
Sveuļiliġte u Zagrebu 

Prirodoslovno-matematiļki fakultet 

Bioloġki odsjek 

 

 

 

 

 

Renata Biba 

UTJECAJ NANOĻESTICA SREBRA NA POJAVU OKSIDACIJSKOG STRESA I 

EKSPRESIJU PROTEINA U KLIJANCIMA DUHANA (Nicotiana tabacum) 

Diplomski rad 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zagreb, 2016. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ovaj rad, izraĽen na Zavodu za molekularnu biologiju, pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Biljane 

Balen, predan je na ocjenu Bioloġkom odsjeku Prirodoslovno-matematiļkog fakulteta 

Sveuļiliġta u Zagrebu radi stjecanja zvanja magistra edukacije biologije i kemije.  



Zahvaljujem se mentorici dr. sc. Biljani Balen, izv. prof. na svoj ukazanoj pomoĺi, strpljenju i  

savjetima, kako u eksperimentalnom dijelu, tako i tijekom pisanja ovoga rada. Uz to, veliko 

hvala i dr. sc. Petri Cvjetko na svoj pomoĺi, razumijevanju i povjerenju pri provoĽenju ovoga 

istraģivanja. Iznimno ugodna atmosfera koja je vladala u laboratoriju i izvan njega 

omoguĺila je da izrada ovog diplomskog rada bude jedno jako pouļno, zanimljivo i lijepo 

iskustvo. 

Zahvaljujem se takoĽer dr. sc. Ana-Mariji Domijan i dr. sc. Mirti Tkalec na struļnoj pomoĺi 

oko provoĽenja dijelova istraģivanja koji su upotpunili ovaj rad, kao i kolegicama u 

laboratoriju koje su svojim druġtvom i podrġkom obogatile vrijeme provedeno u njemu. 

Na kraju, velike zahvale idu mojoj obitelji i prijateljima koji su uvijek bili najveĺa potpora i  

poticaj kroz cijelo moje obrazovanje i izvan njega.  

 

  



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA 

 

Sveuļiliġte u Zagrebu 

Prirodoslovno-matematiļki fakultet 

Bioloġki odsjek                          Diplomski rad 

 

UTJECAJ NANOĻESTICA SREBRA NA POJAVU OKSIDACIJSKOG STRESA I 

EKSPRESIJU PROTEINA U KLIJANCIMA DUHANA  (Nicotiana tabacum) 

 

Renata Biba 

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb, Hrvatska 

 

Nanoļestice srebra (AgNP) odliļno su protubakterijsko i protugljiviļno sredstvo i moguĺe ih 

je naĺi u brojnim potroġaļkim proizvodima. Zbog potencijalne toksiļnosti trenutno su u 

srediġtu mnogih istraģivanja s ciljem utvrĽivanja opasnosti za ekoloġke sustave i zdravlje 

ljudi. U ovom je radu istraģen utjecaj AgNP na klijance duhana (Nicotiana tabacum), koji je 

usporeĽen s utjecajem ionskog srebra (AgNO3) istih koncentracija. Toksiļnost AgNP 

zabiljeģena je pri visokim koncentracijama, dok je AgNO3 imao ġtetno djelovanje i pri niģim 

koncentracijama. Izmjereni porast razine reaktivnih oblika kisika ukazao je na pojavu 

oksidacijskog stresa, a promjene u razini malondialdehida i proteinskih karbonila pokazale su 

oġteĺenja bioloġki vaģnih molekula. Oba oblika srebra uzrokovala su oġteĺenje molekule 

DNA, ġto je bilo izraģenije u tretmanima s AgNO3. Antioksidacijski enzimi pokazali su 

promjenu u aktivnosti i ekspresiji; aktivnost SOD i APX se poveĺala, a PPX i CAT smanjila u 

svim tretmanima s AgNP i AgNO3. Doġlo je i do promjene u proteinskoj slici, s naglaskom na 

pojaļanoj ekspresiji proteina stresa Hsp70. Rezultati su pokazali da AgNO3 ima jaļi toksiļni 

utjecaj na biljke od AgNP, ali da i AgNP pri poveĺanim koncentracijama uzrokuju 

oksidacijski stres i utjeļu na ekspresiju proteina, zbog ļega predstavljaju moguĺu opasnost za 

okoliġ. 

(64 stranica, 24 slike, 4 tablice, 91 literaturni navod, jezik izvornika: hrvatski) 

 

Rad je pohranjen u Srediġnjoj bioloġkoj knjiģnici 

Kljuļne rijeļi: reaktivni oblici kisika, lipidna peroksidacija, proteinski karbonili, oġteĺenje 

DNA, antioksidacijski enzimi, proteini stresa  

Voditelj: dr. sc. Biljana Balen, izv. prof 

Neposredni voditelj: dr. sc. Petra Cvjetko 

Ocjenitelji: dr. sc. Biljana Balen, izv. prof.; dr. sc. Ines Radanoviĺ, izv. prof.; dr. sc. Vesna 

Petroviĺ Perokoviĺ, izv. prof. 

Rad prihvaĺen: 4.7.2016. 

 



BASIC DOCUMENTATION CARD 

 

University of Zagreb 

Faculty of Science 

Division of Biology           Graduation Thesis 

 

THE EFFECT OF SILVER NANOPARTICLES ON APPEARANCE OF OXIDATIVE 

STRESS AND PROTEIN EXPRESSION IN TOBACCO SEEDLINGS (Nicotiana tabacum) 

Renata Biba 

Rooseveltov trg 6, 10000 Zagreb 

 

Silver nanoparticles (AgNP) are excellent antibacterial and antifungal agents found in various 

consumer products. Due to their potential toxicity numerous studies are being conducted to 

determine whether they pose a threat to ecosystems and human health. In this research, the 

effects of AgNP on tobacco seedlings (Nicotiana tabacum) were analysed and compared with 

the effects of ionic silver (AgNO3) of the same concentrations. AgNP was toxic when applied 

in higher concentrations, while AgNO3 showed harmful effects even in lower concentrations. 

The measured increase of reactive oxygen species indicated appearance of oxidative stress, 

which was proven by the increase in contents of malondialdehyde and protein carbonyls. Both 

silver forms caused damage to DNA molecules, which was more pronounced in AgNO3 

treatments. Antioxidative enzymes showed a change in activity and expression; the activity of 

SOD and APX increased, while PPX and CAT activity decreased in all treatments with AgNP 

and AgNO3. Change in protein patterns was also observed, with emphasis on the expression 

of stress protein Hsp70. Results indicate that AgNO3 is more toxic for plants than AgNP; 

however, higher AgNP concentrations also induce oxidative stress and affect protein 

expression, making them potential environmental hazards. 

 

(64 pages, 24 figures, 4 tables, 91 references, original in: Croatian language) 

 

Thesis deposited in the Central Biological Library 

Key words: reactive oxygen species, lipid peroxidation, protein carbonyls, DNA damage, 

antioxidative enzymes, stress proteins 

Supervisor: Dr. Biljana Balen, Assoc. Prof. 

Cosupervisor: Dr. Petra Cvjetko 

Reviewers: Dr. Biljana Balen, Assoc. Prof.; Dr. Ines Radanoviĺ, Assoc. Prof.; Dr. Vesna 

Petroviĺ Perokoviĺ, Assoc. Prof. 

Thesis accepted: 4.7.2016. 



POPIS KRATICA I SIMBOLA  

 

AA ï akrilamid  

AgNP ï nanoļestice srebra 

APS ï amonijev peroksodisulfat 

APX ï askorbat peroksidaza 

BFB ï bromfenol plavo 

Bis ï N,N'-metilen-bis-akrilamid 

BSA ï goveĽi serumski albumin 

CAT ï katalaza 

CBB ï Comassie Brilliant Blue 

DHE ï dihidroetidij  

DNPH ï 2,4-dinitrofenilhidrazin 

EDTA ï etilendiamintetraoctena kiselina 

HRP ï peroksidaza iz hrena 

MDA ï malondialdehid 

NBT ï nitroblue tetrazolium 

PAGE ï poliakrilamid gel elektroforeza 

PBS ï puferirana otopina fosfatnih soli 

PPX ï pirogalol peroksidaza 

PVP ï polivinilpirolidon 

ROS ï reaktivni oblici kisika 

SDS ï natrijev dodecil sulfat 

SOD ï superoksid dismutaza 

TBA ï tiobarbituratna kiselina 

TBS ï Tris pufer 

TCA ï trikloroctena kiselina 

TEMED ï N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin 

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

 



SADRĢAJ 

1. UVOD .................................................................................................................................... 1 

1.1. Nanomaterijali i njihova upotreba ................................................................................... 1 

1.1.1. Utjecaj nanomaterijala na okoliġ ............................................................................... 1 

1.1.2. Nanoļestice srebra .................................................................................................... 2 

1.2. Oksidacijski stres ............................................................................................................. 3 

1.2.1. Lipidna peroksidacija ................................................................................................ 4 

1.2.2. Oksidacija proteina ................................................................................................... 5 

1.2.3. Oġteĺenja DNA ......................................................................................................... 5 

1.2.4. Antioksidacijski enzimi ............................................................................................ 6 

1.3. Proteini stresa .................................................................................................................. 8 

1.3.1. Protein toplinskog ġoka (Hsp70) ............................................................................... 8 

1.3.2. Hitinaza ..................................................................................................................... 9 

1.3.3. Protein induciran apscizinskom kiselinom i zrenjem ............................................... 9 

1.3.4. Protein whirly ............................................................................................................ 9 

1.4. Modelni organizam ï duhan (Nicotiana tabacum) ........................................................ 10 

2. CILJ ISTRAĢIVANJA ........................................................................................................ 11 

3. MATERIJALI I METODE .................................................................................................. 12 

3.1. Materijal ......................................................................................................................... 12 

3.1.1. Nanoļestice srebra (AgNP) ..................................................................................... 12 

3.1.2. Biljni materijal ........................................................................................................ 12 

3.2. Metode ........................................................................................................................... 13 

3.2.1. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina ...................................................................... 13 

3.2.2. OdreĽivanje koncentracije proteina ........................................................................ 13 

3.2.3. Dihidroetidij test ..................................................................................................... 14 

3.2.4. OdreĽivanje sadrģaja malondialdehida ................................................................... 14 

3.2.5. OdreĽivanje sadrģaja proteinskih karbonila ............................................................ 15 

3.2.6. Comet test ............................................................................................................... 16 

3.2.7. Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima ................. 16 

3.2.8. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom ......................... 20 

3.2.9. Analiza ekspresije ukupnih proteina razdvajanjem natrijev dodecil sulfat ï 

poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE)................................................................22 

3.2.10. Imunodetekcija proteina na membrani .................................................................. 24 

3.3. Statistiļka obrada podataka ........................................................................................... 27 



4. REZULTATI ........................................................................................................................ 28 

4.1. Dihidroetidij test ............................................................................................................ 28 

4.2. Sadrģaj malondialdehida ................................................................................................ 31 

4.3. Sadrģaj proteinskih karbonila ........................................................................................ 32 

4.4. Comet test ...................................................................................................................... 33 

4.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima ............................................................................... 34 

4.5.1. Aktivnost superoksid dismutaze ............................................................................. 34 

4.5.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze ............................................................................. 35 

4.5.3. Aktivnosti askorbat peroksidaze ............................................................................. 36 

4.5.4. Aktivnost katalaze ................................................................................................... 37 

4.6. Aktivnost antioksidacijskih enzima u gelu .................................................................... 38 

4.6.1. Aktivnost superoksid dismutaze ............................................................................. 38 

4.6.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze ............................................................................. 39 

4.6.3. Aktivnost askorbat peroksidaze .............................................................................. 40 

4.6.4. Aktivnost katalaze ................................................................................................... 41 

4.8.  Ekspresija ukupnih proteina ......................................................................................... 42 

4.7. Imunodetekcija antioksidacijskih enzima ...................................................................... 44 

4.7.1. Superoksid dismutaza ............................................................................................. 44 

4.7.2. Peroksidaza iz hrena................................................................................................ 44 

4.7.3. Askorbat peroksidaza .............................................................................................. 45 

4.7.4. Katalaza ................................................................................................................... 46 

4.9. Ekspresija proteina stresa .............................................................................................. 46 

4.9.1. Protein toplinskog ġoka (Hsp70) ............................................................................. 46 

4.9.2. Hitinaza ................................................................................................................... 47 

4.9.3. Protein induciran apscizinskom kiselinom i zrenjem (ASR1) ................................ 48 

4.9.4. Protein whirly1 ........................................................................................................ 48 

5. RASPRAVA ......................................................................................................................... 50 

6. ZAKLJUĻAK ...................................................................................................................... 57 

7. POPIS LITERATURE ......................................................................................................... 58 

 

 

 

 



  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          UVOD 

 



1 
 

1. UVOD 

1.1. Nanomaterijali i njihova upotreba 

 

 Nanotehnologija se bavi stvaranjem funkcionalnih materijala, ureĽaja i sustava ļija je 

veliļina izraģena na nanometarskoj razini. Prefiks nano pri tome oznaļava faktor 10
-9

, a 

obuhvaĺa dimenzije od 0,1 nm do 100 nm. Prema broju dimenzija koje su izraģene na 

nanoskali razlikujemo 3 tipa nanostrukura. Nanostrukturirane povrġine imaju samo debljinu 

povrġine objekta izraģenu na nanoskali; nanocjevļicama se promjer nalazi izmeĽu 0,1 i 100 

nm pa spadaju u dvodimenzijske objekte na nanoskali; a nanoļestice, koje svaku prostornu 

dimenziju imaju na nanoskali, pripadaju trodimenzijskim nanoobjektima (Ivankoviĺ, 2011). 

 Napredak i dosadaġnja postignuĺa u podruļju nanoznanosti i nanotehnologije 

rezultirali su u primjeni nanomaterijala, ne samo u znanstvenoj djelatnosti, nego i mnogim 

proizvodima koji se nalaze na policama trgovina i ljekarna. Zato ne ļudi ļinjenica da su 

istraģivanja u ovom podruļju tehnologije trenutno u punom zamahu, a u prilog tome idu i 

najnoviji ekonomski izvjeġtaji o globalnom trģiġtu nanotehnologije koje je 2014. godine bilo 

procijenjeno na 26 milijardi ameriļkih dolara s oļekivanim rastom na 64,2 milijarde dolara do 

2019. godine (Nanotechnology: A realistic market assessment, NAN031F).  

 Prema najnovijim podacima iz baza podataka (Danish Consumer Council. The 

Nanodatabase) na europskom trģiġtu se trenutno nalazi ukupno 2325 proizvoda koji sadrģe 

nanomaterijale. Takvi materijali najļeġĺe sadrģe nanoļestice srebra, titanijeva dioksida, 

silicijeva dioksida, cinkova oksida ili ugljika, a moguĺe ih je naĺi u kozmetiļkim 

proizvodima, bojama, dodacima prehrani, zaġtitnim premazima, filterima za vodu, odjeĺi i 

sportskoj opremi (Vance i sur., 2015).  

 

1.1.1. Utjecaj nanomaterijala na okoliġ 

 

 S obzirom na navedenu raġirenost uporabe nanomaterijala, postavlja se pitanje o 

moguĺem negativnom utjecaju na biljni i ģivotinjski svijet. Osim proizvoda koji sadrģe 

nanomaterijale, Nowack i sur. (2007) kao potencijalnu opasnost za organizme navode 

proizvodne pogone nanomaterijala, odlagaliġta otpada i postrojenja za proļiġĺavanje otpadnih 

voda. Navedeni objekti nanoļestice ispuġtaju u zrak, vodu i tlo te tako na izravan naļin ljude 
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izlaģu njihovom utjecaju. Ta se izloģenost dodatno poveĺava konzumacijom hrane i drugih 

proizvoda biljnog i ģivotinjskog podrijetla koje su na identiļan naļin u sebi akumulirale 

nanoļestice. Vance i sur. (2015) navode kako se najveĺi postotak izloģenosti ljudi 

nanomaterijalima ostvaruje putem koģe (58% poznatih proizvoda), zatim kroz diġne puteve 

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

 Nanoļestice predstavljaju opasnost za organizme zbog graĽe koja uvjetuje njihova 

jedinstvena elektriļna, kemijska, optiļka i fotoelektrokemijska svojstva (Lanje i sur., 2010). 

Mala veliļina ļestica u kombinaciji s velikom povrġinom te sposobnost poticanja nastanka 

reaktivnih oblika kisika (ROS) igraju vaģnu ulogu u toksiļnosti nanoļestica. Takav je utjecaj 

vidljiv na razini cijelog organizma u obliku upala i fibroza, te na staniļnoj razini gdje je 

vidljiva citotoksiļnost i pojava oksidacijskog stresa (Nowack i sur., 2007). 

 

1.1.2. Nanoļestice srebra 

 

 Nanoļestice srebra koriste se u mnogim granama znanosti i industrije, poput kemije 

gdje sluģe kao katalizatori za kemijske reakcije ili energetike gdje tvore spektralno selektivne 

premaze za apsorpciju solarne energije (Choi i sur., 2008). Ipak, najpoznatija je upotreba 

nanoļestica srebra kao protubakterijskih i protugljiviļnih sredstava u razliļitim podruļjima 

ģivota, od sterilizacije kirurġkih instrumenata u bolnicama do proļiġĺavanja otpadnih voda.  

 Upotreba srebra kao protubakterijskog sredstva nije novost. Joġ se u davnoj proġlosti 

srebrov nitrat koristio za lijeļenje spolnih bolesti, akna i vanjskih ļireva, a srebrne folije 

upotrebljavale su se za zacijeljivanje rana i smanjenje postoperativnih infekcija. Ono ġto 

srebro ļini pogodnim protubakterijskim sredstvom je ļinjenica da djeluje kao antibiotik 

ġirokog spektra uz smanjenu pojavu rezistencije organizama (Landsdown, 2002), ġto je od 

velike vaģnosti u danaġnjem svijetu gdje mnoge opasne bakterije ubrzano razvijaju 

rezistenciju na poznate antibiotike.  

 S obzirom na jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva koja su pokazale sintetizirane 

nanoļestice, pretpostavilo se kako nanoļestice srebra zbog jaļe reaktivnosti i poveĺanih 

katalitiļkih svojstava mogu imati veĺu toksiļnost za bakterije u odnosu na samo srebro. Stoga 

su Morones i sur. (2005) protubakterijsko djelovanje nanoļestica srebra na gram negativne 

bakterije podijelili na tri razine. Veliļina koja se obiļno nalazi izmeĽu 1 i 10 nm omoguĺava 

im apsorpciju na povrġinu staniļne membrane ġto dovodi do deaktivacije staniļnih enzima te 
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poremeĺaja u propusnosti membrane i respiraciji. Uz to, takve ļestice mogu uĺi unutar 

bakterije i nanijeti dodatnu ġtetu interakcijom s molekulom DNA. Na kraju, nanoļestice 

srebra otpuġtaju ione srebra koji mogu dodatno pojaļati baktericidan uļinak.  

 

 1.2. Oksidacijski stres 

 

 Svi su ģivi organizmi izloģeni utjecaju razliļitih tipova stresa koji mogu biti rezultat 

biotiļkih i abiotiļkih ļimbenika. Biljke, kao sesilni organizmi, nemaju moguĺnost 

uļinkovitog izbjegavanja izvora stresa pa su morale razviti mnoge prilagodbe na promijenjive 

okoliġne uvjete.  

 Oksidacijski stres definiran je kao pojava neravnoteģe oksidansa i antioksidansa u 

smjeru oksidansa, ġto moģe uzrokovati ġtetu u stanici (Sies, 1985). Oksidansi, koji u biljnoj 

stanici nastaju u procesu aerobnog metabolizma, skup su meĽuprodukata oksidacije vode do 

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

Takvi meĽuprodukti tvore ROS koji mogu biti slobodni radikali (hidroksilni, peroksilni i 

superoksidni) ili reaktivni neradikalni derivati (singletni kisik i vodikov peroksid) (Sies, 

1985). U uvjetima bez stresa antioksidacijski sustav uļinkovito ġtiti stanicu od reaktivnih 

oblika kisika koji nastaju, no u stresnim uvjetima, kao ġto su poviġeni salinitet, temperaturni 

ekstremi, suġa ili izloģenost teġkim metalima, ravnoteģa izmeĽu oksidansa i antioksidansa 

moģe biti naruġena te kapacitet antioksidacijskog obrambenog sustava moģe biti nedostatan za 

uļinkovitu obranu, ġto ovisi o jaļini oksidacijskog stresa. Umjereni oksidacijski stres aktivira 

antioksidacijski odgovor, pri ļemu ROS ne sluģe samo kao indikatori stresa stanice, nego i 

kao signalne molekule za ekspresiju gena ukljuļenih u biosintezu antioksidacijskih enzima i 

drugih molekula ukljuļenih u obranu biljke (Mittler, 2002). Ipak, ako je izloģenost uzroku 

stresa dugotrajna i snaģna, ROS mogu uĺi u oksidacijske ili redukcijske reakcije s 

molekulama DNA, proteinima, ġeĺerima i lipidima, te na taj naļin uzrokovati oġteĺenja i 

utjecati na rast i metabolizam stanice (Esterbauer i sur., 1991). 

 Odrģavanje razine ROS i prevencija oksidativnih oġteĺenja stanice zadatak je 

slojevitog obrambenog sustava saļinjenog od enzimatskih i neenzimatskih antioksidansa. 

Halliwell i Gutteridge (1989) antioksidanse su definirali kao one tvari koje znaļajno 

usporavaju ili u potpunosti inhibiraju oksidaciju supstrata kada se u stanici nalaze u niģim 

koncentracijama od supstrata podloģnog oksidaciji. Njihova je uloga dvojaka ï inaktivacija 
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slobodnih radikala, tj. doniranje elektrona kako bi se sprijeļila lanļana reakcija prijenosa 

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

stanice gdje ĺe njihov oksidativni uļinak biti manje ġtetan (Sies, 1997). Neenzimatski 

antioksidansi ukljuļuju askorbinsku kiselinu, glutatione, prolin, tokoferole, karotenoide i 

flavonoide. Antioksidacijski enzimi ukljuļuju superoksid dismutazu (SOD), pirogalol 

peroksidazu (PPX), askorbat peroksidazu (APX), katalazu (CAT) i glutation reduktazu (GR).  

 

1.2.1. Lipidna peroksidacija 

 

 Viġestruko nezasiĺene masne kiseline (PolyUnsaturated Fatty Acids, PUFA), koje 

izgraĽuju staniļne membrane, ļesta su meta slobodnih radikala nastalih oksidacijskim stresom 

organizma, ġto rezultira pojavom lipidne peroksidacije i utjeļe na cjelokupno fizioloġko 

funkcioniranje stanice. Njihovo se oġteĺenje odreĽuje mjerenjem koliļine nekih od krajnjih 

produkata ovoga procesa, najļeġĺe malondialdehida (MDA), 4-hidroksinonenala (HNE) i 

izoprostana. MDA se lako moģe detektirati reakcijom s tiobarbiturnom kiselinom 

(ThioBarbituric Acid, TBA) ļime nastaju obojani produkti nazvani tiobarbiturne reaktivne 

supstance (ThioBarbituric Acid Reactive Substances, TBARS). 

Lipidnu peroksidaciju najļeġĺe zapoļinje hidroperoksilni radikal (HO2
.
), i to prema 

reakciji: 

HO2
.
 + ROOH Ÿ RO2

.
 + H2O2 

Time se iz metilenske skupine uklanja atom vodika i stvaraju slobodni lipidni radikali. 

Takvi radikali se nastoje stabilizirati reorganizacijom molekula, oblikujuĺi konjugirane diene. 

U aerobnim uvjetima konjugirani dieni se spajaju s molekulom kisika stvarajuĺi pritom 

peroksilne radikale LOO
.
 koji mogu eliminirati H

.
 iz drugih organskih molekula, ukljuļujuĺi 

PUFA-u, ļime se stvaraju lipidni hiperoksidi i reaktivni ugljikovi radikali koji nastavljaju 

reakciju slobodnim radikalskim mehanizmom. Lipidnu peroksidaciju katalizira hemski i 

nehemski vezano ģeljezo, gdje se u prisutnosti ģeljeza LOOH disocira na LO
.
 i LOO

.
 ļime 

uzrokuju nakupljanja kratkolanļanih produkata peroksidacije (aldehida i ugljikovodika) i 

dovode do reinicijalizacije peroksidacije (Ġtefan i sur., 2007). 

Lipidna peroksidacija i nastanak MDA na viġe naļina utjeļu na funkciju membrana, 

smanjuju njihovu fluidnost, djeluju na transport iona i izmjenu fosfolipida izmeĽu dvosloja 



5 
 

lipida, te u konaļnici poveĺavaju propusnost membrane za neke tvari (Gill i Tuteja, 2010).  

 

1.2.2. Oksidacija proteina 

 

 Najļeġĺi naļin mjerenja razine oksidacije proteina jest odreĽivanje koliļine 

proteinskih karbonila. Karbonilacija je kovalentna modifikacija aminokiselina potaknuta 

reaktivnim oblicima kisika i oksidacijskim stresom ġto uzrokuje stvaranje karbonilne skupine 

(aldehidi i ketoni). Karbonili mogu nastati direktnom oksidacijom nekih aminokiselina (lizin, 

arginin, histidin, prolin, treonin i glutaminska kiselina), oksidacijskim cijepanjem polipeptida 

ili vezanjem aldehida nastalih u lipidnoj peroksidaciji. Karbonilacijom se aktivnost proteina 

mijenja ili inhibira. 

 Karbonili su stabilni i pogodni su za detekciju u reakciji s 2,4-dinitrofenilhidrazinom 

(DNPH), pri ļemu nastaje dinitrofenil hidrazon ļija koncentracija moģe biti 

spektrofotometrijski odreĽena (Castegna i sur., 2003). 

 

1.2.3. Oġteĺenja DNA  

 

 Oksidacijske promjene na molekuli DNA nastaju oksidacijskim modifikacijama 

nukleotidnih baza i ġeĺera ili stvaranjem unakrsnih veza. To moģe rezultirati mnogim 

promjenama kao ġto su oksidacija baza i fragmentacija nastalih produkata, nastanak jedno- i 

dvolanļanih lomova, stvaranje unakrsnih veza unutar i van lanaca DNA, te nastajanje 

unakrsnih veza molekule DNA sa produktima fragmentacije ġeĺera (Balasubramanyam i sur., 

2010).   

 Comet test ili gel elektroforeza jedne stanice (Single Cell Gel Electrophoresis assay, 

SCGE) jednostavan je naļin za utvrĽivanje oġteĺenja molekule DNA mjereĺi lomove na lancu 

DNA. Nakon provedene elektroforeze uz visoku vrijednost pH, fluorescencijskim 

mikroskopom se uoļavaju strukture nalik kometima, a razlika u intenzitetu fluorescencije 

Ăglaveñ i Ărepañ kometa govori o broju lomova DNA. 
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1.2.4. Antioksidacijski enzimi 

1.2.4.1. Superoksid dismutaza 

 

 Superoksid dismutaza (SOD) je metaloenzim koji djeluje na superoksidni radikal. S 

obzirom da se je to prvi oblik ROS koji se formira u mnogim bioloġkim sustavima kao 

produkt jednovalentne redukcije kisika, SOD moģemo smatrati primarnom obranom protiv 

kisikovih radikala. Uklanjanjem superoksidnog radikala umanjuje se rizik od nastanka 

hidroksilnog radikala putem Haber-Weissovog tipa reakcije katalizirane metalom (Arora i 

sur., 2002). 

 SOD katalizira reakciju disproporcioniranja superoksidnog radikala na molekularni 

kisik i vodikov peroksid na sljedeĺi naļin: 

 2 O2
.-
 + 2 H

+
 Ÿ H2O2 + O2 

 Na temelju metala koji se nalazi u aktivnom mjestu, superoksid dismutaze se dijele u 

ļetiri skupine: ģeljezo (Fe-SOD), mangan (Mn-SOD), nikal (Ni
3+

-SOD) i bakar-cink (Cu/Zn-

SOD) superoksid dismutaze, a moģe ih se naĺi u razliļitim odjeljcima unutar stanice (Ahmad i 

sur., 2010). 

 

 1.2.4.2. Peroksidaze  

 

 Peroksidaze obuhvaĺaju skupinu enzima koji u aktivnom mjestu sadrģe hem i 

kataliziraju niz razliļitih oksidativnih reakcija po sljedeĺoj shemi: 

(a) Fe(III) + H2O2 Ÿ Fe(IV) = OR
.
 (prvi produkt) + H2O 

(b) Fe(IV) = OR
.
 + supstrat Ÿ Fe(IV) = OR (drugi produkt) + oksidirani supstrat 

(c) Fe(IV) = OR + supstrat Ÿ Fe(III) + H2O + oksidirani supstrat 

 U ovom reakcijskom mehanizmu enzim reagira s molekulom H2O2 kako bi stvorio 

prvi produkt, oksidirani oblik peroksidaze u kojem se ģeljezo nalazi u oksiferilnom obliku, a 

porfirinski prsten u obliku porfirinskog radikal-kationa, pri ļemu se H2O2 reducira do vode 

(a). Prvi produkt se potom u prisutstvu donora elektrona oksidira u organski supstrat, obiļno 

aromatsku molekulu, a porfirinski radikal-kation se reducira u drugi produkt u kojem se 

ģeljezo i dalje nalazi u oksiferilnom obliku (b). Reakcijom drugog produkta s novom 
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molekulom supstrata ponovo nastaje oksidirani oblik supstrata, a drugi produkt se reducira do 

osnovnog stanja peroksidaze, ġto zatvara katalitiļki ciklus enzima (c) (Li i Poulos, 1994). 

 Askorbat peroksidaza (APX) pripada skupini peroksidaza i ima kljuļnu ulogu u 

sustavu uklanjanja vodikovog peroksida u biljnoj stanici jer kao dio askorbat-glutation ciklusa 

katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu, pritom koristeĺi askorbat kao specifiļni 

donor elektrona koji se oksidira do monodehidroaskorbinske kiseline (MDHA) na sljedeĺi 

naļin: 

 2 askorbinska kiselina + H2O2 Ÿ 2 MDHA + 2 H2O 

 Izoforme APX podijeljene su u skupine ovisno o 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 glioksisoma (mAPX) 

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

 Pirogalol peroksidaza (PPX) takoĽer spada u skupinu peroksidaza, odnosno, skupinu 

enzima koji kataliziraju pretvorbu vodikovog peroksida u vodu. Pri tome mu kao supstrat koji 

donira elektrone za razgradnju vodikovog peroksida najļeġĺe sluģi pirogalol, a reakcija je 

sljedeĺa: 

 pirogalol + H2O2 Ÿ purpurogalin + 2 H2O 

 Postoji mnogo izoformi ovoga enzima koje je moguĺe pronaĺi u razliļitim staniļnim 

odjeljcima (vakuola, Golgijevo tijelo, mitohondriji i dr.) (Miloġiĺ, 2014). 

 

1.2.4.3. Katalaze 

 

 Katalaza (CAT) je tetramerni enzim koji u svakoj od podjedinica sadrģi molekulu 

hema. Lokalizirana je na podruļje peroksisoma gdje katalizira pretvorbu vodikovog peroksida 

u vodu i molekularni kisik prema sljedeĺoj reakciji: 

2 H2O2 Ÿ O2 + 2 H2O 

 CAT moģe direktno dismutirati vodikov peroksid ili oksidirati supstrate poput 

metanola, etanola, formaldehida ili metanske kiseline (Ahmad i sur., 2010). Ima visoku 
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katalitiļku uļinkovitost, ali izrazito nizak afinitet prema supstratu jer je za reakciju potreban 

simultani dolazak dvije molekule H2O2 u aktivno mjesto (Willekens i sur., 1995). 

 Biljne katalaze podijeljene su u tri skupine: prva je skupina ļesta u fotosintetskim 

tkivima gdje uklanja vodikov peroksid koji nastaje tijekom fotorespiracije; druga skupina 

karakteristiļna je za vaskularna tkiva, i iako nije poznata njihova toļna uloga, pretpostavlja se 

da sudjeluje u lignifikaciji; treĺa skupina je obilna u sjemenkama i mladim biljkama gdje 

uklanja viġak vodikovog peroksida nastalog u razgradnji masnih kiselina u glioksilatnom 

ciklusu (Ahmad i sur., 2010). 

 

1.3. Proteini stresa  

 

 Oksidacijski stres u biljnoj stanici oļituje se i kroz promjenu ekspresije ukupnih 

proteina u biljci, s naglaskom na pojaļanu sintezu proteina stresa. 

 

1.3.1. Protein toplinskog ġoka (Hsp70) 

 

 Proteini toplinskog ġoka ġtite stanice od razliļitih stresnih stanja. MeĽu njima je 

najvaģniji Hsp70, koji se nalazi u mnogim organizmima. Njegova se uloga oļituje u oļuvanju 

nativne konformacije proteina i pomoĺi u ponovnom dobivanju funkcije nakon pogreġnog 

namotavanja proteina, ġto ga svrstava u skupinu ġaperona (Sharma i Masison, 2009). 

 Iako su proteini toplinskog ġoka prvotno identificirani kao proteini ļija ekspresija ovisi 

o toplinskom stresu, njihova je uloga vaģna i u ostalim stresnim stanjima, poput suġe, 

poviġenog saliniteta ili infekcija patogena (Breiman, 2014; Bhattarai i sur., 2007; Boston i 

sur., 1996). Sva ta stanja uzrokuju djelomiļno razmatanje proteina ġto moģe dovesti do 

smanjenja njihove funkcije. Protein Hsp70 veģe se za takve razmotane hidrofobne povrġine 

kako bi sprijeļio nastanak nesuvislih veza koje bi dovele do agregacije proteina i kako bi 

potaknuo njihovo ponovno namatanje. 

 U eukariota je pronaĽeno osam izoformi proteina Hsp70, od ļega su dvije specifiļne 

za pojedine organele, dok se ostalih ġest nalazi u citosolu i jezgri (Sharma i Masison, 2009).  
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1.3.2. Hitinaza 

 

 Hitinaze su enzimi koji razgraĽuju hitin, polisaharid kojega je moguĺe naĺi u gljivama, 

gljivicama, kvascima, algama te egzoskeletu kukaca i rakova, kao i u nekim unutraġnjim 

strukturama kraljeġnjaka. Razgradnja hitina teļe u dva koraka. Hitinaze sudjeluju u prvom 

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

do N-acetilglukozamina i monosaharida, izvode hitobioze. 

 Po graĽi hitinaze su glikozidne hidrolaze s veliļinom od 20 kDa do 90 kDa. Moguĺe 

ih je naĺi u mnoġtvu organizama poput bakterija, gljiva, kvasaca, biljaka, ļlankonoģaca, pa i u 

ljudi. Oni ļine veliku i raznovrsnu skupinu enzima koji imaju razliļitu molekularnu graĽu, 

specifiļnost prema supstratu i katalitiļke mehanizme.  

 U biljaka su hitinaze stalno prisutne u stabljici, cvjetovima, gomoljima i sjemenkama. 

Stvaraju se u mehanizmu obrane biljke od fitopatogena ili u kontaktu s elicitorima poput 

regulatora rasta. Nekim se hitinazama ekspresija znatno poveĺava u situacijama okoliġnog 

stresa kao ġto su poviġeni salinitet, temperaturni ekstremi i suġe (Hamid i sur., 2013).  

 

1.3.3. Protein induciran apscizinskom kiselinom i zrenjem 

 

 Proteini inducirani apscizinskom kiselinom i zrenjem (ABA [abscisic acid]-, Stress-, 

and Ripening-induced, ASR) maleni su proteini stabilni na visokim temperaturama, a njihova 

ekspresija snaģno se pojaļava kao odgovor na poveĺani salinitet i suġu. Izrazito su hidrofilni i 

sluģe kao kaskadne komponente u signalnoj transdukciji posredovanoj glukozom (Kim i sur., 

2012). 

 Protein ASR1 specifiļan je za biljke. Jako je nabijen i ima malu molekulsku masu. 

Njegova ekspresija inducirana je poviġenim salinitetom, dehidracijom i prilikom tretmana s 

apscizinskom kiselinom (Kalifa i sur., 2004). U stanici se nalazi u citosolu i jezgri (Goldgur i 

sur., 2007).  

 

1.3.4. Protein whirly  

 

 Protein whirly transkripcijski je faktor koji usklaĽuje popravak molekule DNA u 

kloroplastima i mitohondrijima biljaka veģuĺi se na jednolanļanu DNA u sluļaju kada 
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mehanizam popravka DNA zakaģe zbog jakog oġteĺenja. On je negativni regulator u 

nekonzervativnom putu popravka mikrohomologno posredovane replikacije inducirane 

lomom (Microhomology-Mediated Break-Induced Replication, MMBIR)  (Cappadocia i sur., 

2010).  

 Poznate su tri izoforme ovoga proteina: WHY1, WHY2 i WHY3, a za sve je 

karakteristiļna tetramerna graĽa s C4 simetrijom (Cappadocia i sur., 2013).  

 

 1.4. Modelni organizam ï duhan (Nicotiana tabacum) 

 

 Istraģivanje sam provodila na klijancima duhana (Nicotiana tabacum L.). To je biljka 

iz porodice pomoĺnica (Solanaceae) karakteristiļna po alkaloidu nikotinu kojega proizvodi u 

korijenu, a odlaģe u listovima. Rijeļ je o zeljastoj, jednogodiġnjoj biljci koja moģe narasti od 

1 do 3 m. Listovi koji su naizmjeniļno postavljeni u odnosu na stabljiku ovalnog su oblika i 

prekriveni ģljezdastim dlaļicama. Cvjetovi su dvospolni i nalaze se u terminalnim 

nakupinama, pri ļemu boja pojedinog cvijeta moģe varirati od bijele do crvene. Cvjetanje se 

odvija od srpnja do rujna, a opraġivanje obavljaju pļele i leptiri. Plod duhana je tobolac, a 

sjemenke su jajolikog ili bubreģastog oblika te sadrģe do 40% ulja. 

 Nicotiana tabacum originalno potjeļe iz juģne Amerike, no danas se uzgaja ġirom 

svijeta radi prerade osuġenih listova za ģvakanje i puġenje. Konzumacija duhana uzrokuje 

ovisnost i usko je  povezana sa pojavom niza bolesti u ļovjeka (rak, bolesti srca i krvnih ģila, 

pluĺne bolesti) (Benowitz, 2010). 

U znanosti se duhan veĺ dugi niz godina koristi kao modelni organizam za istraģivanja 

u biljnoj staniļnoj biologiji, kulturi tkiva te molekularnoj biologiji i genetiļkom inģenjerstvu 

(Brar i sur., 1994; Flick i sur., 1984). Razlog tome je dostupnost biljke, kratko generacijsko 

vrijeme i lagana transformacija. Tijekom rada sa kulturom tkiva duhana, Murashige i Skoog 

(1962) razvili su sastav hranjivih podloga kao medija za prouļavanje kulture biljaka u 

uvjetima in vitro, ġto je kasnije omoguĺilo primjenjivost na stotinama drugih biljnih 

organizama (Ganapathi i sur., 2004). 
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2. CILJ ISTRAĢIVANJA 

 

 S obzirom na ekonomski znaļaj i raġirenost uporabe nanoļestica srebra, nameĺe se 

pitanje u kolikoj se mjeri takve ļestice ispuġtaju u okoliġ te kakav utjecaj imaju na njega. Ovo 

je istraģivanje usmjereno na ispitivanje uļinka nanoļestica srebra i ionskog srebra na klijance 

duhana (Nicotiana tabacum), a cilj je bio: 

1. Utvrditi uzrokuju li ispitivane koncentracije nanoļestica srebra (i) pojavu oksidacijskog 

stresa u klijancima duhana, (ii) oġteĺenje bioloġki vaģnih molekula i (iii) promjene u 

aktivnosti i ekspresiji antioksidacijskih enzima. 

2. Utvrditi uzrokuju li ispitivane koncentracije nanoļestica srebra promjene u ekspresiji 

ukupnih proteina u biljci te izazivaju li pojaļanu ekspresiju proteina stresa. 

3. Usporediti utjecaj ispitivanih koncentracija nanoļestica srebra s utjecajem istih 

koncentracija ionskog srebra za sve prethodno navedene parametre. 
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3. MATERIJALI I METODE  

3.1. Materijal 

3.1.1. Nanoļestice srebra (AgNP) 

 

 Nanoļestice srebra (AgNP) su redukcijskim postupkom pripravljene iz AgNO3 te 

zatim stabilizirane pomoĺu negativno nabijenog citratnog aniona. Na taj naļin su dobivene 

negativno nabijene nanoļestice AgNP-citrat (Slika 1). 

 

 

 

 

 

Slika 1. Ļestice nanosrebra (AgNP) pripravljene iz AgNO3 i stabilizirane pomoĺu negativno 

nabijenog citratnog aniona (AgNP-citrat). Fotografija je snimljena pri poveĺanju od 85000x. 

Bar = 100 nm. (AgNP pripremila i snimila I. Vinkoviĺ-Vrļek) 

 

3.1.2. Biljni materijal  

 

 Sjemenke duhana sterilizirala sam inkubacijom u 50%-tnoj (v/v) otopini NaOCl na 

mjeġalici u trajanju od 15 minuta. Nakon toga sam ih nekoliko puta isprala destiliranom 

vodom te mikropipetom nasadila na sterilizirane hranjive podloge MS (Murashige i Skoog, 

1962), u koje su bile dodane otopine AgNP i AgNO3 kako bi se postigle ģeljene koncentracije 

od 25, 50, 75, 100 i 500 ÕM. Sjemenke su isklijavale i rasle 30 dana, nakon ļega je tkivo 

uzorkovano i analizirano.  
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3.2. Metode  

3.2.1. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina   

 

Klijance duhana sam pincetom izvadila iz hranidbene podloge te osuġila na 

papirnatom ruļniku. Nakon toga sam vagala 0,4 g tkiva, po 6 replika od svake koncentracije 

AgNP i AgNO3. Izvagano tkivo potom sam stavljala u tarionik koji se nalazio na ledu kako bi 

pri ekstrakciji proteini ostali neoġteĺeni i zadrģali svoju aktivnost. Dodala sam malo 

polivinilpirolidona (PVP, cca 10 mg) i 1 mL hladnog 0,1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,0 

nakon ļega je uslijedilo homogeniranje tkiva uz pomoĺ tuļka. Homogenat je potom 

centrifugiran prvo 15 minuta na 14000 rpm pri 4 ÁC, nakon ļega sam supernatante prebacila u 

nove tubice te ponovo centrifugirala 60 minuta na 14000 rpm pri 4 ÁC. Tako pripremljene 

uzorke prebacila sam u ļiste tubice i pohranila na -20 ÁC  kako bi se oļuvali za sljedeĺe 

analize: odreĽivanje sadrģaja proteinskih karbonila, spektrofotometrijsko odreĽivanje 

aktivnosti antioksidacijskih enzima, odreĽivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima u gelu, 

odreĽivanje ekspresije ukupnih proteina, imunodetekcija antioksidacijskih enzima i ekspresija 

proteina stresa. 

 

3.2.2. OdreĽivanje koncentracije proteina  

 

Prije daljnje analize proteina bilo je potrebno odrediti njihovu koncentraciju. Za to 

sam koristila metodu po Bradfordu (1976), koja se temelji na vezanju boje Coomassie 

Brilliant Blue G-250 (CBB) na proteine. Prvo sam napravila Bradford matiļnu otopinu 

(0,01% CBB G-250; 31,35% (v/v) etanol; 58,6% (v/v) H3PO4), iz koje sam pripremila 

Bradford radnu otopinu (2,58% (v/v) etanol; 5,28% (v/v) H3PO4; 6% (v/v) Bradford matiļna 

otopina) koju sam koristila mjerenju koncentracije proteina. Baģdarni pravac sam izradila 

pomoĺu otopina albumina goveĽeg seruma (eng. Bovine Serum Albumin, BSA) poznatih 

koncentracija (0,2 ï 2,0 mg mL
-1

) pripremljenih u 0,1 M kalij-fosfatnom puferu pH 7,0. Za 

mjerenje sam u 980 ÕL Bradford radne otopine stavila 20 ÕL uzorka, tubicu sa reakcijskom 

smjesom sam lagano promijeġala na vortexu te njen sadrģaj prebacila u kivetu. Intenzitet 

plavog obojenja nastalog pri reakciji proteina u uzorku s Bradfordovom otopinom mjerila sam 

spektrofotometrijski na valnoj duljini od 595 nm. Koncentraciju proteina u svakome uzorku, 

izraģenu u mg mL
-1

 otopine, dobila sam oļitavanjem prethodno napravljene baģdarne krivulje. 
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3.2.3. Dihidroetidij test  

 

Razinu oksidacijskog stresa u stanici moguĺe je mjeriti detekcijom ROS-ova, a u 

ovom sluļaju za to sam koristila dihidroetidij (DHE) test (Domijan i Abramov, 2011) i 

fluorescencijsku mikroskopiju. Odabrane klijance od svake ispitane koncentracije AgNP i 

AgNO3 tretirala sam s 10 ÕL 10 ÕM DHE, te inkubirala u navedenoj otopini 25 minuta pri 

sobnoj temperaturi u plastiļnoj tubici. Uzorke sam potom prenijela na predmetno stakalce te 

promatrala fluorescentnim mikroskopom, nakon ļega je uslijedilo snimanje fotografija 

uporabom visokorezolucijske kamere. Analizu intenziteta fluorescencije provodila sam 

raļunalnim programom Lucida 6.0, mjerenjem intenziteta obojenja na 100 nasumiļno 

odabranih stanica po stakalcu. Dobiveni rezultati su prikazani prema relativnom intenzitetu u 

odnosu na kontrolni uzorak. 

 

3.2.4. OdreĽivanje sadrģaja malondialdehida 

 

 OdreĽivanju sadrģaja malondialdehida (MDA) prethodila je ekstrakcija lipida. U 

ohlaĽenom tarioniku homogenirala sam 0,4 g tkiva u 1300 ÕL (2 x 650 ÕL) ekstrakcijskog 

pufera (0,3% (w/v) tiobarbituratna kiselina (TBA) u 10% (w/v) trikloroctenoj kiselini (TCA)). 

Dobivene ekstrakte prelila sam u tubice za daljnju analizu. 

 Za odreĽivanje razine lipidne peroksidacije u stanicama koriġtena je metoda prema 

Heathu i Packeru (1968). Ekstrakte sam 30 minuta zagrijavala na termomixeru na 95 ÁC u 

otvorenim tubicama jer smjesa vrije, zatim ih ohladila u posudi s ledom te centrifugirala 15 

minuta na 8000 rpm i 4 ÁC. Supernatante sam prelila u kivete te mjerila apsorbanciju pomoĺu 

spektrofotometra na 532 nm i 600 nm, te od vrijednosti oļitane na 532 oduzela vrijednost 

oļitanu na 600 nm ġto predstavlja korekciju za nespecifiļno zamuĺenje. Kao slijepe probe 

koristila sam 200 ÕL kalij-fosfatnog pufera pH 7,0 pomijeġanog sa 1300 ÕL prethodno 

navedenog reakcijskog pufera. Koncentraciju lipidnih peroksida izrazila sam kao 

koncentraciju MDA u Õmol g
-1

 svjeģe tvari prema jednadģbi:  

 sadrģaj MDA = 
  Ů  

  [ɛmol g
-1

 svjeģe tvari] 
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gdje je: 

A532 ï apsorbancija izmjerena na 532 nm 

A600 ï apsorbancija izmjerena na 600 nm 

m ï masa tkiva (g) 

Ů ï molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM
-1 

cm
-1

) 

l ï duljina puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika  standardna pogreġka.  

 

3.2.5. OdreĽivanje sadrģaja proteinskih karbonila 

 

Za odreĽivanje sadrģaja proteinskih karbonila koristila sam metodu prema Levinu i 

sur. (1994). Za to sam pripremila 2 seta plastiļnih tubica. U prvi set sam stavila 200 ÕL 

ekstrakata (poglavlje 3.2.1) i dodala 300 ÕL 10 mM dinitrofenilhidrazina (DNPH) u 2 M HCl. 

U drugi set, koji je sluģio kao kontrola, stavila sam takoĽer 200 ÕL uzorka te dodala 300 ÕL 2 

M HCl. Sadrģaje tubica oba seta promijeġala sam uz pomoĺ vortexa, te ostavila u mraku na 

sobnoj temperaturi jedan sat, uz povremeno potresanje. U sve sam uzorke zatim stavila 500 

ÕL 10%-tne TCA za precipitaciju proteina, te ih ostavila na -20 ÁC 5 minuta. Nakon toga 

uzorke sam centrifugirala 10 minuta na 14000 rpm na 4 ÁC, odlila supernatant, a nastali talog 

ispirala 3 puta sa po 500 ÕL otopine etanol/etilacetat u omjeru 1:1 kako bi se uklonio nevezani 

reagens. Talog sam na kraju otapala u 1 mL 6 M uree u 20 mM kalij-fosfatnom puferu pH 2,4, 

a kako bih samo otapanje ubrzala koristila sam vortex. Pri spektrofotometrijskom mjerenju 

svaki uzorak s DNPH imao je svoju slijepu probu bez DNPH, a apsorbancija se mjerila pri 

370 nm. Sadrģaj proteinskih karbonila izrazila sam prema jednadģbi: 

sadrģaj karbonila = 
    

 [ɛmol mg-1
proteina]  

gdje je: 

A370 ï apsorbancija izmjerena na 370 nm 

m ï koncentracija proteina (mgproteina  mL
-1

) 

Ů ï molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM
-1 

cm
-1

) 

l ï duljina optiļkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika  standardna pogreġka. 
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3.2.6. Comet test 

 

 Oġteĺenja molekule DNA detektirala sam i izmjerila primjenom Comet testa (Gichner 

i sur., 2004). Jezgre stanica mehaniļki sam izolirala radeĺi rezove ģiletom po klijancima 

uronjenima u 250 ÕL 400 mM 2-amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diol-HCl (Tris-HCl) pH 

7,5 pri 4 ÁC, te ih pomijeġala s jednakom koliļinom agaroze niskog taliġta (Low Melting 

Point, LMP, 1% (w/v) u puferiranoj otopini fosfatnih soli (eng. Phospate Buffer Saline, PBS; 

10 mM Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4, 130 mM NaCl, 2,7 mM KCl, pH 7,4) koja je prethodno 

bila zagrijana na 42 ÁC. Ovu smjesu nanijela sam na predmetna stakalca na kojima se nalazila 

1% (w/v) agaroza normalnog taliġta (Normal Melting Point, NMP) u destiliranoj vodi. Pokrila 

sam ih pokrovnicom i ostavila na ledu kako bi se agaroza uļvrstila. Prije prijenosa predmetnih 

stakalaca u posudu za horizontalnu elektroforezu uklonila sam pokrovna stakalca, a posudu 

ispunila hladnim puferom za elektroforezu (1 mM Na2EDTA i 300 mM NaOH, pH  13). 

Stakalca su prvo stajala u posudi s puferom 10 minuta kako bi doġlo do denaturacije DNA, 

nakon ļega je pokrenuta elektroforeza pri 0,8 V cm
-1

 i 300 mA kroz 20 minuta. Nakon 

elektroforeze stakalca su tri puta po 5 minuta isprana neutralizacijskim puferom (400 mM 

Tris-HCl, pH 7,5) te na kraju uronjena u destiliranu vodu. 

 Stakalca za analizu bojana su sa 70 ÕL etidijevog bromida (20 Õg mL
-1

) u periodu od 5 

minuta. Sa svakog je stakalca izabrano 150 jezgara za analizu fluorescencijskim 

mikroskopom s ekscitacijskim filterom BP 520/09 nm i graniļnim filterom od 610 nm. 

Postotak DNA u repu (%DNA), kao primarna mjera oġteĺenja DNA, mjeren je raļunalnim 

programom Komet ver.5. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika.  

 

3.2.7. Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima 

 

3.2.7.1. Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti superoksid dismutaze (SOD) 

 

Aktivnost superoksid dismutaze mjerena je prema metodi Beauchamp i Fridovicha (1971). Na 

poļetku sam pripremila otopine za mjerenje (slijepa proba bez izvora superoksidnog radikala i 

bez SOD) i maksimalnu apsorbanciju neinhibirane kontrole. U 800 ÕL reakcijske smjese (13 

mM metionin, 75 ÕM nitroblue tetrazolium (NBT) i 0,1 M etilendiamintetraoctene kiseline 

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

Odmah po stavljanju riboflavina, smjese u kivetama sam izmijeġala i na 8 minuta izloģila 

djelovanju svjetlosti transiluminatora (15 W). NBT se reducira u prisutnosti superoksidnih 
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radikala u netopivi plavo obojeni formazan koji pokazuje apsorpcijski maksimum na valnoj 

duljini od 560 nm. Kao slijepa proba koriġtena je navedena smjesa koja nije izloģena 

djelovanju svjetlosti. Nakon toga sam u veĺ navedenoj smjesi smanjila koliļinu kalij-

fosfatnog pufera te dodala proporcionalnu koliļinu uzorka kontrole (poglavlje 3.2.1), 

ponavljajuĺi postupak, kako bih dobila smanjenje apsorbancije od 50%. Uslijedio je identiļan 

postupak sa svim uzorcima zadanih koncentracija, kao i sa SOD standardima tj. serijom 

razrijeĽenja otopina poznatih koncentracija SOD u rasponu od 0,025 do 1 U ɛL
-1

. Nakon 

mjerenja, dobiveni rezultati su linearizirani na naļin da su vrijednosti aktivnosti maksimuma 

(neinhibirana kontrola) podijeljeni s onom dobivenom za uzorke, odnosno SOD standarde. Uz 

pomoĺ SOD standarda izradila sam baģdarnu krivulju na temelju koje sam izraļunala 

aktivnosti SOD za svaki  pojedini uzorak. Aktivnost SOD izraģena je kao U mg
-1

proteina, 

odnosno,  ɛmolprodukta min
-1

 mg
-1

proteina. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika 

 standardna pogreġka. 

 

 3.2.7.2. Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX) 

 

Za odreĽivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze koristila sam metodu prema Nakano i 

Asada (1981). Na poļetku sam pripremila reakcijsku smjesu koja se sastoji od 50 mL 50 mM 

kalij-fosfatnog pufera u kojem je otopljeno 0,126 g pirogalola te neposredno prije koriġtenja 

dodano 5,5 ÕL H2O2. Takav reagens potrebno je zamotati u foliju ili pohraniti u tamnu bocu. 

Kao slijepu probu koristila sam 980 ÕL navedene reakcijske smjese u koju sam dodala 20 ÕL 

0,1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,0, a za uzorke sam pomijeġala 980 ÕL reakcijske smjese sa 

20 ÕL prethodno pripravljenih ekstrakta (poglavlje 3.2.1). Aktivnost sam mjerila na valnoj 

duljini od 430 nm svakih 15 sekundi tijekom 1 minute (spektrofotometar ATI/Unicam UV4-

110, Cambridge, UK). 

Aktivnost PPX izrazila sam kao koliļinu nastalog produkta u Õmol min
-1 

po mg 

proteina prema jednadģbi:  

PPX = 
Ў ȢȢ ȢȢ ȢȢ

 [ɛmol min
-1 

mL
-1

] 



18 
 

PPX = 
Ў Ⱦ  

Ⱦ
 [ɛmolprodukta min

-1
 mg

-1
proteina] 

 

gdje je:  

ЎA(s.v.) ï srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nm u 15 s 

4 ï faktor korekcije za ЎA(s.v.) za izraģavanje rezultata u minuti 

V(r.s.) ï volumen reakcijske smjere (1 mL) 

F.R. ï faktor razrjeĽenja uzorka (1) 

V(uz) ï volumen uzorka (0,02 mL) 

Ů ï molarni apsorpcijski koeficijent (2,47 mM
-1

 cm
-1

) 

l ï duljina optiļkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika  standardna pogreġka. 

 

3.2.7.3. Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX) 

 

Aktivnost askorbat peroksidaze mjerena je prema metodi Nakana i Asade (1981). Za 

to sam pripremila otopine 10 mM EDTA, 50 mM kalij-fosfatnog pufera pH 7,0, 12 mM H2O2, 

10 mM askorbinske kiseline te pufer 1 sastavljen od 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera pH 

7,0 i 500 ÕL 10 mM EDTA. Za slijepu probu pomijeġala sam 800 ÕL pufera 1, 180 ÕL 0,1 M 

kalij-fosfatnog pufera, 10 ÕL 10 mM askorbinske kiseline i 10 ÕL 12 mM H2O2. Za samo 

mjerenje pomijeġala sam 800 ÕL pufera 1, 180 ÕL uzorka (poglavlje 3.2.1), 10 ÕL mM 

askorbinske kiseline i 10 ÕL 12 mM H2O2. Slijepe probe i uzorke stavila sam u kvarcne 

kivete, a aktivnost sam mjerila na 290 nm. Zbog oksidacije askorbinske kiseline mjerila sam 

pad apsorbancije svaku sekundu tijekom 15 sekundi. 

Aktivnost APX izrazila sam kao koliļinu nastalog produkta u Õmol min
-1

 po mg 

proteina  prema jednadģbi:  

APX = 
Ў ȢȢ ȢȢ ȢȢ

 [ɛmol min
-1 

mL
-1

] 
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APX = 
Ў Ⱦ  

Ⱦ
 [ɛmolprodukta min

-1
 mg

-1
proteina] 

 

gdje je:  

ЎA(s.v.) ï srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nm u 15 s 

4 ï faktor korekcije za ЎA(s.v.) za izraģavanje rezultata u minuti 

V(r.s.) ï volumen reakcijske smjere (1 mL) 

F.R. ï faktor razrjeĽenja uzorka (1) 

V(uz) ï volumen uzorka (0,18 mL) 

Ů ï molarni apsorpcijski koeficijent (2,8 mM
-1

 cm
-1

) 

l ï duljina optiļkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika  standardna pogreġka. 

 

3.2.7.4.  Spektrofotometrijsko odreĽivanje aktivnosti katalaze (CAT) 

 

Metoda prema Aebi (1984) koriġtena je za odreĽivanje aktivnosti enzima katalaze. Za 

pripravu reakcijske smjese pomijeġala sam 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera pH 7,0 sa           

51 ÕL otopine H2O2. Kao slijepa proba posluģila je smjesa 950 ÕL reakcijske otopine i 50 ÕL 

0,1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7,0, dok sam za mjerenje uzoraka pomijeġala 950 ÕL 

reakcijske smjese i 50 ÕL ekstrakta (poglavlje 3.2.1). Aktivnost ovoga enzima mjerila sam na 

240 nm svakih 10 sekundi tijekom dvije minute. Uslijed utroġka H2O2 apsorbancija je 

kontinuirano padala. 

Aktivnost CAT izrazila sam kao koliļinu utroġenog H2O2 u ҡmol min
-1

  po mg 

proteina prema jednadģbi: 

CAT = 
Ў ȢȢ ȢȢ ȢȢ

 [ҡmol min
-1 

mL
-1

] 

CAT = 
Ў Ⱦ  

Ⱦ
 [Õmol H2O2 min

-1
 mg

-1
 proteina] 

gdje je:  

ЎA(s.v.) ï srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 240 nm u 10 s 
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6 ï faktor korekcije za ЎA(s.v.) za izraģavanje rezultata u minuti 

V(r.s.) ï volumen reakcijske smjere (1 mL) 

F.R. ï faktor razrjeĽenja uzorka (1) 

V(uz) ï volumen uzorka (0,05 mL) 

Ů ï molarni apsorpcijski koeficijent (40 mM
-1

 cm
-1

) 

l ï duljina optiļkog puta (1 cm) 

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost 6 replika  standardna pogreġka. 

 

3.2.8. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom  

 

Enzime u stanicama moguĺe je naĺi u velikom broju izoformi koje se mogu razdvojiti 

nativnom elektroforezom jer njihova elektroforetska pokretljivost ovisi o gustoĺi naboja 

molekule, molekulskoj masi i izoelektriļnoj toļki (Balen i sur. 2011). 

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

i izlila ih u sendviļ sastavljen od staklenih ploļa koje su prethodno oļiġĺene 96%-tnim 

etanolom, kako je opisano u Balen i sur. (2011). Nakon polimerizacije gelova, staklene ploļe 

sam prenijela na elektrodni nosaļ te u kadicu u kojoj se sve nalazi ulila elektrodni pufer. 

Proteinske ekstrakte sam prije nanoġenja u jaģice pomijeġala s 10 ÕL 0,5%-tne otopine 

saharoze i boje bromfenol plavo (BromoPhenol Blue, BFB), pri ļemu saharoza sluģi kako bi 

uzorcima poveĺala gustoĺu i osigurala njihovo sjedanje u jaģice, a boja BFB olakġava 

praĺenje tijeka same elektroforeze. Na gel sam nanosila 100 ҡg proteina po jaģici. 

Elektroforeza se provodila u kadici PROTEANÈ II xi cell (Bio-Rad) na 4 ÁC; prvih 45 minuta 

tekla je pri 100 V kako bi uzorci uġli u gel za razdvajanje, nakon ļega sam napon povisila na 

220 V i tako ostavila do kraja.  

Tablica 1. Sastav gela za elektroforezu u nativnim uvjetima. 

 gel za razdvajanje (10%) gel za koncentriranje (4%)  

reH2O 16,8 mL 6,1 mL 

Tris-HCl 1,5 M; pH 8,8; 10 mL 0,5 M; pH 6,8; 2,5 mL 

akrilamid/bisakrilamid (AA/Bis) 13,2 mL 1,3 mL 

10% amonijev peroksodisulfat (APS) 200 ÕL 50 ÕL 

tetrametiletilendiamin (TEMED) 20 ÕL 10 ÕL 
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Nakon elektroforeze uslijedilo je tretiranje gelova i vizualizacija vrpci ovisno o 

enzimu koji se istraģuje.  

 

3.2.8.1. OdreĽivanje aktivnosti i broja izoformi antioksidacijskih enzima u gelu 

3.2.8.1.1. OdreĽivanje aktivnosti i broja izoformi superoksid dismutaze (SOD) 

 

 Gel na kojemu sam odreĽivala aktivnost superoksid dismutaze nakon elektroforeze 

sam 25 minuta inkubirala u 50 mL 50 mM kalij-fosfatnog pufera pH 7,8 u kojemu je bilo 

otopljeno 100 mg NBT. Nakon toga gel sam inkubirala u otopini 100 mL 50 mM kalij-

fosfatnog pufera pH 7,8 u koju sam dodala 100 ÕL 2 mM riboflavina i 425 ÕL TEMED-a 15 

minuta u tami. Gel sam zatim izloģila djelovanju svjetlosti transiluminatora sve do pojave 

vrpci zadovoljavajuĺeg intenziteta (Beauchamp i Fridovich, 1971). Izoforme SOD su se 

pojavile kao akromatske vrpce na plavoljubiļastoj podlozi. Nakon toga gel sam izvadila iz 

otopine i skenirala.  

 

3.2.8.1.2. OdreĽivanje aktivnosti i broja izoformi pirogalol peroksidaze (PPX) 

 

Za detekciju vrpci u gelu nakon provoĽenja nativne elektroforeze koristila sam metodu 

prema Chance i Maehly (1955). Gel sam prvo inkubirala 30 minuta u 100 mL 50 mM kalij-

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 dodala 0,252 g pirogalola i 40 ÕL H2O2. Nakon 5-10 

minuta pojavile su se ģuto-smeĽe vrpce izoenzima peroksidaze. Gel sam odmah skenirala jer 

se stajanjem obojenje brzo gubi.  

 

3.2.8.1.3. OdreĽivanje aktivnosti i broja izoformi askorbat peroksidaze (APX) 

 

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 kalij-

fosfatnom puferu pH 7,0 u kojem je otopljeno 0,212 g askorbinske kiseline. Uslijedila je 

inkubacija u 50 mM kalij-fosfatnom puferu pH 7,0 uz dodatak 0,14 g askorbinske kiseline i 

41 ÕL H2O2, u trajanju od 20 minuta. Nakon jednominutnog ispiranja u 50 mM kalij-
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fosfatnom puferu pH 7,0, gel je inkubiran u 50 mM kalij fosfatnom puferu pH 7,8 u koji sam 

dodala 860 ÕL TEMED-a i 0,3 g NBT-a (Mittler i Zilinkas, 1993). U toj otopini gel se nalazio 

10 do 15 minuta, nakon ļega su se izoforme pojavile kao akromatske vrpce na 

plavoljubiļastoj podlozi i gel je skeniran.  

 

3.2.8.1.4. OdreĽivanje aktivnosti i broja izoformi katalaze (CAT)  

 

Detekciju aktivnosti i broja izoformi katalaze provodila sam prema protokolu 

Woodbury i sur. (1971). Gel sam na poļetku ispirala u destiliranoj vodi 3 puta po 15 minuta. 

Nakon toga slijedila je inkubacija od 10 minuta u 100 mL destilirane vode kojoj sam dodala 

51 ÕL H2O2. Za to vrijeme pripremila sam dvije otopine, prvu otapanjem 0,5 g K3Fe(CN)6 u 

50 mL destilirane vodi i drugu otapanjem 0,5 g FeCl3 u 50 mL destilirane vode. Nakon 

kratkog ispiranja u destiliranoj vodi, gel sam inkubirala u smjesi nastaloj mijeġanjem 

prethodno navedenih otopina soli ģeljeza sve do pojave ģuto obojenih vrpci na zelenoj 

podlozi, nakon ļega sam gel skenirala.  

 

3.2.9. Analiza ekspresije ukupnih proteina razdvajanjem natrijev dodecil sulfat ï 

 poliakrilamid gel elektroforezom (SDS-PAGE) 

 

Za analizu ekspresije ukupnih proteina koristila sam natrijev dodecil sulfat ï 

poliakrilamid gel elektroforezu (Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel 

Electrophoresis - SDS-PAGE), koja se temelji na razaranju disulfidnih veza u proteinu 

pomoĺu natrijevog dodecil sulfata (SDS). Time se postiģe disocijacija proteina u pojedinaļne 

polipeptidne lance koji se u tijeku elektroforeze, zahvaljujuĺi maskiranju naboja, razdvajaju 

iskljuļivo na temelju efektivnog promjera molekule, to jest, njegove molekulske mase (Balen 

i sur., 2011). 

 

3.2.9.1. SDS-PAG elektroforeza 

 

 SDS-PAG elektroforeza izvedena je kako je opisao Laemmli (1970). Na poļetku sam 

pripremila otopine za gelove prema uputama iz Tablice 1, uz dodatak 10%-tne otopine SDS 

(100 ÕL u gel za razdvajanje i 50 ÕL u gel za sabijanje) i izlila ih u sendviļ sastavljen od 

staklenih ploļa. Nakon polimerizacije gelova, staklene ploļe sam priļvrstila na elektrodni 
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nosaļ te prenijela u kadicu u koju sam ulila elektrodni pufer sastava 0,25 M Tris, 1,92 M 

glicin i 10% (w/v) SDS. Uzorke za nanoġenje na gel pripravila sam mijeġanjem odreĽenih 

volumena proteinskih ekstrakata sa puferom za denaturaciju uzoraka (eng. sample buffer; 

187,5 mM Tris-HCl, 20% glicerol, 6% SDS, 5% ɓ-merkaptoetanol, 0,1% BFB) kako bih 

postigla ujednaļene koncentracije proteina u svim uzorcima. Nakon denaturacije 5 minuta na 

temperaturi od 95 ÁC na termobloku uz mijeġanje, uzorke sam nanijela u jaģice gela. Za 

bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue u jaģice sam nanosila 12 ҡg proteina, a za 

bojanje gelova srebrovim nitratom 6 ҡg proteina po jaģici. Elektroforeza se provodila u kadici 

PROTEANÈ II xi cell (Bio-Rad) prikljuļenoj na izvor vode kako bi se odrģala konstantna 

temperatura, prvih 45 minuta pri 100 V kako bi uzorci uġli u gel za razdvajanje, a kasnije pri 

220 V do kraja.  

 Nakon elektroforeze uslijedilo je bojanje gelova i vizualizacija vrpci.  

 

3.2.9.2. Bojanje gelova bojom Coomassie Brilliant Blue i srebrovim nitratom 

 

 Bojenje gela bojom Coomassie Brilliant Blue izvodila sam kako je opisano u Balen i 

sur. (2011). Nakon elektroforeze, gel sam preko noĺi inkubirala u otopini za bojenje (0,1% 

(w/v) CBB R-250, 45% (v/v) metanol, 10% (v/v) ledena octena kiselina), pri sobnoj 

temperaturi i na tresilici. Nakon toga je uslijedilo odbojavanje u otopini sastava 10% (v/v) 

octena kiselina i 20% (v/v) metanol, takoĽer na sobnoj temperaturi i na tresilici, pri ļemu sam 

otopinu za odbojavanje mijenjala nekoliko puta, sve dok se pozadina gela nije u potpunosti 

obezbojila. Nakon toga gel 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, 500 ÕL formaldehid i destilirana voda do 1 L), nakon ļega sam ga 3 puta po 20 

minuta ispirala u otopini 30%-tnog etanola. Uslijedila je obrada u otopini Na2S2O3 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 AgNO3, 75 ÕL formaldehid i 

redestilirana voda do 100 mL), te ispiran s redestiliranom vodom 2 puta po 20 sekundi. 

Razvijanje vrpci provoĽeno je u otopini za razvijanje (6 g Na2CO3, 50 ÕL formaldehida, 2 mL 

otopine Na2S2O3  i redestilirana voda), a nakon ġto su vrpce postale vidljive daljnje razvijanje 
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sam prekinula upotrebom stop otopine (50% etanol, 12% octena 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 SDS-PAG elektroforeza. Prije 

elektroforeze pripremila sam gelove za mali sustav elektroforeze prema sastavu prikazanom u 

Tablici 2. U sendviļ sloģen od staklenih ploļa ulila sam prvo gel za razdvajanje te ga 

nadsvodila 20%-tnim etanolom kako bih sprijeļila kontakt sa zrakom. Nakon polimerizacije 

gela za razdvajanje, pripremila sam gel za koncentriranje, prije ļega sam odlila dodani etanol 

i povrġinu gela isprala s redestiliranom vodom. IzmeĽu ploļa zatim sam stavila ļeġljeve i 

ostavila gel da se polimerizira. Nakon polimerizacije, ploļe s gelovima postavila sam na 

elektrodni nosaļ i u prostor izmeĽu gelova ulila elektrodni pufer sastava 0,25 M Tris, 1,92 M 

glicin i 10% (w/v) SDS. U jaģice sam nanosila proteinske uzorke pomijeġane s puferom za 

denaturaciju uzoraka, kako je opisano u poglavlju 3.2.10.1. Na gelove sam nanosila 10 ҡg 

proteina po jaģici. Elektroforezu sam provodila u kadici Mini-PROTEANÈ Tetra Cell (Bio-

Rad), prvih 15 minuta pri 100 V, nakon ļega sam napon poveĺala na 200 V do kraja 

elektroforeze. 

Tablica 2. Sastav gela za malu SDS-PAG elektroforezu. 

 gel za razdvajanje (12%) gel za koncentriranje (4%) 

reH2O 3,5 mL 3,05 mL 

Tris-HCl 1,5 M; pH 8,8; 2,5 mL 1,25 mL 

AA/Bis 4 mL 0,665 mL 

10% SDS 100 ÕL 50 ÕL 

10% APS 50 ÕL 35 ÕL 

TEMED 5 ÕL 8 ÕL 

 

 

3.2.10.1. OdreĽivanje ekspresije antioksidacijskih enzima imunodetekcijom proteina na 

membrani 

 

 Nakon SDS-PAG elektroforeze, gel sam stavila u vertikalni sustav za elektroprijenos 

Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad), kako je opisano u Balen i sur. 
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(2011). U staklenu posudu ulila sam pufer za prijenos (28 mM Tris, 192 mM glicin, 10% (v/v) 

metanol), te u njega poloģila otvoreni plastiļni okvir ureĽaja, crnom stranom prema dolje. Na 

njega sam stavila spuģvicu i filtrirni papir Whatmann, te nitroceluloznu membranu koju sam 

prethodno namoļila u redestiliranoj vodi. Nakon elektroforeze, gel sam prenijela na 

nitroceluloznu membranu, preklopila ga drugim filtrirnim papirom i spuģvicom, te preklopila 

okvir ureĽaja pazeĺi da izmeĽu membrane i gela ne zaostanu mjehuriĺi zraka. Plastiļni sam 

okvir zatim postavila u ureĽaj na naļin da membrana bude okrenuta prema + elektrodi, te 

pokrenula prijenos koji je trajao jedan sat na 60 V. Nakon prijenosa membranu sam obojala 

bojom Rouge Ponceau S, te nakon ispiranja u destiliranoj vodi, grafitnom olovkom ucrtala 

biljege molekulskih masa. Potom sam membranu dodatno odbojila u 25 mL pufera TBS (eng. 

Tris-buffered saline, TBS; 50 mM Tris HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5), te pripremila otopinu A 

koja se sastaojala od 500 mL pufera PBS, 1% Tween 20 i 2% mlijeka u prahu (w/v) (za 

protutijela anti-APX, -CAT i -SOD), odnosno 5% (w/v) mlijeka u prahu (za protutijelo anti-

peroksidazu iz hrena (eng. horseradish peroxidase, HRP). Membrane sam inkubirala 60 

minuta u 30 mL otopine A, nakon ļega su membrane inkubirane u 30 mL otopine A uz 

dodatak primarnih protutijela na 4 ÁC preko noĺi (Tablica 3.). Iduĺi sam dan membrane 

isprala 3 puta po 10 minuta s 20 mL otopine A, nakon ļega je slijedila inkubacija membrana u 

otopini A uz dodatak 3 ÕL sekundarnih protutijela (Tablica 3.) u trajanju od 60 minuta. 

Membrane sam potom ispirala 2 puta po 10 minuta sa 20 mL otopine B sastavljene od 1x 

PBS-pufer i 1% Tween 20 te ih obradila otopinama za kemiluminiscenciju (ECL Western 

Blotting Substrate, Promega za CAT i HRP te WesternSure Chemiluminescent Western 

Blotting reagent, LI-COR Biosciences za APX i SOD). Na kraju je uslijedilo skeniranje 

membrana na ureĽaju za kemiluminiscenciju i njihova obrada.  

Tablica 3. Prikaz protutijela i njihovih razrjeĽenja koriġtenih za imunodetekciju 

antioksidacijskih enzima.  

Analizirani 

enzim 

Primarno protutijelo  RazrjeĽenje Sekundarno 

protutijelo  

RazrjeĽenje 

APX 

Poliklonalno 

protutijelo kuniĺji  

anti-APX                           

(rabbit polyclonal) 

(Agrisera, Ġvedska) 

1:1000 
anti-kuniĺji IgG-HRP                       

(Agrisera, Ġvedska) 
1:30000 

CAT 

Poliklonalno 

protutijelo kuniĺji  

anti-CAT                    

(rabbit polyclonal) 

(Agrisera, Ġvedska) 

1:1000 
anti-kuniĺji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 

 

1:30000 
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SOD 

Poliklonalno 

protutijelo kuniĺji                            

anti-Cu/Zn SOD 

(rabbit polyclonal) 

(Agrisera, Ġvedska) 

1:1000 
anti-kuniĺji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 

 

1:30000 

HRP 

Poliklonalno 

protutijelo ovļji                 

anti-HRP                         

(sheep, polyclonal) 

(Agrisera, Ġvedska) 

1:2000 
anti-ovļji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 
1:30000 

 

 

3.2.10.2. OdreĽivanje ekspresije proteina stresa imunodetekcijom  

 

Postupak za odreĽivanje ekspresije proteina stresa (Hsp70, hitinaza, ASR1 i Whirly) 

sliļan je postupku za odreĽivanje ekspresije antioksidacijskih enzima, kao ġto je opisano u 

prethodnom poglavlju. Otopina A pripremljena je uz 5% (w/v) mlijeka u prahu, a koriġtena 

primarna i sekundarna protutijela prikazana su u Tablici 4. Za detekciju sam koristila otopinu 

za kemiluminiscenciju ECL Western Blotting Substrate, Promega. 

Tablica 4. Prikaz protutijela i njihovih razrjeĽenja koriġtenih za imunodetekciju proteina 

stresa. 

Analizirani 

enzim 

Primarno protutijelo  RazrjeĽenje Sekundarno 

protutijelo  

RazrjeĽenje 

Hsp70 

Poliklonalno 

protutijelo kuniĺji anti-

Hsp70 (kuĺna izrada, 

ljubaznoġĺu dr. sc. H. 

Fulgosija, IRB) 

1:500 
anti-kuniĺji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 

 

1:30000 

ASR1 

Poliklonalno 

protutijelo anti-ASR1 

(Kalifa i sur. 2004, 

ljubaznoġĺu Prof. D. 

Bar-Zvi) 

1:2000 
anti-kuniĺji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 

 

1:30000 

hitinaza 

Poliklonalno 

protutijelo kuniĺji anti-

hitinaza klasa I (rabbit 

polyclonal class I 

chitinase) (Agrisera, 

Ġvedska) 

1:2000 
anti-kuniĺji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 

 

1:30000 

whirly1 

Poliklonalno 

protutijelo whirly1 

(kuĺna izrada, 

ljubaznoġĺu prof. D. 

Bar-Zvi) 

1:1000 
anti-kuniĺji IgG-HRP 

(Agrisera, Ġvedska) 

 

1:30000 
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3.3. Statistiļka obrada podataka  

 

 Podaci su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika  standardne pogreġke. Za 

statistiļku obradu rezultata koriġtena je jednosmjerna analiza varijance (eng. analysis of 

variance ï ANOVA), nakon ļega sam provela post-hoc Duncan test. Pri tumaļenju statistiļki 

obraĽenih rezultata znaļajnom sam smatrala razliku p  0,05. Za to sam koristila raļunalni 

program Statistica 12.0 (Stat Soft Inc., SAD). 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

          REZULTATI
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4. REZULTATI  

4.1. Dihidroetidij test 

 
 Reakcija ROS s dihidroetidijem omoguĺila je utvrĽivanje razine oksidacijskog stresa u 

klijancima duhana tretiranima nanoļesticama srebra i ionskim srebrom (Slike 3 i 4).  

 U klijancima koji su rasli na podlogama s AgNP porast razine ROS u odnosu na 

kontrolu vidljiv je samo pri koncentracijama od 100 i 500 ÕM (Slika 2a). Klijanci rasli na 

podlogama s AgNO3 pokazali su znaļajno viġe razine ROS veĺ od 50 ÕM koncentracije, a 

najveĺa vrijednost izmjerena je pri koncentraciji od 500 ÕM AgNO3 (Slika 2b).  

 

   

Slika 2. Razina ROS u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje su 

sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati, prikazani kao relativan intenzitet u odnosu na 

kontrolni uzorak, srednje su vrijednosti intenziteta fluorescencije izmjerenog u 100 stanica  

standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se znaļajno razlikuju 

(p 0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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Slika 3. Primjeri analiziranih fotografija pri odreĽivanju razine ROS u klijancima duhana koji 

su 30 dana rasli na podlogama koje su sadrģavale AgNP. Fotografije su snimljene pri 

poveĺanju od 400x.  A ï kontrola, B ï 25 ÕM, C ï 50 ÕM, D ï 75 ÕM, E ï 100 ÕM, F ï 500 

ÕM. Bar = 50,0 Õm. 
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D 



30 
 

       

       

       

Slika 4. Primjeri analiziranih fotografija pri odreĽivanju razine ROS u klijancima duhana koji 

su 30 dana rasli na podlogama koje su sadrģavale AgNO3. Fotografije su snimljene pri 

poveĺanju od 400x.  A ï kontrola, B ï 25 ÕM, C ï 50 ÕM, D ï 75 ÕM, E ï 100 ÕM, F ï 500 

ÕM. Bar = 50,0 Õm. 

 

 

E F 

B A 

D C 
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4.2. Sadrģaj malondialdehida 

 

 Sadrģaj malondialdehida u klijancima duhana mjerila sam zbog odreĽivanja razine 

lipidne peroksidacije, jednog od pokazatelja oksidacijskog stresa.  

 Nanoļestice srebra nisu izazvale statistiļki znaļajne promjene u razini lipidne 

peroksidacije tretiranih klijanaca u odnosu na kontrolu. Ipak, pri koncentraciji od 100 ÕL 

uzrokovale su blagi porast, a pri 500 ÕM blago sniģenje razine lipidne peroksidacije (Slika 

5a). Klijanci koji su rasli na podlogama s ionskim srebrom pri koncentracijama od 50 ÕM do 

500 ÕM (Slika 5b) pokazuju znaļajan porast razine lipidne peroksidacije u odnosu na 

kontrolu. Najveĺu koncentraciju MDA pokazali su klijanci koji su rasli na podlozi sa 75 ÕM 

AgNO3.  

 

   

Slika 5. Sadrģaj MDA u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje su 

sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika  

standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se znaļajno razlikuju 

(p 0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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4.3. Sadrģaj proteinskih karbonila 

 

 Sadrģaj proteinskih karbonila mjerio se kako bi se odredila razina oksidacije proteina u 

klijancima duhana. 

 Razina oksidacije proteina znaļajno je porasla u klijanacima raslim na podlozi s 

nanoļesticama srebra, s izuzetkom klijanaca tretiranih sa 25 i 75 ÕM AgNP (Slika 6a). Pri 

tome su najveĺi porast u sadrģaju proteinskih karbonila pokazali klijanci rasli na podlozi sa 50 

ÕM AgNP. Klijanci izloģeni djelovanju ionskog srebra nisu pokazali statistiļki znaļajnu 

promjenu u razini proteinskih karbonila u odnosu na kontrolu (Slika 6b).  

 

   

Slika 6. Sadrģaj proteinskih karbonila u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti 6 replika  standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se 

znaļajno razlikuju (p0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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4.4. Comet test 

 

 Mjerenje postotka DNA u repu koristi se za odreĽivanje razine oġteĺenja molekule 

DNA. Iz mjerenja je vidljivo da nanoļestice srebra uzrokuju poveĺanje postotka DNA samo 

pri veĺim koncentracijama (100 i 500 ÕM), pri ļemu je najveĺa vrijednost izmjerena u 

klijancima koji su rasli na podlogama sa 100 ÕM AgNP (Slika 7a). Ionsko srebro uzrokovalo 

je poveĺanje postotka DNA pri svim ispitanim koncentracijama (Slika 7b); najveĺe oġteĺenje 

molekule DNA pokazali su klijanci izloģeni djelovanju 75 ÕM AgNO3, dok su se vrijednosti 

postupno smanjivale pri veĺim koncentracijama.  

  

   

Slika 7. Postotak DNA u repu u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama 

koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 

replika  standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se znaļajno 

razlikuju (p 0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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4.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima 

4.5.1. Aktivnost superoksid dismutaze 

 

 Superoksid dismutaza je enzim koji uklanja superoksidni radikal pretvarajuĺi ga u 

vodikov peroksid i molekularni kisik. 

U klijancima koji su rasli na podlogama s nanoļesticama srebra znaļajno poveĺanje 

aktivnosti SOD u odnosu na kontrolu utvrĽeno je samo pri koncentracijama od 100 i 500 ÕM 

AgNP (Slika 8a). U klijancima izloģenim ionskom srebru znaļajno poveĺanje aktivnosti SOD 

u odnosu na kontrolu i najveĺa aktivnost u odnosu na ostale tretmane izmjerena je pri najniģoj 

koncentraciji AgNO3 (25 ÕM), dok je aktivnost izmjerena pri najveĺoj koncentraciji AgNO3 

(500 ÕM) vrlo sliļna kontroli (Slika 8b).  

 

   

Slika 8. Aktivnost superoksid dismutaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti 6 replika  standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se 

znaļajno razlikuju (p0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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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 odreĽena spektrofotometrijski praĺenjem nastanka produkta purpurogalina.  

 Aktivnost pirogalol peroksidaze znaļajno se smanjila u odnosu na kontrolu u 

tretiranim klijanacima duhana, bilo da su rasli na podlogama s dodatkom AgNP ili s 

dodatkom AgNO3 (Slika 9. a i b). Najmanja vrijednost zabiljeģena je u klijancima raslim na 

podlozi s najveĺom koncentracijom AgNO3 (500 ÕM). 

  

   

Slika 9. Aktivnost pirogalol peroksidaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti 6 replika  standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se 

znaļajno razlikuju (p0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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4.5.3. Aktivnosti askorbat peroksidaze 

 

 Askorbat peroksidaza joġ je jedan enzim koji sluģi uklanjanju vodikovog peroksida iz 

stanice, a aktivnost je praĺena nastankom produkta oksidacije askorbinske kiseline.  

 Klijanci duhana koji su rasli na podlogama s nanoļesticama srebra (Slika 10a) i 

ionskim srebrom (Slika 10b) pokazuju statistiļki znaļajan porast aktivnosti askorbat 

peroksidaze u odnosu na kontrolu, s izuzetkom klijanaca raslih pri 25 ÕM AgNO3. Najveĺi se 

porast vidi u klijancima tretiranim veĺim koncentracijama srebra, i to pri koncentraciji od 100 

ÕM AgNO3 te 100 i 500 ÕM AgNP.  

 

   

Slika 10. Aktivnost askorbat peroksidaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje 

vrijednosti 6 replika  standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se 

znaļajno razlikuju (p0,05; Duncan test). K ï kontrola. 
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4.5.4. Aktivnost katalaze 

 

 Katalaza je enzim koji katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu i molekularni 

kisik, a aktivnost  je spektrofotometrijski odreĽena praĺenjem utroġka vodikovog peroksida.  

 Statistiļki znaļajno smanjenje aktivnosti katalaze u odnosu na kontrolu vidljivo je u 

gotovo svim ispitanim uzorcima, bilo da su tretirani nanoļesticama srebra (Slika 11a) ili 

ionskim srebrom (Slika 11b). Jedini su izuzetak klijanci koji su rasli na podlozi s AgNP 

najmanje  koncentracije (25 ÕM), koji nisu pokazali statistiļki znaļajnu promjenu aktivnosti u 

odnosu na kontrolu. 

  

   

Slika 11. Aktivnost katalaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje 

su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti 6 replika  

standardna pogreġka. Stupci oznaļeni razliļitim slovima statistiļki se znaļajno razlikuju 

(p 0,05; Duncan test). K ï kontrola.  
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4.6. Aktivnost antioksidacijskih enzima u gelu  

4.6.1. Aktivnost superoksid dismutaze 

 

 Aktivnost enzima superoksid dismutaze prikazana je na slici 12. Vidljiv je veĺi broj 

izoformi, koje su poredane prema rastuĺoj pokretljivosti u gelu i nazvane: SOD1, SOD2, 

SOD3, SOD4, SOD5, SOD6 i SOD7. 

 Intenzitet vrpci pojedine izoforme nije bio jednakog intenziteta u svakome od uzoraka. 

SOD1 bio je karakteristiļan samo za klijance koji su rasli na podlozi s najveĺom 

koncentracijom AgNO3, dok je vrpca SOD2 bila slabog intenziteta u svim tretmanima osim 

pri 500 ÕM AgNP. Izoforma SOD3 uoļljivija je u tretiranim klijanacima nego u kontroli, a 

intenzitet vrpce slabiji je pri tretmanu s ionskim srebrom nego s nanoļesticama srebra; najjaļe 

je izraģena u klijanacima tretiranim s 500 ÕM AgNP. Izoforma SOD4 nije bila prisutna u 

kontroli, ali je vidljiva u svim tretiranim klijancima; intenzitet vrpce postupno se pojaļavao 

porastom koncentracije AgNP dok je pri svim koncentracijama AgNO3 bila ujednaļenog 

intenziteta.  Vrpca SOD5 nije vidljiva u kontroli, dok je u tretiranim klijanacima prisutna pri 

koncentraciji od 75 ÕM AgNP i svim koncentracijama AgNO3 s jednakim intenzitetom. 

Izoforme SOD6 i SOD7 nalaze se u kontrolnim i svim tretiranim klijancima i jednakog su 

intenziteta.  

 Za kontrolu je bila karakteristiļna odsutnost izoformi SOD1, SOD4 i SOD5. U 

klijanacima tretiranim AgNP bile su vidljive sve izoforme osim SOD1, i to s jaļim 

intenzitetom u odnosu na kontrolu. U klijancima tretiranim AgNO3 bile su prisutne sve 

navedene izoforme; vrpce SOD2, SOD3 i SOD4 bile su slabijeg intenziteta u odnosu na 

tretmane sa AgNP, ali i dalje jaļe izraģene nego u kontroli.  
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Slika 12. Aktivnost i izoforme superoksid dismutaze u gelu nakon nativne PAG elektroforeze 

u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje su sadrģavale AgNO3 i 

AgNP. K ï kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM 

AgNP, 5 ï 500 ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 

100 ÕM AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.6.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze 

 

 Na slici 13. prikazana je aktivnost pirogalol peroksidaze u gelu. U analiziranim 

uzorcima naĽeno je pet izoformi navedenoga enzima, koje su prema rastuĺoj pokretljivosti u 

gelu oznaļene kao PPX1, PPX2, PPX3, PPX4, PPX5 i PPX6. 

 IzmeĽu uzoraka tretiranih ionskim srebrom i nanoļesticama srebra nije bilo razlike u 

broju izoformi PPX, no u svim tretmanima  se pojavila jedna izoforma (PPX3) koja nije 

vidljiva u kontroli. Uzorci se meĽusobno razlikuju po intenzitetu pojedinih vrpci ovisno o 

primijenjenim koncentracijama AgNO3 i AgNP. U klijanacima koji su rasli na podlozi s 

AgNP vidljivo je postupno pojaļanje intenziteta vrpci PPX2, PPX3 i PPX6 sa porastom 

koncentracije AgNP pri ļemu najjaļi intenzitet pokazuju klijanci rasli na podlozi 500 ÕM 

AgNP, gdje se pojavljuje i dodatna vrpca PPX5 koja nije vidljiva pri ostalim koncentracijama 
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AgNP. Klijanci koji su rasli na podlozi s dodatkom AgNO3 u usporedbi s kontrolom pokazali 

su vidljivo jaļi intenzitet svih vrpci, koji je ujednaļen u svim ispitanim koncentracijama osim 

pri koncentraciji od 100 ÕM gdje su vrpce PPX4 i PPX6 bile jaļeg intenziteta, a pojavila se i 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje su sadrģavale AgNO3 i 

AgNP. K ï kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM 

AgNP, 5 ï 500 ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 

100 ÕM AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.6.3. Aktivnost askorbat peroksidaze 

 

 Na slici 14. prikazana je aktivnost enzima askorbat peroksidaze u gelu. Vidljiva je 

samo jedna izoforma ovoga enzima oznaļena sa APX1, koja je bila jednakog intenziteta u 

kontroli i svim tretiranim klijancima.  
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Slika 14. Aktivnost i izoforme askorbat peroksidaze u gelu nakon nativne PAG elektroforeze 

u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje su sadrģavale AgNO3 i 

AgNP. K ï kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM 

AgNP, 5 ï 500 ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 

100 ÕM AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.6.4. Aktivnost katalaze 

 

 Na slici 15. prikazana je aktivnost katalaze u gelu. Na gelu se moģe uoļiti jedna 

izoforma navedenog enzima (CAT1).  

 Izoforma CAT1 bila je prisutna u kontroli i svim tretiranim klijanacima duhana. U 

klijancima koji su rasli na podlogama s nanoļesticama srebra intenzitet vrpci bio je jednak pri 

svim ispitanim koncentracijama ali malo slabiji u odnosu na kontrolu. U klijancima koji su 

izloģeni ionskom srebru uoļava se jak intenzitet vrpce pri koncentraciji od 25 ÕM, dok 

porastom koncentracija intenzitet vrpca postupno slabi te je pri koncentraciji od 500 ÕM 

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

N. tabacum koji su 30 dana rasli na podlogama koje su sadrģavale AgNO3 i AgNP. K ï 

kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 500 

ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.8.  Ekspresija ukupnih proteina 

 

 Na slici 16. prikazana je ekspresija ukupnih proteina u klijancima duhana koji su rasli 

na podlogama s nanoļesticama srebra i ionskim srebrom.  

Na gelu bojanom srebrovim nitratom (Slika 16a) moguĺe je uoļiti nekoliko razlika u 

ekspresiji proteina u odnosu na kontrolu. Za poļetak, klijanci koji su rasli na podlogama sa 50 

ÕM AgNP, te 50 i 100 ÕM AgNO3 pokazuju jaļu ekspresiju proteina molekulske mase oko 90 

kDa (crna strelica). TakoĽer, pri koncentracijama od 25 i 500 ÕM AgNP i 100 AgNO3 

vidljivo je pojaļanje intenziteta obojenja vrpce pri 23 kDa (plava strelica). S druge strane, 

ekspresija proteina od otprilike 30 kDa smanjena je u tretmanima sa 100 i 500 ÕM AgNP te 
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25 i 500 ÕM AgNO3 (bijela strelica). Uz to, vrpca proteina molekulske mase oko 16 kDa nije 

detektirana u klijanaca raslih na podlozi sa 500 ÕM AgNO3 (crvena strelica). 

Na gelu bojanom bojom CBB vidljive su iste promjene za vrpce od 90 i 30 kDa (Slika 

16b) uoļene na gelu bojanom srebrovim nitratom. Uz to, u klijanaca koji su rasli na podlozi 

koncentracije 100 ÕM AgNO3 uoļava se vrpca pri 110 kDa (zvjezdica), koja nije detektirana 

u ostalim uzorcima.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Slika 16. Ekspresija ukupnih topivih proteina u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli 

na podlogama s AgNP i AgNO3 nakon SDS-PAG elektroforeze. Gelovi su bojani a) 

srebrovim nitratom i b) bojom Comassie Brilliant Blue. M ï biljezi molekulskih masa (kDa), 

K ï kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 

500 ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3.  
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4.7. Imunodetekcija antioksidacijskih enzima 

4.7.1. Superoksid dismutaza  

 

 Na membranama koje prikazuju ekspresiju superoksid dismutaze (Slika 17) vidljive su 

dvije vrpce ovog enzima od 22 kDa (SOD1) i 19 kDa (SOD2), koje su bile prisutne u obje 

skupine tretiranih klijanaca. U klijancima koji su rasli na podlozi s AgNP obje su vrpce 

prisutne pri svim koncentracijama, ali s razliļitim intenzitetom; vrpca SOD1 najjaļe je 

izraģena pri koncentraciji od 75 ÕM, a SOD2 pri 500 ÕM AgNP (Slika 17a). Klijanci tretirani 

AgNO3 ne pokazuju velike razlike niti sa kontrolom niti meĽusobno u intenzitetu vrpci SOD1 

i SOD2, koje su takoĽer detektirane pri svim ispitivanim koncentracijama ionskog srebra 

(Slika 17b).  

 

 

 

 

Slika 17. Imunodetekcija superoksid dismutaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli 

na podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. M ï biljezi molekulsih masa (kDa), K 

ï kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 

500 ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.7.2. Peroksidaza iz hrena  

 

 Na slici 18. prikazana je ekspresija proteina HRP. Ukupno je detektirano pet 

proteinskih vrpci molekulaskih masa od 50 kDa (HRP1), 45 kDa (HRP2), 38 kDa (HRP3), 35 

kDa (HRP4) i 30 kDa (HRP5). U klijanacima raslim na podlozi s AgNP u svim je tretmanima 

bila prisutna vrpca HRP2, ļiji je intenzitet najviġe bio izraģen pri koncentraciji od 50 ÕM, dok 

je pri viġim koncentracijama AgNP intenzitet vrpce bio slabiji (Slika 18a). TakoĽer, pri 

koncentraciji od 50 ÕM AgNP uoļljive su i vrpce HRP1 i HRP4 koje nisu bile prisutne u 

ostalim tretmanima. Klijanci koji su rasli na podlogama s AgNO3 pokazali su veĺi broj vrpci 

HRP (Slika 18b); HRP1, HRP2 i HRP3 bile su prisutne su pri svim koncentracijama, dok su 

HRP4 i HRP5 vidljive samo u klijancima tretiranim sa 75 i 500 ÕM AgNO3. Pri tome je 

intenzitet svih navedenih vrpci najjaļe izraģen pri tretmanu sa 500 ÕM AgNO3.  
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Slika 18. Imunodetekcija peroksidaze HRP u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. M ï biljezi molekulskih masa (kDa), K ï 

kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 500 

ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.7.3. Askorbat peroksidaza  

 

 Imunodetekcijom askorbat peroksidaze na membrani uoļava se pet vrpci ovoga 

enzima molekulskih masa od 38 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 

detektirane vrpce APX1 i APX5. Najjaļi intenzitet ostalih vrpci je vidljiv nakon izlaganja 25 

ÕM AgNP, dok u uzorcima tretiranim 50 ÕM AgNP nije bila vidljiva niti jedna vrpca (Slika 

19a). U klijancima koji su rasli na podlogama s AgNO3 zabiljeģno je svih pet vrpci APX, iako 

je njihov intenzitet bio najizraģeniji nakon tretmana s 50 ÕM i 500 ÕM (Slika 19b).  

 

 

 

 

 

 

Slika 19. Imunodetekcija askorbat peroksidaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli 

na podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. M ï biljezi molekulskih masa (kDa), 

K ï kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 

500 ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 
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4.7.4. Katalaza  

 

 Na slici 20. prikazana je ekspresija katalaze dobivena imunodetekcijom primjenom 

odgovarajuĺeg protutijela. Na membranama je vidljiva jedna izoforma navedenog enzima od 

oko 57 kDa, oznaļena kao CAT1. Ona se nalazila u svim uzorcima, a jaļe je bila izraģena u 

klijancima tretiranim s AgNP (Slika 20a) u odnosu na tretmane s AgNO3 (Slika 20b). Vrpce 

najjaļeg intenziteta pojavile su se u klijancima izloģenim djelovanju AgNP u koncentracijama 

od 25 ÕM, 50 ÕM i 500 ÕM. Klijanci koji su rasli na podlogama s AgNO3 uglavnom su 

pokazali vrpcu CAT1 podjednakog intenziteta kao u kontroli, s iznimkom vrpci detektiranih 

nakon tretmana s 50 ÕM i 500 ÕM AgNO3 (Slika 20b). 

  

 

 

 

Slika 20. Imunodetekcija katalaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. M ï biljezi molekulskih masa (kDa), K ï 

kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 500 

ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.9. Ekspresija proteina stresa 

4.9.1. Protein toplinskog ġoka (Hsp70) 

 

 Na slici 21. prikazana je ekspresija proteina Hsp70 u tretiranim klijancima duhana. 

Vidljiva je jedna izoforma ovoga proteina (Hsp70-1) mase 70 kDa koja se pojavljuje nakon 

tretmana svim ispitanim koncentracijama AgNP i AgNO3. U klijancima koji su rasli na 

podlozi s AgNP (Slika 21a) intenzitet vrpci slabijeg je intenziteta nego u klijancima koji su 

rasli na podlozi s AgNO3, no i dalje je ekspresija jaļa u tretiranim klijancima u usporedbi s 

kontrolom. Najjaļi intenzitet pokazao klijanac tretiran s 25 ÕM AgNO3. Vrpce su vidljivo 

jaļeg intenziteta od kontrole u klijancima koji su rasli na podlozi s AgNO3 (Slika 21b), pri 

ļemu se posebno istiļu koncentracije od 50 ÕM i 500 ÕM.  

M         K       1       2       3       4       5  M           K       8       9      10     11      12 

CAT1 

a b 

66,2 

45,0 

 66,2 

 45,0 



47 
 

 

 

 

 

Slika 21. Imunodetekcija proteina Hsp70 u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. M ï biljezi molekulskih masa (kDa), K ï 

kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 500 

ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 

 

4.9.2. Hitinaza 

 

 Ekspresija proteina hitinaze prikazana je na slici 22. Vidljive su dvije izoforme 

navedenog proteina molekulskih masa od 35 kDa (hitinaza-1) i 34 kDa (hitinaza-2). U 

klijancima koji su rasli na podlogama s AgNP (Slika 22a) prisutna je samo hitinaza-1, iako i 

ona nedostaje pri koncentracijama od 25 i 500 ÕM AgNP. Najjaļe je izraģena nakon tretmana 

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

hitinaze detektirane u klijancima koji su rasli na podlogama s AgNO3 (Slika 22b), iako ne pri 

svim koncentracijama. Tu se najviġe istiļe koncentracija od 75 ÕM gdje su vrpce obje 

izoforme najveĺeg intenziteta. Hitinaza-2 je joġ prisutna pri koncentraciji od 100 ÕM, dok je u 

kontroli i ostalim uzorcima nema.  

 

 

 

 

Slika 22. Imunodetekcija hitinaze u klijancima N. tabacum koji su 30 dana rasli na 

podlogama koje su sadrģavale a) AgNP i b) AgNO3. M ï biljezi molekulskih masa (kDa), K ï 

kontrola, 1 ï 25 ÕM AgNP, 2 ï 50 ÕM AgNP, 3 ï 75 ÕM AgNP, 4 ï 100 ÕM AgNP, 5 ï 500 

ÕM AgNP, 8 ï 25 ÕM AgNO3, 9 ï 50 ÕM AgNO3, 10 ï 75 ÕM AgNO3, 11 ï 100 ÕM 

AgNO3, 12 ï 500 ÕM AgNO3. 
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