjeru oksidansa, gto moge wuzrokovabhijno gt et u
stanici nastaju u procesu aerobnog metabolizma, skapesli u p r oo#tsid&cige voae do

molekularnog kisika u fotosintetskom transportnom lancu elektrona (Arora i sur., 2002).

Takvi melLuprodukt.i tvore ROS koji mogu biti
superoksidni) ili reaktivni neradikalni derivati (singletni kisikvodikov peroksid) $ies

1985 . U uvjetima bez stresa antioksidaci | ski
obl i ka kisika koji nastaju, nNo U Sstresnim u\
ekstremi, suga iliajzragenbosgateghkieithumekal d
mo g e b i t tekapaeitetangiaksidacijskog obrambenog sustavag e bi t i nedost

ulinkovitu obranu, gt o .oUmjereni oksidacjjski ktiesaktivirm k s i d a
antioksidacijski odgvor, p r i | emu ROS ne sluge samo kao ir
kao signalne molekule za ekspresiju gena ukl
drugi h mol ekul a ukI(Mitlef, 202). hp ak obalouj @il rkeg
st es a dugotrajna [ snagna, ROS mo g u ul i u
mol ekul ama DNA, proteini ma, gel eri ma i i pi

utjecati na rast i metabolizam stan{€ssterbauer i sur., 1991).

Odr gavanjeS riazipmev®&©Oci | a oksidativni h 0
slojevitog obrambenog sustava salinjenog od
Hal | i wel | [ Gutteridge (1989) antioksidans
usporavaju ili u potpunast i nhi bi raju oksidaciju supstrate
koncentracijama od supstrata podliioaftivagi@ ok s i



sl obodni h radikal a, t] . doniranje elektrona

nespaenih elektrona i stvaranja novih radikala te prijenos slobodnih radikala u dijelove

stanice gdje I[le njihov oksidativni wulinak
antioksidansi ukl juluju askorbinskuwod&ki sel in
flavonoi de. Antioksidacijski ue®QD) mirogalal k1 j ul

peroksidazu (PPX), askorbat peroksidazu (ARK4jalazu(CAT) i glutationreduktazuGR).

1.2.1.Lipidna peroksidacija

Vi gestruko nezas iPblnsaturated §aitye AcilPUFAR) | kojen e (
izgralLuju stdrisltrae smemertaneas | obodni h radi kal 8
organi z ma, pgavan lipideezparbksidadgijeaiut j ed e cj el okupno fii
funkcioniranje stanice. Njihovoes o gt el enj e odreluje mjerenjem
produkata ovoga procesa, n -hiroksinpemala (RAE)d ndi a |
i zoprostana. MD A s e | ako mo g e detektirati
(ThioBarbituric Acid T B A) | itajneobojara grodukti nazvani tiobarbiturne reaktivne
supstanceThioBarbituric Acid Reactive Substanc&BARS).

Li pidnu peroksi daci jparksinaradika ¢10.3 i te prenm| i nj e

reakciji:
HO,+ ROOH ;% HRO

Time se iz metilenskskupine uklanja atom vodika i stvaraju slobodni lipidni radikali.
Takvi radi kal i se nastoje stabilizirat:i reor
U aerobnim wuvjetima konjugirani di eni se S|
peroksihe radikale LOOKoji mogu eliminiratiHi z dr ugi h organski h mol
PUFA-U , | i me se stvaraju | ipidni hi peroksi di
reakciju slobodnim radikalskim mehanizmom. Lipidnu peroksidaciju kataliziraskiem
nehemski vezano ¢geljezo, gdje seilDOpiimegutnno

uzrokuju nakupljanja kratkolan|lanih produka

dovode do reinicijalizacije peroksidacije (G
Lipidnaper oksi dacija i nastanak MDA na vige
smanjuju njihovu fluidnost, djeluju na tran:



i pida, te u konalnici povelavaju propusnos:

1.2.2.0ksidacija proteina

Naj |l egl.i nal in mj erenj a razine oksidaci
proteinskih karbonila. Karbonilacija je kovalentna modifikacija aminokiselina potaknuta
reaktivnim oblici ma ki szrdkge sivaraojk karbahibne skypisek i m s
(aldehidi i ketoni). Karbonili mogu nastati direktnom oksidacijom nekih aminokiselina (lizin,
arginin, histidin, prolin, treonin i glutaminska kiselina), oksidacijskim cijepanjem polipeptida
ili vezanjem aldehida nadita u lipidnoj peroksidaciji. Karbonilacijom se aktivnost proteina

mijenja ili inhibira.

Karbonili su stabilni i pogodni su za detekciju u reakciji sditrofenilhidrazinom
( DNPH) , pri | e mu nastaje dinitrofenil h i
Spektrofotometrijski odrelena (Castegna i sur

12309t el enj a DNA

Oksidacijske promjene na molekuli DNA nastaju oksidacijskim modifikacijama
nukl eoti dni h baza i gel era il stvaranjem
pr omj e n a nsa okkidadja bjza o fragmentacija nastalih produkata, nastanak jedno
dvol an| ani h | omov a, stvaranje unakrsnih vez
unakrsnih veza mol ekul e DNA Balasulpamangamsut.,i ma fr
2010).

Comet test ili gel elektroforeza jedne stani€engle Cell Gel Electrophoresassay
SCGE) jednostavan |j e nmolekuleDNAa mijtevrrelliiv a nojneo voeg
DNA. Nakon provedene elektroforeze uz visoku vrijednost, ghiorescencijskim
mikroskopoms e uol avaju strukture nali k kometi ma,

Agl aveid i Arepafi kometa govori o broju | omov



1.2.4.Antioksidacijski enzimi

1.2.4.1.Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je metaloenzim kipgluje na superoksidni radikeb
obzirom da se je to prvi obl i k ROS koji s e
produkt jednovalentne redukcije kisika, SOD
kisikovih radikala. Uklanjanjem superoksidnog radékaimanjuje se rizik od nastanka
hidroksilnog radikala putem Hab®eissovog tipa reakcije katalizirane metalom (Arora i
sur., 2002).

SOD Kkatalizira reakciju disproporcioniranja superoksidnog radikala na molekularni
kisik i vodikov |lpenrroksid na sljedeli na

202'_+2H+V O, + O,

Na temelju metala koji se nalazi u aktivnom mjestu, superoksid dismutaze se dijele u
l etiri s k u p$QDE mangpe (M{S@D), mika( (RFESOD) i bakarcink (Cu/Zn
SOD) superoksid di snruazlziel,i tai moajdkej d lhj csieman ad i
sur., 2010).

1.2.4.2 Peroksidaze

Peroksidaze obuhvaliaju skupinu enzi ma K

kataliziraju niz razlilitih oksidativnih rea

(@) Fe(ll) + HO.Y F e ( DR (prvi produkt) + HO
(b) Fe(IV) =OR+ s u p sFe(lW)r=tOR Ydrugi produkt) + oksidirani supstrat
©Fe(l1 V) = OR + s uy®isoksidienisuystrafe (1 1 1) + H

U ovom reakcijskom mehanizmu enzim reagira s molekula®@,Kako bi stvorio
prvi produkt, oks di r an i obli k peroksidaze u kojem se
porfirinski prsten u obliku porfirinskog radikdlat i on a, p®; redutira douvods e H
(a). Prvi produkt se potom u prisutstvu donora elektrona oksidira u organski supgtrat,] n o
aromatsku molekulu, a porfirinski radikltion se reducira u drugi produkt u kojem se

gel jezo i dal j e nal b)zReakajom odkugog preduktalsovonm o b | i



molekulom supstrata ponovo nastaje oksidirani oblik supstrata, a drugi pssdrdducira do

osnovnog stanja peroksidaze, gto zatvara kat

Askorbat peroksidaza (APX) pripada skupi
sustavu uklanjanja vodikovog peroksida u biljnoj stanici jer ka@askorbatglutation ciklusa

katalizira pretvorbu vodi kovog peroksida wu
donor elektrona koji se oksidira do monodeh
nal i n:

2 askorbinska kiselina +4,Y 2 MDHA + 2 H,O

Izoforme APX podijeljene su u skupine ovisno 0 mjestu u stanici u kojemu se nalaze.
Topive izoforme nalaze se u citosolu (CAPX), mitohondriju (mitAPX) i stromi kloroplasta
(SAPX), dok su netopive izoforme vezane za membrane peroksisoma i glioksis&x)(m

te u tilakoidima kloroplasta (tAPX) (Caverzan i sur., 2012).

Pirogal ol peroksidaza (PPX) takolLer spade
enzima koji kataliziraju pretvorbu vodikovog peroksida u vodu. Pri tome mu kao supstrat koji
doniraelekttdoe za razgradnju vodi kovog peroksi da
sljedel a:

pirogalol + HO, Y purpurogalin + 2 KO

Postoj i mnogo i zofor mi ovoga enzima koj e

odjeljcima (vakuola, Golgijevo tijelo, mitolmod r i j i i dr.) (Milogil, 20

1.2.4.3. Katalaze

Katalaza (CAT) je tetramerni enzim koji
hema. Lokalizirana je na podrul|lje peroksisom

u vodu i molekularni kisik prema | j ede i o] reakciji
2 Hzozv O,+2H,0

CAT moge direktno di smutirat:i vodi kov p

metanola, etanola, formaldehida ili metanske kiseline (Ahmad i sur., 2010). Ima visoku



katalitil ku ul i nk afinitettpoemd supsteatu jer j@ za reakaiju gotoeban i z a k
simultani dolazak dvije molekule-B,u aktivno mjesto (Willekens i sur., 1995).

Biljne katalaze podijeljene su u tri s ku
tkivima gdje uklanja vodikov peroksikoji nastaje tijekom fotorespiracije; druga skupina
karakteristilna je za vaskularna tkiva, [ i a
da sudjeluje u lignifikaciiji; trela skupina
u k I anj wodikevog @etoksida nastalog u razgradnji masnih kiselina u glioksilatnom
ciklusu (Ahmad i sur., 2010).

1.3.Proteini stresa

Oksidacij ski stres u biljnoj stanici ol i

proteina u biljci sintezupnoteigdsaessk om na poj al anu

131Protein toplinskog goka (Hsp70)

Proteini toplinskog goka gtite stanice o
naj vagn,jkjoij iHspe7hal azi U mnogim organi zmi ma.
nativne konformacije proteina I pomol i u po
namotavanja proteina, (¢tSharmgaa Masison,2608)va u skup

lakosuprote ni  t op | i n s kdengficiguoKamprofeim|viojt an oealkwssipr e s i |
o toplinskom stresu, njjpjva j e ul oga vagna i u ossutgeel,i m

povi genog salinit eBraman, |2014Bhattdfrae iksori 2007; Bosidn o g e n a
sur., 1996) Sva ta stanja wuzrokuju djelomilno ra
smanjenja njihove funkcijeProteinHs p70 vege se za takve r azmot
kako bi sprijelio nastanak nesuvnasilkakdhbi veza

potaknuo njihovo ponovno namatanje.

U eukariota je pronaleno osam izofor mi pr

za pojedine organele, dok se ostalih gest na



1.3.2.Hitinaza

Hitinazes u enzi mi koj i razgraluju hitin, poli:
gljivicama, kvasci ma, algama te egzoskel etu
strukturama kraljegnjaka. Razgradnja hitina

koraku u kojem se polimer hitina cijepa u hitinske oligosaharide, dok drugi korak, cijepanje

do N-acetilglukozamina i monosaharida, izvode hitobioze.

Po grali hitinaze su glikozidne hidrol aze
ih je naliganmnagmavpoput bakterija, gljiva,
[ judi . oni |l ine veliku i raznovrsnu skupinu
specifilnost prema supstratu i katalitil ke m

U biljaka su hitinaze stalno priswg u stabljici, cvjetovima, gomoljima i sjemenkama.
Stvaraju se u mehanizmu obrane biljke od fitopatogena ili u kontaktu s elicitorima poput
regul atora rasta. Nekim se hitinazama ekspr

stresa kao sgatla nsiu epto v itgeenmpier at ur ni ekstremi i

1.3.3.Protein induciran apscizinskom kiselinom i zrenjem

Proteini inducirani apscizinskom kiselinom i zrenjeABA [abscisic acid], Stress
and Ripeningnduced ASR) maleni su proteirstabilni na visokim temperaturama, a njihova
ekspresija snagno se pojalava kao odgovor na
sluge kao kaskadne komponente u signalnoj tr
2012).

Protein ASR1spei fi |l an je za biljke. Jako je nab
Njegova ekspresija inducirana |je povigenim
apscizinskom kiselinom (Kalifa i sur., 2004). U stanici se nalazi u citosolu i jezgri (Goldgur i
su., 2007).

1.3.4.Protein whirly

Proteinwhirly t r anskr i pcij ski je faktor koj i us i

kl oropl asti ma i mitohondrijima biljaka vegu
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mehani zam popravka DNA 1z ak gejmegatwri cegulatgrark o g 0
nekonzervativnom putu popravka mikrohomologno posredovane replikacije inducirane
lomom (MicrohomologyMediated Breaknduced ReplicationMMBIR) (Cappadocia i sur.,

2010)

Poznate su tri izoforme ovoga proteina: WHY1, WHY2MHY3, a za sve je

karakteristilna tetr Lappadatiasurg20h3l.a s C4 si metr

1.4.Modelni organizam1 duhan (Nicotiana tabacumn

| stragivanje sam pr oWidalana tabacurd..). Kd ja bjllkan c i ma

izpor odi ce pomol nk ama Kk 1Se lakaorlic fekati@ukagjega proizvodi u

korijenu, a odlage u Ilistovi ma. Rijel Je o :
1 do 3 m. Li stovi Koj i SuU nai zowglnegrsu dblikai p o st :
prekriveni gl jezdastim dl alicama. Cvjetovi
nakupi nama, pri | emu boja pojedinog cvijeta

odvija od srpnja do r uj n gtiri. Pdod dupanaajg tobolachng e ob

sjemenke su jajolikog ili bubregastog obl i ka

Nicotiana tabacuno r i gi nal no potjele iz jugne Amer
svijeta radi prerade osugeni h | uauhant azwkujez a ¢gv
ovisnost i usko | e povezana Sa pojavom ni za

pluine bolesti) (Benowitz, 2010).

U znanosti se duhan vel dugi niz godina Kk
u biljnolgi osltoagniijlinojkul turi tkiva te molekul a
(Brar i sur., 1994; Flick i sur., 1984Razlog tome je dostupnost biljke, kratko generacijsko
vrijeme i lagana transformacija. Tijekom rada sa kulturom tkiva duhana, MurasBigm(
(1962) razvil i su sastav hranjivih podloga
uvjetima in vitro, gto | e kasnije omogulilo primjenij

organizama (Ganapathi i sur., 2004).
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2C LJ | STRAGI VANJA

S obzirom na ekonomski znal aj [ ragireno
pitanje u kolikoj s e mj e kakav titjackj imaju na@jegh.iOeoe | s p
je istragivanje usmjereno na ispitivanje uli

duhanaNicotiana tabacur) a cilj je bio:

1. Ut vrdit.i uzrokuju I I spi ti v aoksdacilskogpcent r
stresa u klijancima duhana, (i) ogtelenje

aktivnosti i ekspresiji antioksidacijskih enzima.

2. Ut vrditi uzrokuju I i spitivane Kkoncentr ac
ukupnihprotela u bil jci te i zazivaju | pojalanu el
3. Usporedi ti utj ecaj i spitivanih koncentrac

koncentracija ionskog srebra za sve prethodno navedene parametre.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijal
3.1.1. Nanolestice srebra (AgNP)
Nano| esti ce s reduxajskim postugkidr® pripravliene riz AgNOte

zatim stabilizirane pomol u .Natgaajt isuddoveneabi j e
negativno nabijee n a n o | e scitrat (Skka 1).g N P

Slkal.Lesti ce nanosrebra (AgN®)abpirliipziavadanenpoim
nabijenog citratog aniona (AgNRitrat). Fotografijajesi ml j ena pr i movelan
Bar = 100 nm. (AgNP pripiltewdla i snimila 1.

3.1.2. Biljni materijal

Sjemenke duhana sterilizirala sam inkubacijom u 4§08 (v/v) otopini NaOCI na
mj e ¢ a trajaoji od 15 minuta. Nakon toga sam ih nekoliko puta isprala destiliranom
vodom temikropipetom nasadilaa sterilizirane hranjive podloge MS (Murashige i Skoog,
1962, u koje su bile dodane otopine AgNPiAgNKa ko bi se postigle gel
od 25,50, 75, 100i 500M. Sj emenke su isklijavale i ras

uzorkovano analizirano
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3.2.Metode

3.2.1.Ekstrakcija ukupnih topivih proteina

Klijance duhanasam pincetom ixadila iz hranidbene podlogea e osugil a
papi r nat oNakomtagesam vagala 0,4 tkiva, po 6 replikaod svake koncentracije
AgNP i AgNG:;. Izvagano tkivo potom sam stavljala u tarionik koji se nalazio na ledu kako bi
proi ekstrakciji proteini ost al dalas@amomaoe | eni
polivinilpirolidona (PVP, cca 10 myji 1 mL hladnog Q1 M kalij-fosfatnog pufera pH ,@
nakon | ega | e uslijedilo homogeniranje t ki
centrifugiran prvo 15 mmtan a 14000 rpm pri 4 AaGteprebacilaon | eg
nove tubice te ponovo centrifugirala 60 miana 14000 rpm pri 4 AcC.
uzorke prebacila sam 0] iACt e ktaukbdizakei ji 8 dpecidér
analize odr eli vanje sadrgaj s poktont @fi mtskmént rk g stk o
aktivnosti antioksidacijskih enzi ma, odr eli
odrelivanje ekspresije ukupnih proteina, i mu

proteina stresa.

3.2.2.0d r e L i koreeniraeije proteina

Prije daljnje analize proteina bilo je potrebno odrediti njihovu koncentraciju. Za to
sam koristila metodu po Bradfordu (1976), koja se temelji na vezanju Gapenassie
Brilliant Blue G-250 (CBB) na proteine. Prveam napravilaBr adf or d mat i | nu
(0,01% CBB G250; 31,35% (v/v) etanol; 58,6% (v/v)3PIOy), iz koje sam pripremila
Bradford radnu otopinu (2,58% (v/v) etanol; 5,28% (v/iéPBy; 6 % (v/ v) Bradf or
otopina) koju samkaristila mjerenju koncentracije proteinaBa § digpravac sam izradila
pomol u otopina al bumiBodne SauneAlbengrBSA)epoanatia ( e n g
koncentracija (0,2 2,0 mg mLY) pripremljenih u0,1 M Kalij-fosfatnan puferu pH 7,0. Za
mjerenje sam ©80 OL Bradford radne otopine stavi0 CL uzorka, tubicu sa reakcijskom
smjesom sam | agano promijegala na vortexu t
plavog obojenja nastalog pri reakciji proteina u uzorku s Bradfordovom otopinom mjerila sam
spektrofotometrijski na valnoj duljini 0895 nm. Koncentraciju proteina u svakome uzorku,

i zr agmmli‘otopine dobila sam olitavanjem prethodn
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3.2.3.Dihidroetidij test

Razinu oksidacijskog stresa stanicimogui e j e mj er i-ava, adet ekc
ovoms |l ul aju za to sam kor iDBomijah aAbrdmow i2B)ioet i di
fluorescencijsku mikroskopiju. Odabrane klijance od svisgétane koncentracijeAgNP i
AgNO; tretirala sam s 1®L1 0 OM DHE, te inkubirala u nave
sobnoj temperaturi u plastilnoj tubici . Uzor
promatrala fluorescentm mikroskopom nakon | ega | e usl ijedil
uporabom visokorezacijske kamere. Analizu intenziteta fluorescencije provodila sam
ral unal ni m Luysidao&Qr najerenjem intenzitetk o boj enj a na 100 n
odabranih stanica po stakalcu. Dobiveni rezultati su prikazani prema relativnom intenzitetu u

odnosu na kontini uzorak.

3240drelivanje sadrgaja malondial dehi da

Odrelivanju sadrgaja malondial dehida ( MD
ohl alenom tarioni ku homogenirala sam 0,4 g
pufera (0,3% (w/vjiobarbituratna kiselina (TBA) u 10% (w/v) trikloroctenoj kiselini (TCA)).

Dobivene ekstrakte prelila sam u tubice za daljnju analizu.

Za odrelivanje razine | ipidne peroksidac!
Heathu i Pakeru (1968. Ekstraktes am 30 mi nuta zagrijavala na
otvorenim tubicama jer smjesa vrjjeatim ih ohladila u posudi s ledota centrifugirala 15
mi nuta na 8000 rpm i 4 AcC. Supernatante sam
spektrofotometraam 532 nm i 600 nm, te od vrijednost
olitanu na 600 nm gto predst avKap slijepke probe k ci j u
koristila sam 2000L kalij-f osf at nog pufera pH C pethogno mi j e g
navedenog rakcijskog pufera. Koncentraciju lipidnih peroksida izrazila sam kao
koncentraci jgus WiDAgmr ¢Owarj ednadghbi

sadrgaj—MB.Gﬁrz[sng'Jll;vj ege tvari]
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gdje je:

As32 1 apsorbancija izmjerena na 532 nm

Aol apsorbancija izmjerena na 600 nm

m 1 masa tkiva (g)

Ui molarni apsorpcijski koeficijent (155 mkem™)
I T duljina puta (1 cm)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 repliket andar dna pogregka.

3250drelivanje sadr gaiaa proteinskih karbon

Za odrelivanje sadrgaja proteinskih karb:
sur . (1994) . Za to sam pripremila 2 Gleta pl
ekstrakata (poglavlje 3.2.1)jlodala 300D L10 mM dinitrofenilhidrazina (DNPH) 2 M HCI.

U drugi set, koji je sl ugi®Lludorkeote dodala3®I®] a, st
M HCI . Sadrgaje tubica oba seta promijegala
sobnoj temperaturi jedan sat, uz povremeno potresanje. Bagvaizorke zatim stavila 500

O L10%tne TCA za precipitaciju proteina, te ih ostavila a0 AC 5 mi nut a. N ¢
uzorke sam centrifugirala 10 minuta na 14000
ispirala 3 puta sa po 5@ Lotopine etanoétilacetat u omjeru 1:1 kako bi se uklonio nevezani
reagens. Talog sam na kraju otapala u 1 mL 6 M uree u 20 mMdsthtnom puferu pH 2,4,

a kako bih samo otapanje ubrzala koristila sam vortex. Pri spektrofotometrijskom mjerenju
svaki uzorak s DNPH inmje svoju slijepu probu bez DNPH, a apsorbancija seilejeri

370nm Sadr gaj proteinskih karbonila izrazil a
sadr gaj *karbdsimo f,umig

gdje je:

As701 apsorbancija izmjerena na 370 nm

m1 koncentracijgroteina (Mgroteina mL'l)

Ui molarni apsorpcijski koeficijent (22 mitm™)

[Tdul jina optilkog puta (1 cm)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 repliket andar dna pogregka.
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3.2.6.Comet test

Ogt el enj a mdetektitala $am i iBreMarimjenom Comet testa (Gichner

isur,2004).J ezgre stanica mehanil ki sam izoliral
uronjeni ma u 2dnho2didrokdindettpropddl,3-diol-HCI (Tris-HCI) pH
75pri 4 AcCmi jteegailla pp jednakom KkolLowl Meltingm ag a |

Point, LMP, 1% (w/v) u puferiranoj otopini fosfatnih soli (erighospate Buffer Salin®BS;
10 mM NaHPQy, 1,7 mM KHPQO,, 130 mM NacCl, 2,7 mM KCI, pH 7,4) koja je prethodno

bila zagrijanan a 42 AC. Ovu smjesu nanijela sam na p
1% (w/ v) agar oz HornmdVeltng PomtaNyP)tu ddstilirgnbj &odi( Pokrila
sam i h pokrovnicom i ostavila na | edihetnikako Db

stakalaca u posudu za horizontalnu elektroforezu uklonila sam pokrovna stakalca, a posudu
ispunila hladnim puferom za elektroforezu M N&EDTA i 300 mM NaOH, pH 13).

Stakalca su prvo stajala u posudi s puferom 10 minuta kakdooby | o  dracije ®EA a t
nakon | ega je pokr en uwtai 3@ImAkiz 20 fminute Nakonp r i C
elektroforeze stakalca su tri puta po 5 minuta isprana neutralizacijskim puferom (400 mM
Tris-HCI, pH 7,5) te na kraju uronjena u destiliranu vodu.

Stakalca a analizu bojana su sa @D etidijevog bromida (2@y mL™) u periodu od 5
minuta. Sa svakog je stakalca izabrano 150 jezgara za analizu fluorescencijskim
mi kroskopom s ekscitacijskim filterom BP 52
PostotakDNA u repu(%DNA), kao primarna mjera ogtelenja

programonmKomet ver.5Rezultati su prikazani kao srednja vrijednéseplika.

327Spektrofotometrijsko odrelivanje aktivnost
3271Spektrofotometrijsko odrelivanje aktivnos

Aktivnost superoksid dismutaze mjerena je prema m&educhamp i Fridovian(1977). Na

pol etku sam pri pr e(lijepagproabez zvona superoksidmg radikalanij e
bez SOD) i maksimalnu apsorbanciju neinhibirane kontldl8000L reakcijske smjese (13

mM metionin, 750M nitroblue tetrazolium (NBT) i 0,1 Metilendiamintetraoctene kiseline

(EDTA) ulila sam 190CL kalij-fosfatnog pufera pH 7,8 i 10L otopine 2 mM riboavina.

Odmah po stavljanju riboflavin mj ese u ki vetama sam i zmijeg

djelovanju svjetlosti transiluminatora (MY). NBT se reducira u prisutnosti superoksidnih
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radikala u netopivi plavo obojeni formazan koji pokazuje apsorpaisiksimum na valnoj

duljini od 560 nm.Kao sl i jepa proba Kkorigtena je na\y
djelovanju svjetlosti. Nakon toga sam u ve
fosfatnog pufera te dodal &ontrple @glavijec 3.2 al nu
ponavl jajuldi postupale, alpasloo blainfti g @ebiolda 59 ®ba n |l
postupak sa svim uzorcima zadanih koncentracija, kao i sa SOD standardima tj. serijom
razrijelenja otopina upasmruad 0,025 dod elc'eMakonaci | a
mj erenj a, dobiveni rezul tat i aktiunostimaksenamai z i r an
(neinhibiranakontrola)podijeljenis onomdobivenom zauzorke,odnosnoSOD standardeUz

pomol SOD standargddar nmar datternebu lk@@ans alma i zr al un
aktivnosti SODza svaki pojedini uzorak. Aktv n o s t SOD izrdgema e
odnosno,smolpmduktamin'l mg’lpmteina Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika

standardna pogregka.

3272Spektrofotometrijsko odrelivanje aktivno:

Za odrelivanje aktivnost:i pirogal ol per ok
Asada (1981). Na poletku sam pripremiMa reak
kalj-f osf at nog pufera u kojem je otopljeno 0, 1.
dodano 5,5 H,0,. Takav reagens potrebno je zamotati u foliju ili pohraniti u tamnu bocu.

Kao slijepu probu koristila sam 9&0. navedene reakcijske smjeséaju sam dodala 20L

0,0 Mkaljf osfatnog pufera pH 7, 0,0 reakciske smjese sak e s a
20 OL prethodno pripravljenih ekstrakta (poglavlje 3.2.1). Aktivnost sam mijerila na valnoj

duljini od 430 nmsvakih 15 sekundi tijekom thinute (spektrofotometar ATI/Unicam U\V4

110, Cambridge, UK).

Aktivnost PPX izrazila samOolmin'oongi | i nu

proteina prema jednadghbi

“

Yy 88 88 88 11
PPX = [ € mmih~mL"]
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¥ . .
PPX = - [ € mrajdktamln ! mg 1proteins]

gdje je:

YA(s.v.)i srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nm u 15 s

47 faktor korekcije z&/A(sv.)za i zragavanje rezultata u minu
V(r.s.)T volumen reakcijske smjere (1 mL)

FRifaktor razrjelLenja uzorka (1)

V(uz) 7 volumen uzorka@,02 mL)

Ui molarni apsorpcijski koeficijent (2,47 mifvem™)

[Tdul jina optilkog puta (1 cm)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 repliket andar dna pogregka.

3273Spektrof ot ometri | sk askalhtrperdksidaze (AP¥) akt i vnos

Aktivnost askorbat peroksidaze mjerena je prema metodi Nakana i Asade (1981). Za
to sam pripremila otopine 10 mEDTA, 50 mM kaliffosfatnog pufera pH 7,0, 12 mM,8,,
10 mM askorbinske kiseline te pufer 1 sastavljen od 50 min®Okalij-fosfatnog pufera pH
70i5000L 10 mM EDTA. Za sl ij e gupuferad 8L @loMni j e § a |
kalij-fosfatnog pufera, 1@L 10 mM askorbinske kiseline i 10L 12 mM HO,. Za samo
mj erenje pomiQLeudenal la188a morka @dylavlije 3.2.1) 10 0L mM
askorbinske kiseline i 1GL 12 mM H0O,. Slijepe pobe i uzorke stavila sam u kvarcne
kivete, a aktivnost sam mijerila ha 290 nm. Zbog oksidacije askorbinske kiseline mjerila sam

pad apsorbancije svaku sekundu tijekom 15 sekundi

Aktivnost APX izrazila samOhohmin' goorhgi | i nu
proteinapr ema j ednadghbi

“

Yy 88 88 88 1
APX = [ € mmih - mL"]
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APX = - [ € mrgjdktamin'l mg'lproteiné

gdje je:

YA(s.v.)i srednjavrijednost promjene apsorbancije pri 290 nm u 15 s

47 faktor korekcije z&/A(sv.)za i zragavanje rezultata u minu
V(r.s.)T volumen reakcijske smjere (1 mL)

FRifaktor razrjelLenja uzorka (1)

V(uz)i volumen uzorka@,18mL)

Ui molarni apsorpcijskkoeficijent (2,8 mM cm™)

[Tdul jina optilkog puta (1 cm)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 repliket andar dna pogregka.

3274.Spektrofotometrijsko odrelivanje aktivno:

Met oda prema Aebi (1984) korigtena e za
pripravu reakcijske smjes e -fosfatmog puiergpH B0sa am 5
51 0L otopine HO,. Kao sl ijepa pr obCreakdjskéotopneil5edl j e s mj
0,1 M kalj-f osf atnog pufera pH 7,0, dok s@m =za n
reakcijske smjese i 50L ekstrakta(poglavlje 3.2.1) Aktivnost ovoga enzima mjerila sam na
240 nm svakih 10 sekundi t i jHeOs apsorbaheija jee mi n

kontinuirano padala.

Aktivnost CAT izrazil a ®aunkmdt miog® poonigi | i nu

proteina prema jednadghbi

“

Yy 88 88 88 1
CAT = [kmol min~mL™]

L

T ~
CAT = 7 [Omo LO; rhin™ mg'l proteing

gdje je:
YA(s.v.)i srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 240 nm u 10 s

19



61 faktor korekcije z&/A(s.vw)za i zragavanje rezultata u minu
V(r.s.)T volumen reakcijske smjere (1 mL)

FRifaktor razrjelenja uzorka (1)

V(uz) 7 volumen uzoka (0,05mL)

Ui molarni apsorpcijski koeficijent (40 miicm™)

[Tdul jina optilkog puta (1 c¢cm)

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replikat andar dna pogregka.

3.2.8.Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom

Enzi me u stanicama mogulie je nali u velik
nativnom elektroforezom | er njihova &elektro

mol ekul e, mol ekul skoj mas i i izoelektrilnoj

Za nativnu etktroforezu pripremila sam otopine za gelove prema uputama (Tablica 1.)

[ izlila 1h u sendvi|l sastavljen odininet akl e
etanolom, kako je opisano u Balen i sur. (2011). Nakon polimerizacije gsldvaa k | ene pl o
samprenijela na elektrodni nos al te u kadicu
Proteinske ekstrakte sam pr i jOe05%tme otgpeenj a u
saharoze i boje bromfenol plavBromdhenol Bue, BFB), pri | &akoubi sahar
uzorcima povelala gustolu i osigurala nji hec
pralenje t i j eka Na& gensam edneskat 10&gf op reatee i n a p o
Elektroforeza se provodila u kadRiROTEANE [Blo-Raid ) c @lal 45mhGta pr vi
tekla je pri 100 V kako bi uzorci ugl i u gel
220V i tako ostavila do kraja.

Tablica 1. Sastav gela za elektroforezu u nativnim uvjetima

gel za razdvajanje (10%) gel zakoncentriranje (4%)
reH,O 16,8 mL 6,1 mL
Tris-HCI 1,5 M; pH 88; 10 mL 0,5M; pH 68; 2,5 mL
akrilamid/bisakrilamid AA/BIS) 132 mL 1,3 mL
10%amonijev peroksodisulfat (AP§2 0 0 OL 50 OL
tetrametiletilendiamin {TEMED) 20 OL 10 OL
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Nakon elektroforeze uslijedilo je tretiranje gelova i vizualizacija vrpci ovisno o

enzimu koji se istraguje.

3.28.10drelivanje aktivnost.i [ broja izofor mi a

3.28.110drelivanje aktivnost i dismutaze @PE i zof or mi

Ge l na kojemu sam odrelivala aktivnost S
sam 25 minuta inkubirala u 50 mL 50 mM kdbjsfatnog pufera pH 7,8 u kojemu je bilo
otopljeno 100 mg NBT. Nakon toga gel sam inkubirala u otopini 100 mimBD kalij-
fosfatnog pufera pH 7,8 u koju sam dodala @D mM riboflavina i 4250L TEMED-a 15

minuta u tami. Ge l sam zatim izlogila djelo
VIipci zadovoljavajuleg intenzi ormg $OD (SBsauch a
pojavile kao akromatske vrpce na plavoljubi

otopine i skenirala.

3.28.120dr elivanje aktivnost:i [ broja izofor mi

Za detekciju vrpci u ne glektroforeze &drisiila sam metodw L e n j
prema Chance i Maehly (1955). Gel sam prvo inkubig@laninutau 100 mL 50 mM kalj
fosfatnog pufera pH 7,0. Nakon toga je slijedila inkubacija od 20 minuta u 100 mL 50 mM
kalij-fosfatnog pufera pH 7,0 u koji sam d¢al@,252 g pirogalola i 4GL H,0,. Nakon 510
mi nuta poj asmeBesur gpee guzoenzi ma peroksidaze

se stajanjem obojenje brzo gubi.

3.28.1.30drelivanje aktivnost. [ broja 1 zof or mi

Pri elektroforezi uzoraka za detekciju vrpci povezanih s askorbat peroksidazom, uz
prethodno navedenu proceduru, u 5 L elektrodnog pufera otopila sam 1,761 g askorbinske
kiseline. Nakon elektroforeze gel sam inkubirala 3 puta po 10 minuta u 50 mM Kkalij
fosfathom puferu pH 7,0 u kojem je otoplijeno 0,212 g askorbinske kiseline. Uslijedila je
inkubacija u 50 mM kalifosfatnom puferu pH 7,0 uz dodatak 0,14 g askorbinske kiseline i

41 AL H,0,, u trajanju od 20 minuta. Nakon jednominutnog ispiranja u 50 mM-kalij
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fosfathnom puferu pH 7,0, gel je inkubiran u 50 mM Kkalij fosfatnom puferu pH 7,8 u koji sam
dodala 8600L TEMED-a i 0,3 g NBFa (Mittler i Zilinkas, 1993). U toj otopini gel se nalazio

10 do 15 mi nut a, nakon | ega su se@ na zofor
plavoljubil ast o] podl ozi i gel je skeniran.
3.28.140dr elivanje aktivnost. [ broja i zofor mi

Detekciju aktivnosti i broja izoformi katalaze provodila sam prema protokolu
Woodbury i sur . (1971). Ge l sam na poletku i
Nakon toga slijedila je inkubacija od 10 minuta u 100 mL destilirane vode kojoj sdatado
51 QL H,0,. Za to vrijeme pripremila sam dvije otopine, prvu otapanjem 0,3F@(CN); u
50 mL destilirane vodi i drugu otapanjem 0,5 g Re€l50 mL destilirane vode. Nakon
kratkog ispiranja u destiliranoj vodi, gel sam inkubirala u smjesi nastaloj e ganj em
prethodno navedenih otopiredli el j eza sve do pojave guto o
podl ozi, nakon | ega sam gel skeniral a.

3.2.9.Analiza ekspresije ukupnih proteina razdvajanjem natrijev dodecil sulfati
poliakrilamid gel elektroforezom (SDSPAGE)

Za analizu ekspresije ukupnih proteina Kkoristila saatrijev dodecil sulfati
poliakrilamid gel elektroforezu (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis- SDSPAGE), koja se temelji na razaranju disulfidnih veza u proteinu
pomol u ogdodecilisjifataSDS) Ti me se postige disocijac

polipeptidne | ance Kkoji se u tijeku elektro
i skl julivo na temel ju ef ekt iemwaekutske pnase ([Balemr a mo
i sur.,2011).

3.2.91. SDSPAG elektroforeza

SDSPAG el ektroforeza izvedena je kako | e ¢
pripremila otopine za gelove prema uputama iz Tablice 1, uz dodataknE0&topine SDS
(100 0L u gel zarazdvajanjei500L u gel za sabijanje) i izl
staklenih plola. Nakomakpehemelid vaaccicheeha g e | ov
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n o s aprenijelau kadicu ukoju samulila elektrodni pufer sastav@25 M Tris, 1,92M

glicin i 10% (w/v) SDSUz or ke z anamemroigemgwi |l a sam mijega
volumena proteinskih ekstrakata sa puferomdeaaturaciju uzorakéeng. sample buffer

187,5 mM TrisHCI, 20% glicerol, 6% SDS, 5%-merkaptoetanol, 0,198FB) kako bh
postigla ujednal ene konc e nakondemaiujagge mpimu@anae i na u
temperatur i od 9u5z A jedamlemebmolkani j el a wu
bojanje gelova bojomCoomassie Brilliant Bluai j agi ce s akmpratema,aga | a 1.
bojanje gelova srebrovim nitratomk§ pr ot e i .rEkekirgfarezg sa gravadila u kadici
PROTEANE I(Bio-Rxaid)c eplrli kIl j ul enoj na i zvor vode
temperatur a, prvih 45 miinogetza raggvajanjeladkasnij® prik a k o
220 V do kraja.

Nakon elektroforeze uslijedilo je bojanje gelova i vizualizacija vrpci.

3.2.92. Bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue i srebrovim nitratom

Bojenje gela bojonCoomassie Brilliant Bluézvodila sam kako je opisano u Balen i
sur . (2011) . Nakon elektroforeze, gel sam p
(w/v) CBB R-250, 45% (v/v) metanol, 10% (v/v) ledena octena kiselina), pri sobnoj
temperaturi i na tresilici. Nakon toga je udiiji@ odbojavanje u otopini sastava 10% (v/v)
octena Kkiselina i 20% (v/v) metanol, takolLer
otopinu za odbojavanje mijenjala nekoliko puta, sve dok se pozadina gela nije u potpunosti
obezbojila. Nakon togaed)sam izvadila iz otopine i skenirala.

Bojenje gela srebrovim nitratom izvodila sam kako je opisao Blum i sur. (1987).
Nakon elektroforeze gel se 1 sat inkubirao u otopini za fiksiranje (50% etanol, 12% octena
kiselina, 5000L formaldehid i destiliranaada do 1L ) , nakon | ega sam ga
minuta ispirala u otopini 30%nog etanola. Uslijedila je obrada u otopini,B#; u periodu
od jedne minute, te ispiranje u redestiliranoj vodi 3 puta po 20 sekundi. Nakon toga gel je 20
minuta inkubiran u otopini za impregniranje (200 mg AgNJ5 CL formaldehid i
redestilirana voda do 100 mL), te ispiran s redestiliranom vodom 2pou20 sekundi.
Razvijanje vrpci provol en®B0;j5&0 formaldehidp,2mi za r

otopineNaS,03 | redestilirana voda), a nakon gto s
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sam prekinula upotrebom stop otopine (50% etarZ¥ bctena kiselina i destilirana voda).

Nakon toga gel je bio spreman za skeniranje.

3.2.10.Imunodetekcija proteina na membrani

Imunodetekciji proteina na membrani prethodila je SPXS5 elektroforeza. Prije

elektroforeze pripremila sam gelove za nsaistav elektroforeze prema sastavu prikazanom u

Tablici 2 . U sendvi | sl ogen od staklenih p
nadsvodila 204 ni m et anol om kako bih sprijelila kor
gela za razdvajanje, pripremgaa m g e | za koncentriranje, prij
[ povrginu gela isprala s redestiliranom vo
ostavila gel da se polimerizira. Nakon pol.i
elektrodni n@ a | i u prostor izmelLu gelova,l92MI|l a el
glicini 10% (w/iv) SDS U jagice sam nanosila proteinske

denaturaciju uzorakéako je opisano u poglavljB.2.10.1.Na gelove sam nanosila 1@
pr ot ei n aElegtmforgza $ain provodila u kadibini-P ROTEANE T @ior a Cel
Rad) , prvih 15 minuta pri 100 V, nakon | eg

elektroforeze.

Tablica 2. Sastav gela zanaluSDSPAG elektroforezu

gel zarazdvajanje (12%) gel za koncentriranje (4%)
reH,O 3,5mL 3,05mL
Tris-HCI 1,5 M; pH 88; 2,5 mL 1,25mL
AA/Bis 4 mL 0,665 mL
10% SDS 100 OL 50 OL
10% APS 50 OL 35 OL
TEMED 5 OL 8 OL

3.210.10dr eli vanj e ekspr esi | smunadetekcijork gdtethamai | s ki h
membrani

Nakon SDSPAG elektroforeze, gel sam stavila u vertikalni sustav za elektroprijenos
Mini TransBlot Electrophoretic Transfer CellBio-Rad, kako je opisano u Balen i sur.

24



(2011). U staklenu posudu ulila sam pufepzgenos (28 mM Tris, 192 mM glicin, 10% (v/v)
met anol ), te u njega pologila otvoreni pl ast
njega sam stavi |l a Whagnagnteinitraceluloznd membranu koju samp a p i r

prethodno n astilivahoj bodi. Nakonr etekiroforeze, gel sam prenijela na

nitroceluloznu membranu, preklopila ga drugi
okvir urelaja pazel:i da i zmelu membrane i g
okvir zatmpst avila u urelaj na nalin da membrana

pokrenula prijenos koji je trajao jedan sat na 60 V. Nakon prijenosa membranu sam obojala
bojom Rouge Ponceau, $e nakon ispiranja u destiliranoj vodi, grafithom olovkom ucrtala
biljege molekulskih masa. Potom sam membranu dodatno odbojila u PbferiaTBS (eng.
Tris-buffered salineTBS; 50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, pH 7,5), te pripremila otopinu A
koja se sastaojala de00 mL puferaPBS, 1% Tween 20 i 2% mlijeka u prahu (w/va(z
protutijela antAPX, -CAT i -SOD), odnosno 5% (w/v) mlijeka u prahu (za protutijelo-anti
peroksidazu iz hrenaefg. horseradish peroxidase HRP). Membrane sam inkubirala 60

minuta u30 mL otopine A nakon | ega su unmirotapne A uznk ubi r
dodatak primarnih protutijela naZ pr ek o( hablii ca 3.) . L dul i S a
isprala3 puta po 10 minuta2 0 mL ot opi ne A, nakon | ega | e s

otopini A uz dodatak 3L sekundarnih protutijela (Taioh 3.) u trajanju od 60 minuta.
Membrane sam potom ispirala 2 puta po 10 minuta sa 20 mL otopine B sastavljene od 1x
PBSpufer i 1% Tween 20 te ih obradila otopinama za kemiluminiscenEiLL (Western
Blotting Substrate Promega za CAT i HRP t®esternSue Chemiluminescent Western
Blotting reagent LI-COR Bioscienceza APX i SOD). Na kraju je uslijedilo skeniranje

membrana na urelaju za kemiluminiscenciju i

Tablica 3. Pri kaz protutijela [ njihovih razrj e

antioksidacijskih enzima.

Analizirani Primarno protutijelo | Razr j e Sekundarno Razrj e
enzim protutijelo
Poliklonalno
rotutije , oo
APX P aniAPX 1:1000 | ANtk uni T-HRP 56000
(rabbit polyclona) (Agrisera,Gv e g s
(Agrisera,Gv e 0 s
Poliklonalno
protutije anttk u ni [-HRP
CAT ant-CAT 1:1000 (Agrisera,Gv e g s| 1:30000
(rabbit polyclona)
(Agrisera,Gv e d s

25



Poliklonalno
protutijelok u n i I anttk u ni [-HRP
SOD anti-Cu/Zn SOD 1:1000 (AgriseraGv e d s| 1:30000
(rabbit polyclona)
(Agrisera,Gv e 9 s

Poliklonalno

rotutij g , I
HRP P aniHRP 1:2000 | anto vl j4HRA | 4.35000
(Agrisera,Gv e 9 s

(sheep, polyclonal
(Agrisera,Gv e 9 s

32102. Odrelivanje ekspresije proteina stresa

Postupak za odrelivanje ekspresije protei
slilan je postupku za odrelLivanje ekspresi|j
prethodnom poglavlju. Otopina A pripremljena je uz 5% (w/v) mlijeka u prahm, ek gt en a
primarna i sekundarna protutijela prikazana su u Tablici 4lefekciju sankoristila otopiru

za kemiluminiscencijieCL Western Blotting Substrateromega

Tablica 4. Pri kaz protutijela i njihovih raazrjele
stresa.
Analizirani Primarno protutiielo | Razr j e Sekundarno Razrije
enzim protutijelo
Poliklonalno
protutij et anttk u ni [-HRP
Hsp70 Hsp70 (kul 1:500 (Agrisera,Gv e g s| 1:30000
| j ubazma§.l
Fulgosija, IRB)
Poliklonalno
protutijelo aniASR1 anttk u ni [-HRP
ASR1 (Kalifa i sur. 2004, 1:2000 (Agrisera,Gv e g s| 1:30000
|l jubaznogl
Bar-Zvi)
Poliklonalno

protutijel
hitinaza klasa Ir@bbit
polyclonal class |
chitinasg (Agrisera,
Gvedska
Poliklonalno
protutijelowhirlyl anttk u ni [-HRP
whirlyl (kulna i 1:1000 (Agrisera,Gv e g s| 1:30000
l jubaznogl
Bar-Zvi)

antrtk u ni |-HRP

hitinaza 1:2000 (Agrisera,Gv e g s| 1:30000
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3.3. Statipotlatakaka obr ada

Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replikat andar dne pogr e
statistil|l ku obradu rezultata kor iagaygsnadh | e |
variancei ANOV A) , nakon | eghao cs abw npcraoyv etleas tp o sPtr i t u
obralenih rezultata znalOgjorbaom Zsaam os nsaatnr akl oar i
programStatistica 12.{Stat Soft Inc., SAD).
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REZULTATI



4. REZULTATI

4.1. Dihidroetidij test

Reakcija ROS s dihidroetidijem omoguliila
klijanci ma duhana tsreleaiiomslkinmsrebragblikea3n4) | est i ¢c a ma

U klijancima koji su rasli na podlogama s AgNP porast razine ROS u odnosu na
kontrolu vidljiv je samo pri koncentracijama od 100 i 50M(Slika 2a). Klijanci rasli na
podlogama s AgN@p ok az al i su znal aj no OMkogoentracigezai ne R
najvela vrijednost i zmj &MegNG(Slikedbpri koncentr :

a AgNP b AgNO,
180 180
- —
2 160 S 160
€ 140 < 140
2 2
- 120 4 2 120
9\.; 100 © 100
8 80 8 80
S 60 S 60
40 40
20 20
0 0
& ‘op oy ‘op oy
/l@ /QA{ /(/]7 /[/17 '([ ’QAf ’Q/]f 1147 /[/,7 /,

Slika 2. Razina ROS u klijancim&l. tabacumkoji su 30 dana rasli na podlogama koje su
sadr g av AP ieb) ANG. Regultati, prikazani kao relativan intenzitet u odnosu na
kontrolni uzorak, srednje su vrijednosti intenziteta fluorescemigerenog ul00 stanica
standardna pogregka. Stupci oznal eni razl il

(p 0,05; Duncan testK i kontrola
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Slika 3. Primjeri analiziranih fotografij@ r i odr el i v a kljancima duzanark@i R OS |
su 30 dana rasli na podl ogama Kksaoinlene pru s adr
povel an jxuAidkahtrok,B0250MCi 500MDi 750 MEi 1000 M Fi 500
OMBar=500 Om
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Slika 4. Primjeri analiziranih fotografij@ r i odr el i v a kljancima duzanark@i R OS |

na pod]Isokpogradje Jusnimgenespn s adr
povel an jxuAidkahtrok,B0250MCi 500MDi 750 MEi 1000 M Fi 500
OMBar=500 Om

s u 30 dana rasl i
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4.2. Sadrgaj malondial dehi da

Sadr gaj mal ondi al de hi dasamizboygd d rj ealnicv aaraj ad urhe

lipidne peroksidacije, jednog od pokazatelja oksidacijskog stresa.

Nano|l estice srebra nisu lzazvale statis:

peroksidacije tretiranih klijanaca u odnosu na kontrolu. Ipak, pri koncentraciji 0d®100

uzrokovale su bl agi porast, a pri 5@lka OM b |

59.KI i j anci Koj i su rasli na podl ogama s ions
500 (OlMa o) pokazuju znal ajan poljeausddnosuaa i ne |
kontrol u. Najvelu koncentraciju MDA pokazali
AgNO:s.
a AgNP b AgNO,

12 12

10
© 2 8 '5?;38
o o o =
8104 m‘O4

2

0

Sty Puay P aay Py, P, Sty Py Sy Py, sy,

Slika5.Sadr gaj MD A Nutab&cunikgji aun30 damearasli na podlogama koje su
a) 3 Ragultdi su prikazani k&g 9eOnje vrijednosti 6 replika

sadr gavale
Stupci oznal eni razl il

standardna pogregka.
(p 0,05; Duncan testK i kontrola
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4.3. Sadrggaj proteinskih karbonil a

Sadr gaj pr ot ejeriosekkakd bi $e adredlila razina eksidacije proteina u

klijancima duhana.

Razina oksidacije pr otklgnadnza raglm ad @oglazios j e p
nanol|l esticama srebr a, sadsz 16O Kt R g(BliRakad).iPji anac a
tomesu najvel.i porast u sadrgaju proteinskih Kk
OM AgKiRncii zI ogeni iodsjog drebevrasn pokaali st at i sti | ki zn

promjenu u razini proteinskih karbonila u odnosu na kontrdikg8b).

a AgNP b AgNO,
o 009 ® 0,09
~ 0,08 o 0,08
© 0,07 ;% 0,07
o % 0,06 £ 0,06

=~ 0,05 —5 005
© © 0,04 = E 0,04

o E 0
0 0,03 52003
<~ 0,02 s 0,02
© (9]
& 001 0,01

0 0
/1/17 /1/17 /1/17 00/(/]7 01, 11/17 xz/lf /147 09 /147 %

Slka 6. Sadr g aj proteinski IN tdbacuntkairsu 30adanairask hat ] anc
podl ogama koj e su s adrzgRexuliali su pakazaniAkgdN$Pednje b))
vrijednosti 6 replika st andardna pogregka. Stupci oznal e
znal aj no 10,85 Duncknugsti i Komtrola
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4.4, Comet test

Mjerenje postotkeDNA u repuk or i st i se za odrelivanje r
DNA. 1z mjerenja je wvadbiiobujda mBNAsimesiteé cpec
pri velim koncentdMaci pamal €00 j & 6BAPpvela v
klijancima koji su rasli na ptlogama sa 100 MAgNP (Slika ). lonsko srebro wakovalo
j e povel aB§Aepri gvimsgtitanimkkencentracijama (Slikab7) ; naj vel e o0gt
mol ekul e DNA pokazal i s uOMAgNQ;aoksu se vripdnastj e ni ¢
postupno smanjivale pri velim koncentracijam
a AgNP b AgNO,

25 25

20 20

2 15 s
2 a 2
o 10 8 10
S S
5 5
0 0
B, Y, P, % PR Sy P, Cu, % Oy P,

Slika 7. Postotak DNA u repu u Klijancimid. tabacumnkoji su 30 dana rasli na podlogama
koje su sadr gav alzeRealati s& grik€aniikao srednjé gijdDosti 6
repika st andardna pogregka. Stupci oznal eni ra

razlikuju (p 0,05; Duncan testK 1 kontrola
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4.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima

4.5.1. Aktivnostsuperoksid dismutaze

Superoksid dismutaza je enzim koji ukl an
vodikov peroksid i molekularni kisik.

U klijancima koji su rasl.i na podl ogama
aktivnosti SOD u odnosunakenb | u utvrlLeno je samo p®OM konc
AgNP (Slika & ) . U klijancima izl ogenim ionskom sre
u odnosu na kontrolu i najvela aktivnost u o
koncentracijiAgNOz (250 N , dok je aktivnost izmjernena pt
(5000 vrlo sliln kontroldi (SlIl'i ka 8
a AgNP b AgNO;

8 8

26 6
[aln a-
8?5 32 s
‘554 2.564
.g_;g"s 5%3
ks i EE ' I I '
£ o
O 1 vl
0 0
Sty Py Sy Py, "y, Sty Py Sy %y, 0,

Slika 8. Aktivhost superoksid dismutaze u Klijancima tabacumkoji su 30 dana rasli na
podl ogama koj e AgNB i i AgNOygRexuliati su pakazani kao srednje
vrijednosti 6 replika st andardna pogregka. Stupci oznal e

znal aj no 10,85 Dunclnugsti 1 Komrola
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4.5.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze

Pirogalol peroksidaza je enzim koji katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu,
a aktivnost mu je odrelena spektrofotometri]

Aktivnost pirogal ol peroksidaze znal ajno
tretiranim klijanacima duhana, bilo da su rasli na podlogama s dodatkom AgNP ili s
dodatkom AgNQ (Slika 9 a | b) . Naj manja vrijednost zat
podlozi s najvel om500M.centracijom AgNO

AgNP b AgNO,

& 25”47 50/[/]7 5/147 /001147500'({47 /,/17 /,/17 /(47 /0 ’Q/]f 0/(

Q

-1 1

mg proteing
in-1 1

mg proteina)

Aktivnost PPX

(O m Opr!:duktamin

O P N W Hd OO N O O
- -
-
v I
- -
L B
B Aktivnost PPX
( O MRdkamin
O P N W PH» OOl O N 00 ©

Slika 9. Aktivnost pirogalol peroksidaze u klijancimd. tabacumkoji su 30 dana rasli na

podl ogama koj e su s adrzgRexuliali su pakazaniAkgdN$Pednje b))
vrijednosti 6 replika st andardna pogredgka. Stupci oznal e
znal aj no 10,85 Duncknugsti i Komtrola
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4.5.3. Aktivnosti askorbat peroksidaze

Askorbat peroksidaza jog je jedan enzim Kk

stanice, a aktivnost je pralena nastankom pr

Kl ijanci duhana koji su rasli nalta)podl og:
ionskim srebrom (Slika 10) pokazuju statistil ki znal aj e
peroksidaze u odnosu na kontrolu, s izuzetkom klijanaca raslif50ti MAgNOs. Na j v e [ i s e
porast vidi u klijancima tretiranim velim ko

O MAgNO; te 100 i 5000 MAgNP.

a AgNP b AgNO,
~ 0.2 — 0.2
20,18 § 0,18
< H; 0,16 2 0,16
o g o014 x 2 0,14
7T 012 <. 012
£ £ 0,08 S £ 008
< &£ 0.06 X =3 0,06
) <2 Y

g 0,04 £ 0,04
_ 0,02 O 0,02
0 ~ 0

0 0 0 0

/147 /147 /147 %, Ny ki, /147 /l/l// "147 ,11/17 “p,

Slika 10. Aktivhost askorbat peroksidaze u klijanciria tabacumkoji su 30 dana rasli na

podl ogama koj e su s adrzgRexuliali su pakazaniAkgdN$Pednje b))
vrijednosti 6 replika st andardna pogregka. Stupci s®@mznal e
znal aj no 10,85 Duncknugsti i Komtrola
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4.5.4. Aktivhost katalaze

Katalaza je enzim koji katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu i molekularni
kisik, a aktivnost je spektrofotometrijski

Statistil ki znal ajno smanjenje awjiuvnost:
gotovo svim ispitanim uzorcima, bilo da su traetira  n a n o | relsat (Blikaaldaili s
ionskim srebrom (Slika H). Jedini su izuzetak Klijanci koji su rasli na podlozi s AgNP
najmanje koncentracije (35N , ko i ni su p akugpmmjénu aktsymostitui st i |

odnosu na kontrolu.

a AgNP b AgNO,

= 0,14 — 0,14

g 012 = 8 012
22 o1 S
SE ¥ zg 0!
2L 0,08 €L 008
s IS g E
£g 006 g 0,06
<&

E 0,04 S 0,04

o

~ 002 O 0,02

0 0
0
/447 1147 Ous, 0(, /z/]f /1/]7 ”/]4 0/[/,7 0/[

Slika 11. Aktivnost katalaze u klijancimbl. tabacunkoji su 30 dana rasli na podlogama koje
su sadr gaval e =aaRezubaj duPprikazanbkpo srednjd @ijednosti 6 replika
standardna pogregka. Stupci oznal eni razl il

(p 0,05; Duncan testK i kontrola
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4.6. Aktivnost antioksidacijskih enzima u gelu

4.6.1. Aktivnost superoksid dismutaze

Aktivnost enzima superoksid dismutager i kazana je na slici 12
izof or mi, koje su poredane prema rastul oj p
SOD3, SOD4, SOD5, SOD6 i SOD7.

Intenzitet vrpci pojedine izoforme nije bio jednakog intenziteta u svakome od uzoraka.
SOD 1 bi o j e karakteristil an s amo Za klijan
koncentracijom AgN@ dok je vrpca SOD2 bila slabog intenziteta u svim tretmanima osim
pri5000MAgNP. | zoforma SOD3 wuolljivija je u tr
intenzitet vrpce slabiji je pri tretmanu s 1ic
je izragena u kIl i jCavAgNPi lnoforma 3QOD4 hije hila prisutnsu 5 0 0
kontroli, ali je vidljiva u svim tretiranim klijancima; intenzitet vipce gt upno se poj a
porastom koncentracije AgNP dok je pri svim koncentracijama Agbi©O | a uj ednal e
intenziteta. Vrpca SODS5 nije vidljiva u kontroli, dok je u tretiranim klijanacima prisutna pri
koncentraciji od 750 MAgNP i svim koncentracijama AgNGs jednakim intenzitetom.
Izoforme SOD6 i SOD7 nalaze se u kontrolnim i svim tretiranim klijancima i jednakog su

intenziteta.

Za kontrolu je bila karakteristilna ods:!
klijanacima tretiranim AgNP bile su vidljive sve zmr me osi m SOD1, [
intenzitetomu odnosu na kontrolu. U klijancima tretiranifkgNO;3 bile su pisutne sve
navedene izoformeyrpce SOD2, SOD3 i SOD4 bile su slabijeg intenziteta u odnosu na

tretmane sa AgNP, al i ioi.hdal je jale izragene
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SOD1 —

SOD2 —

SOD3 —
SOD4 —

SODS5 —
SOD6 ]
SOD7

Slika 12. Aktivnost i izoforme superoksid dismutaze u gelu nakon nativne PAG elektroforeze

u klijancimaN. tabacumk o j i su 30 dana rasli na piodl oga
AgNP. K71 kontrola, 1i 25 OM AgN®P, O AgNP, O AgNECQ @M
AgNP, 51500 OM AG@HEPOMS8:A HO OM 3A19INFGE OM 3A14iN O

100 OM,; A58 00 OMisAgNO

4.6.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze

Na slici 13 prikazana je aktivnost pirogalol peroksidaze u gelu. U analiziranim
uzorci ma niaZefnor mie mpaewedenoga enzi ma, koj e s
gelu oznalene kao PPX1, PPX2, PPX3, PPX4, PP

l zmelLu wuzoraka tretiranih iPonskim srebron
broju izoformi PPX, no u svim tretmanima sejgula jedna izoforma (PPX3) koja nije
vidljiva u kontroli. Uzorci se melusobno r a
primijenjenim koncentracijama AgNQO AgNP. U klijanacima koji su rasli na podlozi s
AgNP wvidljivo | e pziaetatvipp RRX2, pPBX3 & PRX6B paeporastorh e n
koncentracije AgNP pri | emu najjali OMtenzi

AgNP, gdje se pojavljuje i dodatna vrpca PPX5 koja nije vidljiva pri ostalim koncentracijama
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AgNP. Klijanci koji su rasli ngpodlozi s dodatkom AgN§u usporedbi s kontrolom pokazali
su vidljivo jali intenzitet svih vrpci, koj i
pri koncentracijiod 10@Mgdj e su vrpce PPX4 i PPX6 bile |

izoforma PPX5 koja nije bila vidljiva u tretmanima s ostalim koncentracijama.

K 1 2 3 4 5 8 a0 11 12

PPX1l swsen sowen SDEED SR o G000

PPX2 - b |

PPX3

&
<«

PPX4
PPX5
PPX6

Slika 13. Aktivnost i izoforme pirogalol peroksidaze u gelu nakon nativhe PAG elektroforeze

u klijancimaN. tabacumk o j i su 30 dana rasli na piodl oga
AgNP. K1 kontrola, 11 25 O MAgNP, 2i 50 O MAgNP, 31 75 O MAgNP, 4i 1000 M

AgNP,51 5000 MAgNP, 81 250 MAgNOs, 97 50 O MAgNO;3, 1071 750 MAgNOs, 117

1000 MAgNO;, 121 5000 MAgNO:.

4.6.3. Aktivnost askorbat peroksidaze

Na slici 14. prikazana je aktivhost enzima askorbat peroksidaze u gelu. Vidljiva je
samo jedna izoforma ovoga enzima oznalena s

kontroli i svim tretiranim klijancima.
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APX1

Slika 14. Aktivnost i izoforme askorbat peroksidaze u gelu nakon nativhe PAG elektroforeze

u klijancimaN. tabacumkoji su 30 dana rasli na podlogama kojessa dr gav al e AgN
AgNP. K i kontrola, 1i 25 O MAgNP, 2i 50 O MAgNP, 3i 75 O MAgNP, 41 1000 M

AgNP, 5i 5000 MAgNP, 81 250 MAgNOs, 97 50 O MAgNO;, 107 750 MAgNO;, 117

1000 MAgNO;, 127 5000 MAgNO:s.

4.6.4. Aktivhost katalaze

Na slici 15 pik azana je aktivnost katal aze u gel

izoforma navedenog enzima (CAT1).

Izoforma CAT1 bila je prisutna u kontroli i svim tretiranim klijanacima duhana. U
klijancima koji su rasli na pwptilbiojggdnakprs nano
svim ispitanim koncentracijama ali malo slabiji u odnosu na kontrolu. U klijancima koji su
izl ogeni ionskom srebru uolava se OMadk inter
porastom koncentracija intenzitet vrpca postupno slabi te je pri koncentraciji o® 500
najslabiji.
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CAT1

Slika 15. Aktivnost i izoforme katalaze gelu nakon nativhe PAG elektroforeze u klijancima

N. tabacumkoji su 30 danarasha podl ogama koj eziAgNP.Kadr gav a
kontrola, i 25 OM AigsNoP , ONe  Aig7NeP , OM  AigINOPO, GIM A §OOP, 5
OM Ag8iP25 OM AQINAD OM :AHND5 OM AYNOOO0 OM
AgNO3, 121500 OM3AgNO

4.8. Ekspresija ukupnih proteina

Na slici 16 prikazana je ekspresija ukupnih proteina u klijancima duhana koji su rasli
na podl ogama s n anslonhseebrom.cama srebra i [

Na gelu bojaom srebrovim nitratom (Slika 46) mogul e j e uol i ti n e
ekspresiji proteina u odnosu na kontrolu. Za
OMAgNP, te 50i 10O MAgNOspokazuj u jalu ekspresiju prote
kDa (crna strelica). Takol eOMAgNP i 100 RgN®c ent r a
vidljivo je pojalanje intenziteta obojenja
ekspresija proteina ocotprilike 30 kDa smanjena je u tretmanima sa 100 i BOAAgNP te
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25 i 5000 MAgNO; (bijela strelica). Uz to, vrpca proteina molekulske mase oko 16 kDa nije
detektirana u klijanaca raslih na podlozi sa BORIAgNO;3 (crvena strelica).

Na gelu bojanom bojor@BB vidljive su iste promjeneazvrpce od 90 i 30 kDa (Slika
l6b) wuvuol ene na gelu bojanom srebrovim nitratc
koncentracije 10@ MAgNOz;u 0| ava se vrpca p°r.i 110 kbDa (zv

u ostalim ubrcima.

M K 1 2 3 4 5 89 10 1112 M K 1 2 3 4 §5 89 10 11 12

a b
*
662 e 2 1E? o6 3 = 7 A
45,0 45,0
25,0 v ' P —-— e L - -
— 25,0
f .

18,4 7 ”

18,4

bl
m— - — &‘

Slika 16. Ekspresia ukupnih topivihproteina u klijancimaN. tabacunkoji su 30 dana rasli

na podlogama s AgNP i AgNOnakon SDSPAG elektroforee. Gelovi su bojani a)

srebrovim nitratom i blbojom Comassie Brilliant BlueM 1 biljezi molekulskih mas#kDa),
Kikontrola, i 25 OM AigsNoP , ONe Aig7NsP , OM  AigINoPO, GIM Ag NP, 5
500 OM A@NP OMB:ANO OM ;:AI9NO5 OM AIINIOOO0 OM
AgNO3; 12i 500 OM3 AgNO

43



4.7. Imunodetekcija antioksidacijskihenzima
4.7.1 Superoksid dismutaza
Na membranama koje prikazuju ekspnesijiperoksid dismutaze (Slika)idljive su

dvije vrpce ovog enzima od 22 kI&OD1)i 19 kDa(SOD2) koje su bile prisutne u obje
skupine tretiranih Kklijanaca. U klijancima koji su rasli na podlozi s AgNP obje su vrpce

prisutne pri svim koncentracijama, al i S r
izragena pri ©bas8aDA prB0a@MAgNP (Skd 174).Klijanci tretirani
AgNOsne pokazuju velike razl i kuentemzitetuvrpceSODIK ont r ¢
[ SOD2, koje su takolLer det elama rorskog srepra i SVvi
(Slika 1D).
a M K 1 2 3 45 b M K 8 9 10 11 12

25,0 - “# = = [sopi 254 g— ~ SoD1

64 & % |sop2 1‘8!‘)1 ' SOD2

Slika 17. Imunodetekcija superoksid dismutaze u klijancisaabacunkoji su 30 danaasli

na podlogama koj e su szaMirbijezimalékasihanps¢gkBa), KP i b)
i kontrola, 11 25 O MAgNP, 2i 50 O MAgNP, 3i 750 MAgNP, 4i 1000 MAgNP, 5i

500 O MAgNP, 81 250 MAgNO;, 91 50 O MAgNO;3, 1071 750 MAgNO;s, 111 1000 M

AgNOs, 127 5000 MAgNOs.

4.7.2 Peroksidaza iz hrena

Na slici 18. prikazana je ekspresija proteina HRP. Ukupno je detektirano pet
proteinskih vrpci molekulaskih masa 50 kDa(HRP1) 45 kDa(HRP2) 38 kDa(HRP3) 35
kDa (HRP4)i 30 kDa(HRP5).U klijanacima raslim na podlozi s AQNP u svim je tretmanima

bila prisutna vrpca HRP2, liji je iOMdeknzit et
j e pri vigim koncentracijama A8NP iTakemzit e
koncentraiji od 50O0MAgNP wuol |l jive su i vrpce HRP1 i F
ostalim tretmanima. Klijanci koji su rasli na podlogama s Aghd k a z a | i su veli

HRP (Slika Bb); HRP1, HRP2 i HRP3 bile su prisutne su pri svim koncentracijama, dok su
HRP4 i HRP5 vidljive samo u klijancima tretiranim sa 75 i ®0MAgNOs. Pri tome je

intenzitet svih navedeni h vOMAgNOsnajjale izra
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M K 1 2 3

4

5

45,0 “ M’&‘

35,0

2

b

HRP1

HRP2

HRP4

M K 8 9 10 11 12

oﬂ
S0 g a5 o = T

35,0 -

>

HRP1
HRP2
HRP3
HRP4
HRPS

Slika 18 Imunodetekcija peroksidaze HRP u klijanciidatabacunkoji su 30 dana rasli na
podl ogama s a &.MMg diea maekudshih magtD®), Kii b )
kontrola, i 25 OM AigsNoP , ONe  Aig7NeP , OM  AigINOPO, GIM A P, 5
OM AgNP25 80M A OM :APND5 OM ;ANODOO0 OM
AgNO3, 121500 OM3 AgNO

koje su Ag

4.7.3. Askorbat peroksidaza

l munodetekcijom askorbat na
enzima molekulskih masa d@@B kDa (APX1), 35 kDa(APX2), 30 kDa(APX3), 27 kDa

(APX4) i 25 kDa(APX5) (Slika 19). U klijancima koji su rasli na podlogama s AgNP nisu
APX1 i APX5.

O MAgNP, dok u uzorcima tretiranim 30 MAgNP nije bila vidjiva niti jedna vrpca (Slika

peroksidaze

detektirane vrpce Najjal i i nter

19a). Uklijancima koiji su rasli na podlogamas Aghloa bi | j egno j e svih

b i ©M B0OP MSBlikaadldp)e ni j i

p e

je njihov intenzitet nakon

M K 1 2 3 45 M K 8 9 10

45,0

11 12

APX1 —[ 450

APX2 __|
APX3 __|
APX4 250
APX5 -

35,0 &

it

25,0

|
'

Slika 19. Imunodetekcija askorbat peroksidaze u klijancikhaabacunkoji su 30 dana rasli
podl ogama ©aM i hijjezvnalekelskia jnas#gk@a) P i
K i kontrola, 1i 250 MAgNP, 2i 50 0 MAgNP, 37 750 MAgNP, 4i 1000 MAgNP, 5i
500 O MAgNP, 87 250 MAgNO;, 91 50 O MAgNO;, 1071 75O MAgNO;s, 111 1000 M
AgNO;3, 127 5000 MAgNOs.

na koje su b)
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4.7.4 Katalaza

Na slici 20 prikazana je ekspresija katalaze dobivena imunodetekcijom primjenom
odgovarajuleg protutijela. Na membr anama | e
oko 57 kDa, oznal ena kao CATI1. Ona se nal azi
klijancima tretiranim s AgNP (Slika 2) u odnosu na tretmane s AgN@lika 2M). Vrpce
najjaleg intenziteta pojavile su se u klijan
od 250 M 50 O Mi 500 O M Klijanci koji su rasli na podlogama s AgN@glavnom s
pokazali vrpcu CAT1 podjednakog intenziteta kao u kontroli, s iznimkom vrpci detektiranih
nakon tretmana s 50 Mi 500 0 MAgNO; (Slika 2).

a M K 1 2 3 4 5 b M K 8 9 10 11 1
66.2 66.2
CAT1
45,0 - e - G 45,0 [ -

Slika 20. Imunodetekcija katalaze u klijancimid. tabacumkoji su 30 dana rasli na

podl ogama koj e su s adkrMjbifea maekushkihmasgKD®), Kii b ) Ag
kontrola, 1i 250 MAgNP, 2i 50 O MAgNP, 3i 750 MAgNP, 4i 1000 MAgNP, 5i 500

O MAgNP, 87 25 O MAgNOs;, 97 50 O MAgNO3, 107 75 O MAgNOs;, 1171 100 O M

AgNOs, 127 5000 MAgNO:s.

4.9. Ekspresija proteina stresa

4.9.1. Protein toplinskogg ok a ( Hs p 7 0)

Na slici 21 prikazana je ekspresija proteina Hsp70 u tretiranim klijancima duhana.
Vidljiva je jedna izoforma ovoga proteina (HspZPmase 70 kDa koja se pojavljuje nakon
tretmana svim ispitanim koncentracijama AgNP i AgN@ klijancima koji su rasli na

podlozi s AgNP (Slika 24) intenzitet vrpci slabijeg je intenziteta nego u klijancima koji su

rasli na podlozi s AgNg) no i dalje je ekspresija jala wu
kontrol om. Najjal.i i niraresn25® MAgNOs. Vipde aw vadivo k | i | a
jaleg intenziteta od kontrol e w(Skka 21y),om ci ma
| emu se posebno i s@NMiP00OMoncentracije od 50
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a ™ K 1 2 3 45 b M K 8 9 10 11 12

66,2 66,2
— - - - S e | Hsp701 — —.. ..

Slika 21. Imunodetekcija proteina Hsp70 u klijancirha tabacumkoji su 30 dana rasli na
podl ogama koj e su s adkrMjbifea maekuskih magiDR), Kii b))
kontrola, 1i 250 MAgNP, 2i 50 0 MAgNP, 3i 750 MAgNP, 4i 1000 MAgNP, 5i 500

O MAgNP, 81 25 O MAgNOs;, 97 50 O MAgNOs;, 107 75 O MAgNOs, 1171 1000 M
AgNOs, 127 5000 MAgNOs.

4.9.2. Hitinaza

Ekspresija proteina itnaze prikazana jena slici 22 Vidljive su dvije izoforme
navedenog proteinanolekulskih masa od 35 kDa (hitinaza i 34 kDa hitinaza2). U

klijancimakoji su ra$ na podlogama s AgNP (Slika @R prisutna je samo hitinaa iako i

Ag

ona nedostaje pri koncentracijama od 25 i BOGIA g N P . Naj j ahakonifretmanazr a g e

s 50 O MAgNP, dok je u ostalim uzorcima njezin intenzitet znatno slabiji. Obje su izoforme

hitinaze detektirane u klijancima koji su rasli na podlogamaS@Slika 22), iako ne pri

svim koncentracijama. Tu s e OMglp su vjpee objs t i | e

izoforme najvelieg ieteogi pei aut HaQNpdokijeuk onc en

kontroli i ostalim uzorcima nema.

a M K 1 2 3 4 5 b M K 8 9 10 11 12
429 hitinaza-1 w0
‘ — S | hitinaza-2 i
25,0 25,0 —>

Slika 22. Imunodetekcija hitinaze u Kklijancim&l. tabacumkoji su 30 dana rasli na
podl ogama koj e su s adkrMjbifea maekushih niagglD®), Kii b))
kontrola, 1i 250 MAgNP, 2i 500 MAgNP, 3i 750 MAgNP, 4i 1000 MAgNP, 5i 500

O MAgNP, 871 25 O MAgNOs;, 97 50 O MAgNOs, 107 75 O MAgNO;, 117 100 O M
AgNO3, 127 5000 MAgNO:s.
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