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1. UVOD
1.1. Nanocestice srebra (AgNP)

Nanomaterijali su estice nanoveliine (10 nm), a prefiks nano moZe se odnositi i na
vrijeme (nanosekunda), volumen (nanolitar) i masu (nanogram). Nanomaterijale mozemo
podijeliti u tri podskupine: nanofilmovi (imaju jednu dimenziju izmedu 1 nm i 100 nm),
nanocjevCice (imaju dvije dimenzije izmedu 1 nm i 100 nm) i nanocestice (imaju sve tri
dimenzije izmedu 1 nm i 100 nm) (Sekhon, 2014). Nanostrukturirani materijali vrlo su zivo
podrucje istrazivanja u svijetu zahvaljujuéi svojim jedinstvenim elektriénim, kemijskim i
fizickim svojstvima te se stoga sve viSe rabe u elektroni¢koj industriji, medicini, prehrambenoj
i kozmeti¢koj industriji, proizvodnji energije i remedijaciji okoli§a (lvankovi¢, 2011, Vannini i
sur., 2013). No, uz golem trzisni potencijal oni donose i nove rizike. Naime, nanocestice su,
zbog velike povrSine, vrlo reaktivne te posljednjih godina raste broj istrazivanja vezanih za

Stetne u€inke nanomaterijala na Zive organizme.

Nanosrebro je najistrazeniji i najkoristeniji oblik nanoCestica u bioloskim sustavima.
Nanosrebro samo po sebi nije niSta novo niti revolucionarno; jo$ od proslog stoljeca koristi se
u medicini, kao i pri razvijanju fotografija te filtriranju vode za pi¢e. Nedavni napredak u
sintetiziranju nanosrebra doveo je do toga da se nanocestice srebra mogu dopremiti na
mjesta gdje nikada prije to nije bilo moguce (prolazak unutar stanice ili kroz krvno-mozdanu
barijeru) i zahvaljujuc¢i tome, nanosrebro danas mozemo naci u atletskoj odjeci, kozmetici,
dje€jim boc€icama pa sve do bolni¢ke opreme i proizvodnje kreveta i kupaona (Seltenrich,
2013). Srebro je odavno poznato po svojim iznimnim antibakterijskim svojstvima, no
transformacijom u ovako male Cestice njegova djelotvornost povecana je tisu¢e puta pa su
antimikrobna i antisepticka svojstva srebra postala jo$ ucinkovitija. Godine 2012.
laboratorijski je dokazan ucinak gela na bazi nanosrebra koji ubija neke sojeve
Staphylococcus aureus (MRSA) otporne na meticilin te enterokoke otporne na vankomicin
(VRE) (Seltenrich, 2013). Unato€ Sirokoj upotrebi, nanosrebro je ipak slabo istrazen

materijal.

Omijer veliCine Cestica i volumena u nanostrukturama je vazan jer, Sto je Cestica
manja, to je omjer vedi, a time se povecava i reaktivnhost nanoCestica, odnosno potencijal da
atomi srebra budu otpusteni. Posljednjih godina raste broj istrazivanja vezanih za Stetne
ucinke nanosrebra na zive organizme, a od posebnog je interesa utjecaj na biljke. Zasto?
Upravo zato jer su biljke neizostavna i esencijalna komponenta svakog ekosustava i igraju
kljuénu ulogu u transportu projektiranih nanocestica (engineered nanoparticles, ENPs) u
okoli§, putem unosa i bioakumulacije nanocestica u bilici (Monica i Cremonini, 2009).

Naglasak je na istrazivanju genotoksicnih i citotoksiCnih ucinaka nanosrebra na biljku,



odnosno biljne stanice. Nekoliko dosadasnjih istrazivanja pokazalo je pozitivhe i negativne
ucinke nanomaterijala na vide bilijke. Nanocestice SiO, i TiO, poboljSale su aktivnost enzima
nitrat reduktaze u soji i tako ubrzali klijanje i rast (Lu i sur., 2002). Takoder je dokazano da
nano-TiO, unaprjeduje fotosintezu i metabolizam duSika te tako poboljSava rast Spinata
(Zheng i sur., 2005). Na luku (Allium cepa) je provedeno istrazivanje koje je pokazalo da
nanoCestice srebra (AgNP) izazivaju citotoksi¢nost, kao i neke kromosomske aberacije u
stanicama korjenci¢a (Kumari i sur., 2009), a u biljnoj vrsti Ricinus communis nanocestice
srebra, kao i ionsko srebro, izazivaju povecanu aktivnost antioksidacijskih ezima (katalaze,
peroksidaze i superoksid dismutaze) (Yasur i Rani, 2013). Songa i sur. (2013) pokazali su
inhibiciju rasta korijena uzrokovanu tretmanom nanocesticama srebra u rajcici, Lycopersicum

esculentum.

Organski omotacli koji stabiliziraju nanoCestice srebra, a koje sam koristila u
istrazivanju su citrat, polivinilpirolidon (PVP) i cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB). Citrat i
PVP najCeSce su koristeni organski omotadi za nanoclestice srebra jer oni omogucéavaju
ucinkovito rasprdenje nanoCestica. Osim toga, oni daju stabilnost i odredeni naboj
nanocestici srebra (Silva i sur., 2014). Prema navodima iz literature, CTAB omota¢ Cesto se
koristi kao omotac i za neke druge nanodestice (zlato-Au, magnetit Fes0O,) (Faraji i sur.,
2010, Cheung i sur., 2012). Citrat daje negativni, a CTAB pozitivni naboj, dok PVP omotac¢

ne daje nikakav naboj nanocCestici, ve¢ Cestica ostaje neutralna.

U svom diplomskom radu htjela sam ispitati utjeCu li nanoCestice srebra (AgNP),

stabilizirane trima razli€itim omotacima, na pojavu oksidacijskog stresa u modelnoj biljci luku.

1.2. Vrsta Allium cepa kao modelni organizam

U istrazivanjima se Cesto koriste viSe biljke kao ucinkovito i osjetljivo biolosko “orude”
za ispitivanje razine kontaminacije tla, atmosfere, povrSinskih i podzemnih voda i dr. Luk
(Allium cepa) rasprostranjen je Sirom Europe, Azije, Afrike i Amerike, a njegova godiSnja
proizvodnja premasuje nekoliko milijuna tona. Godine 1938. A. cepa je prvi puta koristen kao
modelni organizam u citogeneti¢kim testovima ispitivanja ucinka kolhicina. Ova se biljna
vrsta od tada koristi kao bioindikator razliCitih vrsta oneciScenja i kontaminacija te kao
modelni organizam za istrazivanja in vivo u molekularnoj i stani¢noj biologiji zbog brojnih
prednosti kao Sto su - lak uzgoj i odrzavanje, visoka osjetljivost na promijenjene uvjete,
kratko vrijeme Kklijanja, stalne mitotske diobe, jednostavnost manipulacije, mali volumen
uzorka potreban za eksperiment, niska cijena i dr. ToksikoloSka ispitivanja na A. cepa vrlo

su dobri pokazatelji bioakumulacije kemijskih supstanci u odredenim tkivima, inhibicije rasta



korijena i listova, citogenetickih ili mutagenih ulinaka te odgovora na oksidacijski stres
(Geremias i sur., 2009). Bioakumulacija u odredenim tkivima, kao i inhibicija rasta korijena i
listova mogu se vrlo lako izmjeriti i vrednovati. U dosada$njim istraZivanjima naglasena je
upravo prakti¢nha upotreba A. cepa u takvim biotestovima (Geremias i sur., 2011).

Razlog zasSto sam upravo ovu biljnu vrstu izabrala kao modelni organizam u svome
diplomskom radu bila je mogucnost postavljanja eksperimenta na naéin da korijenje luka
raste u neposrednom kontaktu sa supstancom koju istrazujem, tj. uronjeno u otopinu
nanocestica srebra, kako bih utvrdila je li nanosrebro uzrokuje pojavu oksidacijskog stresa u

bilinim stanicama. Dobivene rezultate mogucée je ekstrapolirati i na neke druge biljne vrste.

1.3. Oksidacijski stres

Prije 2.7 milijuna godina fotosintetski organizmi uveli su molekularni kisik u na$ okoli§, a s
njime i nepozvane pratitelie aerobnog Zivota, reaktivne oblike kisika (ROS). Najveci
proizvodacdi ROS u biljnoj stanici su kloroplasti, mitohondriji i peroksisomi. Reaktivni oblici
kisika nastaju u odredenoj koli¢ini tijekom normalne aerobne metaboli¢ke aktivnosti u stanici,
npr. u diSnom lancu u mitohondrijima, lancu prijenosa elektrona u kloroplastima i
fotorespiraciji u peroksisomima. U ROS ubrajamo superoksidni radikal (O,7), singletni kisik
(*0O,), vodikov peroksid (H,0O,) i hidroksilni radikal (OH"). To su djelomiéno reducirani oblici
atmosferskog kisika (O;). Kada koncentracija ROS nadmasi obrambeni antioksidacijski
kapacitet stanice, javlja se oksidacijski stres. Oksidacijski stres u biljci nastaje kao posljedica
izlaganja biljke stresnim uvjetima kao $to su poviSeni salinitet, temperaturni ekstremi, susa,
teSki metali i dr. Razli¢ite vrste abiotiCkog stresa dovode do prekomjerne proizvodnje ROS,
koji su vrlo reaktivni i toksi¢ni te uzrokuju oStecenja proteina, lipida, ugljikohidrata i DNA u
biljnim stanicama. Upravo su procesi fotorespiracije u peroksisomima, stani¢nog disanja u
mitohondrijima i procesa na fotosintetskim membranama u kloroplastima izvori poviSene
koncentracije ROS u stanici tijekom izlaganja stresu. U stresnim uvjetima ROS mogu imati
ulogu signalnin molekula te tako dovesti do ekspresije gena vaznih za biosintezu
antioksidacijskih enzima i drugih molekula vaznih za obranu bilke. ROS se smatraju
stani¢nim indikatorima stresa i sekundarnim glasnicima uklju€enim u signalni put odgovora
na stres (Mittler, 2012). Umjereni oksidacijski stres aktivira antioksidacijski odgovor i dovodi
do prilagodbe biljke, ali ukoliko je oksidacijski stres snazan i dugotrajan te ako zakaze biljni
obrambeni mehanizam, stresni ¢imbenici nastavljaju djelovati, a daljnja proizvodnja Stetnih
ROS uzrokovat ¢e oStecenja proteina, membranskih lipida i nukleinskih kiselina, $to kona¢no

moze dovesti i do smrti stanice.



Kako bi se obranile od stresa i Stetnih u€inaka toksi¢nih reaktivnih oblika kisika, biljke su
razvile antioksidacijski obrambeni sustav u svojim stanicama i organelima (kloroplastima,
mitohondrijima, peroksisomima). Komponentama obrambenog mehanizma biljke pripadaju
enzimatski i ne-enzimatski antioksidansi. Enzimatski antioksidansi uklju€uju: superoksid
dismutazu (SOD), katalazu (CAT), askorbat peroksidazu (APX), pirogalol peroksidazu (PPX),
glutation reduktazu (GR), monodehidroaskorbat reduktazu (MDHAR), dehidroaskorbat
reduktazu (DHAR), glutation S-transferazu (GST) i glutation peroksidazu (GPX). Ne-
enzimatski antioksidansi ukljuCuju: askorbinsku kiselinu, glutatione, prolin, tokoferole,
karotenoide i flavonoide. ROS se teSko mjere direktno jer imaju kratko vrijeme poluzivota.
Prisutnost ROS kao pokazatelja oksidacijskog stresa moze se detektirati mjerenjem krajnjih
produkata lanCane reakcije koji imaju znatno duze vrijeme poluzivota, kao Sto su lipidni
peroksidi. Nadalje, kao mijerljive parametre oksidacijskog stresa koriste se promjene u
aktivnosti enzima antioksidacijskog sustava. Za rano otkrivanje oksidacijskog stresa koriste
se biokemijski pokazatelji koji se spektrofotometrijski odreduju iz ekstrakata biljnog tkiva.
Odredivanje biokemijskih pokazatelja vrlo je vazno u procjeni Stetnosti okolisnih ¢imbenika
zato Sto se metabolicke promjene uvijek javljaju i prije pojave vidljivih simptoma. Isto tako, u
svrhu procjene djelovanja stresnih ¢imbenika koristi se i istrazivanje izoformi antioksidacijskih
enzima jer uslijed stresnih ¢imbenika dolazi do razli€ite zastupljenosti pojedinih izoenzima. U
svome radu analizirala sam razinu lipidne peroksidacije i sadrzaj proteinskih karbonila kao
pokazatelje oksidacijskog stresa. Mjerila sam i aktivnhost antioksidacijskih enzima katalaze,
pirogalol peroksidaze i askorbat peroksidaze kako bih utvrdila je li doSlo do aktivacije

antioksidacijskog sustava biljke.

1.3.1. Lipidna peroksidacija membrana i oksidacija proteina

Lipidna peroksidacija smatra se procesom koji dovodi do najveéeg oste¢enja u svakom
Zivom organizmu. Naime, kada se razina ROS u stanici poveca toliko da ih vise obrambeni
sustav u bilici ne moZe uklanjati, tada raste razina lipidne peroksidacije u biljnim
membranama, $to za posljedicu ima promjene na cjelokupno fizioloSko funkcioniranje stanice
(Labudda, 2013). Prilikom peroksidacije lipida u membrani iz polinezasi¢enih masnih kiselina
stvaraju se produkti kao Sto su ketoni i malondialdehid (MDA) te oni reagiraju s
tiobarbiturnom kiselinom (TBA) i formiraju obojene produkte nazvane tiobarbiturne reaktivne
supstance (TBARS). MDA je jedan od konac¢nih produkata modifikacije lipida. Sadrzaj MDA
je mijerljivi parametar koji se odreduje spektrofotometrijski na valnoj duljini od 532 nm.
Peroksidacija lipida indikator je oksidacijskog stresa u biljnim membranama i najocitiji je

simptom oksidacijskog stresa u biljci. Lipidna peroksidacija i nastanak MDA utjeCu na neka



svojstva membrana kao $to su transport iona, smanjenje fluidnosti membrana; fosfolipidi se
lak8e izmjenjuju izmedu dvosloja lipida, povecava se propusnost membrana pa neke
supstance prolaze kroz membranu, $to u normalnim uvjetima ne bi mogle (Gill i Tuteja,
2010). Polinezasi¢ene masne kiseline, komponente membranskih lipida, vrlo su osjetljive na
aktivnost ROS. Proces lipidne peroksidacije sastoji se od tri dijela: inicijacije, propagacije i
terminacije. U procesu inicijacije nastaju radikali masnih kiselina. Hidroksilni ili superoksidni
radikali mogu reagirati sa metilenskim grupama na polinezasi¢enim masnim kiselinama pri
¢emu nastaju hidroperoksidi i lipidni peroksi-radikali, koji mogu dalje i¢i u fazu propagacije.
Razgradnjom lipidnih hidroperoksida nastaju razli€iti aldehidi (malondialdehid, krotonaldehid i
akrolein), lipidni epoksidi i alkoholi (Labudda, 2013).

Karbonilacija proteina koristi se kao pokazatelj oksidacije proteina, odnosno kao
pokazatelj oksidacijskog stresa u biljkama. Oksidacija proteina je kovalentha modifikacija
proteina, odnosno amino kiselina, potaknuta reaktivnim oblicima kisika ili oksidacijskim
stresom, koja daje slobodnu karbonilnu skupinu, time inhibirajuéi ili alternirajuéi aktivnost
proteina (Gill i Tuteja, 2010). Kada se aminokiselinski lanci proteina oksidiraju (posebno Pro,
Lys, Thr, Arg), stvaraju se karbonilne (C=0) skupine (aldehidi i ketoni). Takvi novonastali
oblici su stabilni, Sto je dobro za detekciju i skladiStenje. Oni reagiraju s 2,4-
dinitrofenilhidrazinom (DNPH) pri ¢emu nastaje stabilni dinitrofenil hidrazon, koji moze biti
detektiran razliitim metodama, od kojih je jedna i spektrofotometrijski (Dalle-Donne i sur.,
2003). Izlaganje proteina reaktivnim oblicima kisika na stani€¢noj razini izaziva specificne
modifikacije aminokiselinskih lanaca, fragmentacije peptidnih lanaca, agregacije unakrsno
vezanih produkata reakcije, promjene elektricnog naboja i povecanu osjetljivost na
proteolizu. Karbonili se koriste kao biljezi procjene oksidacijskog oStecenja proteina jer je

formiranje karbonila u ve¢oj mjeri u€estalije od ostalih oksidacijskih ostecenja proteina.

1.3.2. Antioksidacijski enzimi

Katalaze (EC 1.11.1.6.) su tetramerni enzimi koji sadrze molekule hema, a imaju
sposobnost dismutirati H,O, u H,O i O,. Nalazimo ih u svim aerobnim organizmima koji su
izlozeni kisiku, a vazne su zbog uklanjanja vodikovog peroksida u peroksisomima, Kkoji
nastaje uslijed oksidacije masnih kiselina i fotorespiracije. Katalaza moze ukloniti vodikov
peroksid na dva nacina: direktnom dismutacijom ili oksidacijom alkohola, formaldehida ili
nitrita vodikovim peroksidom. Katalaza ima visoku kataliticku aktivnost, ali slabu supstratnu
specificnost jer je potrebno istovremeno vezanje dviju molekula vodikovog peroksida u
aktivnom mjestu. Katalaza ima tri izoenzima. Prve dvije izoforme (CAT1 i CAT2) nalaze se u

peroksisomima i citosolu, a treCa (CAT3) se nalazi u mitohondrijima. Aktivhost gena koji



kodiraju enzim katalazu u stanici je stalna, a razina aktivnosti moze se naglo promijeniti pod
stresnim uvjetima koji Cesto djeluju na razini translacije. Zapazena je razliCita aktivnost
katalaze prilikom izlaganja biljaka teSkim metalima. Nakon tretmana kadmijem (Cd) pad
aktivnosti katalaze zabiljeZzen je u vrstama Glycine max, Phragmites australis, Capsicum
annum i Arabidopsis thaliana, dok je porast izmjeren u vrstama Oryza sativa, Brassica
juncea i Triticum aestivum (Gill i Tuteja, 2010). Nakon tretmana bakrom (Cu) aktivnost
katalaze se smanijila u vrstama Brassica oleracea i Brassica juncea (Posmyk i sur., 2009).

U peroksisomima katalaza katalizira sljedecu reakciju:

2 H202—> 2 Hzo + 02

Peroksidaze su enzimi Siroko rasprostranjeni u biljnome i Zivotinjskome svijetu. Sve biljne
peroksidaze su monomerni glikoproteini molekulskih masa od 32 do 45 kDa i pripadaju
velikoj porodici enzima oksidoreduktaza koje opcenito kataliziraju razgradnju H,O, uz
nastanak H,O, koriste¢i vodikov peroksid kao supstrat, tj. primatelj elektrona. Kao prosteticku
skupinu imaju hem (Fe*" - protoporfirin IX) koji se preko dva histidina veZe s glikoproteinskim
dijelom enzima. Ugljikohidratni dio glikoproteina sastoji se od glukoze, manoze, arabinoze,
ksiloze, fukoze i heksozamina. Analiza aminokiselinskog sastava peroksidaza razliCitog
porijekla pokazuje visoku konzerviranost segmenata polipeptida koji Cine aktivho mjesto
enzima, dok se sastav aminokiselina na povrsini molekule razlikuje. Istrazivanja su potvrdila
ulogu peroksidaza u biosintezi lignina, izgradnji komponenti stanicne stijenke, katabolizmu
auksina, borbi protiv patogena i starenju (Hiraga i sur., 2001). Peroksidaze se nalaze u
razliCitim staniCnim odjeljcima: vakuoli, Golgijevom tijelu, endoplazmatskom retikulumu i

mitohondrijima te u stani¢noj stijenci i izvanstanicnom prostoru.

Pirogalol peroksidaza (PPX, EC 1.11.1.7) tek je jedna od mnogih peroksidaza koje se
razlikuju prema supstratu koji koriste za razgradnju H,O,. PPX ima viSe supstrata, medu
kojima je i pirogalol, koji sluzi kao donor elektrona. Pirogalol peroksidazu ubrajamo u
nespecifitne peroksidaze koje koriste vodikov peroksid za razliCite oksidacijske reakcije Cija
je karakteristika slaba specificnost. Nalazimo ih u mnogim stani¢nim odjeljcima (vakuola,
Golgijevo tijelo, mitohondriji i dr.), stoga postoje i mnoge izoforme. Izoforme imaju razliciti
neto naboj i masu pa se mogu razdvojiti elektroforezom u nativnim uvjetima. Elektroforetska
pokretljivost izoenzima ovisi 0 gustoCi naboja molekule, molekularnoj masi i izoelektricnoj
tocki. Molekularna masa kre¢e im se u rasponu od 30 do 50 kDa (Hiraga i sur., 2001). Na
osnovu smjera kretanja u elektricnom polju dijele se na anionske (kisele) i kationske

(bazi¢ne).



Askorbat peroksidazu (APX, EC 1.11.1.11) ubrajamo u skupinu peroksidaza cCija je
glavna uloga uklanjanje vodikovog peroksida i organskih hidroperoksida te lipidnih peroksida
kako ne bi dodlo do nastajanja jako reaktivnih radikala koji oksidiraju stanicne komponente i
uzrokuju stani¢na ostecenja. Askorbat peroksidaza uklju¢ena je u prevodenje H,O, u dvije
molekule vode pomocéu askorbata i smatra se da taj enzim ima glavnu ulogu u pretvaranju
ROS u manje reaktivne oblike te ima visoki afinitet za vodikov peroksid. Nalazimo ju u
kloroplastima i citosolu. Dosadasnja istraZivanja o ovom enzimu odnosi se uglavhom na
askorbat peroksidaze iz kloroplasta i citosola (Arora i sur., 2002). APX obitelj sastoji se od
najmanje pet izoformi koje imaju visoku specificnost za askorbat kao donora elektrona.
Jedna od karakteristika ovog enzima je nestabilnost u odsutnosti askorbata. Aktivhost APX
gubi se kada koncentracija askorbata padne ispod 20 uM (Shigeoka i sur., 2002). Askorbat
peroksidaza dio je glutation - askorbatnog ciklusa koji djeluje u citosolu i kloroplastima.
Glutation - askorbatni ciklus prvi se suprotstavlja vodikovom peroksidu, ukoliko zakaze
njegovo uklanjanje u peroksisomima (Willekens i sur., 1997). PoviSena aktivnost askorbat
peroksidaze zapazena je u biljnim vrstama Triticum aestivum, Brassica juncea i Vigha
mungo koje su bile podvrgnute tretmanu Cd (Gill i Tuteja, 2010). Dokazana je i povec¢ana
aktivnost askorbat peroksidaze u transgeni¢noj vrsti Nicotiana plumbaginifolia kojoj je

mutiran gen za katalazu. Reakcija koju katalizira askorbat peroksidaza:

2 H,0O, + askorbinska kiselina — H,O + mono-dehidro-askorbinska kiselina



CILJ ISTRAZIVANJA



2, Cilj istrazivanja

Znajuéi koliko su u danasnje vrijeme nanocestice razli¢itih metala, ne samo srebra,
koristene u mnogim podrucjima ljudske djelatnosti, logi€no je da se namece pitanje utjecCu li

nanocestice negativno na okoli$ i zive organizme. Stoga je cilj ovog istrazivanja:

1. Utvrditi utjecu li ispitivane koncentracije nanocestica srebra (AgNP) s razlicitim
omotacima (AgNP-citrat, AQNP-PVP i AQNP-CTAB) na rast korjenci¢a luka.

2. Utvrditi izazivaju li ispitivane koncentracije nanocCestica srebra s razli¢itim
omotacima (AgNP-citrat, AgNP-PVP i AgNP-CTAB) pojavu oksidacijskog
stresa u korjenci¢ima luka analizom parametara oksidacijskog stresa
(oSteCenje  membranskih lipida i oksidacija proteina) i aktivnosti
antioksidacijskihn enzima katalaze, pirogalol peroksidaze i askorbat

peroksidaze.

3. Usporediti utjecaj ispitanih koncentracija nanolestica srebra (AgNP-citrat,
AgNP-PVP i AgNP-CTAB) na navedene parametre s utjecajem ionskog srebra
(AgNO3) primijenjenog u istim koncentracijama.
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3. MATERIJALI | METODE
3.1. Materijal
3.1.1 Nanocestice srebra (AgNP)

Redukcijskim postupkom pripravljene su AgNP iz AgNOs, koje su zatim stabilizirane
pomocu 3 vrste omotaca: neutralnog polivinilpirolidona (PVP), negativho nabijenog citratnog
aniona i pozitivno nabijenog cetiltrimetilamonijevog kationa (CTAB). Na taj su nacin dobivene
3 vrste nanocCestica: neutralne (AgNP-PVP, Slika 1a), negativho nabijene (AgNP-izocitrat,
Slika 1b) te pozitivno nabijene (AgNP-CTAB, Slika 1c).

Slika 1. Cestice nanosrebra (AgNP) pripravljene iz AgNOj; i stabilizirane pomo¢u 3 vrste omotada: a)
neutralnog polivinilpirolidona (PVP; AgNP-PVP), b) negativno nabijenog citratnog aniona (AgNP-
izocitrat) i ¢) pozitivno nabijenog cetiltrimetilamonijevog kationa (CTAB; AgNP-CTAB). Fotografije su

snimljene pri povec¢anju od 85000 x. Bar = 100 nm. (AgNP pripremila i snimila I. Vinkovi¢-Vréek)



3.1.2. Biljni materijal

Istrazivanje za svoj diplomski rad provodila sam na luku (Allium cepa). Luk je bilika iz
porodice Alliaceae i jedan je od modelnih organizama koji se koriste u eksperimentalne
svrhe. Glavice luka ostavila sam u vodi dva dana kako bi izrasli korjenciéi, pazecéi pri tome da
ne ostanu na suhome. Glavice luka s korjenci¢ima uronila sam u otopine razli€itih
koncentracija (25, 50, 75, 100, 500 uM) sintetiziranog nanosrebra (AgNP), stabiliziranog
trima razlicitim omotacima (citrat, PVP, CTAB) te u otopine ionskog srebra (AgNQOs;) istih
koncentracija (Tablica 1). Kao kontrole koristila sam korjencice lukovica uronjenih u vodu.

Tretman izlaganja korjenci¢a navedenim otopinama trajao je 72 h.

Tablica 1. Primijenjeni tretmani ionskim srebrom (AgNO3) i nanoCesticama srebra (AgNP)

Tretman Koncentracija Tretman Koncentracija
(M) (M)
AgNO; 0 AgNP-PVP 0
AgNO; 25 AgNP-PVP 25
AgNO; 50 AgNP-PVP 50
AgNO; 75 AgNP-PVP 75
AgNO; 100 AgNP-PVP 100
AgNO; 500 AgNP-PVP 500
AgNP-citrat 0 AgNP-CTAB 0
AgNP-citrat 25 AgNP-CTAB 25
AgNP-citrat 50 AgNP-CTAB 50
AgNP-citrat 75 AgNP-CTAB 75
AgNP-citrat 100 AgNP-CTAB 100
AgNP-citrat 500 AgNP-CTAB 500

3.2. Metode
3.2.1. Morfometrija

Svakoj kontrolnoj i tretiranoj lukovici izmjerila sam duljinu dva najdulja korjencica.
Nakon Sto sam izraCunala prosjeCnu duljinu korjenciCa, uzela sam najreprezentativnije
replike od svake koncentracije i fotografirala ih. To sam ucinila za sve tretmane: AgNOj3,
AgNP-citrat, AQNP-PVP i AgNP-CTAB.



3.2.2. Ekstrakcija ukupnih topivih proteina

Korjenci¢e luka isprala sam pod vodom i osusila te od svake replike izvagala 0.2 g
tkiva. U ohladeni tarionik stavila sam izvagano tkivo, malo PVP-a na vrhu spatule te dodala 1
mL (2 x 500 uL) hladnog 0.1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7.0 (Tablica 2.) i homogenirala
tkivo. Homogenat je centrifugiran 15 min na 14000 rpm pri 4°C. Supernatante sam prebacila
u Ciste tubice te ponovno centrifugirala 60 min na 14000 rpm pri 4°C. Supernatante sam
ponovo prebacila u Ciste tubice te ih koristila za spektrofotometrijsko mjerenje aktivnosti
antioksidacijskih enzima, odredivanje izoformi antioksidacijskih enzima u gelu i za

odredivanje sadrzaja proteinskih karbonila.

Tablica 2. Sastav pufera za ekstrakciju ukupnih topivih proteina

0.1 M kalij-fosfatni pufer pH 7.0

1 M KH2PO4 1.925 mL
1 M K2HPO4 3.075 mL
reH20 do 50 mL

3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentraciju proteina u proteinskim ekstraktima izmjerila sam metodom po
Bradfordu (1976). Ova metoda temelji se na spektrofotometrijskom mjerenju apsorbancije
produkta koji nastaje reakcijom proteina i reagensa (radna otopina Bradford, Tablica 3.), Ciji
je osnovni sastojak boja Comassie Brilliant Blue (CBB) G-250, na valnoj duljini od 595 nm. U
980 pL radne otopine Bradford dodala sam 20 uL uzorka proteina, promije$ala na vortex-u i
ostavila stajati 10 min. Koncentraciju proteina u svakom uzorku, izrazenu u mg mL™ otopine,
odredila sam ocitavanjem bazZdarne krivulje dobivene mjerenjem apsorbancije otopina
serumskog govedeg albumina (BSA) poznatih koncentracija (0.2-2.0 mg mL™?)

spektrofotometrom ATI/Unicam (model UV/VIS, Unicam, Engleska).



Tablica 3. Sastav otopina za mjerenje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

radna otopina Bradford, 500 mL

96% etanol 15 mL
88% H3PO4 30 mL
matiéna otopina Bradford 30 mL
Re H20 425 mL
matiéna otopina Bradford, 650 mL

96% etanol 100 mL
88% H3PO4 200 mL
boja Comassie Brilliant Blue G-250 350 mL

3.2.4. Ekstrakcija lipida

U ohladenom tarioniku homogenirala sam 0.2 g tkiva korjenci¢a u 1300 pL (2 x 650
ML) ekstrakcijskog pufera (0.3% (w/v) tiobarbiturna kiselina, TBA u 10% (w/v) trikloroctenoj
kiselini, TCA). Dobivene ekstrakte prelila sam u tubice i koristila za odredivanje sadrzaja
malondialdehida (MDA).

3.2.5. Odredivanje sadrzaja malondialdehida (MDA)

Razinu lipidne peroksidacije odredila sam mjerenjem sadrzaja malondialdehida
(MDA), najucestalijeg produkta koji nastaje tijekom oStecenja lipida u stanici. Ekstrakte, koje
sam pripremila prema opisu u poglavlju 3.2.4., zatim sam zagrijavala u termomikseru 30 min
na 95°C, a zatim naglo ohladila na ledu (5 min). Prilikom zagrijavanja reakcijske smjese pri
niskom pH dolazi do raspadanja lipidnih peroksida nastalih kao posljedica stresa, pri emu
nastaje MDA. Molekula MDA reagira s dvije molekule TBA, $to za posljedicu ima nastajanje
crvenkastog kromogena kojemu se mijeri apsorbancija (Heath i Parker, 1968). Uzorke sam
centrifugirala 15 min na 8000 rpm pri 4°C. Odvojila sam supernatant i izmjerila apsorbanciju
na 532 nm i 600 nm. Apsorbancija na 600 nm mjeri se zbog korekcije za nespecificno
zamucenje. Kao slijepu probu koristila sam 200 uL 0.1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7.0 i 1300
ML reakcijske smjese (0.3% TBA u 10% TCA). Sadrzaj MDA odredila sam prema jednadzbi:



SadrZaj MDA = Asz2 = Asoo
mxé&x I [meI g_l svjeze tvari]

gdje je:

As3, - apsorbancija izmjerena na 532 nm

Asoo - apsorbancija izmjerena na 600 nm

m - masa tkiva (g)

¢ - molarni apsorpcijski koeficijent (155 mM™ cm™)
| - duljina optiCkog puta (1cm)

Sadrzaj MDA izrazila sam u jedinici pmol g'l svjeze wari-

3.2.6. Odredivanje sadrzaja proteinskih karbonila

Metoda odredivanja sadrzaja karbonila prema Levinu i sur. (1994) temelji se na
reakciji karbonilnih skupina s dinitrofenilhidrazinom (DNPH), a mjeri se spektrofotometrijski
na valnoj duljini od 370 nm. U alikvot proteinskog ekstrakta od 200 pyL dodala sam 300 pL
otopine DNPH u 2 M HCI za cijepanje proteina. Kao slijepu probu koristila sam alikvot od 200
ML istog proteinskog uzorka i 300 yL 2 M HCIl. Smijesa je inkubirana 1 h na sobnoj
temperaturi u mraku, uz povremeno potresanje. Nakon inkubacije u smjesu sam dodala 500
ML 10%- tne (w/v) TCA za precipitaciju proteina. Uzorci su se hladili 5 min na -20 °C, a zatim
sam ih centrifugirala 10 min na 14000 rpm pri 4 °C. Dobiveni talog isprala sam s 1500 yL
smjese etanol/etilacetat (u omjeru 1:1) kako bi se uklonio nevezani reagens. Potom sam,
vorteksiranjem, otopila taloge u 1 mL 6 M otopine ureje pripremljene u 20 mM kalij-fosfatnom

puferu pH 2.4. Sadrzaj karbonila odredila sam prema jednadzbi:

Asro

Sadrzaj karbonila =
mx e x|

[me' mg_l proteina]

gdje je:

As70 - apsorbancija izmjerena na 370 nm

m - koncentracija proteina (Mg proteina ML™)

€ - molarni apsorpcijski koeficijent (22 mM™* cm™)
| - duljina optic¢kog puta (1 cm).

Sadrzaj karbonila izrazila sam u jedinici umol mg'1 proteinas



3.2.7. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti antioksidacijskih enzima
3.2.7.1. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Reakcijska smjesa koju sam koristila za odredivanje aktivnosti CAT sadrzi 0.1 M kalij-
fosfatni pufer pH 7.0 i 10 mM H,0,, koji se dodaje neposredno prije koridtenja (Aebi, 1984).
U 950 uL reakcijske smjese dodala sam 50 uL proteinskog ekstrakta i mjerila smanjenje
apsorbancije svakih 10 s tijekom 2 min na valnoj duljini od 240 nm. Kao slijepu probu koristila

sam 0.1 M Kkalij-fosfatni pufer pH 7.0. Aktivnost katalaze odredila sam prema jednadzbama:

AAsy. X 6 xVrs.x F.R.

Vuzx & x| [mmol min™ mL™]

CAT =

CAT = AAmmOI/ .rnln mL [mmOI produkta min-lmg-lprotema]
mg proteina/mL

gdje je:

AA .. — srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 240 nmu 10 s
6 - faktor korekcije AA s,. za izraZavanje rezultata u minuti

V,s. — volumen reakcijske smjese (1mL)

F.R. — faktor razriedenja uzorka (1)

V,; — volumen uzorka (50 uL)

€ — molarni apsorpcijski koeficijent (40 mM*cm™)

| — duljina opti¢kog puta (1 cm)

Aktivnost CAT izrazila sam u jedinici mmol H,0, min™ mg™ ,oeina-

3.2.7.2. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti pirogalol peroksidaze (PPX)

Za odredivanje aktivnosti PPX dodala sam 50 pL proteinskog ekstrakta u 950 pL
reakcijske smjese koja se sastoji od 0.1 M kalij-fosfatnog pufera pH 7.0, 20 mM pirogalola te
1 mM H,0,, dodanog u smjesu neposredno prije mjerenja (Chance i Maehly, 1955).
Aktivnost PPX odredila sam mjereéi porast apsorbancije svakih 15 s tijekom 1 min na valngj
duljini od 430 nm. Kao slijepu probu koristila sam 0.1 M kalij-fosfatni pufer pH 7.0. Aktivhost

PPX izrazila sam prema jednadzbama:



AAsv. x4 xVrs. x F.R.

PPX =
Vi x g x| [umol min*mL™]
PP = AAzmol / min mL
mg proteina/ mL [umol produkta min-lmg-lproteina]

gdje je:

AA s,. - srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 430 nmu 15 s
4 - faktor korekcije AA s,. za izraZzavanje rezultata u minuti

V,s. - volumen reakcijske smjese (1mL)

F.R. - faktor razrjedenja uzorka (1)

V., - volumen uzorka (50 uL)

€ - molarni apsorpcijski koeficijent (2.47 mM*cm™)

| - duljina opti¢kog puta (1 cm).

Aktivnost PPX izrazila sam u jedinici umol produka Min™'mg ™ proreina-

3.2.7.3. Spektrofotometrijsko odredivanje aktivnosti askorbat peroksidaze (APX)

Reakcijska otopina koju sam Kkoristila sastoji se od 800 uL pufera (0.1 M kalij-fosfatni
pufer pH 7.0 + 10 mM EDTA), 180 uL proteinskog ekstrakta, 10 yL 10 mM askorbinske
kiseline i 10 yL 12 mM H,O, (Nakano i Asada 1981). Zbog oksidacije askorbinske kiseline
aktivnost APX odredila sam mjereci pad apsorbancije na valnoj duljini od 290 nm. Kao slijepu
probu koristila sam 0.1 M kalij-fosfatni pufer pH 7.0. Aktivhost APX odredila sam prema

jednadzbama:



AAsv. x4 xVrs. x F.R.

Viz x & x| [umol min*mL™]

APX =

APX — AApzmol / min mL

mg proteina/ mL [UMOI produkta min-lmg-lproteina]
gdje je:
AA ;.. - srednja vrijednost promjene apsorbancije pri 290 nmu 15 s
4 - faktor korekcije AA s,. za izraZzavanje rezultata u minuti
V,s. - volumen reakcijske smjese (1mL)
F.R. - faktor razrjedenja uzorka (1)
V. - volumen uzorka (180 pL)
¢ - molarni apsorpcijski koeficijent (2.8 mM*cm™)
| - duljina opti¢kog puta (1 cm).

Aktivnost APX izrazila sam u jedinici mol produka MiN“ Mg ™ proteina-

3.2.8. Razdvajanje proteina nativnom poliakrilamid gel elektroforezom (PAGE)

U proteinske uzorke koje sam nanosila na gel prethodno sam dodala kap mjeSavine
boje bromfenol plavo i saharoze kako bi uzorci dobili na tezini i pali na dno jaZice te kako bih
mogla pratiti tijek elektroforeze. Nativnom PAGE osigurano je da proteini zadrze svoju
aktivnost, oCuvaju izoforme i interakcije medu proteinskim podjedinicama. Prema podacima
iz Tablice 4. pripremila sam 10%-tni gel za razdvajanje i 4%-tni gel za koncentriranje.
Proteini su razdvajani vertikalnom diskontinuiranom PAG - elektroforezom u konstantnim
uvjetima: napon od 100 V prvih 45 min (za koncentriranje uzoraka u gornjem gelu za
sabijanje), a ostatak na 220 V pri 4°C uz kontinuirano hladenje vodom (Balen i sur., 2011a).

Na gel sam nanosila 100 ug proteina po jazici.

Tablica 4. Sastav gela za elektroforezu u nativnim uvjetima

gel za razdvajanje (10%) gel za koncentriranje (4%)
reH20 16.8 mL 6.1 mL
Tris-HCI 1.5M, pH 8.8, 10 mL 0.5M, pH 6.8, 2.5 mL
Akrilamid/Bisakrilamid 13.2mL 1.3 mL
10% amonijev peroksodisulfat (APS) 200 uL 50 yL

tetrametiletilendiamin (TEMED) 20 yL 10 uL




3.2.9. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi antioksidacijskih enzima u gelu
3.2.9.1. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi katalaze u gelu

Za detekciju aktivnosti i broja izoformi CAT gelove sam inkubirala 45 min (3 x 15 min)
u destiliranoj vodi, zatim 10 min u 5 mM vodenoj otopini H,O,. Potom sam kratko isprala
gelove u destiliranoj vodi te ih bojala 10 min u otopini FeCls; i KsFe(CN)s, u omjeru 1:1
(Woodbury i sur., 1971). Inkubacija je trajala 1 h, dok se nisu pojavile zZute vrpce na

tamnozelenoj podlozi koje predstavljaju izoforme CAT.

3.2.9.2. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi pirogalol peroksidaze u gelu

Za detekciju aktivnosti i broja izoformi PPX, prema protokolu Chance i Maehly (1955)
inkubirala sam gelove 30 min u 0.1 M kalij-fosfathom puferu pH 7.0, nakon toga 20 min u 0.1
M kalij-fosfatnom puferu pH 7.0 koji sadrzi 20 mM pirogalol i 4 mM H,0O,. Nakon 5-10 min

pojavile su se smede vrpce koje ukazuju na polozaj izoformi PPX u gelu.

3.2.9.3. Odredivanje aktivnosti i broja izoformi askorbat peroksidaze u gelu

Detekciju aktivnosti i broja izoformi APX provela sam inkubirajuci gelove 30 min (3 x
10 min) u 0.1 M kalij-fosfathom puferu pH 7.0 koji sadrzi 20 mM askorbinsku kiselinu, zatim
20 min u 0.1 M kalij-fosfatnom puferu pH 7.0 koji sadrZzi 4 mM askorbinsku kiselinu i 2 mM
H,0.. Slijedilo je kratko ispiranje u 0.1 M kalij-fosfatnom puferu pH 7.0, a potom inkubacija od
15 min u 0.1 M kalij-fosfathom puferu pH 7.8 koji sadrzi 2.45 mM nitroblue tetrazolium (NBT)
i 28 mM tetrametiletilendiamin (TEMED) (Mittler i Zilinskas, 1993). Nakon bojanja, izoforme

APX pojavile su se u obliku bezbojnih vrpci na plavoljubi¢astoj podlozi.

3.3. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost + standardna pogresSka od
dvanaest replika. Podatke sam statisti¢ki obradila racunalnim programom Statistica 8.0 za
analizu varijance (one-way ANOVA), nakon ¢ega sam provela post-hoc Duncan test. Pri

tumaceniju statisticki obradenih rezultata zna¢ajnom sam smatrala razliku p < 0.05.



REZULTATI



4. REZULTATI
4.1. Morfometrija

Na Slici 2. prikazani su korjenci¢i luka A. cepa tretirani ionskim srebrom (AgNOs) te
nanoCesticama srebra (AgNP) stabiliziranih trima razli¢itim omotacima- (AgNP-citrat, AgNP-
PVP i AgNP-CTAB), u trajanju od 72 h. Na slici je vidljivo da su vece koncentracije (100 uM i
500 uM) ionskog srebra (Slika 2a) snaznije inhibirale rast korjen€i¢a u odnosu na Cestice
nanosrebra primijenjene u istim koncentracijama (Slika 2 b, ¢ i d). lonsko srebro primijenjeno
u koncentraciji od 500 pM jako je oStetilo tkivo korjenci¢a luka, Sto je bilo vidljivo i iz duljine

korjenci¢a, ali i zbog tamnog obojenja (Slika 2a).

K 25 50 75 100 500 K 25 50 75 100 500

K 25 50 75 100 500 K 25 50 75 100 500

Slika 2. Lukovice s korjenCi¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNOg, b) AgNP-citrat, c)
AgNP-PVP, d) AgNP-CTAB. K — kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 yM, 75 — 75 uM, 100 — 100 yuM, 500 —
500 pM.



Prosje¢na duljina korjenci¢a, odnosno inhibicija rasta korjencica prvi je pokazatelj na
temelju kojeg mozemo procijeniti utjeCu li odredene koncentracije ionskog ili nanosrebra na
njegov rast. Slika 3. pokazuje prosje¢ne duljine korjencic¢a A. cepa, izmjerene u mm ovisno o
tretmanu i koncentraciji. Sve primijenjene koncentracije ionskog srebra (25 uM, 50 uM, 75
MM, 100 pM i 500 uM) pokazale su ucinak na rast korjenci¢a u usporedbi s kontrolom (Slika
3a). Koncentracije 75 yM, 100 uM i 500 pM imale su inhibirajuéi u€inak na rast korjenci¢a
koji se statisticki znaCajno poveéavao s porastom koncentracije ionskog srebra, dok je 25
MM AgNO; poticao njihov rast (Slika 3a). Nakon tretmana nanoCesticama AgNP-citrat nisam
uocCila u€inak primijenjenih koncentracija na rast korjenci¢a (Slika 3b). NanoCestice AgNP-
PVP koncentracije 25 uyM i 75 uM statisticki su znac€ajno inhibirale rast korjenci¢a u
usporedbi s kontrolom (Slika 3c). Sve ispitane koncentracije nanosrebra AQNP-CTAB, osim
najmanje (25 uM) znacajno su inhibirale rast korjenci¢a u usporedbi s kontrolom, a ucinak je
bio najjace izrazen nakon izlaganja najvecoj koncentraciji (Slika 3d).
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Slika 3. Prosje¢na duljina korjenci¢a A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNOs;, b) AgNP-citrat, c)
AgNP-PVP, d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12 replika + standardna
pogredka. Stupci oznaleni razli€itim slovima medusobno se znac¢ajno razlikuju (p<0.05, Duncan test).
K —kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 uM, 75 — 75 uM, 100 — 100 puM, 500 — 500 pM.



4.2. Koncentracija proteina

Na Slici 4. prikazane su koncentracije proteina izmjerene u ekstraktima korjencica
luka. StatistiCki znaCajan porast koncentracije proteina u odnosu na kontrolu zamijetila sam
nakon tretmana ionskim srebrom u koncentraciji od 75 i 100 uM, dok nize koncentracije nisu
rezultirale statistiCki zna€ajnim povecanjem; nakon tretmana 500 uM AgNO; koncentraciju
proteina nisam mogla izmjeriti (Slika 4a). Nakon tretmana nanosrebrom AgNP-citrat
koncentracija proteina bila je zna¢ajno poveéana u svim ispitanim koncentracijama u odnosu
na kontrolu, osim tretmana 25 pyM AgNP-citrat (Slika 4b). Korjen€i¢i koji su bili uronjeni u
otopinu nanosrebra AgNP-PVP statisti¢ki znaCajan porast koncentracije proteina u usporedbi
s kontrolom pokazali su nakon izlaganja 75, 100 i 500 uM AgNP-PVP (Slika 4c), dok tretmani
korjen€ica nanosrebrom AgNP-CTAB nisu doveli do promjene koncentracije proteina u

odnosu na kontrolne uzorke (Slika 4d).
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Slika 4. Koncentracija proteina u korjenci¢éima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNOs, b)
AgNP-citrat, c) AgNP-PVP i d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12 replika
standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se znacajno razlikuju (p<0.05,
Duncan test). K — kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 uyM, 75 — 75 yM, 100 — 100 yM, 500 — 500 yM.



4.3. Sadrzaj MDA

Razina lipidne peroksidacije u korjencCi¢ima luka izmjerena je preko sadrzaja
malondialdehida (MDA). Na Slici 5. prikazani su rezultati nakon tretmana u trajanju od 72 h.
lonsko srebro primijenjeno u svim ispitanim koncentracijama izazvalo je znagajno povecéanje
razine lipidne peroksidacije u odnosu na kontrolu, iako vrijednosti izmedu tretmana nisu bile
statisticki razliCite (Slika 5a). NanocCestice AgNP-citrat primijenjene u koncentracijama od 100
MM i 500 uM izazvale su smanjenje sadrzaja MDA u korjenci¢ima lukovicama u usporedbi s
kontrolom, dok ucinak ostalih koncentracija na sadrzaj MDA nije bio statistiCki znacajan
(Slika 5b). Znac€ajno smanjenje lipidne peroksidacije izazvale su 50, 75, 100 i 500 yM
koncentracije nanosrebra AgNP-PVP u odnosu na kontrolne uzorke (Slika 5c). KorjenCici
tretirani 25, 50, 75 i 100 uM nanoCesticama AgNP-CTAB pokazali su poviSeni sadrZzaj MDA u

odnosu na kontrolu, dok 500 uM koncentracija nije izazvala znacajnu razliku (Slika 5d).
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Slika 5. Sadrzaj MDA u korjenci¢éima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNOs, b) AgNP-citrat, c)
AgNP-PVP i d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12 replika + standardna
pogredka. Stupci oznaleni razli€itim slovima medusobno se znac¢ajno razlikuju (p<0.05, Duncan test).
K —kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 uM, 75 — 75 uM, 100 — 100 puM, 500 — 500 pM.



4.4. Sadrzaj proteinskih karbonila

StatistiCka obrada podataka dobivenih rezultata ukazuje na neke promjene u sadrzaju
karbonila uzrokovane tretmanima ionskim srebrom, odnosno nanoc€esticama srebra, AgNP-
citratom, AgNP-PVP i AgNP-CTAB, tijekom 72 h (Slika 6). Sadrzaj karbonila u korjenci¢ima
tretiranim 50, 75 i 100 uM AgNOs; znacajno je smanjen u odnosu na kontrolne uzorke i
uzorke tretirane 25 uM AgNO; (Slika 6a). U korjenci¢ima izlozenim 500 uM AgNOs nije bilo
moguce izmijeriti sadrzaj karbonila jer je tkivo korjencica bilo jako oStec¢eno (Slika 6a). Sve
ispitane koncentracije nanosrebra AgNP-citrat izazvale su smanjenje sadrzaja karbonila, a
najmanji sadrzaj zabiljeZila sam pri najvecoj ispitanoj koncentraciji od 500 uM (Slika 6b).
Tretmani nanosrebrom AgNP-PVP i AgNP-CTAB nisu pokazali znaCajne promjene u

sadrzaju karbonila u korjen€i¢ima luka u odnosu na kontrole (Slika 6¢ i d).
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Slika 6. Sadrzaj proteinskih karbonila u korjenci¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNO3, b)
AgNP-citrat, ¢c) AgNP-PVP i d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12 replika
standardna pogreska. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se znacajno razlikuju (p<0.05,
Duncan test). K — kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 uM, 75 — 75 uM, 100 — 100 yM, 500 — 500 uM.



4.5. Aktivnost antioksidacijskih enzima
4.5.1. Aktivnost katalaze (CAT)

Spektrofotometrijski izmjerena aktivnost katalaze u korjenci¢ima lukovica smanjena je
nakon tretmana AgNO; pri svim ispitanim koncentracijama (25, 50, 75 i 100 yM) u odnosu na
kontrolne uzorke, dok aktivnost nije bilo moguée izmjeriti u tkivu izlozenom 500 uM AgNO;
(Slika 7a). Najve¢e smanjenje aktivnosti enzima zabiljezila sam nakon izlaganja 100 yM
ionskom srebru (Slika 7a). Korjenciéi tretirani 25, 50, 100 i 500 yM nanosrebrom AgNP-citrat
pokazali su zna€ajno smanjenu aktivnost enzima u odnosu na kontrolne uzorke, dok je
nakon izlaganja 75 uM AgNP-citrat zabiljezena smanjena vrijednost u usporedbi s kontrolom,
ali razlika nije bila statisti¢ki znacajna (Slika 7b). U korjenci¢ima tretiranim nanoCesticama
AgNP-PVP koncentracije 50, 75, 100 i 500 uM izmjerena je znacCajno shiZzena aktivnost
katalaze u odnosu na kontrolu (Slika 7c), dok tretmani s AQNP-CTAB nisu pokazali nikakvu

razliku u aktivnosti enzima u usporedbi s kontrolnim uzorcima (Slika 7d).
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Slika 7. Aktivnost katalaze izmjerena u korjenci¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNO3, b)
AgNP-citrat, c) AgNP-PVP i d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12 replika
standardna pogredka. Stupci oznaceni razli¢itim slovima medusobno se znacajno razlikuju (p<0.05,
Duncan test). K — kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 uyM, 75 — 75 uM, 100 — 100 yM, 500 — 500 uM.



4.5.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPX)

Tretiranje korjenci¢a luka ionskim srebrom rezultiralo je porastom aktivnosti pirogalol
peroksidaze pri gotovo svim tretmanima, iako je samo nakon izlaganja 75 uM AgNO;
dobivena statisti¢ki znac€ajna vrijednost u odnosu na kontrolu; pri najve¢oj primijenjenoj
koncentraciji (500 uM) nije izmjerena aktivnost enzima (Slika 8a). Poveéanu aktivhost PPX
izmjerila sam pri najveéim koncentracijama svih tretmana nanosrebrom (AgNP-citrat, AgNP-
PVP, AgNP-CTAB) (Slika 8b, ¢ i d). lzlaganje korjenci¢a 100 uM nanosrebru AgNP-PVP

takoder je rezultiralo pove¢anom aktivnoS¢u enzima u usporedbi s kontrolom (Slika 8c).
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Slika 8. Aktivnost pirogalol peroksidaze izmjerena u korjencic¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana:
a) AgNOs, b) AgNP-citrat, c) AQNP-PVP i d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12
replika + standardna pogreSka. Stupci oznaceni razli€itim slovima medusobno se znacajno razlikuju
(p<0.05, Duncan test). K — kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 yM, 75 — 75 uM, 100 — 100 uM, 500 — 500
MM,



4.5.3. Aktivnost askorbat peroksidaze (APX)

Aktivnost APX u korjenCi¢ima luka tretiranim ionskim srebrom statisticki se nije
razlikovala od kontrolnih uzoraka, a pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji (500 yM) nije
izmjerena aktivnost enzima (Slika 9a). U korjendi¢ima tretiranim nanosrebrom AgNP-citrat
aktivnost enzima smanjena je pri koncentracijama 25, 75, 100 i 500 pyM u usporedbi s
kontrolom (Slika 9b). StatistiCki znacajnu razliku u aktivnosti APX nije izazvala nijedna

primijenjena koncentracija hanosrebra AgNP-PVP (Slika 9¢), kao ni AgNP-CTAB (Slika 9d).
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Slika 9. Aktivnost askorbat peroksidaze izmjerena u korjenci¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana:
a) AgNOs, b) AgNP-citrat, c) AQNP-PVP i d) AgNP-CTAB. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti 12
replika + standardna pogreSka. Stupci oznaleni razli€itim slovima medusobno se zna&ajno razlikuju
(p<0.05, Duncan test). K — kontrola, 25 — 25 pM, 50 — 50 pyM, 75 — 75 pM, 100 — 100 pM, 500 — 500
UM,



4.6. Aktivnhost antioksidacijskih enzima u gelu
4.6.1. Aktivnost katalaze (CAT) u gelu

Slika 10. pokazuje aktivnost i izoforme katalaze u gelu koje sam dobila razdvajanjem
proteina nativnom PAG -elektroforezom. U svim kontrolnim i tretiranim korjenci¢ima opazila

sam samo jednu izoformu katalaze (CAT1, Slika 10a, b, ci d).

U korjenc€i¢ima koji su bili uronjeno u otopinu ionskog srebra (AgNO;) aktivnost
katalaze izostala je nakon tretmana najvecom koncentracijom (500 pM), dok je intenzitet
obojenja CAT1 postupno slabio u uzorku izlozenom 25 pM AgNO; prema 100 uM AgNO;
(Slika 10a).

Intenzitet obojenja CAT1 u korjen€i¢ima tretiranim nanocCesticama AgNP-citrat
smanijio se pri koncentracijama od 50, 75, 100 i 500 yM u usporedbi s kontrolom i tretmanom
25 uM AgNP-citrat (Slika 9b).

Tretmani nanosrebrom AgNP-PVP i AQNP-CTAB nisu pokazali promjene u intenzitetu

obojenja izoforme CAT1 u usporedbi s kontrolnim uzorcima (Slika 10c i d).
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Slika 10. Aktivnost i izoforme katalaze u gelu nakon nativne PAG elektroforeze dobiveni u
korjenci¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNOg, b) AgNP-citrat, ¢c) AgNP-PVP i d) AgNP-
CTAB. K — kontrola, 25 — 25 uM, 50 — 50 uM, 75 - 75 yM, 100 — 100 pM, 500 — 500 uM.




4.6.2. Aktivnost pirogalol peroksidaze (PPX) na gelu

Aktivnosti pirogalol peroksidaze koju sam dobila u gelu prikazana je na Slici 11. U
analiziranim korjen&i¢ima opazila sam ukupno tri izoforme pirogalol peroksidaze koje su

prema rastuéoj pokretljivosti oznacene kao PPX1, PPX2 i PPX3.

U tretmanima ionskim srebrom za sve uzroke bila je zajednic¢ka izoforma PPX1 (Slika
11a). Kontrolni uzorak i tretman 25 yM AgNO; pokazali su samo dvije izoforme, PPX1 i
PPX3, iako je izoenzim PPX1 bio jaCe izrazen u tretmanu u odnosu na kontrolu (Slika 11a).
U uzorcima korjenci¢a izlozenima djelovanju 50, 75 i 100 uM AgNO; opazila sam sve tri
izoforme, iako nisu bile jednako izrazene u svim tretmanima; izoforma PPX2 bila je slabijeg
intenziteta nakon izlaganja 50 yM AgNOs;, dok je uzorak tretiran 100 uM AgNO; pokazao
jako izrazene izoforme PPX2 i PPX3 (Slika 11a). Intenzitet izoforme PPX2 pojatavao se s
povecanjem koncentracija ionskog srebra, a intenzitet PPX3 bio je jednak u svim tretmanima
(Slika 11a). U uzorku tretiranom najve¢om koncentracijom ionskog srebra (500 yM) bila je

vidljiva samo izoforma PPX1 (Slika 11a).

U korjenci¢ima tretiranim nanosrebrom AgNP-citrat sve tri izoforme prisutne su u svim
primijenjenim koncentracijama, a nisam zamijetila niti razlike u intenzitetu obojenja u

izoformama izmedu pojedinih tretmana (Slika 11b).

Izoforme PPX1 i PPX3 bile su prisutne u korjenc€i¢ima koji su bili uronjeni u otopine
svih ispitanih koncentracija nanosrebra AQNP-PVP, a nisam opazila niti razlike u intenzitetu
obojenja PPX1 i PPX3 izmedu razliitih tretmana; izoformu PPX2 nisam opazila niti u jednom

tretmanu nanocesticama AgNP-PVP (Slika 11c).

U korjenci¢ima tretiranim nanosrebrom AgNP-CTAB izoforma PPX1 bila je vrlo slabo
izrazena u svim ispitanim koncentracijama, dok je izoforma PPX3 bila intenzivhog obojenja

u svim tretmanima, kao i u kontrolnom uzorku (Slika 11d).
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Slika 11. Aktivnost i izoforme pirogalol peroksidaze u gelu nakon nativhe PAG elektroforeze dobiveni
u korjenci¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNO3, b) AgNP-citrat, c) ANP-PVP i d) AgNP-
CTAB. K — kontrola, 25 — 25 yM, 50 — 50 yM, 75 — 75 yM, 100 — 100 uM, 500 — 500 pM.



4.6.3. Aktivhost askorbat peroksidaze (APX) na gelu

Na Slici 12. vidljive su proteinske vrpce u gelu koje odgovaraju aktivnosti askorbat
peroksidaze. U analiziranim korjenci¢cima opazila sam Cetiri izoforme askorbat peroksidaze
koje su prema rastucoj pokretljivosti oznacene kao APX1, APX2, APX3 i APX4.

Slika 12a prikazuje izoforme askorbat peroksidaze koje su dobivene nakon izlaganja
korjenci¢a luka razli€itim koncentracijama ionskog srebra. Sve Cetiri izoforme (APX1, APX2,
APX3 i APX4) bile su vidljive u korjenci¢ima luka nakon tretmana ionskim srebrom. U
kontrolnom uzorku nisam uocila izoforme APX1 i APX4. Intenzitet izoformi APX1 i APX3 bio
je jaci u tretmanima nego u kontroli i pojacavao se porastom primijenjenih koncentracija. Ove
dvije izoforme bile su izrazenije nego izoenzimi APX2 i APX4. Izoforma APX2 bila je

najslabijeg intenziteta obojenja u svim ispitanim uzorcima.

U korjenci¢ima tretiranim nanosrebrom AgNP-citrat uocila sam tri izoforme- APX1,
APX2 i APX3, od kojih je APX3 bila najizrazenija, a intenzitet joj se povecavao s porastom
primijenjenih koncentracija; izoenzim APX2 ponovo je bio najslabijeg intenziteta obojenja u

svim ispitanim uzorcima (Slika 12b).

Korjenc€ici tretirani nanosrebrom AgNP-PVP pokazali su dvije izoforme, APX1 i
APX3, koje su bile jaCe izrazene u tretmanima u odnosu na kontrolni uzorak; izoenzim APX3
bio je jaCeg intenziteta obojenja u usporedbi s APX1 (Slika 12c). Analizom aktivnosti i
izoformi askorbat peroksidaze u gelu u korjenci¢ima koji su izlozeni djelovanju nanosrebra
AgNP-CTAB dobila sam isti rezultat kao i nakon tretmana nanocesticama AgNP-PVP (Slika
12c i d).
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Slika 12. Aktivnost i izoforme askorbat peroksidaze u gelu nakon nativhe PAG elektroforeze dobiveni
u korjenci¢ima A. cepa nakon 72-satnog tretmana: a) AgNOs3, b) AgNP-citrat, c) AQNP-PVP i d) AgNP-
CTAB. K - kontrola, 25 — 25 pM, 50 — 50 yM, 75 — 75 yM, 100 — 100 pM, 500 — 500 uM.



RASPRAVA



5. RASPRAVA

U svome diplomskog radu Zeljela sam ispitati utjecaj nanoCestica srebra (AgNP) koje
su stabilizirane trima razlicitim omota¢ima na pojavu oksidacijskog stresa u biljnoj vrsti Allium
cepa u usporedbi s uc€inkom koji izaziva ionsko srebro (AgNO3) primijenjeno u istim

koncentracijama.

Prvi parametar koji sam ispitivala bio je utjecaj srebra primijenjenog u razli€itim
oblicima na rast korjen€i¢a luka. Naime, korjenci¢i prvi dolaze u kontakt s potencijalnim
onecidc¢ivatem koji se primjenjuje i promjene u njihovu rastu mogu dati najbolju informaciju o
toksicnosti koju uzrokuje ionsko srebro, odnosno nanosrebro koje sam ispitivala. Inhibicija
rasta korjencica moze nam pokazati utjeCu li primijenjene koncentracije ionskog srebra ili
nanosrebra na njegov rast buduc¢i da se u korjenci¢ima Cestice nanosrebra najviSe
akumuliraju (Yin i sur., 2011). Rezultati koje sam dobila nakon tretmana ionskim srebrom
ukazuju da je ono imalo Stetan ucCinak na rast korjen€i¢a luka. Dosadasnja istraZivanja
potvrduju Stetan uclinak ionskog srebra na rast korjenci¢a te njegov utjecaj na pojavu
oksidacijskog stresa u razli¢itim bilikama. Yasur i sur. (2013) pokazali su da ionsko srebro
sprje¢ava Kklijanje biljne vrste Ricinus communis, utje€e na inhibiciju rasta korjenci¢a te na
povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima. O istim u€incima AgNO; na biljnu vrstu
Bacopa monnieri izvijestili su i Krishnaraj i sur. (2012). Nadalje, moja su istrazivanja
pokazala da je ionsko srebro imalo dvostruko do trostruko negativniji u€inak na rast
korjen€i¢a u odnosu na AgNP, ako gledamo najveéu primijenjenu koncentraciju (500 pM).
lonsko srebro koncentracije od 25 i 50 yM imalo je stimuliraju¢i uCinak na rast, ali
koncentracije od 75 uM i vecCe imale su inhibirajuéi u€inak na rast korjenci¢a, dok je najveca
primijenjena koncentracija (500 uM) ostetila tkivo korjenci¢a luka. O vrlo sli¢nim rezultatima
izvijestili su i Vannini i sur. (2013); niZze koncentracije (59 uM) AgNO; imale su stimulirajudi
uCinak na rast korjencica vrste Eruca sativa, dok su viSe koncentracije (118 i 589 uM)
potpuno zaustavile klijanje i rast. Nanoc&estice srebra pokazale su slabiji u€inak na rast
korjen€i¢a u odnosu na ionsko srebro, odnosno nisu utjecale na rast ili su ga inhibirale.
Usporedujuci tri vrste omotaca nanocestica- AgNP-citrat, AQNP-PVP i AgNP-CTAB, najkrace
korjencice primijetila sam nakon tretmana nanosrebrom AgNP-CTAB. Tretman nanosrebrom
AgNP-citrat nije imao u€inka na rast korjenci¢a, nanosrebro AgNP-PVP inhibiralo je rast
korjenCi¢a pri koncentracijama od 25 i 75 pM, dok je nanosrebro AgQNP-CTAB inhibiralo rast
korjenci¢a pri svim ispitanim koncentracijama, osim najnize (25 uM). Ovi rezultati ukazuju da
je AgNP-CTAB, od tri ispitana omotaca, potencijalno najstetniji za rast luka. Neutralni u€inak
razliCitih koncentracija vodene otopine nanocCestica srebra AgNP-PVP vecC je zabiljezen i
ranije u istrazivanju koje su proveli neki autori na vrstama Ricinus communis (Yasur i sur.,

2013) i Bacopa monnieri (Krishnaraj i sur., 2012). Nanosrebro AgNP-PVP pokazalo je



stimulirajuéi u¢inak na rast korjencica u vrsti Eruca sativa pri koncentracijama od 4.50, 45.3 i
90.6 pM (Vannini i sur., 2013), a u vrsti Arabidopsis thaliana bioakumuliralo se viSe Cestica
nanosrebra AgNP-PVP nego ionskog srebra (Lee i sur., 2012), iako ovaj rezultat ne mozemo
direktno povezati s nadim rezultatima buduci da podatke o bioakumulaciji nemamo. Inhibicija
klijanja biljnih vrsta Phaseolus radiatus i Sorghum bicolor nakon tretmana nanosrebrom
AgNP-citrat koncentracije 135 uM zabiljezena je u radu Leeja i sur. (2011). Vannini i sur.
(2014) zabiljezili su smanjeni rast korjenci¢a zitarice Triticum aestivum nakon izlaganja
nanosrebru AgNP-PVP koncentracije 4.50 i 45 pM. Ako nanocestice srebra imaju negativan
utjecaj na klijanje i rast korjenci¢a luka, tada se moze oCekivati minimalna toksi¢nost i za
samu biljku. MoZemo rec¢i da su nanocestice srebra ipak u nekoj mjeri djelovale negativno
na rast korjencica luka. |z dobivenih rezultata mogu zakljuCiti da su nanocestice srebra
AgNP-PVP i AgNP-CTAB nakon primjene u veéim koncentracijama pokazale negativan
uc€inak na rast korijencica luka, dok AgNP-citrat nije imao uc€inka niti u jednoj ispitanoj

koncentraciji.

U svojim istrazivanjima ispitala sam i sposobnost ionskog srebra i nanosrebra da u
korjenci¢cima luka izazovu oksidacijski stres, koji se ocituje u osteéenjima membranskih
lipida, oksidaciji proteina te aktivaciji antioksidacijskog sustava obrane u biljnim stanicama.
Lipidnu peroksidaciju smatramo najocitijim simptomom oksidacijskog stresa u biljci, a mjereci
sadrzaj MDA utvrdujemo razinu o$tecenja lipidnih membranskih sustava. Rezultati koje sam
dobila pokazuju da se sadrzaj MDA u korjenci¢ima luka povec¢avao nakon tretmana ionskim
srebrom, Sto je bilo u skladu s mojim oc€ekivanjima. Razina ostecenja lipida u stanici
povecavala se s porastom primijenjenih koncentracija AgNO;. Na temelju ovih rezultata
zakljuCila sam da je u korjenci¢ima tretiranim ionskim srebrom doSlo do pojave oksidacijskog
stresa, Sto je takoder utvrdeno i u jagodama nakon tretmana s AgNO; (Qin i sur., 2005). Iz
radova drugih autora poznato je da abioticki stres izaziva pojavu oksidacijskog stresa koja se
oCituje poveéanjem sadrzaja MDA odnosno povecanjem lipidne peroksidacije (Tkalec i sur.,
2014, Balen i sur., 2013). S druge strane, izmjereni sadrzaj MDA u tretmanima nanosrebrom
sa sva tri omotaca nije pokazao povecanje razine ostecenja lipida. O slinim rezultatima
izvijestili su Zhao i sur. (2012) u kukuruzu nakon tretmana nanodéesticama CeO,. Cak sam
zabiljeZila smanjenje sadrzaja MDA u korjenci¢ima nakon tretmana nanosrebrom AgNP-citrat
i AQNP-PVP, u odnosu na kontrolu. Smanjenje sadrzaja MDA takoder je pokazano nakon
tretiranja razliCitih kultivara vrste Pelargonium zonale (Hatami i Ghorbanpour, 2014) i
Gerbera jamesonii (Kazemi i Ameri, 2012) vodenom otopinom nanosrebra razli€itih
koncentracija. Do smanjenja sadrzaja MDA u stanici moZe docéi usred ucinkovitog
mehanizma izmjene elektrona u stanici, Sto dovodi do zastoja curenja elektrona, smanjujuci

tako produkciju ROS, a samim time i sadrzaj MDA (Lu i sur., 2002). S druge strane,
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nanosrebro AQNP-CTAB dalo je nesto drugadije rezultate; sadrzaj MDA bio je poviSen u svim
ispitanim koncentracijama u odnosu na kontrolu, osim pri najveéoj (500 uM). Povecéanje
sadrZzaja MDA takoder je zabiljeZzeno je u vrsti A. cepa nakon tretmana nanocesticama TiO,
pri koncentraciji od 0.9 yM (Ghosh i sur., 2010).

Karbonilacija proteina tj. kovalentna modifikacija proteina potaknuta reaktivnim
oblicima kisika, takoder je pokazatelj oksidacijskog stresa u billkama. Rezultati ovog
istrazivanja ukazali su na smanjenje sadrzaja proteinskih karbonila u korjenci¢éima luka
tretiranim ionskim i nanosrebrom AgNP-citrat, za razliku od korjen€ica luka tretiranih
nanosrebrom AgNP-PVP i AgNP-CTAB, u kojima sadrzaj karbonila ne pokazuje statistiCki
znacajno odstupanje od kontrolnih uzoraka. lako je u literaturi poznato da metali uzrokuju
oksidacijski stres i oSteCenje proteina koje rezultira povecanjem sadrzaja karbonila (Balen i
sur., 2011b, Tkalec i sur., 2014), u ovom istrazivanju takvi su rezultati izostali. Podaci o
ucinku nanosrebra, kao i drugih nanomaterijala na biljkama, vrlo su oskudna, stoga su
potrebna daljnja istrazivanja kako bi se mogao razjasniti mehanizam toksi¢nosti nanosrebra

u bilikama.

Istovremeno koncentracija proteina u ekstraktima tkiva korjenci¢a se poveéavala kako
su rasle primjenjivane koncentracije ionskog srebra, izuzev tretmana sa najviSom
koncentracijom ionskog srebra (500 pM) u kojem metodom prema Bradfordu nije bilo
moguce detektirati sadrzaj proteina. Naime, poznato je da oksidacijski stres moze potaknuti
stani¢nu apoptozu (Yin i sur., 2011) i smrt stanice, $to je i u skladu s rezultatima ovog
istraZivanja jer je pri 500 pyM koncentraciji ionskog srebra u potpunosti bio inhibiran rast
korjen€i¢a. Slicno kao i u tretmanima nakon ionskog srebra, koncentracije proteine u
ekstraktima korjencica rasle su s povecanjem koncentracija nanosrebra AgNP-citrat i AgNP-
PVP.

Antioksidacijski sustav enzima aktivira se tek iza svih ovih oStecenja o kojima je
dosad bilo rijeci. Oksidacijski stres je glavni ¢imbenik ostecenja u billkkama koje su izloZene
razli€itim oblicima stresa, posebno tesSkim metalima, a prezivljavaju ga inducirajuéi upravo
antioksidacijske enzime (Gill i Tuteja, 2010). Rezultati aktivhosti enzima katalaze, pirogalol
peroksidaze i askorbat peroksidaze u korjen€i¢ima luka nakon tretmana ionskim srebrom bili
su raznoliki. Smanjenje aktivnosti CAT zabiliezeno je mjerenjem aktivnosti i
spektrofotometrijski i u gelu pri svim ispitanim koncentracijama u odnosu na kontrolu. U
literaturi je zabiljeZeno smanjenje aktivnosti CAT u A. cepa pri vecim koncentracijama
tretmana Cd (Fatima i Ahmad, 2005), kao i u korijenju duhana nakon tretmana Cd i Zn
(Tkalec i sur., 2014), za koje je utvrdeno da su izloZeni oksidacijskom stresu. Smanjenje

aktivnosti antioksidacijskih enzima moze biti posljedica izlaganja biljke stresnim uvjetima koji



dovode do pojave oksidacijskog stresa jer do smanjenja aktivhosti moze doc¢i ako se ioni
metala veZu na kljuéna mjesta u enzimu. Ako usporedimo utjecaj 100 uM koncentracije
ionskog srebra s utjecajem iste koncentracije nanosrebra sa sva tri omotaca na aktivhost
CAT, vidljivo je da je u korjenCi¢ima luka nakon tretmana nanosrebrom izmjereno manje
smanjenje aktivnosti nego u tretmanima ionskim srebrom, to ide u prilog hipotezi da ionsko
srebro izaziva veci oksidacijski stres nego nanosrebro. Aktivnost PPX u korjen€i¢ima luka
nakon tretmana ionskim srebrom blago je rasla u odnosu na kontrolu s porastom ispitanih
koncentracija. Aktivhost PPX u gelu to i pokazuje: pri koncentraciji od 75 i 100 yM postaje
vidljiva izoforma PPX2. U gelu je vidljiva izoforma PPX1 pri koncentraciji od 500 pM, ali
spektrofotometrijski nisam zabiljezila nikakvu aktivnost. Maksimum vrijednosti zabiljezila sam
pri 75 uM AgNOs. Povecane aktivnosti peroksidaza zabiljezene su u istrazivanjima utjecaja
ionskog srebra na klijancima vrsta Bacopa monnieri i Ricinus communis (Krishnaraj i sur.,
2012, Yasur i Rani, 2013), §to je u skladu sa mojim rezultatima. U korjenci¢éima luka
tretiranim ionskim srebrom aktivhost APX nije se mijenjala s porastom primijenjenih
koncentracija u odnosu na kontrolu, iako rezultati aktivnosti u gelu pokazuju kako izoforma
APX3 postaje intenzivnija porastom ispitanih koncentracija AgNOs;. Oksidacijski stres

uzrokovan ionskim srebrom nije utjecao na povecanu aktivhost ovog enzima.

Ispitani antioksidacijski enzimi, katalaza, pirogalol peroksidaza i askorbat
peroksidaza, pokazali su razliCite promjene nakon tretmana Cesticama nanosrebra. Nakon
izlaganja korjenci¢a luka nanosrebru AgNP-citrat i AgNP-PVP zabiljezila sam smanjenje
aktivnosti katalaze, dok tretman nanocesticama AgNP-CTAB nije pokazao razlike u aktivnost
CAT u usporedbi s kontrolom. Razli¢it odgovor u aktivnosti katalaze primije¢en je prilikom
izlaganja biljaka oksidacijskom stresu koje je bilo izazvano razli€itim abiotickim €imbenicima.
Nakon tretmana kadmijem aktivnost CAT se smanijila u vrstama Glycine max, Phragmites
australis, Capsicum annum i Arabidopsis thaliana, dok je porast izmjeren u vrstama Oryza
sativa, Brassica juncea i Triticum aestivum (Gill i Tuteja, 2010). Nadalje, aktivnost katalaze
smanjila se u vrstama Brassica oleracea i B. juncea nakon tretmana bakrom (Posmyk i sur.,
2009), a u kaktusu Mammillaria gracilis nakon izlaganja osmotskom stresu (Balen i sur.,
2013). Ovi rezultati ukazuju na to da smanjenje aktivnosti katalaze moze biti posljedica
stresa, $to je u skladu s rezultatima koje sam dobila u svom istrazivanju. Spektrofotometrijski
izmjerene aktivnosti CAT bile su u skladu su s aktivnostima dobivenim u gelu nakon nativne

PAG elektroforeze.

U tretmanima cCesticama nanosrebra AgNP-citrat i AgNP-CTAB zabiljezila sam
povecanje aktivnosti pirogalol peroksidaze samo nakon primjene najvece ispitane
koncentracije (500 pM) dok su nanoCestice AgNP-PVP izazvale statisticki znacajno

povecanje PPX aktivnosti nakon tretmana koncentracijama od 100 i 500 yM. Povecéanje



aktivnosti PPX nakon izlaganja visokim koncentracijama nanosrebra ne c¢udi jer su
peroksidaze, uz katalaze, glavni enzimi obrane biljke protiv oksidacijskog stresa. Poveéanje
aktivnosti PPX povezano je s pove¢anom proizvodnjom ROS i povecanim oksidacijskim
stresom (Hatami i Ghorbanpour, 2013). Poveéane aktivnhosti peroksidaza zabiljeZzene su u
istrazivanjima utjecaja razliCitih koncentracija vodene otopine AgNP-PVP na klijancima vrsta
Bacopa monnieri (Yasur i Rani 2013) i Ricinus communis (Krishnaraj i sur., 2012). Aktivnost
peroksidaza odrazava izmijenjena mehanicka svojstva stani¢ne stijenke i integriteta stani¢ne
membrane u biljci koja je podvrgnuta stresnim uvjetima. Povecanu aktivhost PPX i smanjenu
aktivnost CAT zabiljeZzenu u ovim istraZivanjima moguce je povezati jer CAT takoder uklanja
vodikov peroksid, ali budu¢i da ima maniji afinitet za supstrat, manje je ucinkovita nego PPX
(Tkalec i sur., 2014). Rezultati spektrofotometrijski izmjerene aktivnosti PPX u skladu su s

aktivno$éu dobivenom u gelu nakon nativhe PAG elektroforeze.

U korjen€i¢ima luka tretiranim otopinama nanosrebra AgNP-citrat uoCila sam
smanjenu aktivnosti askorbat peroksidaze pri svim ispitanim koncentracijama, dok tretmani
nanocCesticama Ag-PVP i AGNP-CTAB nisu pokazali statistiCki zna€ajnu razliku u odnosu na
kontrolu. U dosada$njim istraZivanjima je zabiljeZzena uglavnom poveéana aktivnost APX u
razliitim biljnim vrstama izlozenim abioti¢kom stresu (Gill i Tuteja, 2010, Balen i sur., 2013,
Tkalec i sur., 2014) pa tako i u kukuruzu tretiranim nanocéesticama CeO, (Zhao i sur., 2012)
te u razli¢itim kultivarima vrste Pelargonium zonale tretiranima komercijalnim nanosrebrom
(Hatami i Ghorbanpour, 2014).

Iz rezultata moga istrazivanja vidljivo je da veli€ina Cestica, vrsta omotaca i povrSinski
naboj utjeCu na pojavu oksidacijskog stresa u tretiranome tkivu, kao 3to su pokazala i druga
istrazivanja (Yin i sur., 2012, Silva i sur., 2014). Od nanocCestica koje sam koristila u svom
istraZivanju, nanoCestice AgNP-citrat su bile znatno vec¢e u odnosu na nanocestice AgNP-
PVP i AgNP-CTAB, koje su bile podjednake veli€ine (Slika 1). Osim veli€ine Cestica, razlikuju
se i u naboju; nanoCestice AgNP-citrat su negativno nabijene, AQNP-PVP su neutralne, a
AgNP-CTAB su pozitivno nabijene. Biljna stani¢na stijenka funkcionira kao prirodno sito i
nanocCestice moraju penetrirati kroz stanicnu stijenku i stanicne membrane epidermalnih
slojeva u korjenCiCima da bi dospjele u vaskularno tkivo te bile upijene i prebacene u viSe
dijelove bilike. U dosadasnjim istrazivanjima utjecaja nanocCestica srebra u biljkama naj¢eSce
koristeni organski omotaci su PVP (Yin i sur., 2012, Silva, 2011.), citrat (Lee i sur., 2011,
Silva, 2011.), gumiarabika (Jiang i sur., 2012, Yin i sur., 2012) te razgranati polietilenimin
(branched polyethyleneimine - BPEI) (Silva, 2011). Silva je u svom radu iz 2011.
usporedivao toksi¢nost ionskog srebra i nanolestica s tri razliCita omotala (AgNP-citrat,
AgNP-PVP i AgNP-BPEI) na modelnim organizmima Daphnia magna i Escherichia coli. lako

niti jedan od ova dva organizma nisu biljke, moZzemo spomenuti rezultate koji su dobiveni.



Istrazivanja na D. magna pokazala su da su nanoCestice AgNP-BPEI najtoksi¢nije, zatim
manje toksi¢no je nanosebro AgNP-citrat, a najmanje toksi¢ne su bile Cestice AQNP-PVP.
Isti rezultati dobiveni su i na E. coli. Ove rezultate mogu povezati sa svojima jer sam utvrdila
da postoje razlike izmedu razliCitih omotaCa nanosrebra. Naime, na rast korjencica luka
najnegativniji utjecaj imao je omota¢ CTAB, dok na aktivhost CAT i APX nanocestice AgNP-
CTAB nisu pokazale nikakav ucinak. Iste Cestice nanosrebra nisu imale uCinka na sadrzaj
proteinskih karbonila, ali su utjecale na povecanje sadrzaja MDA, Sto mozZe biti pokazatel;
pojave oksidacijskog stresa. Citratni omota¢ nije utjecao na rast korjenci¢a, ali jest na
aktivnost CAT, PPX i APX te na smanjenje sadrzaja MDA i proteinskih karbonila. Omotac
PVP je pokazao utjecaj na sve ispitane parametre, osim na sadrzaj proteinskih karbonila i
aktivnost APX.

Iz rezultata dobivenih u svojim istraZivanjima zaklju€ila sam da ionsko srebro ima
Stetniji u€inak od Cestica nanosrebra stabiliziranih s bilo kojom od tri ispitane vrste omotaca
na rast korjengi¢a luka te na pojavu oksidacijskog stresa. To jasno pokazuju izmjerene
duljine korjencic¢a, razina lipidne peroksidacije, kao i ve€e smanjenje aktivnosti CAT u
tretmanima s ionskim srebrom u odnosu na nanosrebro. Dobiveni rezultati u skladu su s
onima iz literature gdje je pokazan Stetniji u¢inak AgQNO; od AgNP (Yasur i sur., 2013, Yin i
sur., 2012, Jiang i sur., 2012).

Za konaCne potvrde o utjecaju nanocestica srebra (AgNP) na pojavu oksidacijskog
stresa u luku svakako su potrebna daljnja istrazivanja. Zasada mogu reci, na temelju
dobivenih rezultata iz svoga eksperimentalnog rada, kako niske koncentracije nanosrebra
(25, 50 pa ¢ak i 75 pM) ne izazivaju veliki oksidacijski stres u A. cepa bez obzira na tip
omotaca kojim su stabilizirane, ali vece koncentracije (100 i 500 pM) potencijalno mogu biti
Stetne. Ovi rezultati pokazuju mogucu Stetnost za biljni svijet ukoliko dode do povecanog
otpustanja AgNP u okoli§. Sto se tite tipa omotata koji je koristen za stabilizaciju
nanocestica, pokazan je razli€iti uinak na ispitane parametre. lako je AQNP-CTAB pokazao
utiecaj na najmanji broj ispitanih parametara (3), smanjenje rasta korjencica, povecanje
sadrzaja MDA i aktivnosti PPX ukazuju na to da je najStetniji za rast korjencCica luka ako se
primjenuje u vec¢im koncentracijama. Ovaj rezultat mogu povezati s radom Eunjoo i sur.
(2011), koji su pokazali da je AgNP-CTAB i u malim koncentracijama imao letalni,

baktericidni u¢inak na E. coli.
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6. ZAKLJUCAK

1. lonsko srebro pokazalo je Stetan ucinak na rast korjenci¢a Allium cepa te na pojavu
oksidacijskog stresa u njima. Parametri koji to pokazuju su poveéana razina lipidne
peroksidacije, smanjene aktivhosti CAT te poveéane aktivnosti PPX u odnosu na
kontrole.

2. Nanocestica srebra pokazale su maniji utjecaj na rast korjenci¢a A. cepa te na pojavu
oksidacijskog stresa u usporedbi s AQNOs.

3. Cestice nanosrebra stabilizirane trima razli¢itim omotagima (AgNP-citrat, AQNP-PVP |
AgNP-CTAB) pokazale su razliku u u€inku na ispitane parametre.

4. Smanjenje rasta korjenci¢a, povecanje sadrzaja MDA i aktivnosti PPX pokazuju da je
nanosrebro AgNP-CTAB najstetnije za korjenci¢e luka ako se primjenjuje u veéim
koncentracijama.

5. Nanosrebro AgNP-PVP pokazalo je inhibirajuéi u€inak na rast korjenci¢a, dok su
AgNP-citrat i AQNP-PVP pokazali podjednaki utjecaj na pojavu oksidacijskog stresa.

6. Dobiveni rezultati ukazuju na moguénost Stetnosti AQNP za biljni svijet ukoliko dode

do njihovog poveéanog otpustanja u okolis.
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