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SAZETAK

Dragoljub (Tropaeolum majus L.) je samonikla, jednogodi$nja, zeljasta biljka iz porodice dragoljupki
(Tropaeolaceae). Glukozinolati su jedinstvena i vazna skupina specijaliziranih metabolita u nekim
vrstama biljaka. Glukozinolati su kemijski stabilni sve dok ne dodu u kontakt s enzimom mirozinazom
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katalizira hidrolizu tioglukozidne veze, tj. omogucava cijepanje veze izmedu sumpora i glukoze u
glukozinolatima, §to dovodi do oslobadanja glukoze, sulfata i aglikona. Mirozinaza je u biljci prisutna
u idioblastima abnormalnog oblika, veli¢ine i sadrzaja koji se zovu mirozinske stanice. Cilj ovog
istrazivanja bio je istraziti pozitivan izrazaj enzima mirozinaze tipa 1 u podrudju korijena, stabljike i
lista biljke dragoljub kroz razli¢ite razvojne faze nakon nicanja biljke. U ovom su radu koriStene osnovne
histoloske tehnike uklopa tkiva biljnog podrijetla, kao i imunohistokemijsko i imunofluorescentno
bojanje na tkivu dragoljuba. Pozitivan imunofluorescencijski signal enzima mirozinaze uoc¢en je u svim
istrazivanim dijelovima biljke, kroz sve Cetiri razvojne faze u mirozinskim stanicama ili kao rasprSene
stanice u osnovnom i provodnom tkivu. NajizraZeniji pozitivni imunofluorescencijski signal uoéen je u

idioblastima osnovnog tkiva korijena.
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SUMMARY

Tropaeolum majus L. is a wild, annual, herbaceous plant from the Tropaeolaceae family. Glucosinolates
are a unique and important group of secondary metabolites in some plant species. Glucosinolates are
chemically stable until they come into contact with the enzyme myrosinase (B-thioglucoside
glucohydrolase). They are hydrolyzed into a number of biologically active compounds. The enzyme
myrosinase catalyzes the hydrolysis of the thioglucosidic bond, i.e. it enables the cleavage of the bond
between sulfur and glucose in glucosinolates, which leads to the release of glucose, sulfates and
aglycones. In the plant, myrosinase is present in idioblasts of abnormal shape, size and content, which
are called myrosin cells. The aim of this research was to investigate the positive expression of the
enzyme myrosinase type 1 in the area of the root, stem and leaf of the nasturiun through different
developmental stages after the plant has emerged. In this work, basic histological techniques of plant-
derived tissue were used, as well as immunohistochemical and immunofluorescent staining of the
nasturtium tissue. A positive immunofluorescence signal of the enzyme myrosinase was observed in all
investigated parts of the plant, through all four developmental phases in myrosin cells or as scattered
cells in the ground and vascular tissue. The strongest positive immunofluorescence signal was observed
in the idioblasts of the ground tissue of the root.
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1. UvOD

1.1. OPCE KARAKTERISTIKE BILJKE DRAGOLJUB (Tropaeolum
majus L.)

Dragoljub (Tropaeolum majus L.) je samonikla, jednogodisnja, zeljasta biljka iz porodice
dragoljupki (Tropaeolaceae) (Slika 1). Latinsko ime roda Tropaeolum potjece od grcke
rijeci tropaion §to u prijevodu znaci trofej ili znak pobjede. Mozemo zakljuciti da je naziv dobio
zbog listova nalik na Stitove i cvjetova nalik na Sljemove (Plantea, 2023). Potjece iz Juzne
Amerike, s podru¢ja Anda pa se njegovim izvornim staniStem smatra prostor od Bolivije do
Kolumbije. Nakon europskog osvajanja veceg dijela Juzne Amerike, kao kultivirana biljka
donesen je prvo u Nizozemsku odakle se prosirio europskim kopnom (Christenhusz i Maarten,
2012). U Hrvatskoj ga najces¢e mozemo pronaci duz Jadranske obale, no dobro uspijeva i
na toplim i sun¢anim mjestima kontinentalne regije, uglavnom po rubovima bukovih Suma.
Obiluje vitaminom C i mnogim drugim bioloski aktivnim tvarima koje ga ¢ine prirodnim
antibiotikom, antimikotikom, antiskorbutikom, purgativom, diuretikom i pravim eliksirom
zdravlja. Uz mnogobrojne dobrobiti za zdravlje, dragoljub predstavlja ukras u vrtovima, a zbog
jestivih svojstava sjemenke, lista i cvijeta ¢esto ga mozemo pronaci i u gastronomiji bilo da se

radi o komponenti jela ili kao fina dekoracija tanjura (Spoljar, 2016).

Slika 1. Biljka dragoljub u prirodnom stanistu; (Objektiv, 2020)



1.1.1. Morfologija dragoljuba

Postoje mnoge podvrste ove vrste koje se medusobno razlikuju po strukturi, veli¢ini i boji
cvijeta. Stabljika je zeljasta, mesnata, razgranata i gola, a moze biti penjacica ili puzadica (Slika
2). Boja stabljike varira od blijedo do tamnozelene, a nerijetko mozemo pronaci i stabljiku u
smedim tonovima. Stabljika moze biti duzine od 30 cm do 5 m i debljine do 6 mm. Listovi su
Stitasto kruzni, blago izbocenih, mekih rubova, a na stabljici su poslagani u naizmjenicni
raspored (Slika 2 i 3; A'i B). Gornja povrsina listova je tamnozelene do sive boje, dok je donja
povrsina blijedozelena. Velicina listova varira od 3 do 15 cm. Peteljka lista moZze biti perasta,
ravna ili uvijena duzine od 7 — 17 cm. Vrlo su dugacke i mogu se ovijati oko drugih stabljika,
biljaka ili razli¢itih predmeta kako bi pruzile potporu i obavile ulogu stabljike (Al-Robai i sur.,
2022). Vjencici su zigomorfni, hipogini, sa po 5 latica. Latice su heteromorfne, nejednake do
3,5 centimetara duljine. Tri latice imaju kandzice ili trepavice, a dvije lopatiCaste latice nose
vodilice za med (Slika 3; D, E i F). Boja varira od Zute i narancaste do crvene, a ¢esto je i
izraZenija u dnu latice. Imaju blagi miris. Zajedno s ¢askom &ine vanjski dio cvijeta. Cagka je
gamosepalozna, elipti¢na, zuta ili zelena, duljine do 3 cm. Cvjetovi su dvospolni te rastu na
dugim peteljkama iz pazusca lista koji imaju pojedinacni spiralni raspored na stabljici. Peteljka
cvijeta duga je 10 — 22 cm, a vrijeme cvatnje je vecéi dio godine. Unutar ¢aske nalazi se osam
prasnika razli¢itih veli¢ina od 1 do 1,5 cm (Slika 3; G i H). Prasnica je kremasto Zuta i
dvoreznjasta, veli¢ine od 2 do 6 mm. Korijen je alorizan, sastoji se od glavnog korijena s bo¢nim
izdancima koji rastu tako da je najmladi bo¢ni izdanak onaj najblizi vrhu glavnog korijena
(Slika 2) (Al-Robai i sur., 2022). Plod je shizokarp i razdvaja se u tri izbrazdana merikarpa

(Slika 3; C) koji su zutozeleni, a kasnije prelaze u zuto-sivu boju (Jakubczyk i sur., 2018).

Slika 2. Morfologija biljke dragoljub (Osnat, 2023)
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Slika 3. Dijelovi biljke dragoljub (Al-Robai i sur., 2022)

Na slici 3 mozemo razlikovati:

(A) Ventralna povrsina lista,

(B) Dorzalna povrsina lista s vidljivim zilicama,

(C) Plod u obliku shizokarpa sastavljen od tri merikarpa sa sjemenkama,
(D) Presjek cvijeta,

(E) Latica s kandzicama i trepavicama,

(F) Lopaticasta latica koja nosi vodilice za med,

(G) Kratki prasnik s velikim prasnicom,

(H) Dugi prasnik s malom prasnicom, (Al-Robai i sur., 2022)



1.1.2. Bioloska svojstva dragoljuba

S obzirom da potjece s prostora Juzne Amerike dragoljub je vrlo osjetljiv na niske temperature.
Najbolje raste na suncanim i lagano zasjenjenim mjestima s tlom srednje plodnosti i vlaznosti.
Cvjeta i daje plodove od svibnja do studenog, a sjetva dragoljuba obavlja se oko polovice
svibnja. Sjemenke ni¢u nakon 15-20 dana, a biljka cvate nakon 8-10 tjedana. Pretjeranom
upotrebom dusi¢nih gnojiva mozemo negativno utjecati na biljku jer dovode do stvaranja veceg
broja listova s manje cvjetova. Za uspjesan uzgoj biljke preporuca se prozracivanje tla i

uklanjanje korova (Jakubczyk i sur., 2018).

1.1.3. Kemijski sastav dragoljuba

Kemijski sastav dragoljuba nije u potpunosti istrazen, medutim iz dostupne literature mozemo
zamijetiti da postoje velika odstupanja s obzirom na dio biljke koji promatramo, boju biljke te

nacin i mjesto uzgoja (Jakubczyk i sur., 2018).

U Tablici 1 navedeni su podatci o sadrzaju hranjivih tvari biljke dragoljub u podrucju sjemena
i cvijeta koji je ujedno i najbolje istraZeni dio biljke. Iz tablice moZemo vidjeti ocite razlike u
njihovom sastavu. Dok su sjemenke bogat izvor proteina, vlakana i masti, u cvjetovima su s
druge strane dominantni makronutrijenti ugljikohidrati. Ugljikohidrati u cvjetovima dijele se
na jednostavne, probavljive i neprobavljive SeCere. Energetska vrijednost je vrlo niska s
obzirom na koli¢inu ugljikohidrata na 100 g, a iznosi 21.44kcal/100g (Navarro-Gonzalez i sur.,
2014).

Tablica 1. Sadrzaj hranjivih tvari u sijemenci i cvijetu biljke dragoljub (Tropaeolum majus L.)

(Navarro-Gonzalez i sur., 2014.; Carlson i Kleiman, 1993)

Komponenta Pr_osjeéan sadrZaj u Prosjeéan_ sadrzaj u

sjemenkama (%) cvjetovima (%)

Proteini 26.7 1.99

Vlakna 11.0 4.51

Pepeo 5.8 0.63

Neproteinski dusik 0.6 -

Masti 7.6 0.33

Ugljikohidrati - 7.14

Suha tvar 11.27 -

Kalorije - 21.44 kcal/100g



Glavna komponenta jestivog cvijeca s visSe od 80% je voda, dok se udio bjelancevina i masti
smatra niskim. Koli¢ina ukupnih ugljikohidrata, prehrambenih vlakana i minerala moze varirati
od biljke do biljke s obzirom na izlaganje suncu, vrsti tla i gnojidbi. Ostala svojstva cvijeta
odreduje sadrzaj bioaktivnih spojeva poput karotenoida, fenolnih spojeva i eteri¢nih ulja, koji
pruzaju Sirok raspon funkcionalnih svojstava. Jestivo cvijece sadrzi fenolne spojeve razlicite
kemijske strukture medu kojima su najzastupljenije fenolne kiseline, flavonoli i antocijani
(Slika 4). Antocijani osiguravaju antioksidativni kapacitet i Stite biljku od oStecenja izazvanih
slobodnim radikalima; oni su pozitivno povezani s ljudskim metabolizmom. Osim fenolnih
spojeva postoje jo§ i karotenoidi (koji daju boju), izotiocijanati - eteri¢na ulja (glavna
komponenta mirisa cvije¢a) i kruzni peptidi zvani ciklotidi koji imaju razne farmakoloske

ucinke, ali su jo$ uvijek nedovoljno istrazeni (Navarro-Gonzalez i sur., 2014)
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Slika 4. Identifikacija sastava jestivih cvjetova i udjela pojedinih fenolnih spojeva kao
ukupnih spojeva identificiranih pomo¢u HPLC-DAD_ESI/MSn (Navarro.Gonzalez i sur.,
2014)

Biljke sluze kao prirodni izvor mikro- i makro-elemenata koji se lako apsorbiraju i sprjeavaju
pojavu brojnih poremecaja koji proizlaze iz njthovog nedostatka. Da bi mogli ocjeniti kvalitetu
pojedine biljke vazno je poznavati elemente prisutne u specifi¢nim morfoloSkim dijelovima 1
razvojnim fazama. Cvjetovi dragoljuba su dobar izvor mikroelemenata poput kalija, fosfora,

kalcija i magnezija te makroelemenata, cinka, bakra i zeljeza (Tablica 2).

100 g dragoljuba pokriva 73-100% preporucene dnevne doze cinka za odraslu osobu. Cink je
esencijalni mikronutrijent i bitna komponenta vise od 300 metaloenzima, sudjeluje u sintezi i
razgradnji ugljikohidrata, lipida, proteina i nukleinskih kiselina te u metabolizmu drugih

mikronutrijenata. Cink podrzava normalan rast i razvoj kostiju tijekom trudnoce, djetinjstva i



adolescencije. Ima ulogu u funkcioniranju imunoloS§kog sustava, sintezi proteina, zacjeljivanju

rana, sintezi DNK i diobi stanica.

100 g cvjetova ove biljke sadrzi od 0.55 do 0,64 mg Zeljeza, $to ¢ini 3,9 do 4,6% od preporucene
dnevne koli¢ine u prehrani za odrasle osobe. Takoder iznos pokriva 7% dnevne potrebe za

fosforom, 2,5% za kalijem, 3% za kalcijem i 4% za magnezijem i 1,2 do 5,2% za bakrom.

Istrazivanja su pokazala da optimalni unosi elemenata kao Sto su natrij, kalij, magnezij, kalcij,
mangan, bakar i cink mogu smanjiti ¢imbenike rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti ljudi

I zivotinja (Rop i sur., 2012).

Tablica 2. Zastupljenost kemijskih elemenata unutar cvijeta dragoljuba (Rop i sur., 2012)

Kalij 245.34 mg
Fosfor 48.13 mg
Kalcij 33.72 mg

Magnezij 14.94 mg

Natrij 8.85mg

Cink 0.91 mg
Zeljezo 0.65 mg
Mangan 0.59 mg

Bakar 0.12 mg

Molibden 0.03mg

1.1.4. Ljekovita svojstva i primjena dragoljuba

Cvijetovi i listovi mogu se jesti sirovi u salatama, dajuc¢i im gorkast okus zbog sumpornih
spojeva kakve nalazimo u gorusici ili luku, a mogu se i kuhati u juhama i umacima (Slika 5). U
gastronomiji se dragoljub koristi i kao lijepi neobican cvijet za dekoraciju jela. Jestivo je i sjeme
biljke, koje okusom podsjeca na vrlo popularne kapare. Cvjetovi, listovi i sjemenke mogu se
dodavati u ocat, pogotovo vinski, kojem upotpunjuju aromu i daju ljutkasti §tih. Cvjetovi
dragoljuba imaju prepoznatljiv okus poput slatke zelene salate, a listovi imaju ostar okus nalik

na wasabi. Razvojem ekoloske poljoprivrede potkraj prosloga i po¢etkom ovoga stoljec¢a uocilo
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se da je dragoljub korisno sredstvo u zastiti od lisnih usi razli¢itih vrsta. Cesto se sadi uz vocke

Slika 5. Salata od dragoljuba (Lalicki, 2012)

Kako je prilino otporna i brzorastu¢a biljka, sama biljka i njezini paraziti uspostavljaju
ravnotezu u okolisu. Koristi se u fitoterapiji kod lije¢enja diSnih i mokraénih infekcija, a
znanstveno je ispitano i dokazano njegovo antibakterijsko djelovanje zbog sumpornih spojeva
kakve nalazimo u biljci. U nekim studijama pokazao se i kao biljka koja stiti jetru, ali to
djelovanje je ostalo u sjeni daleko poznatijih biljaka, poput sikavice ili artiCoke. Biljka sadrzi
aktivne spojeve poput glukotropeolina koji pokazuju snazno antimikoticko djelovanje. Zbog
sadrzaja spojeva iz grupe izotiocijanata postoji pretpostavka da dragoljub ima i antitromboti¢no
i protutumorno djelovanje, medutim te tvrdnje nisu jos§ uvijek dovoljno istrazene. Dragoljub je
takoder i bogat izvor vitamina C, antocijana i polifenola, pa osim dosad navedenih ima i
antioksidativno djelovanje. Poznat je i kao antiskorbutik pa je u svrhu borbe protiv skorbuta
medu mornarima na dugim plovidbama cesto bio distribuiran u luke i oceanske otoke.
Zahvaljuju¢i glikozidu dragoljub se smatra jednim od najjacih prirodnih antibiotika,
antifungicida i antiseptika. U narodnoj medicini se Kkoristi kao sredstvo za dezinfekciju i
lije¢enje rana (Jakubczyk i sur., 2018). Dragoljub sadrzi masne kiseline poput linolne, oleinske
I erukinske. Linolna i oleinska spadaju u esencijalne masne kiseline ¢ija je uloga sprjeavanje
bolesti srca, smanjenje grusanja krvi, sprjecavanje nastanka raka te suzbijanje Sirokog raspona
alergijskih medijatora. Oleinska kiselina naziva se jo§ i omega-9 masna kiselina koja u
ljudskom metabolizmu ima ulogu antioksidansa i temelj je za sintezu proteina, dok linolna
spada u omega-6 masne kiseline s ulogom odrzavanja stanicne membrane, funkcije mozga i

odrzavanje normalnih uvjeta za prijenos zivcanih impulsa (Calil Brondani i sur., 2016).



1.2. GLUKOZINOLATI

1.2.1. Glukozinolati

Glukozinolati su skupina specijaliziranih metabolita koje mozemo pronaci u 16 biljnih porodica
reda Brassicales. Medu njima je najpoznatija porodica Brassicaceae. Ubrajaju se u specifi¢nu
vrstu kemijskih spojeva tzv. "fitokemikalije". Neke od "fitokemikalija" koje su posebno
istrazivane su polifenoli, karotenoidi, folati 1 glukozinolati, a smatra se da imaju vaznu ulogu u

prevenciji razlicitih bolesti (Kopjar i sur., 2012).

Glukozinolati su hidrofilni spojevi kemijski i toplinski stabilni te bioloski neaktivni sve dok su
u stanicama biljaka odvojeni od ostalih sastojaka. Ostecenjem tkiva koje mogu uzrokovati
StetoCine, branje biljke, zvakanje, itd. dovodi do kontakta s enzimom mirozinazom (f-
tioglukozid glukohidrolaza), $to vodi prema hidrolizi glukozinolata. Hidrolizom glukozinolata
nastaje niz razli¢itih bioloski aktivnih produkata kao §to su izotiocijanati, cijanidi,
oksazolidintioni i nitrili (Kopjar i sur., 2012). Glukozinolati i njihovi razgradni produkti vrlo su
interesantni  zbog svojih nutritivnih, antinutritivnih, antikancerogenih, antifungalnih i

antibakterijskih svojstava (Kissen i sur., 2009).

S obzirom na strukturu bocnog lanca glukozinolati se mogu podijeliti na alifatske, aromatske 1

indolne (Slika 6) glukozinolate (Travers-Martin i sur., 2008).

N S—Glu §=Clu
Al
. \ :
Alifatski glukozinolati Aromatski glukozinolati Indolni glukozinolati

Slika 6. Podjela glukozinolata ovisno o strukturi bo¢nog lanca (Zeki¢, 2013)



1.2.2. Hidroliza glukozinolata

Ostec¢enjem tkiva npr. rezanjem ili Zvakanjem pokrec¢e se "mustard oil bomb" reakcija u kojoj
mirozinaza hidrolizira glukozinolate i proizvodi se sirok raspon produkata razgradnje (Slika 7).
Hidrolizom glukozinolata odcjepljuje se glukoza — glukon i nastaju nestabilni meduprodukti —
aglikon (thiohidroksimat-O-sulfonat) s kojeg se eliminira sulfat. Aglikon se potom spontano
pregraduje u razli¢ite produkte ovisno o strukturi bo¢nog lanca, specifiCnosti (vrsti)
glukozinolata, dijelu biljke gdje se glukozinolati nalaze, tretiranju biljke prije hidrolize, te
uvjetima tijekom hidrolize, pH vrijednosti, koncentraciji zeljeznih iona i epitiospecifi¢nim
proteinima (ESP) (Chen i Andreasson, 2001). Glukozinolati se ¢esto nazivaju prekursorima
izotiocijanata i tiocijanata, spojeva koji sadrze sumpor te nitrila i indola, spojeva koji ne sadrze
sumpor u svojoj strukturi (Zeki¢, 2013). Pri neutralnom pH (pH 7) Lossenovom pregradnjom
od aglikona nastaje izotiocijanat, reaktivan, hlapljiv i mirisni produkt. Pri kiselom pH (pH < 4)
kao dominantni derivat nastaju nitrili, kao i pri svim ostalim pH vrijednostima uz prisustvo fero
—jona (Fe?*) (Chen i Andreasson, 2001).
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Slika 7. Nazivi i strukture produkata koji nastaju razgradnjom glukozinolata. Mirozinaza
katalizira stvaranje aglikona dok se kona¢ni produkti formiraju neenzimski ili putem

epitiospecificnog proteina (Chen i Andreasson, 2001)



1.2.3. Glukozinolati u biljci Tropaeolum majus L.

Za razliku od mnogih biljaka koje sadrze glukozinolate u biljci dragoljub (Tropaeolum majus
L.) mozemo prona¢i samo jednu vrstu glukozinolata, a to je benzil glukozinolat ili

glukotropeolin (Slika 8), koji spada u aromatske glukozinolate.

Nakon konzumacije lista dragoljuba, zbog razgradnje stanica tijekom prolaska kroz probavni
sustav glukotropaeolin se hidrolizira i nastaje benzil izotiocijanat. Benzil izotiocijanat se
apsorbira u crijevima i vezanjem glutationa transformira u derivate merkapturne kiseline. U
bubrezima se ti spojevi izlu¢uju u urin, gdje se velike koli¢ine rehidroliziraju da bi se ponovno
dobio benzil izotiocijanat. Tako nastao benzil izotiocijanat u urinu razvija svoj antimikrobni

ucinak i inhibira rast bakterija koje uzrokuju upale mokra¢nog sustava.

Benzil izotiocijanat ima vaznu fiziolosku ulogu. Ovisno o koncentraciji moze imati razli¢itu
ulogu. Stimulira kemo-zastitne mehanizme, ali u prevelikoj koli¢ini moze izazvati i stani¢ni
stres. Djeluje kao inhibitor enzima faze 2 mehanizma detoksikacije i inhibira fazu 1 enzima,
¢ime se naglaSava rad stanica u kemijskoj detoksikaciji. In vitro studije pokazale su
antimikrobno i antihelminticko djelovanje ovog spoja, te vaznu antikancerogenu ulogu jer

povecéava pojavu apoptoze stanica raka (Kleinwéachter i sur., 2008).

Slika 8. Struktura benzil glukozinolata/glukotropeolina (Vrca i sur., 2021)
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1.3. MIROZINAZA

1.3.1. Mirozinaza

Mirozinazu (tioglukozid glukohidrolazu) je prvi put otkrio A. Bussy (1839) u sjemenu crne
gorusSice (Brassica nigra L.), pronasavsi "albuminu sli¢nu" supstancu koja sudjeluje u hidrolizi
glukozinolata sinigrina. Kasnije je potvrdena u svim biljkama koje sadrze glukozinolate, u
nekim tkivima sisavaca, gljiva, kukaca i mikroorganizama (Pessina i sur., 1990). U biljkama je
enzim mirozinaza uvijek prisutan uz sekundarni metabolit glukozinolat osim kod porodice
Koeberliniaceae koja sadrzi samo stanice mirozinaze (Zeki¢, 2013). Neke od biljnih porodica
koje sadrze glukozinolate i mirozinazu su Brassicaceae, Capparaceae, Resedaceae,
Tovariaceae, Moringaceae, Gyrostemonaceae i Tropaeolaceae (Jorgensen, 1981). Priroda i
specifi¢nosti bakterijskih tioglukozidaza manje je istrazivana od biljnih, ali su medu njima ipak
uoCene neke razlike. Askorbat inhibira bakterijsku tioglukozidazu (npr. u sojevima
Paracolobacterium i Enterobacter) dok je kod biljnih enzima askorbat aktivator. Glukozinolate
unesene u organizam u obliku kuhane hrane (npr. kuhano povrée) tj. bez prisustva aktivne

mirozinaze, moze hidrolizirati f-glukozidaza iz crijevne flore (Zekic, 2013).

Aktivnost mirozinaze u biljkama ovisi o ispitivanoj vrsti, kultivaru 1 biljnom organu. Najveca

aktivnost mirozinaze javlja se u sjemenu i sadnicama (Zekic¢, 2013).

1.3.2. Struktura mirozinaze

1z dosadasnjih istrazivanja mozemo zakljuciti da se genetska i morfoloska struktura mirozinaze
mijenja kod razli¢itih vrsti biljaka. Na temelju razlika u primarnoj strukturi polipeptidnog lanca
mirozinaze su klasificirane u Cetiri tipa: MA, MB, MC izolirani iz Brassica napus, Brassica
juncea i Sinapis alba i TGG izoliran iz Arabidopsis thaliana (Hara i sur., 2000). Razlike u
veli¢ini mirozinaza pripisuju su razli¢itom opsegu glikozilacije, buduci da proteinski dijelovi

MA, MB i MC mirozinaze imaju sli¢cne molekulske mase (Rask i sur., 2000).

U sjemenkama B. napus i S. alba mirozinaza je dimerni protein s prividnom molekularnom
masom od 135 — 150 kDa. Analiza cDNA klonova koji kodiraju mirozinaze iz S. alba, B. napus
i A. thaliana pokazali su da je molekularna masa proteinskog lanca podjedinice mirozinaze od
prilike 59 kDa. Sve biljne mirozinaze su glikolizirane, medutim opseg glikozilacije se mijenja

ovisno o izoformi. Mirozinazu stabilizira Zn?" ion. Unutar strukture dimera javljaju se
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hidrofobne interakcije i nekoliko izravnih vodikovih veza, dok su druge interakcije
posredovane s molekulama vode. Unutar strukture enzima mozemo pronaci peptidnu vezu i tri
disulfidna mosta, jedan unutarmolekulski, dok se ostala dva nalaze na N kraju molekule i smatra
se da daju stabilnost enzimu. Interakcije izmedu atoma glavnog lanca i nabijenih ostataka
stabiliziraju strukturu u podruc¢ju petlje, tj. krajeva zavojnice. UCinkovitost te stabilizacije
ogleda se u vidu termostabilnosti i1 stabilno$¢u protiv denaturacije u uvjetima s visokim

sadrzajem soli (Rask i sur., 2000).

Trodimenzionalna struktura enzima opisana je na mirozinazi izoliranoj iz sjemenke biljke bijele
gorusSice (Sinapis alba L.) (Slika 9). Shematski prikaz podjedinice mirozinaze prikazuje (/o)
8-bacvastu strukturu. Slika se temelji na prikazanoj kristalnoj strukturi od strane Burmeistera i
sur. (1997). lako mirozinaza ima tri disulfidna mosta i podlijeze glikozilaciji, na slici je
prikazana pojednostavljeno radi lakSeg razumijevanja. Kako je mirozinaza dimer, drugi
monomer vezao bi se na gornji desni prikaz podjedinice gdje se nalazi Zn?* vezno mjesto.
Elementi sekundarne strukture g-nabrani listovi i a-uzvojnice prikazani su plavom (f-nabrani
listovi) i crvenom bojom (a-uzvojnice). Ligandi Zn?* prikazani su ljubi¢astom bojom, a ion
Zn?* svijetlo sivom bojom. Glukozni prsteni oznaceni su zeleno, dok su ostatci za
prepoznavanje aglikona oznacéeni Zutom bojom. Polozaj supstrata u aktivnom mjestu naznacen
je molekulom inhibitora 2-deoksi-2-fluoroglukotreopelina kovalentno vezanom za nukleofil.
Pogled na mirozinazu je iz ulaznog dijela enzima za supstrat. N-kraj je dolje lijevo, dok je C-

kraj na dnu u sredini (Rask i sur., 2000).

Slika 9. Trodimenzionalna struktura monomera mirozinaze (Rask i sur., 2000.)
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Slika 10 prikazuje glikolizirani dimer mirozinaze (ovakav dimer mirozinaze nalazi se u
kristalnoj strukturi). lon Zn?* prikazan je kao crvena kugla u sredistu dimera, a njegova &etiri
liganda prikazana su zelenom bojom. Disulfidni mostovi prikazani su zutom bojom u obliku

Stapica i loptica (Burmeister i sur., 1997).

Slika 10. Glikolizirani dimer mirozinaze

1.3.3. Uloga mirozinaze kod biljaka

Mirozinaza pripada velikoj skupini s-glukozidaza i to je jedini enzim koji katalizira cijepanje
S-glikozidne veze (prisutne u svim glukozinlatima) koriste¢i askorbat kao kofaktor i
mehanizam reakcije koji zadrzava anomernu konfiguraciju nakon cijepanja (Bhat i Vyas, 2019).
Mirozinaza katalizira hidrolizu tioglukozidne veze, tj. omogucava cijepanje veze izmedu
sumpora 1 glukoze u glukozinolatima, Sto dovodi do oslobadanja glukoze, sulfata i aglikona.
Oslobodeni aglikon je nestabilan, te se spontano preraduje dajuci razlicite razgradne produkte
(Zeki¢, 2013) tj. niz goitrogenih spojeva oStrog okusa i/ili mirisa poput izotiocijanata,
tiocijanata, tiona, nitrila itd. ovisno o supstratu glukozinolata i uvjetima u kojima se odvija
reakcija (Slika 11) (Pessina i sur., 1990). Kinetika enzimske reakcije razlikuje se od vrste do
vrste, pa Cak 1 unutar pojedine vrste (buduci da se i u istoj vrsti moze naci viSe formi ovog

enzima) (James i Rossiter, 1991).
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Slika 11. Op¢a shema hidrolize glukozinolata katalizirane mirozinazom (Pessina i sur., 1990)

Sustav mirozinaza — glukozinolat kemijski je obrambeni sustav protiv biljojeda. Mirozinaze i

njihovi supstrati, glukozinolati odvojeno su pohranjeni u mirozinskim stanicama i S-stanicama.

Kada biljojedi ostete biljna tkiva oslobada se mirozinaza iz mirozinskih stanica i katalizira

hidrolizu glukozinolata za proizvodnju toksi¢nih spojeva protiv biljojeda. Utvrdeno je da je

mirozinaza vrlo stabilna na §to upucuje njezina otpornost na probavu u crijevima (Bhat i Vyas,

2019).

1.3.4. Kronologija istrazivanja vezanih za mirozinazu

Tablici 3 prikazuje kronoloski prikaz najvaznijih povijesnih otkrica tijekom istrazivanja

mirozinaze. Enzim mirozinaza je ve¢ dugi niz godina predmet istrazivanja mnogih

znanstvenika, medutim postoje jo§ mnoga neistrazena podrucja vrijedna paznje.
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Tablica 3. Najvaznija povijesna otkrica tijekom istrazivanja mirozinaze (Bhat i Vyas, 2019)

Godina Otkrice Izvor
1840 Mirozinaza kao protein vazan u oslobadanju eteri¢nih Bussy, 1840)
ulja iz sjemenke gorusSice
1884 Otkrice vrste stanica bogatih proteinima s (Heinricher, 1884)
diferencijalnom morfologijom, lomom svijetlosti i

svojstvima bojenja

1890 Uvodenje naziva mirozinske stanica (Guignard, 1890)

1932 Mirozin sadrzi dvije aktivne jedinice: glukozidazu i Sandberg i Holly, 1932)
tiosulfatazu

1959 Mirozinazu ¢ini jedna jedinstvena jedinica Nagashima i Uchiyama, 1959)

1961 Vitamin C kao koenzim mirozinazi (Ettlinger i sur., 1961)

1968 Prvo izvjesce o aktivnosti mirozinaze lisnih usi (MacGibbon i Allison, 1968)

(B. brassicae)

1972 Otkri¢e postojanja visestrukih oblika mirozinaze (Masaru i Tadao, 1972)
1974 Izolacija mirozinaze iz bakterija (Tani i sur., 1974)
1997 Prva kristalna struktura mirozinaze iz bijele gorusice (Burmeister i sur. 1997)

(Sinapis alba)

2000 Mehanizam askorbata kao kofaktora (Burmeister i sur., 2000)
2005 Kristalna struktura mirozinaze kukaca (Husebye i sur., 2005)
2014 Transkripcijski faktor FAMA ukljuéen je u regulaciju (Lii Sack, 2014)
sudbine stanica mirozinaza i ekspresiju TGG1 i TGG2 (Shirakawa i sur., 2014)
2014 Mirozinaza stanice se razvijaju neovisno o vaskulaturi (Li i Sack, 2014)
(Shirakawa i sur. 2016)
2015 Redoks reakcije mirozinaze (Bhar i sur. 2015)
2016 Mirozinaza je povezana s promjenama u kutikuli (Ahuja, 2016)
2018 Prisutnost aktivne mirozinaze u nuklearnoj frakciji (Sehrawat, 2018)

1.3.5. Mirozinske stanice

Od kraja 19. stoljeca vjerovalo se da je mirozinaza prisutna u posebnoj vrsti sekretornih stanica
nazvanih mirozinske stanice koje uocavamo samo u ranoj fazi klijanja biljke (Bhat i Vyas,
2019). Heicrichter (1884) je otkrio posebnu vrstu stanica kod porodice Brassicaceae (Rask i
sur., 2000). Ove se stanice smatraju idioblastima, a to su stanice abnormalnog oblika, veli¢ine
i sadrzaja koje se razlikuju od susjednih stanica (Shirakawa i sur., 2022). Prvotno su nazvane

"mirozinske cijevi", a potom "mirozinske stanice". Mirozinske stanice pojavljuju se rasprene
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medu stanicama korijena, stabljike, lista, peteljke, sjemenki 1 sadnica. Dvostrukim bojanjem s
histokemijskim tehnikama koje koriste reagense poput Millonovog reagensa i antitijela protiv
mirozinaze pokazalo se da mirozinske stanice sadrze mirozinazu. Kasnijim pokusima in situ
hibridizacije pokazano je da su u mirozinskim stanicama prisutni transkripti mirozinaze i da se

one vjerojatno tu i sintetiziraju (Rask i sur., 2000).

Dokazana je zna¢ajna aktivnost mirozinaze u organima bijele gorusice (Sinapis alba L.) koji ne
sadrze mirozinske stanice pa je zakljuceno da enzim moze postojati i van mirozinskih stanica,
(Bhat i Vyas, 2019) kao rasprSene, pojedinacne stanice u podzemnom i provodnom tkivu
(Hoglund i sur., 1992).

U tkivu mezofila iz kotiledona, oblik mirozinskih stanica moZe varirati od izodijametri¢nih
stanica normalne veli¢ine do izduzenih stanica 7-8 puta vecih od okolnih stanica. Mirozinske
stanice u uzduznim presjecima tkiva korteksa u hipokotiledonima izgledaju pravokutno ili

kockasto, dok su u korijenu izduzene u smjeru osi organa (Rask i sur., 2000).

Unutar vakuola mirozinskih stanica nakuplja se velika koli¢ina tioglukozidnih glukohidrolaza
(TGG) poznatih kao mirozinaze (Shirakawa i sur., 2022). Organeli koji ispunjavaju mirozinske
stanice su sferina zrna mirozina koja sadrZze homogeni materijal s elektronskom gusto¢om.
Veli¢ina zrna varira od 2,5 do 10 pum, a sadrze i oleosome. Tijekom diferencijacije mirozinskih
stanica, zrnca mirozina se spajaju tvoreci trabekularnu mrezu u stanici kako bi mogli

medusobno komunicirati (Rask i sur., 2000).

Kod biljke talijin uro¢njak (Arabidopsis thaliana L.) otkrivena je skupina stanica (S-stanice)
koje su smjeStene izmedu floema u provodnom tkivu i endodermisu koje sadrze izvanredno
visok udio glukozinolata. Takoder su otkrivene mirozinske stanice susjedne S-stanicama §to
ukazuje na moguénost transporta mirozinaze uz pomo¢ plazmodezmija. Fizicko odvajanje
supstrata i enzima ukazuje na ulogu prevencije kod stvaranja toksi¢nih produkata in vivo (Chen
i Andreasson, 2001).

Karakteristicna osobina mirozinskih stanica je njihov raspored duz lisne vaskulature.
Mirozinske stanice se specificno razvijaju uz stanice floema (na abaksijalnoj (donjoj) strani
lisne vaskulature) 1 nazivaju se mirozinske stanice floema. Stoga se u pocetku smatralo da su
mirozinske stanice vrsta vaskularnih stanica, medutim 2016. provedeno je istrazivanje na
listovima biljke talijin uro¢njak (A. thaliana L.) te je potvrdeno kako se mirozinske stanice
diferenciraju izravno iz prizemnih meristemskih stanica i razvojno su neovisne o vaskulaturi
lista (Shirakawa i sur., 2016).
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Opazanje da se mirozinaza nalazi samo u vaskularnom sustavu u A. thaliana i razli¢it izraz
mirozinaze u sjemenu A. thaliana i B. napus dovelo je do pretpostavke da sustav mirozinaza —
glukozinolat kod razli¢itih vrsta biljaka ima razli¢itu ulogu (Chen i Andreasson, 2001). Koli¢ina
mirozinazne aktivnosti proucavana je na kultivarima nastalim iz sjemenki Sinapis alba L.,
Brassica campestris L. i Brassica napus L. od strane Hendersona i McEwena (1972), a kao
rezultat navode da je mirozinazna aktivnost u S. alba 10 puta veca nego u B. campestris, a

aktivnost u B. napus malo veéa nego u B. campestris (Bones i Rossiter, 1996).

1.3.6. ""Mustard oil bomb'* hipoteza

Mnogo je radova koji nastoje objasniti polozaj mirozinaze u biljnom tkivu pa su tako 1984.
godine autori Liithy i Matile postavili tzv. "The mustard oil bomb hypothesis”, koja se temelji
na podatcima o lokalizaciji glukozinolata u vakuolama dobivenim subcelularnim
frakcioniranjem mirozinskih stanica korijena hrena (A. lapathifolia L.). Prema toj hipotezi
glukozinolati su smjeSteni u mirozinskim zrncima mirozinskih stanica, a mirozinaza u
citoplazmi (Slika 12). To objasnjava hidrolizu glukozinolata tek kada dode do denaturacije
biljnoga tkiva, najéeS¢e mehani¢kim podrazajem. Kasnijim radovima ova je hipoteza
djelomi¢no pobijena (Zeki¢, 2013). Upotrebom antitijela protiv mirozinaze i glukozinolata
sinigrina utvrdeno je da se enzimi nalaze u unutra$njosti mirozinskih zrnaca, a glukozinolati u
proteinskim tijelima (vakuolama) u ne-mirozinskim stanicama. Hipoteza bombe s uljem
gorusica jest valjana ukoliko enzim i supstrat nisu smjesteni u istim stanicama kod sjemenke

(Rask i sur., 2000).

g

Vakuola E

/ g Glukozinolati i é .

askorbat

Amiloplast
Tonoplast P

Plazmalema

Mitohondrij

Slika 12. Model "Bomba s uljem gorusice" za odijeljivanje mirozinaze, glukozinolata i
askorbinske kiseline predlozen od strane Liithy 1 Matile (1984). Model pretpostavlja
lokalizaciju mirozinaze koja je prikazana u proteinskim tijelima/vakuolama idioblasta koji

idioblasta koji se zovu mirozinaza stanice (Rask i sur., 2000).
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1.3.7. Uloga i lokalizacija askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina modulira aktivnost mirozinaze (Nagashima i Uchiyama, 1959). Tsuruo i
Hata (1968) postavili su model za djelovanje askorbinske kiseline na funkciju enzima
mirozinaze. Askorbinska kiselina ne sudjeluje u reakciji koju katalizira mirozinaza niti je
ukljucena u povezivanje enzimskih podjedinica. Aktivacija enzima mirozinaze posljedica je
konformacijske promjene u strukturi proteina, a to dovodi do povecéane brzine reakcije kada su
mjesta vezivanja efektora zauzeta. Tsuruo i Hata (1968) su pretpostavili postojanje jednog
veznog mjesta za supstrat i dva za askorbinsku kiselinu. Mjesto supstrata ima dvije podjedinice,
jednu za glikon i jednu za aglikon od glukozinolata. Konformacija dijela aglikona se mijenja
kada askorbinska kiselina sjedne na svoje aktivno mjesto. Na taj na¢in glukozinolat bolje
pristaje na svoje mjesto. Drugo vezno mjesto za askorbinsku kiselinu je isto kao i vezno mjesto
za supstrat (Bones i Rossiter, 1996). U maloj koncentraciji askorbinska kiselina ubrzava
reakciju hidrolize glukozinolata uz pomo¢ enzima mirozinaze, dok se pri visoj koncentraciji
rad mirozinaze inhibira jer askorbinska kiselina sudjeluje u kompeticiji za mjesto vezivanja
supstrata na enzim. Dvostruka uloga askorbinske kiseline omoguéava ko-lokalizaciju

mirozinaze i glukozinolata (Chen i Andreasson, 2001).

Za razliku od drugih mirozinaza koje su karakterizirane konstititivnom bazalnom aktivnosti u
odsutstvu askorbinske kiseline, mirozinaza iz dragoljuba ne pokazuje nikakvu aktivnost kada
ovaj aktivator nije prisutan (Kleinwéchter i sur., 2008).

1.3.8. Lokalizacija mirozinaze u biljnim organima

Mirozinaza je do sada najvise istrazena na tri biljke iz porodice kupusnjaca (Brassicaceae), a to
su uljana repica (Brassica napus L.), bijela goruSica (Sinapis alba L.) i talijin uro¢njak
(Arabidopsis thaliana L.) (Kissen i sur., 2009). Iako je vecina do sada provedenih istraZivanja
usmjerena na podrucje sjemena i klice (embrija) postoje i neki rezultati na podrucju korijena,
stabljike i lista. O lokalizaciji mirozinaze unutar stanice, posebno u odnosu na lokalizaciju
glukozinolata, raspravlja se godinama. U pocetku se smatralo da je mirozinaza najvjerojatnije
smjeStena u tzv. "mirozinskim stanicama". Te su stanice pronadene u sjemenu, parenhimskom
tkivu, epidermu i u zatitnim stanicama. Brojni autori ih smatraju znac¢ajnima s taksonomskog
stajalista pa pojava i raspored mirozinskih stanica sluzi i kao jedan od kriterija za klasifikaciju
biljaka reda Capparales (Zekié, 2013).
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Izvjesca iz razliCitih tkiva variraju, ali sva testirana tkiva/organi pokazuju nekakvu mirozinaznu
aktivnost. Mirozinazna aktivnost se moze pronaci i u kalusnom tkivu i u biljkama uzgojenim in
vitro. Osim u korijenu, kod odraslih biljaka sadrzaj mirozinaze se smanjuje i mirozinazna

aktivnost postaje niza (Bones i Rossiter, 1996).

Mirozinaza u biljnom tkivu predstavlja podrucje interesa kod velikog broja znanstvenika ve¢
duzi niz godina. Napretkom znanosti i razvojem novih tehnika rezultati su postajali bolji i
vjerodostojniji. Prve koristene metode bile su bojanje Millonovim reagensom i Saffranin-fast
green metode za izravnu identifikaciju mirozinskih stanica ili idioblasta koji nakupljaju te
proteine. U stanicama su obojene odredene globularne strukture i zrnca mirozina za koje se
pretpostavlja da predstavljaju mirozinazu. Daljnjim razvojem laboratorijskih tehnika krece
promatranje enzima "in situ" (na izvornom mjestu) uz pomoc¢ elektronske mikroskopije. Smatra
se da je na mjestu gdje se odvija hidroliza glukozinolata (mjesto aktivnosti mirozinaze) stvoren
elektronski gust talog barijevog ili olovnog sulfata, tj. dokaz o lokaciji mirozinaze u tkivu.
Novija istrazivanja koriste protutijela dizajnirana protiv mirozinaze kako bi otkrili polozaj

enzima u tkivu (Hoglund i sur., 1991).

1.3.8.1. Lokalizacija mirozinaze kod uljanje repice (Brassica napus L.)

Mirozinaza je uglavnom lokalizirana u idioblastiénim mirozinskim stanicama koje se nalaze
rasprSene u vecini organa. Uz pomo¢ 3D7 antitijela mirozinske stanice koje sadrze mirozinazu
locirane su u podru¢ju mezofila (Slika 13 A) i floema (Slika 13 B) lista B. napus (Chen i
Andreasson, 2001). Tijekom razvoja sjemena B. napus mirozinske stanice se postupno mnoze
dok ne postignu razinu od 2-5% od ukupnog broja embrionalnih stanica, a ovisno o fazi razvoja
u kojoj se biljka nalazi dolazi i do razli¢itog rasporeda mirozinskih stanica u razli¢itom tkivu.
Velik broj stanica koje sadrze mirozinazu nalaze se u stani¢énom sloju osi i kotiledona. U uzorku
sjemena mirozinaza je prvi put pronadena dvadeset dana nakon oplodnje, a koli¢ina mirozinaze
rasla je do tridesetog dana kada se ustalila. Otkriveno je da se u embrionalnoj fazi (klica) 39
dana nakon oprasivanja mirozinaza najvise lokalizirala u podrucju citoplazme i1 nakupljena u
obliku tjelesca ili na periferiji mirozinskih stanica. Raspodjela mirozina u klici ostala je
nepromijenjena dva dana nakon klijanja, dok se osam dana nakon Kklijanja mirozinaza pocinje
nakupljati u vakuolama stanica, a bojanjem kotiledona otkriveno je da se mirozinaza nalazi u
novonastalim zatitnim stanicama, u manjem broju rasprSenih stanica parenhima. Prilikom

bojanja mladih listova pozitivan signal za mirozinske stanice pronaden je u podrucju zastitnih

23



stanica, parenhima i u stanicama vaskularnog tkiva u blizini floema (Slika 14), dok kod starijih
listova i latica u zaStitnim stanicama mirozinaza nije bila prisutna. Kod stabljike je vecina
enzima lokalizirana u stanicama ksilema i korteksa (Slika 15), a u korijenu su stanice
mirozinaze uglavnom smjeStene u korteksu (Slika 16) (Hoglund i sur., 1991). Mirozinaze su
takoder lokalizirane u stanicama pridruzenim vaskularnom tkivu u podruéju kotiledona,
radikala, hipokotiledona i korijena, a takve se stanice naj¢es¢e nazivaju floem pratece stanice
(Bones i sur., 1991). S obzirom da se mirozinaza javlja u zastitnim stanicama u odredenim
tkivima pokazuje da aktivnost za odgovaraju¢e gene nije ograni¢ena na mirozinske stanice

(Hoglund 1 sur., 1991).

Slika 13. Imunohistokemijska analiza ekspresije mirozinaze u listu B. napus koristeci
monoklonalno 3D7 anti-mirozinaza antitijelo; 13 A - mezofil; 13 B - floem; stanice koje sadrze

mirozinazu oznacene su strelicom (mjerna skala=10pum) (Hoglund i sur., 1991)
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Slika 14. Lokalizacija mirozinaze u listu uz pomo¢ monoklonalnog 3D7 antitijela; na slici je

prikazan signal u zastitnim stanicama i stanicama parenhima vaskularnog tkiva (Héglund i sur.,
1991)

Slika 15. Lokalizacija mirozinaze u stabljici uz pomo¢ monoklonalnog 3D7 antitijela; prikaz

signala u podru¢jima ksilema i korteksa stabljike (Hoglund i sur., 1991)

Slika 16. Lokalizacija mirozinaze u korijenu uz pomo¢ monoklonalnog 3D7 antitijela; prikaz

signala u podrucju korteksa korijena (Hoglund i sur., 1991)
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Fluorescentnom mikroskopijom dokazano je da je za mirozinazu tipi¢na specificna lokalizacija
na ograni¢enom broju stanica. Mirozinske stanice razlikuju se od okolnih stanica tkiva. Veliki
dio mirozinskih stanica nalazi se na vanjskom dijelu kotiledona, hipokotiledona i korijena
(Slika 17 A-D) (Bones i sur., 1991).

Slika 17. Distribucija i morfologija mirozinskih stanica u primarnom korijenu nakon 4 sata
imbibicije i korijenu sadnice Brassica napus. Imunofluorescencijsko ozna¢avanje mirozinske
stanica na periferiji primarnog korijana (A); Fazno kontrastna mikroskopija iste regije (B);
imunoperoksidazno oznacavanje iste regije u podrucju korijena (C i D) (A 1 B x100; Cx240;

Dx2000) (Bones i sur., 1991)

Tijekom rasta i starenja biljnih organa smanjuje se prisutnost fluorescentnih biljega. Broj
mirozinskih stanica opada tijekom prvih nekoliko dana rasta biljke. U podru¢ju Kkorijena u
pocetku rasta mozemo Vidjeti mirozinske stanice s homogenim mirozinskim zrncima koja se
nalaze po cijeloj stanici (Slika 18 A). Dva dana nakon sijanja mirozinska zrnaca postaju manje
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homogena i pojavljuju se veée vakuole (Slika 18 B). Daljnjim rastom mirozinska zrnca

mirozinske stanice postaju sve rasprSenija i odlaze na periferiju dok vakuole postaju sve vece

(Slika 18 C) (Bones i sur., 1991).

Slika 18. Morfoloske promjene zrna mirozineze u Korijenu 4 sata nakon imbibicije (A) i 2 dana
nakon sijanja (B) i 14 dana nakon sijanja (C). Sve slike predstavljaju imunofluorescentno
oznacavanje mirozinaze (A x770; B x390; C x300) (Bones i sur., 1991)

1.3.8.2.  Lokalizacija mirozinaze u talijinog uro¢njaka (Arabidopsis thaliana L.)

Mirozinaza se i kod talijinog uro¢njaka javlja odvojeno od glukozinolata. Imunocitokemijska
analiza Arabidopsis thaliana dokazala je da je mirozinaza lokalizirana iskljuc¢ivo u mirozinskim
stanicama floemskog parenhima i zatitnim stanicama vegetativnog tkiva dok u osnovnom
tkivu nisu otkrivene mirozinske stanice za razliku od B. napus. Glukozinolati su odvojeni u

divovske S-stanice koje se nalaze uz floem (Andersson i sur., 2009).

Koristenjem monoklonalnih antitijela 3D7 1 poliklonalnog ze¢jeg antiseruma K505 dobiveno
je identi¢no obojenje idioblasti¢nih stanica u floemu parenhima svih istrazivanih tkiva. U
listovima zrele biljke starim 25 dana pronadena je mirozinaza u stanicama simetri¢no
postavljenim u parenhimu floema (Slika 19; A i B). U cvjetnim pupoljcima koji se sastoje od
latica i ¢aske u razvoju nadena je mirozinaza (Slika 19; C i F). U plodovima starim 10 dana
mirozinaza je prisutna u stanicama floema koje su gradom bile dosta vece od okolnih stanica
(Slika 19; D i G). Nasuprot tome nisu pronadene mirozinske stanice u embrionalnom razvoju,
klici niti u zrelom sjemenu. Prikazane su samo sadnice stare pet dana koje imaju malo
floemskog parenhima s mirozinskim stanicama u osi (Slika 19 E), dok je sadnicama starim 9

dana mirozinaza otkrivena u velikim stanicama floemskog parenhima kotiledona. Bojanjem
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starijih dijelova biljke poput plodova primjecuje se veca granulacija mirozinskih stanica (19
G), dok je kod mladeg tkiva poput lapova bojanje homogeno (19 F). Svjetlosnom
mikroskopijom mladog lis¢a dokazano je da su mirozinske stanice uvijek bile i Sire i duze od

stanica floemskog parenhima, te ¢esto dolaze u parovima (Andréasson i sur., 2001).
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Slika 19. Imunohistokemijska analiza mirozinaze u vrste Arabidopsis thaliana L. koristenjem
3D7 antitijela. U potpuno zrelim listovima biljke stare 25 dana, mironaza je pronadena u
parovima idioblasti¢nih stanica u floemu parenhima (A i B). U cvjetnim pupoljcima neke
stanice sadrze mirozinazu (C i F) kao i latice i lapovi (C). U 10 dana starim plodovima idioblasti
koji isadrze mirozinazu u parenhimu floemskih stanica veci su od okolnih stanica i njihov
sadrzaj je vise granuliran (D i G). Strelice pokazuju stanice s dugom ekspresiloj mirozinaze.
Zuckasto obojenje izvan endosperma zadrzava neoksidirani supstrat i stoga se smatra
pozadinom (E). U klici staroj 5 dana otkrvene su stanice koje sadrze mirozin medu stanicama
floema u podrucju cvjetne osi. Ksilen je oznacen s +, a ljestvica veli¢ine odgovara 10 um

(Andréasson i sur., 2001)
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1.3.8.3.  Usporedba lokalizacija i oblika mirozinaze kod rotkvice (Raphanus

sativus L.), bijele gorusice (Sinapis alba L.) i ognjice (Iberis arnara L.)

Slika 20 prikazuje mirozinske stanice u razli¢itim biljnim tkivima: rotkvice (Raphanus sativus
L.), bijele gorusice (Sinapis alba L.) i ognjice (Iberis arnara L.). U tkivu mezofila iz kotiledona
oblik mirozinske stanice moze varirati od izodijametri¢nih stanica normalne veli¢ine (Slika 20
A) do izdruzene stanice s povrSinom 7 — 8 puta ve¢om od okolnih stanica sli¢nih aleuronima
(Slika 20 B). Oba oblika mogu se pronaci u rotkvi i bijeloj gorusici. Kod ognjice su mirozinske

stanice iste veli¢ine kao i okolne stanice (Slika 20 C) (Bones i Iversen, 1985).

Slika 20. Svjetlosna mikroskopija stanica mezofila u kotiledonima (A i B) i u stanicama
korijenovog vrska (C) izolirane iz 24 sata starih sadnica biljaka A — rotkvice (Raphanus sativus
L.), B - bijele gorusice (Sinapis alba L.) i C - ognjica (Iberis arnara L.) uzgojene na svijetlu;
MC — stanice mirozina; AC — stanice sli¢ne aleuronu; A: x 510, B: x 760. (Bones i Iversen,
1985)

Mirozinske stanice u uzduznim presjecima iz tkiva kore u hipokotiledonima bijele goruSice
izgledaju pravokutno ili kockasto (Slika 21 A), dok su mirozinske stanice u podr¢ju kore vrha
korijena rotkvice izduzene u smjeru osi organa (Slika 21 B). Takve stanice se mogu uociti ve¢

nakon 2 sata imbibicije, a dodatno ¢e se izduziti simplasti¢nim rastom (Bones i Iversen, 1985).

Slika 21. Svjetlosna mikroskopija uzduznih presjeka tkiva kore u hipokotiledonima A — bijele
gorusice (Sinapis alba L.) nakon 2 sata imbibicije na svijetlu i stanice korteksa vrha korijena B
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— rotkvice (Raphanus sativus L.) nakon 24 sata na svijetlu; MC — mirozinske stanice; A: x 400,
B: x 410. (Bones i Iversen, 1985)

Na tkivu rotkve (Raphanus sativus L.) provedena su istrazivanja za ekspresiju gena mirozinaze,
aktivnost enzima i ukupan sadrzaj glukozinolata u razli¢itim tkivima rotkvice. Najveca
aktivnost mirozinaze i ukupnog sadrzaja glukozinolata javila se u podru¢ju kotiledona, a potom
u podrucju hipokotiledona i na posljetku u podrucju korijen. Ekspresija gena za mirozinazu,
produkta gena i glukozinolata bilo je vise u podrucju korijena, nego u podrucju lista. U podrucju

korijena bili su ve¢inom lokalizirani u kori (Bones i Iversen, 1985).

1.3.8.4. Western blot analiza proteinskog ekstrakta iz uljane repice (B. napus L.)

Western blot analiza proteinskih ekstrakata iz razli¢itih organa uljane repice (Brassica napus
L.) pri razli¢itim razvojnim fazama pokazala je da su geni mirozinaze izrazeni na nacin koji je
specifiCan za razvoj tkiva. Pretpostavlja se da su mirozinaze odgovorne za prirodni promet
glukozinolata u intaktnom tkivu u odredenoj razvojnoj fazi, npr. klijanje i op¢enito imaju utjecaj
na regulaciju rasta. Drasti¢no smanjenje sadrzaja glukozinolata tijekom ranog razvoja stadija
biljke B. napus u skladu s ekspresijom mirozinaze i smanjenjem razine glukozinolata u li§¢u
nakon njegovog sazrijevanja moze se pripisati hidrolizi glukozinolata mirozinazom radi
samozastite biljke. Mirozinaze podlijeZu nutritivnoj modulaciji, indukciji plavim osvjetljenjem,
te se njihov sadrzaj smanjuje nakon tretmana salicilnom kiselinom. lako regulacijski
mehanizmi ukljuceni u ekspresiju mirozinaze i in vivo razgradnju glukozinolata nisu jasni,
pojacana razgradnja glukozinolata pod abiotickim i1 bioti€¢kim stresom moze dovesti do
remobilizacije sumpora i/ili dusika i ucinkovitih odgovora na stresne uvjete (Chen i

Andreasson, 2001).

1.3.9. Mehanizam djelovanja mirozinaze

Mirozinske stanice dobile su ime po skladi$nim proteinima, mirozinazama, koje se jo$ nazivaju
I "mirozinsko zrno" i tioglukozid glukohidrolaza (TGG). Supstrati mirozinaza su glukozinolati,
spojevi bogati sumporom koji se nakupljaju u drugoj vrsti specijaliziranih stanica, S-stanicama.
Kod normalnih razvojnih uvjeta, enzimi i supstrati se ne susrecu jer su razdvojeni u razli¢itim
vrstama stanica. Nakon napada biljojeda dolazi do djelovanja enzima mirozinaze koja cijepa
vezu izmedu sumpora i glukoze u glukozinolatu i dolazi do proizvodnje toksicnih spojeva poput
izotiocijanata. Ova obrambena strategija zove se "mustard oil bomb" i jedan je od kriti¢nih
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¢imbenika za stanista biljaka reda Brassicales. U modelnoj biljci A. thaliana postoje dvije vrste
mirozinaza pohranjenih u mirozinskim stanicama, a to su TGG1 i TGG2 (Shirakawa i sru.,
2022).

Mirozinaze (f-glikozidaze) djeluju stvaranjem kovalentnog intermedijera tijekom katalize.
Reakcija se odvija u dva koraka. Prvi korak zapocinje napadom nukleofila na enzimu koji tvori
kovalentni glikozil enzim intermedijer nakon cijepanja eterske (glikozidne) veze. Drugi korak
pocCinje enzimatskom aktivacijom molekule vode Sto dovodi do oslobadanja Secera i
obnavljanja enzima za pokretanje novog kruga katalize. To omogucuje ispitivanje nukleofila u
glikozidima budu¢i da molekula fluoriranog Secera tvori kovalentni intermedijer s enzimom
koji je hidroliziran vrlo sporo $to ukazuje da je enzim jos uvijek kataliticki kompetentan (Rask

i sur. 2000).

1.3.10. Mirozinazna aktivnost u sjemenu, sadnicama i kod odraslih
biljaka uljane repice

Prema istrazivanju (Bones, 1990) koji usporeduje aktivnost mirozinaze u 21-om uzgojenom
kultivaru biljke uljane repice (B. napus L.) vidi se da je aktivnost mirozinaze osim medu
biljkama razli¢itih vrsti takoder vrlo razli¢ita i kod zasebnih kultivara iste vrste. Takoder
usporedujuci 14 kultivara uljane repice moze Se primijetiti da je ukupna mirozinazna aktivnost
veCa u ljetnim mjesecima, nego u zimskim, a medu kultivarima s visokim 1 niskim

glukozinatnim sadrzajem nije zamijeCena znacajna razlika (Bones, 1990).

Mirozinazna aktivnost u sadnicama B. napus varira s obzirom na promatrani organ i starost
promatrane biljke. Mirozinazna aktivnost odredena koristenjem Ciste dijalize enzimskog
preparata uvijek je visa u podrucju hipokotiledona nego u podrucju korijena i kotiledona u istoj
fazi razvoja. Prema podatcima iz grafa (Slika 22) na podrucju hipokotiledona maksimalna
mirozinazna aktivnost uocena je 2 dana nakon sijanja, a potom se prati snizavanje aktivnosti u
gotovo hiperbolicnom obliku sljede¢ih osamnaest dana. U podruc¢ju kotiledona aktivnost
mirozinaze je gotovo konstantna i prvih Sest dana s polaganim padom aktivnosti prema
dvadesetom danu, dok je u podrucju korijena uoceno znacajno smanjenje aktivnosti mirozinaze
u periodu izmedu drugog i Cetvrtog dana od sijanja, te potom nastupa stabilni period uz jako

nisku mirozinaznu aktivnost (Bones, 1990).
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Kod odraslih biljaka takoder je zamije¢ena mirozinazna aktivnost u svim uzorcima razlicitih
organa. Kod lista, stabljike i cvata uocene su vrlo male koli¢ine mirozinazne aktivnosti. Mladi
listovi u blizini vr$nog pupoljka obic¢no su pokazivali jacu mirozinaznu aktivnost od starijih
listova. Za razliku od toga jaa mirozinazna aktivnost bila je prisutna u starijim dijelovima
stabljike. Najja¢a mirozinazna aktivnost kod zrele biljke bila je izmjerena u gornjim dijelovima

korijena (Bones, 1990).
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Slika 22. Mirozinazna aktivnost u organima sadnice vrste B. napus L. za vrijeme od 20 dana

nakon sijanja (Bones, 1990)
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1.4. IMUNOHISTOKEMIJSKO BOJENJE

Imunohistokemijsko bojenje je metoda za detekciju prisutnosti i lokalizacije antigena u
rezovima tkiva s pomocu specifi¢nih antitijela, odnosno kompleta reagensa koji omogucuju
vizualizaciju reakcije antigen/antitijelo. Princip nastajanja antitijela kod kraljeznjaka osnova je
svih imunoenzimatskih metoda koje se primjenjuju u laboratorijskoj dijagnostici. Ovakav nacin
vizualizacije, koji ukljucuje sekundarno antitijelo koje nosi enzim potreban za vizualizaciju
specificne reakcije, najceS¢e je koriStena varijanta metode u rutinskim dijagnostickim

laboratorijima.

Ova metoda ukljuc¢uje detekciju epitopa (dijela antigena koji antitijelo prepoznaje) u uzorku
tkiva primjenom primarnog antitijela koje moze vezati epitope s visokom specifi¢nos¢u. Nakon
vezanja epitopa i primarnog antitijela dodaje se sekundarno antitijelo koje moze vezati primarno
antitijelo takoder s visokom specificnos¢u. Na sekundarno antitijelo vezana je molekula za
otkrivanje, koja nakon stvaranja kompleksa primarno antitijelo/sekundarno antitijelo

omogucava vizualizaciju istraZivanog epitopa, tj. antigena (Vukoja i sur., 2017).
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Slika 23. Shematski prikaz postupka i slika mikroskopskog preparata nastalog klasi¢nim

imunohistokemijskim bojanjem (Vukoja i sur., 2017)
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Slika 24. Shematski prikaz imunohistokemijskog oznacivanja antigena (Celnovte, 2023)

33



1.5. NEIZRAVNA IMUNOFLORESCENCIJA

Neizravna imunofluorescencija je metoda u kojoj se prvo primarno protutijelo (protutijelo koje
se veze na antigen i nije oznaceno) veze na ciljno mjesto, a potom se sekundarno protutijelo
(koje je obiljezeno i ciljno usmjereno na Fc fragment primarnog protutijela) veze na primarno
protutijelo. Vazno je da sekundarno protutijelo koje se koristi bude ciljano usmjereno na IgG
zivotinjske vrste u kojoj je primarno protutijelo proizvedeno (npr. ako je primarno protutijelo
IgG miSjeg porijekla onda sekundarno protutijelo mora biti usmjereno na Fc fragment IgG
miSa). Ova metoda je osjetljivija zbog pojacavanja signala putem sekundarnog protutijela

(Medri, 2023).
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Slika 25. Indirektna metoda bojanja imunofluorescencijom (Medri, 2023)

34



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Mirozinaza je enzim karakteristican za porodicu Brassicaceae, gotovo uvijek prisutan uz
sekundarni metabolit glukozinolat, a osim kod biljaka pronaden je i u tkivima kukaca i
mikroorganizama. Iz dosadaSnjih istrazivanja potvrdena su brojna pozitivna djelovanja
kompleksa glukozinolat — mirozinaza pa se javila potreba za daljnjim istraZivanjem prisutnosti
tog enzima i u drugim biljnim vrstama. Cilj ovog istrazivanja bio je potvrditi postojanje enzima
mirozinaze tipa 1, locirati i izraunati koli¢inu imunoekspresije u korijenu, stabljici i listu biljke
dragoljub (Tropaeolum majus L.) kroz cetiri razliite faze rasta biljke (unutar 4 tjedna).
Prilikom provodenja istrazivanja pracen je rast testirane biljke kako bi se mogla usporediti

koli¢ina prisutne mirozinaze s procesom starenja biljke.

3. MATERIJALI | METODE

Za provedbu eksperimentalnog dijela diplomskog rada Kkoristena je biljka dragoljub
(Tropaeolum majus L.) uzgojena iz sjemena (Slika 26) u termoregulacijskoj sobi u uvjetima 12
sati dan/12 sati no¢. Tkivo je uzorkovano cetiri uzastopna tjedna u pravilnim razmacima kako
bi se dobili komadi¢i tkiva u razli¢itim razvojnim fazama nakon rasta. Uzorkovana su sva tri
vegetativna dijela biljke (korijen, stabljika i list), a dimenzije uzoraka tkiva su bile 0,5cm x
0,5cm.

Slika 26. Sjeme biljke dragoljub (Tropaeolum majus L.) koriSteno za uzgoj u kontroliranim
uvjetima (Vlastita fotografija, 2023)
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3.1. 1ZRADA HISTOLOSKIH PREPARATA

3.1.1. Fiksacija

Kemijska fiksacija je postupak koji se provodi zbog oCuvanja fizickog ustroja 1 molekularnog
sastava tkiva. Izrezani ciljani dijelovi biljke uronjeni su u fiksativ. Fiksativ je otopina tvari koje
stabiliziraju tkivne bjelancevine. Za potrebe ovog istrazivanja kao fiksativ je koriStena otopina
4%-tni paraformaldehida u fosfatnom puferu pH 6,8. Prilikom fiksiranja uzoraka pazilo se da
volumen koristenog fiksativa bude 15 — 20 puta ve¢i od volumena tkiva, a vrijeme trajanja
fiksacije je jedan dan. Nakon provedene fiksacije, tkivo se kratko ispralo od zaostalih necistoca

u destiliranoj vodi.

3.1.2. Dehidracija

Postupak dehidracije omoguéuje da iz fiksiranih i ispranih dijelova tkiva ukloni voda.
Uklanjanje vode provodi se uzastopnim prenoSenjem izrezanih dijelova tkiva kroz mjesavinu
alkohola i vode kojoj se postepeno povecava koncentracija. Prijenos tkiva iz nizih u vise
koncentracije omogucava postupnu prilagodbu promjenama i smanjuje moguca oStecenja
osjetljive strukture tkiva. Tkivo se u odredenim vremenskim intervalima prenosilo kroz seriju

etilnog alkohola (Tablica 4).

Tablica 4. Postupak dehidracije tkiva

Koncentracija etanola (%) Vrijeme (min)
50 45
75 45
95 45
95 60
100 60
100 Preko noci
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3.1.3. Natapanje

Uklapanje tkiva u ¢vrsto sredstvo omogucuje rezanje istog na vrlo male dimenzije. Kao sredstvo
za uklapanje najceSce se koristi parafin (Paraplast Plus, Leica). Parafin nije topljiv u alkoholu.
Alkohol zaostao u tkivu nakon dehidracije potrebno je istisnuti nekim drugim sredstvom i
pripremiti tkivo za prozimanje parafinom. Taj postupak kod izrade histoloskih rezova zove se
natapanje ili prosvjetljavanje. Ksilen koji se koristio u ovom postupku ima dvije uloge. Prva je
da ukloni ostatak alkohola iz tkiva i omogu¢i prozimanje tkiva parafinom, a druga da tkivo
ucini staklastim i prozirnim, tj. spremnim za histolosko bojanje. Ovaj postupak provodi se u
digestoru zbog para ksilena koje mogu nadraziti di$ni sustav i o¢i. TKivo se prvo tri puta po 15

minuta ispire u ksilenu, a potom je spremno za idu¢i korak u procesu izrade histoloskih rezova.

Slika 27. Obezbojena tkiva nakon ispiranja u ksilenu (Histoloski laboratorij, vlastita fotografija,
2022)

3.1.4. Prozimanje tkiva i izrada parafinskih blokova

Idu¢i korak izvodi se u termostatu gdje se tkivo stavlja u otopljeni parafin (Paraplast Plus,
Leica). Parafin se priprema mijeSanjem tvrdog i mekog parafina uz dodatak bijelog pcelinjeg
voska u granulama. Temperatura taljenja tako pripremljenog parafina je 58 — 60 °C pa je

iznimno vazno namjestiti termostat na tu temperaturu i odrzavati je stalnom. Oscilacije u
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temperaturi mogu dovesti do skrucivanja parafina i oSteCenja tkiva. Uzorci tkiva se prenose
pincetom kroz tri parafinske kupelji u termostatu na temperaturi od 58 °C, a boravak tkiva u
svakoj kupelji je jedan sat. Pod utjecajem temperature ksilen isparava i svi prostori u tkivu

ispunjavaju se parafinom.

Nakon prozimanja tkiva parafinom potrebno je u $to kracem roku izraditi parafinske blokove
jer se pri sobnoj temperaturi stvaraju parafinski kristali koji mogu ostetiti tkivo. Za izradu
parafinskih blokova koristio se aparat HistoCore Arcadia H (Leica, Njemacka). Aparat se
sastoji od kupelji za otapanje parafina te tople i hladne ploc¢e koje pomazu u modeliranju
parafina tijekom procesa uklapanja. Pocetni korak je dno metalne kadice za uklapanje
(dimenzije 1 x 1 x lem) preliti teku¢im parafinom, a potom u njega poloziti uzorak tkiva. Tkivo
se polozilo u istoj u okomit i vodoravan polozaj kako bi na jednom rezu dobila uzduzni i
poprecéni prerez kroz tkivo. Tkivo je potrebno pridrzavati pincetom dok se parafin polustvrdnuo
kako bi tkivo ostalo nepomicno stajati, a potom U kadicu postaviti plasti¢ni disk s oznakom
naziva tkiva i dopuniti s teku¢im parafinom. Izradeni parafinski blokovi su se ostavili u
hladnjaku preko no¢i. Idué¢i dan nakon vadena iz kalupa parafinski blokovi su bili spremni za

rezanje.

Slika

Slika 28. HistoCore Arcadia H (Katalog znanstveno — istrazivacke opreme PMF-ST)

Slika 29. Uzorci biljnog tkiva uklopljeni u parafin na plasticnim diskovima (Histoloski

laboratorij, vlastit izvor, 2022)
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3.1.5. Rezanje parafinskih blokova

Za rezanje tkiva uklopljenog u parafinske blokove koristen je rotacijski mikrotom HistoCore
BIOCUT (Leica, Njemacka). Prvo se parafinski blok u¢vrstio na drza¢ nakon ¢ega se namjestila
Zeljena debljina reza (4 — 6 um). Svakim okretanjem pogonskog kotaca drza¢ s parafinskim
blokom pomaknuo se za 4 — 6 um unaprijed. Rotiranjem klizne rucke drza¢ s parafinskim
blokom je prelazio preko ostrice Zileta i pravio jednake rezove debljine 4 — 6 um. Kada se
stvorila linija od 3 — 4 reza pomoc¢u navlazenog kista su se prebacili u toplu vodenu kupelj
temperature do 40 °C. Nakon §to su se rezovi izravnali na povrsini vode, prebacili su se na
predmetna stakalca prethodno ociS¢ena etanolom na nacin da su se stakalca uronila u vodenu
kupelj i njihovim podizanjem podignemo i rezove s povrSine vode. Izradeni preparati su se

ostavili preko no¢i da se suse na zraku.

Slika 30. Slika 31.

Slika 30. Rotacijski mikrotom HistoCore BIOCUT (Katalog znanstveno — istrazivacke opreme
PMF-ST)

Slika 31. Peglanje parafinskih rezova u vodenoj kupelji (Rolls, G. (2008): 101 Steps to Better
Histology. Leica microsystems)

3.1.6. Deparafiniranje tkiva

Deparafiniranje tkiva je postupak uklanjanja parafina iz tkiva uz pomo¢ ksilena.
Deparafiniranje se uvijek provodilo neposredno prije bojanja rezova i prilikom pripreme

preparata za imunofluorescenciju.

39



3.1.7. Bojanje tkiva

Tkiva su zbog prethodno provedenih koraka bezbojna stoga zbog lakSeg promatranja i
pretrazivanja moraju se obojati. Razvijene su razne metode bojanja tkiva, a u ovome radu

preparati su obojeni imunohistokemijskim bojanjem s diaminbenzidinom (DAB).

3.1.7.1.  Imunohistokemijsko bojanje rezova s diaminbenzidinom

U ovom radu upotrijebljeno je biljno tkivo koje je fiksirano u formalinu i uklopljeno u parafin.
Nakon otkrivanja antigena tretirano je primarnim antitijelom specifi¢nim za proteinski antigen;
TGG1 mirozinaza 1 (Tablica 5), ze¢je primarno antitijelo razrijedeno 1:1000 u PBS-u. Otopina
odredenog razrjedenja primarnog antitijela dodana je na tkivni prerez te je inkubacija trajala
tijekom nodi, tj. tijekom vremena potrebnog da dode do maksimalnog vezanja molekula
antigena i primarnog antitijela. Nakon ovog koraka isprana su nevezana antitijela i dodana je
BIOTINILIRANA LINK otopina (biotinilirani anti-rabbit i anti-mouse imunoglobulini)
(Tablica 6) koja sprjecava krizno vezanje serumskih proteina. Potom je dodana otopina
streptavidin-HRP (Tablica 6) tj. streptavidin povezan s peroksidazom hrena (HRP, od
engleskog horseradish peroxidase). Nanesena je na uzorak te se tijekom iduce inkubacije
streptavidin vezao na LINK Kkoji se vezao na primarno protutijelo. Nakon inkubacije
streptavidinom uzorak se ponovno isprao da se uklone nevezana antitijela. Vizualizacija je
ucinjena 3,3’-diaminobenzidinom (DAB) (Tablica 7). Enzim HRP pretvorio je supstrat DAB-a
u smedi precipitat koji se stvara u tkivu na mjestu reakcije te tako vizualizira mjesto vezanja

primarnoga specificnog antitijela i ciljanog antigena.

Neposredno prije bojanja diaminbenzidinom histoloski preparati su postavljeni u nosac i

provedeni kroz seriju ksilena i seriju etanola te su se isprali u destiliranoj vodi (Tablica 8).

Tablica 5. Prikaz primarnog protutijela

Naziv Kod Domacin Razrijedenje Proizvodad
Agrisera Part of Olink Group,

TGG1| Mirosinase 1 BGL38 zec 1:1000
Vannas, Sweden
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Tablica 6. Prikaz Dako LSAB®2 System-HRP
Naziv Kod Domacéin Proizvodacd
Dako North America, Inc.,

Dako LSAB®2 System-
K0609 hren L
California, USA

HRP

Tablica 7. Prikaz DAB supstrata
Naziv Kod Proizvodacd

Dako North America, Inc.,

DAB substrate system Y0643 o
California, USA

Tablica 8. Postupak pripreme preparata

Deparafiniranje u ksilenu

Ksilen | 5 minuta
Ksilen 11 5 minuta
Ksilen I11 5 minuta

Rehidracija u etanolu

100% etanol 10 minuta

100% etanol 10 minuta

95% etanol 5 minuta

70% etanol 5 minuta
1 minuta (uz

Destilirana voda (dH20 ) .
mijesanje)

Nakon §to su se tkiva pripremila, proveden je postupak bojenja diaminbenzidinom prema

prikazu u Tablici 9.

Tablica 9. Postupak bojenja diaminbenzidinom

1% vodikov peroksid (H20-) 10 minuta

Destilirana voda (dH20 ) 3 x 1 minuta

Citratni pufer (pH = 6.0) 8 — 10 minuta u kuhalu na paru
Ohladiti na sobnu temperaturu

Fosfatni pufer — PBS (pH = 7.2)

20 minuta
3 X 2 minute
Ocijedit preparate na papiru i obrisati

straznju stranu
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PAP pen
Protein blok otopina
Primarno protutijelo (Ab)
Fosfatni pufer — PBS (pH = 7.2)
LINK otopina
Fosfatni pufer — PBS (pH = 7.2)
STREPTAVIDIN - HRP
Fosfatni pufer — PBS (pH = 7.2)
DAB supstrat sistem
Destilirana voda (dH,0 )
Hematoksilin
Topla obi¢na voda
Destilirana voda (dH20 )
75% etanol
95% etanol
100% etanol
Ksilen 111
Ksilen IV

Okruziti rezove
20 minuta
Inkubacija preko noc¢i
3 X 2 minute
15 minuta
3 X 2 minute
15 minuta
3 X 2 minute
5—10 minuta
Kada pocne smediti
1 minuta
Isprati u kadici

2  minute pa posusiti

2  minute
2 minute
2 minute
5 minuta
5 minuta

e PAP pen (hidrofobni flomaster) = Nanosi se u obliku punog kruga oko tkiva kako bi
sprjecio razlijevanje protutijela s tkiva.

e Protein blok = Sprjecava nespecificno vezanje primarnog protutijela i osigurava
kvalitetnije signale koji daju rezultat bez pojave Suma.

e Hematoksilin > Bazi¢na boja koja plavo-ljubiasto oboji bazofilne sastojke tkiva

(jezgra, dijelovi citoplazme s mnogo RNA, medustani¢na tvar hijaline hrskavice)

3.1.8. Utrajnjivanje tkiva

Obojene preparate potrebno je pripremiti za mikroskopiranje. Nakon §to je zavrSio proces
bojenja, preparati su pazljivo obrisani. Na svako staklo nakapano je nekoliko kapi NeoMount
otopine za utrajnjivanje preparata. Pod kutom od 45° polozeno je pokrovno stakalce. Tako
pripremljena stakalca ostavljena su da se osuse na 15 minuta nakon ¢ega su bila spremna za

mikroskopiranje.
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3.1.9. Mikroskopiranje

Izradeni preparati promatrani su pomocu svjetlosnog mikroskopa Leica DM3000 LED (Leica,
Njemacka) i snimljeni kamerom Leica DMC4500 na Prirodoslovno-matematickom fakultetu

Sveucilista u Splitu.

3.2. IMUNOFLUORESCENCIJA (IF)

Tehnika neizravne imunofluorescencije koriStena je za prepoznavanje i lokalizaciju specifi¢nog
enzima mirozinaze u tkivima vegetativnih biljnih organa korijena, stabljike i lista biljke
dragoljuba (Tropaeolum majus L.). U ovom radu koriSteno je primarno protutijelo TGG1
mirozinaza 1 (Tablica 10), ze¢je primarno antitijelo razrijedeno 1:1000 u PBS-u i sekundarno
protutijelo Alexa Fluor 488 anti-ze¢je IgG sekundarno protutijelo (Tablica 11), razrijedeno
1:400 u PBS-u.

Tablica 10. Prikaz primarnog protutijela

Naziv Kod Domadin  Razrijedenje Proizvodac

o Agrisera Part of Olink
TGG1| Mirosinase 1  BGL38 zec 1:1000
Group, Vannas, Sweden

Tablica 11. Prikaz sekundarnog protutijela

Naziv Kod Domaéin Razrijedenje Proizvodac
Alexa Fluor® 488- Jackson Immuno
conjugated AffiniPure Research
) ) 711-545-152 magarac 1:400 )
Donkey Anti-Rabbit Laboratories, Inc.,
IgG (H+L) Baltimore, PA, USA

Prije pocetka bojenja za imunofluorescenciju preparati su prosli postupak deparafiniranja i

rehidracije prikazane u Tablici 12.
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Tablica 12. Postupak pripreme preparata za bojenje

Deparafiniranje

Ksilen | 5 minuta

Ksilen I 5 minuta

Ksilen 111 5 minuta
Rehidracija

100% Etanol 10 minuta

100% Etanol 10 minuta

95% Etanol 5 minuta

70% Etanol 5 minuta

Destilirana voda (dH0) 5 minuta

Potom je provedena neizravna imunofluorescencija prema sljede¢em protokolu:

1.

1M citratni pufer (pH=6.0) - preparate kuhati u kuhalu na paru (na hladno) 10 minuta,
a nakon toga se kupelj s preparatima hladi do sobne temperature 20 minuta. Ovaj
postupak uz pomo¢ topline otkriva epitope na antigenu za koje ¢e se vezati primarno
protutijelo.

4 x 10 minuta PBS pufer (pH=7.2) -> ispiranje preparata.

Uzorke izvaditi iz kadice 1 poredati u vlaznu komoricu u koju treba dodati destilirane
vode dovoljno da prekrije dno.

Pazljivo prebrisati predmetna stakalca pazeci da se ne dodiraju uzorci tkiva.

PAP pen (hidrofobni flomaster) - napraviti otisak punog kruga oko tkiva i pustiti 2
minute da se otisak osusi. Sprjecava razlijevanje protutijela s tkiva.

Protein blok — kapaljkom nakapati na svaki uzorak i pustiti da djeluje 30 minuta.
Sprjecava nespecificno vezanje primarnog protutijela i osigurava kvalitetnije signale
koji daju rezultat bez pojave Suma.

Stresti protein blok u sudoper, a stakalca vratiti u vlaznu komoricu.

Primarno protutijelo — mikropipetom na svaki uzorak tkiva dodati 70 pL primarnog
protutijela razrijedenog s PBS puferom. Negativnu kontrolu prekriti s jednakom
koli¢inom PBS pufera, ali bez primarnog protutijela.

Tako pripremljene uzorke u vlaznoj komorici poklopiti kako bi osigurali uvjete bez

svijetla 1 ostaviti preko noci.

10. 2 x 5 minuta PBS pufer (pH=7.2) - ispiranje preparata u nosacu s drskom.

11. Poredati prebrisane preparate u vlaznu komoricu.
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12. Sekundarno protutijelo - mikropipetom na svaki uzorak tkiva dodati 70 pL sekundarnog
protutijela razrijedenog PBS puferom. Negativnu kontrolu prekriti s jednakom
koli¢inom PBS pufera, ali bez sekundarnog protutijela.

13. Poklopiti komoricu i ostaviti 1 sat.

14. 2 x 5 minuta PBS pufer (pH=7.2) - ispiranje preparata u nosac¢u s drskom.

15. Poredati prebrisane preparate u vlaznu komoricu.

16. DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindol) = uz pomo¢ bocice s kapalicom dokapati na svaki
uzorak 1 ostaviti da djeluje 1 minutu. Omogucuje bojanje jezgara na preparatu.
NeiskoriSteni dio DAPI otopine potrebno je sanirati u kadicu s varikinom umjesto
prolijevanja u sudoper jer DAPI ima kancerogeno djelovanje. Na taj nacin Se sprjecava
otpustanje Stetnih tvari u okolis.

17. 2 x 5 minuta PBS pufer (pH=7.2) - ispiranje preparata u nosacu s dr§kom.

18. Nakon ispiranja s preparata obrisati viSak pufera i pustiti 2 minute da se osuse.

1

©

. Aqua/Poly Mount — nakapati nekoliko kapi na predmetno stakalce i prekriti pokrovnim

stakalcem. SusSiti 10 minuta na zraku.

Izradeni preparati promatrani su epifluorescentnim mikroskopom Olympus BX51 (Tokyo,
Japan) u prostorima KBC Firule, Split. Fotografije su fotografirane digitalnim fotoaparatom
Nikon DS-Ril (Nikon Corporation, Tokio, Japan).

4. REZULTATI

4.1. MJIERENJE TKIVA PRIJE UKLAPANJA

Za izradu ovog rada koriStena je biljka dragoljub samostalno uzgojena iz sjemena u
kontroliranim laboratorijskim uvijetima (Slika 32, 33 A, 34; A i B; 35 B, 36; A i B). Prilikom
svakog uzorkovanja koristeno je pet biljaka koje su iz zemlje vadene tako da u jednom komadu
imaju o¢uvane korijen, stabljika i list (Slika 33 B, 34 C, 35 A, 36 C). Mjerena je duljina svakog
dijela biljke zasebno, a potom ukupna duljina cijele biljke. Na posljetku je dobivena prosje¢na
duljina svih dijelova biljke i ukupna prosjecna duljina cijele biljke. Iz ovih mjerenja moze se
zakljuciti da je u prvom tjednu rasta biljka dosegla prosjecnu duljinu od 25,7 cm od cega je
najveci dio biljke zauzimala stabljika prosje¢ne duljine 18,34 cm. Korijen je u ovom periodu
bio slab i nerazvijen s prosje¢nom duljinom od 5,56 cm, a promjer listova nije prelazio 2,5 cm.
Prosjek promjera lista bio je 1,8 cm (Tablica 13).
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U drugom tjednu uzorkovanja ukupna duljina biljke nije se znacajno promijenila, pa je stabljika
otprilike iste duljine kao i u prvom tjednu, medutim znacajne promjene mogu Se opaziti u
razvoju korijena. Korijen je u ovom periodu narastao u prosjeku 4 cm, tj. s prosje¢ne vrijednosti
5,56 cm na 9,34 cm. Listovi su i dalje mali, u prosjeku 2,42 cm, najveéi od njih dostigao je

promjer od 3,1 cm (Tablica 14).

U ostala dva tjedna biljka ravnomjerno napreduje u rastu. U treCem tjednu prosjecna duljina
biljke je 33,24 cm (Tablica 15), dok u ¢etvrtom tjednu dostize prosjeénu veli¢inu od 36,58 cm
(Tablica 16). Stabljika kao i do sada ima uglavnom zanemarive oscilacije, a kod korijena i lista

uocen je trend laganog rasta.

U trecem tjednu su uocene oscilacije u obliku lista. Veci (stariji) listovi poprimili su nazubljeni
oblik, dok je dio manjih (mladih) listova bio okruglog oblika (Slika 35 C). U ¢etvrtom tjednu
zamijeceno je da je dio stabljika starenjem poprimio smedu boju, dok je vecina ostala zelena
(36 C).

Slika 32. Klica dragoljuba
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1. Tjedan (21.02.2022.)

Tablica 13. Rezultati mjerenja uzorak za prvi tjedan uzorkovanja

Duljina [cm]
Uzorak
Biljka 1
Biljka 2
Biljka 3
Biljka 4
Biljka 5

Prosjec¢na

vrijednost

Slika 33. Tropaeolum majus L.; A: biljka stara 19 dana; B: uzorak koji je mjeren u prvoj fazi

istrazivanja

Korijen

5,9
3,9
4,4
6.2
7.4

5,56

Stabljika

15,2
19,5
16,8
21,4
18,8

18,34

List

1,4
2,3
1,6
2,1
1,6

1,8

n:i

Ukupno

22,5
25,7
22,8
29,7
27,8

25,7




2. Tjedan (28.02.2022.)

Tablica 14. Rezultati mjerenja uzorak za drugi tjedan uzorkovanja

Duljina [cm]
Korijen Stabljika List Ukupno
Uzorak
Biljka 1 10,2 21,4 1,9 33,5
Biljka 2 10,4 19,9 2,6 22,5
Biljka 3 12,4 19,1 2,8 21,9
Biljka 4 6,8 19,1 3,1 22,2
Biljka 5 6,9 21,9 1,7 23,6
Prosje¢na
. 9,34 20,28 2,42 24,74
vrijednost

i
v
Y v

2

Slika 34. Tropaeolum majus L.; A i B: biljka stara 26 dana; C: uzorak koji je mjeren u drugoj

fazi
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3. Tjedan (07.03.2022.)

Tablica 15. Rezultati mjerenja uzorak za treci tjedan uzorkovanja

Duljina [cm]
Korijen Stabljika List Ukupno
Uzorak
Biljka 1 9,8 21,1 1,8 32,7
Biljka 2 9,9 22,3 2,3 345
Biljka 3 10,6 22,4 2,3 35,3
Biljka 4 9,8 22,1 2,1 34,0
Biljka 5 10,9 16,8 2,0 29,7
Prosjecna
. 10,2 20,94 2,1 33,24
vrijednost
S A B

W7

-

l‘ "‘“-k\\-___‘\‘jx{;;
e

A\

Nazubljeni

list

Slika 35. Tropaeolum majus L.; A: uzorci koje smo mjerili u tre¢oj fazi istrazivanja; B: biljka

stara 33 dana; C: morfoloska razlika na listu koju smo uocili u tre€em tjednu uzorkovanja, stariji

listovi poprimili su nazubljeni oblik, dok su mladi listovi imali okrugli oblik

49



4. Tjedan (14.03.2022.)

Tablica 16. Rezultati mjerenja uzorak za Cetvrti tjedan uzorkovanja

Duljina [cm]
Korijen Stabljika List Ukupno
Uzorak
Biljka 1 9,6 19,1 3,1 31,8
Biljka 2 10,9 21,9 3,2 36,0
Biljka 3 8,7 17,6 3,1 46,1
Biljka 4 11,2 19,5 3,6 34,3
Biljka 5 7,8 23,2 3,7 34,7
Prosjecna
N 9,64 20,26 3,34 36,58
vrijednost

R AN
?z}%@{ — l‘ k‘& \

Slika 36. Tropaeolum majus L.; a i b:biljka stara 40 dana; c: uzorci koje smo mjerili u ¢etvrtoj

fazi istrazivanja; morfoloska razlika na stabljici koju smo uocili u ¢etvrtom tjednu uzorkovanja,
mali dio stabljika poprimio je smedu boju, dok je vecina stabljika i dalje standardno svijetlo

zelena
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4.2. EKSPRESIJA ENZIMA DOBIVENA IMUNOFLORESCENCIJOM

Enzim mirozinaza pronaden je u svim istrazivanim biljnim organima Tropaeolum majus L., u
korijenu, stabljici i listu. Mirozinaza je unutar tkiva locirana unutar posebne vrste stanica,
idioblastima, koji se nazivaju mirozinske stanice (Slika 37 A). Idioblasti su specijalizirane
stanice rasprSene na niskoj frekvenciji i ¢esto kao pojedinacne stanice medu drugim glavnim
stanicama u tkivu. Stanice mirozinaze su anatomski karakterizirane visokim sadrzajem proteina
u vakuoli i stoga su sklone citokemijskim reakcijama s odredenim proteinskim reagensima.
Pozitivni imunofluorescencijski signal na protutijelo mirozinaze tip 1 pojavio se u osnovnom i

provodnom tkivu u svim istrazivanim dijelovima biljke.

4.2.1. Ekspresija enzima mirozinaze tipa 1 u korijenu biljke dragoljub
(Tropaeolum majus L.) kroz Cetiri razli¢ite faze rasta biljke

Slika 37 prikazuje rezultate imunofluorescentnog bojanja korijena pregledane na
fluorescentnom mikroskopu. U korijenu je izraziti pozivitet za enzim mirozinazu uoc¢en u
idioblastima osnovnog tkiva parenhima koji se zovu mirozinske stanice (Slika 37 A). Ako
prikazanu sliku usporedimo sa statistickim podatcima (Slika 40) moze se zakljuciti da je najjaci
imunofluorescencijski signal mirozinaze tipa 1 u podrucju korijena posebno izrazen u fazi 1 i
fazi 2 razvoja biljke nakon klijanja, tj. u periodu od 20 — 30 dana nakon sijanja biljke. Takoder
moze se uoditi da se umjereni pozitivan signal za mirozinazu tipa 1 javlja i u stanicama
parenhima ksilema (Slika 37; B i C) te u stanicama floema (Slika 37; B i D).

ZHw~3"OR

Slika 37. (A-D) Ekspresija enzima mirozinaze tipa 1 u mladim parenhimskim stanicama
korijena dragoljuba (Tropaeolum majus L.) u Cetiri razli¢ite razvojne faze (F1-F4). Lokalizacija

mirozinaze tipa 1 u mladim mati¢nim stanicama parenhima (Slika A) i u stanicama provodnog
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tkiva korijena (Slika B-D). Xyl — ksilem; phl — floem; * - stanica mirozinaze. (Poveéanje 40x u
b-d)

4.2.2. Ekspresija enzima mirozinaze tipa 1 u stabljici biljke dragoljub
(Tropaeolum majus) kroz ¢etiri razli¢ite faze rasta biljke

Slika 38 prikazuje rezultate imunofluorescentnog bojanja stabljike pregledane na
fluorescentnom mikroskopu. Tijekom sve Ccetiri ispitivane faze pronadena je pozitivna
ekspresija u podru¢ju provodnog tkiva. Slika 38 (E-G) predstavlja velike ksilemske Zile s
praznim lumenima, dok na slici 38 (H) moZemo uociti stanice stijenke floema. Ako se
prikazana slika usporedi sa statistickim podatcima (Slika 40) moze se zakljuditi da je izrazaj
najjaceg intenziteta enzima mirozinaze tipa 1 u podrucju stabljike prisutan u fazi 2 i fazi 3
razvoja biljke nakon klijanja, tj. u periodu od 25 — 30 dana nakon sijanja biljke, s znatno ve¢om
ekspresijom u drugoj fazi. Takoder mozemo primijetiti da starenjem biljke razina
imunoekspresije pada, pa ve¢ u Cetvrtoj fazi tj. 40 dana nakon sijanja imunofluorescencijski

signal znatno slabi.

F1 F2 F3 F4

PR=E@WE -

Slika 38. Ekspresija enzima mirozinaze tipa 1 u mladim vaskularnim stanicama stabljike (E-H)
dragoljuba (Tropaeolum majus L.) u Cetiri razlicite razvojne faze (F1-F4). xyl- ksilem;phl —

floem; * - stanica mirozinaze. (Povecanje 20x u e-h).
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4.2.3. Ekspresija enzima mirozinaze tipa 1 u listu biljke dragoljub
(Tropaeolum majus) kroz ¢etiri razliite faze rasta biljke

Slika 39 prikazuje rezultate imunofluorescentnog bojanja lista pregledane na fluorescentnom
mikroskopu. Imunoekspresija enzima mirozinaze uocena je u mladim stanicama osnovnog
parenhimskog tkiva. Rezultati se odnose na podrucje ksilema s izrazenim prstenastim
zadebljanjem provodnih elemenata (Slika 39; I-L). Ako se prikazana slika usporedi sa
statistickim  podatcima  (Slika 40) moze se zakljuCiti da nema znacajnijeg
imunofluorescencijskog signala enzima mirozinaze tipa | kroz sve Cetiri razvojne faze u regiji

lista.

- n -

Slika 39. Ekspresija enzima mirozinaze tipa 1 u mladim stanicama temeljnog tkiva u zZilnom
dijelu lista (I -L) dragoljuba (Tropaeolum majus L.) u Cetiri razli¢ite razvojne faze (F1-F4). xyl-

ksilem; phl — floem; * - stanica mirozinaze. (Poveéanje 10x ui—I).

4.3. STATISTICKA OBRADA REZULTATA DOBIVENA ANOVA
ANALIZOM | PROVEDBOM TURKYJEVOG TESTA
VISESTRUKE USPOREDBE

Za statisticku obradu podataka koriSten je dvosmjerni ANOVA test nakon ¢ega je Tukeyjevim
testom viSestruke usporedbe ispitana razlika u imunoekspresiji enzima mirozinaze tipa 1
izmedu podrucja korijena, stabljike 1 lista u Cetiri razvojne faze. Radi se o testu koji usporeduje
razliku u srednjoj vrijednosti svakog moguceg para rezultata s odgovaraju¢im prilagodbama za
viSestruko testiranje. Ova metoda testira svaki moguci par cijele grupe, a rezultati su prikazani
kao srednja vrijednost & standardna devijacija (SD). Statisticka znacajnost bila je razmatrana
pri p < 0,05. Analiza rezultata je napravljena u GraphPad Prism 8.0.1. (GraphPad Software,
Inc., CA, SAD).
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Slika 40. Ekspresija mirozinaze tipa 1 u korijenu, stabljici i listu u razli¢itim razvojnim fazama
nakon nicanja biljke. Mirozinazna ekspresija je kvanitificirana mjerenjem postotka

fluorescencijske povrsine (% povrsine); **p<0,05; ****p<0,0001.

Enzim mirozinaza pronaden je u svim istrazivanim organima biljke dragoljub (Tropaeolum
majus L.), u sve Cetiri istrazivane razvojne faze nakon klijanja (Slika 40). Mirozinaza je
pronadena u obliku rasprSenih pojedina¢nih stanica medu drugim glavnim stanicama koje grade
tkivo i u idioblastima koji se nazivaju mirozinske stanice. Najjaca pozitivna ekspresija

mirozinaze pronadena je u idioblastima osnovnog tkiva korijena.

U korijenu je pozitivna ekspresija pronadena u sve Cetiri istrazivane razvojne faze, a ono $to je
zanimljivo da je u odnosu na stabljiku i list prva razvojna faza pokazala najvecu razinu
imunofluorescencijskog signala. Najjaci pozitivni imunofluorescencijski signal mirozinaze
naden je u idioblastima osnovnog tkiva (slika 37 A) u fazi 1 i fazi 2 razvojnog razdoblja (Slika
40), tj u periodu od 20 — 30 dana nakon sijanja biljke. Rastom i starenjem biljke uocena je
znacajna koli¢ina gubitka imunoekspresije pa je tako u Cetvrtoj fazi imunofluorescencijski
signal mirozinaze najslabiji. Medutim imunoekspresija u ¢etvrtoj fazi regije korijena moze Se
izjednaCiti s onom drugom fazom regije stabljike, Sto je ujedno i najjaca zabiljezena

imunoekspresija u ostalim ispitivanim dijelovima biljke.
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U stabljici je pozitivna imunoekspresija u najve¢oj mjeri zabiljeZzena u drugoj i trecoj fazi
istrazivanja, tj. u periodu od 25 — 35 dana nakon sijanja, s izrazitom dominacijom u drugoj fazi.
Najveca zastupljenost mirozinaze tipa 1 bila je u velikim zilama ksilema s praznim lumenima i
stijenkama stanica floema (Slika 38; E-G). Takoder moze se primijetiti nagli rast u
imunofluorescencijskom signalu u vremenskom razdoblju od sedam dana koliko traje period
izmedu prve i druge faze testiranja. Usporedi li se imunoekspresija u stabljici s ostalim
istrazivanim dijelovima biljke, moze se zamijetiti da je za razliku od korijena koji u prvoj fazi
ima najveci imunofluorescencijski signal, kod stabljike je maksimalni doseg imunoekspresije
pomaknut za sedam dana, odnosno u drugu fazu. Takoder iz prikazanog grafa (Slika 40) moze
se uociti da je koli¢ina imunofluorescencijskog signala u fazi 4 korijena (faza s najslabijim
imunofluorescencijskim signalom kod korijena) i u fazi 2 kod stabljike (faza s najjacim

imunofluorescencijskim signalom kod stabljike) gotovo jednaka.

U podrucju lista dragoljuba imunofluorescencijski signal enzima mirozinaze tipa 1 uocen je u
sve Cetiri ispitivane razvojne faze (Slika 40), bez znacajnih rezultata. Podrucje ksilema (s
izrazenim prstenastim zadebljanjem) provodnih elemenata i parenhimsko osnovno tkivo

pokazuju slab signal enzima mirozinaze tipa 1 u predjelu lis¢a dragoljuba (Slika 39; I-L).

4.4. IMUNOHISTOKEMIJSKA POTVRDA DOBIVENIH
REZULTATA

Rezultati dobiveni primjenom metode imunofluorescencije za enzim mirozinazu su potvrdeni i
bojanjem tkiva imunohistokemijskom metodom. Dobiveni rezultati prikazani su na slikama 41-
43, od kojih svaka prikazuje redom: negativnu kontrolu, sliku dobivenu imunohistokemijskim

bojanjem (IHC — signal i sliku dobivenu imunofluorescencijom (IF — signal) .

U prvoj fazi rasta korijena IHC-metodom potvrden je rezultat u idiobrastima osnovnog tkiva
parenhima, koji se zovu mirozinske stanice (Slika 41; A-C). U ostale tri faze rasta korijena IF
signal potvrden je IHC metodom u stanicama parenhima ksilema (Slika 41; D-F, J-L), te u
stanicama floema (Slika 41; D-F, G-1). Pozitivnim imunohistokemijskim signalom potvrdna je

prisutnost enzima mirozinaze u podruéju korteksa korijena (Slika 41 K).

U podrucju stabljike imunohistokemijskim bojanjem potvrden je rezultat u podrucju stanica
stijenke floema (Slika 42; A-C).
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U podrugju lista imunohistokemijski signal je potvrden u prvoj, drugoj i trecoj fazi u podrucju
ksilema s izrazenim prstenastim zadebljanjem provodnih elemenata i parenhimskom osnovnom
tkivu (Slika 43; A-1). Slika 43. E prikazuje izrazit pozivitet imunohistokemijskog signala u
podrucju floemske lisne nervature. Takoder iz pozitivnog imunohistokemijskog signala

mozemo zakljuciti da se mirozinaza nalazi uz sam rub stanice (Slika 43 H).

NEGATIVNA KONTROLA IHC - SIGNAL IF — SIGNAL
»2 ST D2 ST ol

A

A y !

A | , [

A

A

Slika 41. Usporedba rezultata u podrucju korijena (Faza 1-4) dobivenih koristenjem dviju
tehnika, imunofluorescencije i imunohistokemijskog bojenja. Lokalizacija mirozinaze tipa 1 u
idioblastima osnovnog tkiva parenhima, koji se zovu mirozinske stanice (A-C), u stanicama
parenhima ksilema (Slika 41; D-F, J-L), te u stanicama floema (Slika 41; D-F, G-I).
Imunofluorescencijski signal (L) potvrden na slici (K) oznacen je bijelom strelicom, dok plava

strelica oznacava izrazit pozivitet IHC signala u podrucju korteksa korijena dragoljuba
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STABUJIKA FAZA 4

IHC — negativna kontrola IHC - signal IF - signal

Slika 42. Usporedba rezultata faze 4 u podrucju stabljike dobivenih koristenjem dviju tehnika,
imunofluorescencije i imunohistokemijskog bojenja. Imunohistokemijskim bojanjem potvrden

je pozitivan signal duz cijle zile floema u podrucju stabljike (B, bijela strelica oznacava rezultat)

NEGATIVNA KONTROLA IHC - SIGNAL IF — SIGNAL

B A 3
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Slika 43. Usporedba rezultata u podrucju lista (Faza 1-3) dobivenih koriStenjem dviju tehnika,
imunofluorescencije i imunohistokemijskog bojanja. Ekspresija enzima mirozinaze u podrucju
ksilema s izrazenim prstenastim zadebljanjem provodnih elemenata i parenhimskom osnovnom
tkivu (A-l). Izrazit pozitivan IHC signal u podruc¢ju floemske lisne nervature (E). Pozitivan

IHC signal u podrucju ruba stanica osnovnog parenhimskog tkiva (H).
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5. RASPRAVA

Dragoljub (Tropaeolum majus L.) je samonikla, jednogodis$nja, zeljasta biljka iz porodice
dragoljupki (Tropaeolaceae) (Plantea, 2023). Sjemenke nicu nakon 15-20 dana, a biljka cvate
nakon 8-10 tjedana (Jakubczyk i sur., 2018). U ovom istrazivanju biljka dragoljub niknula je
ve¢ 10 dana nakon sijanja. Uzgajana je u termoregulatornoj komori s idealnim uvjetima izmjene
dana i no¢i (12h/12h). Usprkos tome S$to je niknula za 10 dana, za vrijeme provodenja
istrazivanja (cca. 6 mjeseci) nije dao cvjetove. Kemijski sastav dragoljuba nije u potpunosti
istrazen, medutim iz dostupne literature moze Se zamjetiti da postoje velika odstupanja s
obzirom na dio biljke koji promatramo, boju biljke, te nacin i mjesto uzgoja (Jakubczyk i sur.,

2018).

Glukozinolati su skupina specijaliziranih metabolita karakteristi¢nih za porodicu Brassicaceae.
Mirozinaza pripada velikoj skupini S-glukozidaza i to je jedini enzim koji katalizira cijepanje
S-glikozidne veze (prisutne u svim glukozinolatima) koriste¢i askorbat kao kofaktor i

mehanizam reakcije koji zadrzava anomernu konfiguraciju nakon cijepanja (Bhat i Vyas, 2019).

Mirozinaza katalizira hidrolizu tioglukozidne veze, tj. omogucava cijepanje veze izmedu
sumpora 1 glukoze u glukozinolatima, §to dovodi do oslobadanja glukoze, sulfata i aglikona.
Oslobodeni aglikon je nestabilan, te se spontano preraduje dajuci razli¢ite razgradne produkte
(Zeki¢, 2013). Upravo je ta reakcija hidrolize, zbog kemijskih tvari koje se u njoj oslobadaju
klju¢ mnogih benefita koje nam donosi ova jo$ uvijek nedovoljno istrazena biljka. Dragoljub
se u poljoprivredi koristi kao sredstvo za zastitu od lisnih usi, dok je u medicini pronasao svoje

mjesto kao sredstvo za lijjecenje diSnih 1 mokraénih infekcija.

Iz dosadasnjih istrazivanja moze se zakljuciti da se genetska i morfoloska struktura mirozinaze
mijenja kod razli€itih vrsti biljaka. Na temelju razlika u primarnoj strukturi polipeptidnog lanca
mirozinaze su klasificirane u Cetiri tipa: MA, MB, MC izolirani iz B. napus, B. juncea i S. alba
I TGG izoliran iz A. thaliana (Hara i sur., 2000). Razlike u veli¢ini mirozinaza pripisuju se
razli¢itom opsegu glikozilacije, budu¢i da proteinski dijelovi MA, MB i MC mirozinaze imaju
slicne molekulske mase (Rask i sur., 2000). U ovom radu Koristeno je antitijelo specificno za
mirozinazu tipa 1 (TGG1), a u nedostatku istrazivanja provedenih na dragoljubu (Tropaeolum
majus L.) dobiveni rezultati usporedeni su s postoje¢im rezultatima biljaka iz istog reda, kao
Sto su B. napus L., B. juncea L., S. alba L. i A. thaliana L. Medutim iz dosadasnjih istrazivanja

provedenih na tim biljkama mogu se uociti znatne razlike u rezultatima medu razli¢itim vrstama
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biljaka istog reda, kao i medu razli¢itim kultivarima iste vrste. Opazanje da se mirozinaza nalazi
samo u provodnom tkivu kod A. thaliana L. te razli¢it izraz mirozinaze u sjemenu A. thaliana
L. i B. napus L. dovelo je do pretpostavke da sustav mirozinaza — glukozinolat kod razlicitih
vrsta biljaka ima razli¢itu ulogu (Chen i Andreasson, 2001). Takoder u istrazivanju koje su
proveli Henderson i McEwen (1972) koli¢ina mirozinazne aktivnosti proucavana na
kultivarima nastalim iz sjemenki Sinapis alba L., Brassica campestris L. | Brassica napus L.
kao rezultat navodi da je mirozinazna aktivnost u S. alba L. 10 puta veéa nego u B. campestris

L., a aktivnost u B. napus L. malo ve¢a nego u B. campestris L (Bones i Rossiter, 1996).

Najveca aktivnost mirozinaze javlja se u sjemenu i sadnicama (Zeki¢, 2013). U ovom
diplomskom radu se iz tog razloga koristila sadnica mlade biljke koja je posijana s namjerom
pracenja svih parametre razvoja od samog nicanja. Medutim Cinjenica da je mirozinazna
aktivnost jako varijabilna i ovisi 0 mnogo faktora dovodi do toga da se dobiveni rezultati mogu
samo priblizno usporediti sa dosad istrazivanim vrstama iz reda Brassicales. U ovom radu
pracena je fluorescentna imunoekspresija enzima mirozinaze tipa I u podrucju korijena,
stabljike i lista kroz Cetiri razvojne faze od nicanja biljke. Dobiveni rezultati prvi su ovakvi

rezultati vezani za biljku dragoljub (Tropaeolum majus L.).

Od kraja 19. stoljeca vjerovalo se da je mirozinaza prisutna u posebnoj vrsti sekretornih stanica
nazvanih mirozinske stanice koje uoavamo samo u ranoj fazi klijanja biljke (Bhat i Vyas,
2019). Ove se stanice smatraju idioblastima, a to su stanice abnormalnog oblika, veli¢ine i
sadrzaja koje se razlikuju od susjednih stanica (Shirakawa i sur., 2022). S druge strane u
organima bijele gorusice (Sinapas alba L. ) koji ne sadrze mirozinske stanice takoder je uocena
znaajna aktivnost mirozinaze. To dovodi do zakljucka da enzim moZe postojati i van
mirozinske stanice kao rasprSene, pojedinacne stanice u podzemnom i provodnom tkivu
(Hoglund i sur., 1992; Bhat i Vyas, 2019). Dobivenim rezultatima u ovom diplomskom radu se
potvrdilo da se mirozinaza kod biljke Tropaeolum mjaus L. takoder moze pronaci u
mirozinskim stanicama (Slika 37 A) i to u podrucju osnovnih parenhimskih stanica korijena,
dok u provodnomm dijelu korijena (Slika 37 B-D), te u podrucju stabljike (Slika 38 E-H) i lista
(Slika 39 I-L) pronaden je imunofluorescencijski signal za enzim mirozinazu kod samostalnih

i rasprSenih stanica tkiva.

Karakteristicna osobina mirozinskih stanica je njihov raspored duz lisne vaskulature.
Mirozinske stanice se specificno razvijaju uz stanice floema (na abaksijalnoj (donjoj) strani
lisne vaskulature) i nazivaju se mirozinske stanice floema. Stoga se u pocetku smatralo da su
mirozinske stanice vrsta vaskularnih stanica. No, istrazivanje na listovima biljke talijin uro¢njak
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(A. thaliana L.) potvrdilo je kako se mirozinske stanice diferenciraju izravno iz osnovnih
meristemskih stanica i razvojno su neovisne o vaskulaturi lista (Shirakawa i sur., 2016).
Imunofluorescencijskom i imunohistokemijskom tehnikom u ovom diplomskom radu
dokazano je da kod biljke Tropaeolum majus L. takoder postoji znatna koli¢ina mirozinskih
stanica u podrucju floema, tj. mirozinske stanice floema. Najbolji rezultat zabiljezen je u fazi 2
u podrucju lista (Slika 43 E) gdje imunohistokemijski signal precizno pokazuje mirozinske

stanice duz floemske lisne nervature.

Mirozinaza je do sada najvise istraZzena na tri biljke iz reda Brassicales, a to su uljana repica
(Brassica napus L.), bijela gorusica (Sinapis alba L.) i talijin uro¢njak (Arabidopsis thaliana
L.) (Kissen i sur., 2009). Iako je vecina do sada provedenih istrazivanja usmjerena na podrucje
sjemena i klice (embrija) postoje i neki rezultati na podrucju korijena, stabljike i lista, koji su
koristeni kao relevantni za usporedbu s dobivenim rezultatima. O lokalizaciji mirozinaze unutar
stanice, posebno u odnosu na lokalizaciju glukozinolata, raspravlja se godinama. Koliko je ovaj
sustav vazan govori i ¢injenica da ga brojni autori smatraju taksonomski zna¢ajnim pa pojava i
raspored mirozinskih stanica koriste kao jedan od kriterija za klasifikaciju biljaka reda
Capparales (Zeki¢, 2013). Izvjes¢éa iz razli¢itih tkiva biljaka variraju, ali sva testirana
tkiva/organi pokazuju nekakvu mirozinaznu aktivnost (Bones, 1990). Osim u korijenu, kod
odraslih biljaka sadrzaj mirozinaze se smanjuje i mirozinazna aktivnost postaje niza (Bones i
Rossiter, 1996). Rezultati u ovom diplomskom radu pokazuju da je imunofluorescentni signal
pronaden u svim ispitivanim tkivima korijena, stabljike i lista u sve Cetiri ispitivane faze.
Istrazivanje je vrSeno tijekom cetiri tjedna kako bi mogli ustanoviti jaCinu ekspresije u
odredenom razdoblju. Ovim istrazivanjem dokazano je da i kod biljke Tropaeolum majus L.
ekspresija mirozinaze tipa 1 opada rastom i starenjem biljke (Slika 40). Najjaca
imunoekspresija vidljiva je u podru¢ju korijena, koji u razdoblju kada ima najnizu
imunoekspresiju (faza 4) i dalje ima jacu imunoekspresiju od ostalih ispitivanih tkiva u svim
fazama. Kod korijena je najjaci imunofluorescencijski signal bio zabiljezen u fazama 1 i 2 kad
je organ i najvise narastao. Ostali istrazivani dijelovi biljke (list i stabljika) u tom su periodu
stagnirali u rastu. Stabljika je najjacu ekspresiju imala u fazi 2 i 3 rasta dragoljuba, s znatnim
povecanjem imunofluorescencijskog signala u fazi 2. List biljke imao je tijekom svih faza rasta
najslabiju ekspresiju enzima mirozinaze. Uz rezultate za sve tri regije biljke dragoljuba u sve
Cetiri faze rasta dobivene imunofluorescencijskom tehnikom  provedeno je bojanje
imunohistokemijskom tehnikom radi uspredbe rezultata. Rezultati u sve Cetiri faze rasta kod

korijena dragoljuba potvrduju rezultate dobivene imunofluorescencijskom tehnikom, tj.
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potvrden je pronalazak enzima mirozinaze u korijenu biljke dragoljub (Slika 41; A-L), kao i
kod organa stabljika (Slika 42; A-C) i list (Slika 43; A-I) iste biljke. Usporedni rezultati
dobiveni dvijema tehnikama imunoekspresije prikazani su za sva tri istrazivana dijela biljke,
dok je manjak prikazanih usporednih rezultata u prvoj, drugoj i trecoj fazi stabljike i Cetvrtoj
fazi razvoja kod lista uzrokovan nemoguéno$¢u dobivanja reprezentativnih slika zbog

nedostatka preparata spomenutih tkiva.

Rezultati dobiveni u diplomskom radu su potkrijepljeni i western blot analizom proteinskih
ekstrakata iz razli¢itih organa uljane repice (Brassice napus L.) pri razli¢itim razvojnim faznim
(Chen i Andreasson, 2001). Rezultati tog istrazivanja pokazali su drasticno smanjenje sadrzaja
glukozinolata tijekom ranog razvoja stadija biljke B. napus u skladu s ekspresijom mirozinaze
1 smanjenjem razine glukozinolata u 1iS¢u nakon njegovog sazrijevanja. Takvo djelovanje moze
se pripisati hidrolizi glukozinolata mirozinazom radi samozastite biljke (Chen i Andreasson,
2001). Chen i Andreasson (2001) navode kako regulacijski mehanizmi ukljuceni u ekspresiju
mirozinaze i in vivo razgradnju glukozinolata jo§ uvijek nisu jasni, ali je poznato da dolazi do
pojacane razgradnje glukozinolata pod utjecajem biotickog i abioti¢kog stresa §to dovodi do re-
mobilizacije sumpora i/ili dusika i u¢inkovitih odgovara na stresne uvijete. U listovima zrele
biljke starim 25 dana pronadena je mirozinaza u stanicama simetricno postavljenim u
parenhimu floema (Slika 19 A i B). Bojanjem starijih dijelova biljke poput plodova primjecuje
se veca granulacija stanica (19 G), dok je kod mladeg tkiva poput lapova bojanje homogeno
(19 F). Svjetlosnom mikroskopijom mladog lis¢a dokazano je da su mirozinske stanice uvijek
bile i Sire i duZe od stanica floemskog parenhima, te Cesto dolaze u parovima (Andréasson i
sur., 2001). 1z rezultata ovog diplomskog rada ne mozZemo precizno opisati granulaciju i poloZaj
mirozinaze u mirozinskim stanicama tijekom vremena, ali iz nekih imunohistokemijski
obojenih slika mozemo vidjeti da je mirozinaza smjestena uz sam rub stanice (Slika 43; G-I).
Takoder nije bilo u moguénosti vidjeti oblik i veli¢inu mirozinske stanica, $to ostavlja dodatni
prostor za istrazivanje. Kod imunohistokemijskih rezultata mozemo vidjeti signal duz cijele zile
floema u podrucju stabljike (Slika 42; A-C) i u podrudju lista (Slika 43; D-F). Zanimljivo je
istrazivanje koje su proveli Bones i Iversen (1985.) i otkrili da u stanicama mirozina u razli¢itim
biljnim tkivima: rotkvice (Raphanus sativus L.) , bijele gorusice (Sinapis alba L.) i ognjice
(Iberis arnara L. nemaju sve mirozinaze jednak izgled. U tkivu mezofila iz kotiledona oblik
mirozinske stanice moze varirati od izodijametri¢nih stanica normalne veli¢ine (Slika 20 A) do
izdruzene stanice s povrS§inom 7 — 8 puta ve¢om od okolnih stanica sli¢nih aleuronima (Slika

20 B). Oba oblika mogu se pronaci u rotkvi i bijeloj gorusici. Kod ognjice stanice mirozina iste
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su veli¢ine kao i okolne stanice (Slika 20 C). Daljnjim istrazivanjem dragoljuba mozemo

odrediti oblik i veli¢inu mirozinskih stanica u tkivima ove biljke.

U ovom je radu pozitivnim imunoflorescencijskim signalom potvrden enzim mirozinaza tipa 1
u osnovnom i provodnom tkivu svih istrazivanih dijelova biljke. 1z dosadasnjih istrazivanja
mozemo zakljuciti da je isti rezultat potvrden i kod biljke B. napus L. za razliku od A. thaliana
L. kod koje je pozitivna ekspresija pokazala da je mirozinaza lokalizirana iskljuc¢ivo u
mirozinskim stanicama floemskog parenhima i zastitnim stanicama vegetativnog tkiva, dok u

osnovnom tkivu nisu otkrivene stanice mirozina (Andersson i sur., 2009).

U dosada$njim istrazivanjima mirozinazna aktivnost najvise se javlja u podrucju korijena. Kod
biljke B. napus veéina stanica mirozinaze je smjeStena u korteksu (Hoglund i sur., 1991).
Imunohistokemijskim bojanjem potvrdili smo da i u korijenu biljke T. majus L. korteks takoder
obiluje mirozinazom (Slika 41 H). S druge strane rezultati kod biljke A. thaliana L. sugeriraju
vecu koncentraciju mirozinaze u gornjim dijelovima korijena (Bones, 1990). Kod dragoljuba je
najjac¢i imunofluorescencijski signal u podruéju korijena prisutan u idioblastima mati¢nog tkiva
parenhima (mirozinaza stanice) i u stanicama provodnog tkiva korijena. Sto se ti¢e stabljike
kod biljke B. napus L. vecina enzima je lokalizirana u stanicama ksilema i korteksa (Hoglund i
sur., 1991.). Ti se rezultati gotovo poklapaju s onima dobivenim ovim diplomskim radom. Kod
T. majus L. najjaca imunoekspresija pronadena je u vaskularnom tkivu, velikim ksilemskim
zilama 1 stanicama stijenki floema. Nisu pronadeni rezultati vezani za korteks. Statisticki je
utvrdeno da u podrucju stabljike starenjem tkiva koliina enzima postaje znatno niza. Suprotno
tome iz radova provedenim na biljci A. thaliana L. mozemo vidjeti da je mirozinazna aktivnost
jaca u starijim dijelovima stabljike (Bones, 1990). U mladim listovima B. napus L. signal je
pronaden u podrudju zastitnih stanica, parenhima i u stanicama vaskularnog tkiva u blizini
floema dok u starim listovima mirozinaza nije bila prisutna u zaStitnim stanicama (Héglund 1
sur., 1991.). Kod T. majus L. mirozinaza je pronadena u mladim stanicama osnovnog tkiva i na
podrucju ksilema s izrazenim prstenastim zadebljanjem stanica parenhima. Kod biljke A.
thaliana L. potvrdeno je da mladi listovi imaju ja¢u mirozinaznu aktivnost od starijih (Bones,
1990.), dok rezultati za regiju lista kod T. mjaus L. ne pokazuju znatnu imunoekspresiju ni u

jednoj fazi istrazivanja.

62



. ZAKLJUCAK

Stabljika dragoljuba (Tropaeolum majus L.) se u potpunosti razvila do prve faze
uzorkovanja dok kasnije neznatno napreduje. Znatan rast korijena uocen je u drugoj
fazi, a u ostale dvije faze, kao i kod lista postoiji trend laganog rasta.

U tre¢em tjednu uocena je varijabilnost oblika lista. Ve¢i (stariji) listovi poprimili su
nazubljeni oblik, dok su manji (mladi) listovi okruglog oblika.

U cetvrtom tjednu uzorkovanja dio stabljika je poprimio smedu boju, dok je veéina
ostala zelena.

Enzim mirozinaza tipa 1 pronaden je u svim istrazivanim djelovima biljke dragoljub
(Tropaeolum majus L.), a to su korijen, stabljika i list, u sve Cetiri faze istraZivanja.
Mirozinaza je u biljci prisutna u idioblastima abnormalnog oblika, veli¢ine i sadrzaja
koji se zovu mirozinske stanice koje se najcesée javljaju u ranoj fazi klijanja biljke i u
obliku pojedina¢nih raspr$enih stanica u osnovnom i provodnom tkivu.
Imunoekspresija mirozinaze tipa 1 u biljci dragoljub opada rastom i starenjem biljke.
Najizrazeniji imunofluorescencijski signal u podru¢ju korijena zabiljezen je u
idioblastima mati¢nog tkiva parenhima (mirozinske stanice) i u stanicama vaskularnog
tkiva korijena u fazi 1 i fazi 2 razvojnog razdoblja, tj. u periodu od 20 — 30 dana nakon
sijanja biljke.

Zarazliku od stabljike i lista koji najjac¢i imunofluorescencijski signal pokazuju u drugoj
fazi razvoja, korijen najjaci imunofluorescencijski signal pokazuje u prvoj razvojnoj
fazi.

Jacinu imunoekspresije u Cetvrtoj fazi razvoja korijena mozemo izjednaciti s onom
druge faze razvoja stabljike, $to je ujedno i najveéa zabiljezena imunoekspresija u
ostalim ispitivanim dijelovima biljke.

U stabljici je najjac¢i imunofluorescencijski signal zabiljezen u drugoj i trecoj fazi
razvoja, tj. u periodu od 25-30 dana nakon sijanja s izrazitom dominacijom u drugoj
fazi.

U podrucju stabljike biljke dragoljub najjaci imunofluorescencijski signal zabiljezen je
u provodnom tkivu, velikim ksilemskim Zilama i stanicama stijenki floema.

U podrucju lista biljke dragoljub pozitivan imunofluorescencijski signal enzima
mirozinaza tipa 1 pronaden je u podrucje ksilema (s izrazenim prstenastim

zadebljanjem) provodnih elemenata i parenhimskom osnovnom tkivu
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Kod biljke dragoljub potvrdena je prisutnost mirozinskih stanica duz lisne vaskulature,
uz stanice floema koje se zovu mirozinske stanice floema.

Regija lista kod dragoljuba ne pokazuje znacajnu razinu imunoekspresije mirozinaze u
niti jednoj fazi istraZivanja.

Imunohistokemijskim bojanjem radi usporedbe rezultata ~ dobivenih
imunofluorescencijskom tehnikom, uocen je signal duz cijelog floema u listu 1 stabljici

I u korteksu korijena dragoljuba.
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METODICKI DIO

Ime i prezime uéitelja Predmet Razred

Laura Kuri¢ Biologija 3. razred (SS)
Nastavna tema Odrediti na osnovu godisnjeg izvedbenog kurikuluma (GIK). Datum

Uloga biomolekula u metaboli¢kim procesima 6.9.2023.
Vaznost proteina u zivim organizmima

C"j nastavne teme Odrediti u skladu s ciljem poucavanja dijela nastavne teme.

Sticanje znanja o strukturi i ulozi proteinina u Zivim organizmima

Kljuéni pojmovi Pojmovi koje ucenik treba usvojiti
uz poucavanje.

Temelj ni koncepti Ideje koje ucenici trebaju usvojiti na razini
razumijevanja i/ ili primjene (uz pomo¢ konceptualnog okvira
poucavanja biologije).

Aminokiselina, peptidna veza, enzim,
biokatalizator, energija aktivacije, hormoni,
protein, struktura proteina, esencijalne i
neesencijalne aminokiseline, hemoglobin

Proteini su osnovni gradevni element stanice, tj.
organizma. Glavni izvor proteina u nasoj prehrani Cini
meso, a ima ih i u orasastim plodovima, gljivama, jajima,
i mlijeku. Proteini su polimeri aminokiselina. Neke
aminokiseline organizam sam sintetizira (neesencijalne),
a druge mora unijeti hranom (esencijalne). Aminokiseline
se medusobno povezuju peptidnom vezom. Polipeptidni
lanci mogu se, ovisno o redosljedu i tipu svojih
aminokiselina, savijati, nabirati i omatati u razliCite
oblike. Bioloska uloga proteina ovisi upravo u njegovom
kona¢nom prostirnom obliku. Uloge proteina u
organizmu su razne, na primjer keratin se nalazi u kosi,
noktima i kozi ljudi, kolagen izgraduje kozu, kosti, tetive,
svilu proizvode kukci i pauci, dok hemoglobin sadrzi i
neproteinski dio hem s ionom Zeljeza koji daje krvi
crvenu boju. Enzimi olakSavaju kemijske procese poput
zriobe plodova, zgrusavanja krvi, rasta listova,... a pri tom
se ne troSe i ne mijenjaju. Enzimi snizavaju energiju
aktivacije,a ubrzavaju samo jednu odredenu vrstu
reakcije pa smatramo da enzim "prepoznaje" svoj
supstrat. One enzime koji djeluju u zivim sustavima
zovemo jo$ i biokatalizatori.

Kontekst poucavanja koncepta Sadrzajni okvir ucenja (na kojim ée se primjerima uciti).

proteina u prehrani.

veza.
Promatrajuci sliku ucenici uce strukture proteina

Na temelju dijaloga o svakodnevnom zivotu i slikovnim prikazima ucenici donose zakljucke o prisutnosti

Uz pomo¢ vidozapisa i slikovnog prikaza ucenici uce §to su aminokiseline i nacin na koji nastaje peptidna

irazlike u fazama strukturiranja.

Promatrajuci slike vodimo dijalog, te zaklju¢ujemo gdje se u svakodnevnom zivotu susre¢emo s proteinima.
Pomocu slikovnog prikaza i grafa u¢imo §to su enzimi i koji je princip njihovog djelovanja.

Uz pomo¢ pokusa u€¢imo o djelovanju enzima i rijeSavamo radni listi¢.

Ponavljanje je zamisljeno u vidu problemskog zadatka kojeg svi zajedno rijeSavama uz pomoc¢ slajdova.

Odgojno-obrazovni ishodi Odabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifru) ishoda.

BIO SS A.3.1. Povezuje gradu i ulogu stani¢nih dijelova.

BIO SS C.3.1. Opisuje uloge ugljikohidrata, masti i proteina u organizmu.




BIO SS D.3.1. Promatra i prikuplja podatke te donosi zaklju¢ke tijekom ucenja i poucavanja.

BIO SS D.3.1. Raspravlja o prikazanim i opisanim rezultatima te donosi argumentirane zakljucke.

Ocekivanja medupredmetnih tema Odabrati i preslikati iz Kurikuluma uz oznaku (Sifru) ishoda.

Aktivno sudjeluje u gradanskim inicijativama: Odgovorno i osvijesteno sudjeluje

goo C.5.1. u javnim raspravama i aktivnostima u Skoli 1 lokalnoj zajednici.

Kriticki promislja o povezanosti vlastitoga nacina zivota s utjecajem na okolis i

ljude: U vlastitome zivotu primjenjuje odrziva rjeSenja s ciljem smanjivanja

odr A5.1. o

negativnih utjecaja na okolis i ljude.

Razvija svoje potencijale: Prema preuzetim zadatcima treba biti odgovoran i
osr A.5.3. ustrajati u njihovu ispunjavanju.

Suradnicki u¢i i radi u timu: Suraduje, organizira, izvrSava svoj zadatak,
osr B.5.2. postavlja hipoteze, razvija svoju ulogu u timu, donosi odluke.

Suradnja s drugima: Ucenik ostvaruje dobru komunikaciju s drugima, uspjesno

uku D.4/5.2. | suraduje u razli¢itim situacijama i spreman je zatraziti i ponuditi pomo¢.

Razrada ishoda
Koristiti prema Kurikulumu. | Zadatak/ primjer pitanja za provjeru

Br. Ishoda u Ishodi aktivnosti Pitanja trebaju polaziti od razine propisane KR PU
razradi(RI/1A) Prema potrebi dodati i Kurikulumom (minimum), ali treba planirati i pitanja
specificno razraditi ishod iz viSe razine usvojenosti.

razrade ishoda.

¢ Sto mozemo zakljuditi iz slikovnog

prikaza primarne strukture? I +/-
e Sto mogu zakljugiti o razlici izmedu
prve i druge strukture prikazane I +/-
slikama?
BIO S8 A3.1 | Povezuic eradu i uloge  Sto nastaje dodatnom spiralizacijom i
e Je & g oblikovanjem sekundarne sturkture Il +
tkiva
dogada?
e Sto odreduje ulogu pojedinog l +/-
proteina?
o Kakva je kvartarna struktura ' +-
proteina?
1 +/-

e Kaoja je uloga hema u hemoglobinu?




e Koji su proteini zasluZan za

izgradnju popre¢noprugastih misic¢a? I +
- Koji je protein najzastupljeniji u
Opisuje uloge ¢ - RN | +
BIO SS C.3.1. | ugljikohidrata, masti i podrucju %{OS.‘H’ ko?? I tetiva! .
proteina u organizmu., o Osla_blabljt_anl nokti i kosa ukazuju na
manjak kojeg proteina? I +
e Kaoja je uloga hemoglobina u sastavu
crvenih krvnih stanica? ' +
e Objasni kako djeluje enzim amilaza? Il +/-

e Objasni na koji na¢in ucenici mogu
iskoristit  dobivene rezultate za | |IlI -
objasnjenje utjecaja pH vrijednosti
okoline na aktivnost enzima amilaze.

e Odredi tri kontrolne varijable u I +-
provedenom istraZivanju.

e Odredi koja krivulja pripada kojoj I -
tvari i objasni svoj odgovor.

Promatra i prikuplja
podatke te donosi
zakljucke tijekom

ucenja i poucavanja.

BIO SS D.3.1.

e Ucenici su zakljucili da amilaza
pokazuje najvecu aktivnost pri pH-
vrijednosti 7. Medutim, udenici su 11 +/-
ubrzali s donoSenjem zakljucka koji

Raspravlja o prikazanim mozda i nije znanstveno ispravan.

i opisanim rezultatima te Objasni zasto?

donosi argumentirane ¢ Natemelju svog znanja o enzimima i

zakljucke. njihovoj strukturi, objasni rezultate I +

dobivene pri vrijednostima pH 1 i pH
11.

e Prouci sto su inhibitori enzima i
kakvi oni mogu biti. Il +

BIO SS D.3.1.

Kognitivna razina (KR): I. reprodukcija, II. konceptualno razumijevanje i primjena znanja, I1I. rjeSavanje problema

Procjena uspjesnosti uenja (PU): — odgovara manje od 5 ucenika, +/- odgovara otprilike polovina u¢enika, + odgovara ve¢ina uéenika

Br. ishoda u razradi (RI): dodati prema odgovarajué¢em broju iz dokumenta Kurikuluma Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda(npr. OS PRI A.5.1.2 Uo¢ava na temelju praktiénih radova
da su tvari gradene od sitnih Eestica;BIO OS B.8.4.9. Povezuje mitozu s razmnozavanjem jednostaniénih te s rastom i obnavljanjem viestaniénih organizama; BIO SS C.3.2.2. Analizira prijenos tvari
kroz membranu/membranom s aspekta koristenja energije)

(IA): broj ishoda aktivnosti generirati prema nadredenom broju (RI) ishoda u razradi (npr. OS PRI A.5.1.2.1.Zakljucuje na temelju prakti¢nog rada da je u morskoj vodi otopljena sol.)

Tijek

Artikulacija (pregledni nacrt nastavnog sata) - Kratki tablicni pregled strukture nastavnog sata s iskazanim dominantnim
aktivnostima i socioloskim oblicima rada te predvidenim trajanjem za svaki strukturni element sata (po potrebi dodati retke tablice).
Uz svaku aktivnost obavezno navesti oznaku ishoda u razradi (prema Kurikulum Prirode i Biologije — numerirana razrada ishoda)
koji se njome ostvaruje.

Tip sata | Obrada novog nastavnog sadrZaja 'r:'jt‘eaja 45 minuta
STRUKTU <D( = <OE w
| RNI o= |ol g =z -
04 ITo|lw |O Y <=
o [ELEMENT DOMINANTNA AKTIVNOST 5S|g |FlY 3§
NASTAVN =3 ly s~
o > o
OG SATA o X al F
Pocetni | Prva kliznica predstavlja nekoliko slika kojima je poveznica | U/N | PP |[D| 1| 5
dio da obiluju proteinima. Ucenicima postavljam pitanje da S |R

pokusaju zakljuciti §to je zajednicko svim namirnicama sa
slike. Nakon toga zapisujem naslov i pitam ucenike da mi
nabroje sve ¢injenice kojih se mogu sjetiti o proteinima a ja ih
na plocu razvrstavam u obliku umne mape.




Sredis$nji
dio

Ucenicima postavljam pitanje znaju li od Cega su gradeni
proteini. PusStam im videozapis i promatramo kako se
aminokiseline povezuju u poliproteinske lance uz tvorbu
peptidne veze. Postavljam pitanje znaju li koja je vaznost
aminokiselina i razvrstavamo ih ne esencijalne i neesencijalne.
Uz pomo¢ kljiznice ucenici bitne znaCajke aminokiselina
zapisuju u biljaznice. Uz pomo¢ slikovnog prikaza jes jednom
ponavljamo kako se aminukiseline povezuju. Prozivam jednog
ucenika na plo¢u i dajem zadatak da na slici koja predstavlja
kemijsku reakciju prstom pokaze gdje se stvorila peptidna
veza.

U/N

n<

Uz pomo¢ slike promatramo razliCite strukture proteina i
razgovaramo o razlici u obliku i ulozi pojedine strukture.
Postavljam pitanje Sto mozemo zakljuciti iz slikovnog prikaza
primarne strukture. Postavljam pitanje §to mogu zakljuéiti o
razlici izmedu prve i druge strukture. Postavljam pitanje §to se
potom dogada i kakvog je oblika tercijarna struktura.
Postavljam pitanje §to mogu zakljugéiti iz Cetvrte slike i znaju
li zasto je dio molekule obojan tamno plavom bojom.

U/N

Uz pomo¢ slika donosimo zaklju¢ke o primjerima proteina
kojeg poznajemo iz svakodnevno Zivota. Postavljam pitanje da
vidim mogu li se ucenici sjetiti nekog primjera. KaZem
ucenicima da u paru prodiskutiraju o ovoj temi, a potom trazim
da mi predloze svoje primjere. U¢imo imena, gdje ih sve
mozemo pronaci i koje su njihove uloge. Ako ucenici ne znaju
navesti neki primjer, postavljam pitanje jesu li ikad ¢uli za
kolagen, keratin, hemoglobin,... i zbaju li koja je njihova
uloga. Postavljam pitanje znaju li od kojeg je materijala
gradena paukova mreza.

U/N

m

Ucenike dijelim u grupe po Cetvero kako bi u grupi proveli
eksperiment 1 otkrili Sto su i kako djeluju enzimi. Dijelim
ucenicima radne listove, a sam sadrzej je popracen i na
kliznicama. Ucenici u grupi raspravljeju o rezultatima
eksperimenta i donose zakljucke te ih zapisuju na radne listice.
Provjeravamo rezultate i rijeSene zdatke. Na temelju
izvedenog pokusa i rijeSenog radnog listica postavljam
uCenicima pitanje znaju li kako se zove tvar koju su upravo
dokazali. Uvodimo pojam enzim i obja$njavam ucenicima na
koji nacin djeluju enzimi. Prozivam jednog ucenika na ploc¢u
da mi pokuSa objasni graf tijeka kemijske reakcije sa i bez
prisutnosti enzima. Uz pomo¢ slikovnog prikaza objasnjavam
model "klju¢-brava".

15

Zavrs$ni
dio

Na kraju sata ucenicima dijelim radni listi¢ s ponavljanjem.
Ponavljenje je zamisljeno u obliku problemskog zadatka kojeg
¢e ucenici rijeSiti na radnom listu, a rezultate cemo
provjeravati prac¢enjem zadataka na kliznivcama. Ukoliko ne
uspiju dovrsiti na satu, radni listi¢ ostaje za domacu zadacu.

U/N

RL
PP

PR

Na kraju sata provjeravam usvojenost gradiva s u¢enicima na
nacin da u isto vrijeme svatko za sebe podigne palac gore ako
je u potpunosti razumio gradivo, palac vodoravno ako mu je




dio gradiva ostao nejasan ili palac dolje, ako mu je vise od pola
gradiva ostalo nejasno.

Nositelji aktivnosti: N — nastavnik, U - ugenici (dodati i mijenjati uloge ukoliko je potrebno uz svaku aktivnost)

Koristiti u izvedbi: RL — radni listi¢ za uenike, UDZ — udzbenik, RB — radna biljeznica, P — plo¢a, PM — prirodni materijal, E — pokus/eksperiment, MD — model, AP — aplikacija, PP —
projekcija prezentacije, VL — video lekcija, APP — digitalni alat, P/SU — platforma/sustav u¢enja na daljinu, V — video zapis, A —animacija, | — igra, U — igranje uloga, RS — ra¢unalna
simulacija, M —mikroskop, L — lupa, F — fleks kamera, T — tablet, MO — mobitel, OP — organizator paznje, AL - anketni listic TM - tekstualni materijali, S — slikovni zapis, G — graficki
prikaz (dodati prema potrebi)

Metode: PR — prakti¢ni radovi, D — demonstracija, C — crtanje, | — usmeno izlaganje, R — razgovor, T — rad na tekstu i pisanje

Oblici rada: | - individualno, P — rad u paru, G — grupni rad, F — frontalno

Materij alna priprema Popis nastavnog materijala, izvora znanja, sredstva i pomagala, odnosno svega Sto je potrebno
pripremiti za uspjesno odvijanje nastave prema postavljenom cilju i zamisljenom planu. Treba biti ukljucena izvora stvarnost kad
god je to moguce, kao i nastavna sredstva te nastavna pomagala koja ée se koristiti tijekom poucavanja i ucenja.

Izvorna stvarnost: komadi¢ pilece jetre
Nastavna sredstva: eksperiment, PPT prezentacija, list za ponavljanje, Internet, ziva rije¢ nastavnika
Nastavna pomagala: LCD projektor, ploca, mobitel

Plan ucenickog zapisa Moze biti plan ploce ili zapis koji nastaje na temelju drugih poticaja.

VAZNOST PROTEINA U ZIVIM ORGANIZMIMA

AMINOKISELINE: *esencijalne (unosimo putem hrane)
*neesencijalne (organizam ih sam sintetizira)

STRUKTURA PROTEINA:
e Primarna struktura (Redosljed aminokiselina u proteinu)
e Sekundarna struktura (Dio polipeptidnog lanca poprima oblik zavojnice ili nabranih plo¢a)
e Tercijarna struktura (Polipeptidni lanac se savija trodimenzionalno u kuglasti ili nitasti oblik;
definira ulogu proteina)
e Kvartarna struktura (Dvije ili viSe podjedinice s tercijarnom strukturom udruzene u kompleks u
kojemu se ¢esto nalazi i neproteinska komponenta)

PRIMJERI PROTEINA:
e Aktin i miozin (izgradnja poprecno prigastih misica)
e Keratin (kosa, nokti, koza, rogovi, kopita, perje, kljun,...)
e Kolagen (koza, kosti, tetive, le¢a oka,...)
e Hemoglobin (sadrzi i neproteinski dio; prenosi kisik)

ENZIMI: *ubrzavaju kemijsku reakciju, a pritom se sami ne troSe i ne mijenjaju
*smanjuju energiju aktivacije
*"Prepoznaju supstrat" — jedan enzim sudjeluje u jednoj vrsti reakcije
*Biokatalizatori — ubrzavaju kemijske reakcije u zivim bi¢ima

reakcija bez enzima

enzimom Kkatalizirana
reakcija

supstrat

energja —

produkt

napredovanje reakcije —» =




Vred novanj € Razliciti pristupi vrednovanju.

Vrednovanje za ucenje Vrednovanje kao ucenje Vrednovanje nauc¢enog
Kroz pitanja koja postavljam ) oo
tijekom nastavnog sata Na samom Kraju sata dl,\,lal,samogl k{,"‘Jt‘?,Sata “fjmml?a
nakon svake kliznice uéenike pitam je li im sve gz (;:tlkr;mmprl(s)zlicvzjirg u?:;l:lsiklem
provj esr\?g?:; d rensjli) |1 Il tlécemCl Jasno te E)r(()ajt:;rlllltllm Jos sto provjeravam to¢nost odgovora i jesu

oo y ) li usvojili obradeni sadrzaj.
objasnjavam ono $to nisu.

Prilagodba za ucenike s teSko¢ama u uéenju Navesti nacin prilagodbe ucenja mogucnostima i potrebama ucenika te
prilozZiti zadatke prilagodbe.

Ucenik s tesko¢am u ucenju dobit ¢e zadatak uz pomo¢ slike izraditi mofelel djelovanja enzima od
plastelina.

I Prilagodba za darovite u¢enike Navesti nacin prilagodbe ucenja mogucnostima i potrebama ucenika te priloziti zadatke
prilagodbe.

I Nema darovitih ucenika.

Prilozi Popis materijala koji ée se koristiti u nastavi (radni listovi, ispis PP prezentacije i ostali materijal).

Prirodoslovno-matematicki fakultet

sveudiliste u Splitu Profeini oko nqse
Moiete li se sjetitigdje sve susre¢emo bjelanéevine u svakodnevnom Zivotu?

Meso |

Vaznost proteina u
Zivim organizmima

Osnovni gradevni elementistanice
Polimeri aminokiselina

Metodicka priprema nastavnog sata biologije
Diplomskirad

Struktura proteina

d) Kvartarna struktura

- Samo kod nekih proteina
ESENCIJALNE NEESENCIJALNE : . s
a) Pimarnastruktura - Dv odjedinice s

. . - Redosljed R tercijarnomstrukturom
Organizam ih ne Organizam ih Y

moie sam sintetizirati sam sintetizira aminokiselinau ) udruZene U ko
proteinu ® J‘ se &esto nalazi i neproteinsk
Unosimo ih komponenta

putem hrane
b) Sekundarna struktura c) Tercljarna struktura

- Dio polipeptidnoglanca poprima  + Polipeptidnilanac se savijo
Postojiukupno 20 aminokiselina

Njihovom kombinacijom nastaju razli¢iti proteini

Redoslijed aminokiselina zadan je genetskimkodom pod &fjom e
kontrolom sinteza tog proteina

oblikzavojniceilinabranih ploéa frodimenzionalno u kuglastiili
nitasti oblik
3D struktura definira ulogu proteina

PROTEINI PROTEINI

Koja je uloga hemoglobina u
sastavu crvenih krvnih stanica?

HEMOGLOBIN

izgraden od proteinai
neproteinskog djela molekule
hema, koji sadrzi ion Zeljeza u
AKTIN | MIOZIN " sreditu
nitasti proteini kojl il i
sudjeluju u izgradnjl & il najzastuplient, 1z

i ar
popre&noprugastih 1 ] ko, kostl, tetive, le¢u
misica sisavaca, perje i kljun S
ptica... il




Pokus: Kako djeluju enzimie Pokus: Kako djeluju enzimi2

i i%
@ POSUDE E KEMIKALIJE é OSTALO U dvije epruvete ulij po 5 mL otopine vodikovog peroksida Rijesi radni
U prvu epruvetu dodaj komadic¢ svieze pilece jetre listi¢

Drvenistalak 5% ofopina Pilecajetra U drugu epruvetu dodaj kristalié manganova oksida
vodikova

2x k
2 x epruvete perakdh (HO; Jabuka % O

2 x kapaljke Limunov sok (o)

Manganov
Ribez dioksid Voda
Razrefite jabuku na kriske i stavite svaku na jedno satno staklo

5 x satno staklo S i N
Prvu krisku stavi na radijator, drugu u posudicu s vodom, na tre¢u
nakapaijte limunovsok, Eetvriuizribajte ribeZom, a petu ostavite bez
daljnjeg pokusa

PROTEIN — ENZIM SUSTAV PONAVLJANJE

Na nastavi biologije u€enici zele istraZiti utjecaj pH-vrijednosti okoline na aktivnost
ENZIMI = ubrzavdaiju kemijske reakcije, a sami se pritom ne mijenjejui ne enzima amilaze. Pritom ée se koristit plo€ana agara koje u sebi sadrze otopljeni skrob.

e Nakon §to se agar ohladio i stvrdnuo, u&enici su u njemu s pomodéu

Jedan enzim moize ubrzati samo jednu vrstureakcije ' prepoznaje supstrat’ kruZnog buia¢a napravili Sest malih bazena i u svaki stavilijednak volumen amilaze te
ga dopunili otopinama pufera razli€itih pH-vrijednosti. Petrijevke s agarom ostavijene
su u inkubatoru na temperaturiod 36'C tijekom 24 sata. Rezultatii metodaistraZzivanja
Djeluje tako da smanjuje energiju aktivacije | reakcija bez enzima vidljivisu na slici.

BIOKATALIZATORI - ubrzavaju kemijske reakcije u Zivimbi¢ima

=

|supstrat
|

energla

produkt

napredovanije reakcije —»

PONAVLJANJE PONAVLJANJE

Objasni kako djeluje enzim amilaza?

PROMOTRI GRAFIKON:
Tvari A i B inhibitori su
utiecaja pH vrijednosti okoline na aktivnost enzima amilaze. enzima amilaze. Jedna
od njih (tvar A) djeluje
kao kompetitivni
Medutim, u i su ubrzali s donosenjem zakljucka koji mozda i nije inhibitor, a drugc (fvor
znanstveno ispravan. Objasni 2 B) kao nekompetitivni
inhibitor.

Odredi koja krivulia
pripada kojoj tvari i Koncentracija supstrata (krob)
Odredi barem tri kontrolne varijable u tom istrazivanju. objosni SVO] odgovor.

Objasni na koji nagin u€enici mogu iskoristit dobivene rezultate za objasnjenje

U&enici su zaklju&ilida amilaza pokazuje najveéu aktivnost pri pH-vrijednosti 7.

brzina kemijske reakcije

Na temelju svog znanja o enzimima i njihovoj strukturi, objasni rezultate

dobivene pri vrijednostima pH 17 pH 11

Prouci $to su inhibitori enzima i kakvioni mogu bifi.

RADNI LISTIC 2 VAZNOST PROTEINA U ZIVIM ORGANIZMIMA
PONAVLJANJE

Na nastavi biologije ucenici zele istraziti utjecaj pH-vrijednosti okoline na aktivnost enzima
amilaze. Pritom ¢e se koristit plocama agara koje u sebi sadrZe otopljeni Skrob.

Nakon §to se agar ohladio i stvrdnuo, ucenici su u njemu s pomoc¢u kruznog busaca napravili Sest
malih bazena i u svaki stavili jednak volumen amilaze te ga dopunili otopinama pufera razli¢itih
pH-vrijednosti. Petrijevke s agarom ostavljene su u inkubatoru na temperaturi od 36°C tijekom
24 sata. Rezultati 1 metoda istrazivanja vidljivi su na slici.




bazenis crno-plava

agar s otopljenim amilazom boja agara

skrobom

pH3

pHTI .
Nakon 24 sata

agar je uronjen
PH7 pHS u Lugolovu
otopinu i nakon
10 minuta
ispran
destil(;(anom prozirni
vodom.

pH1

pH9

agar

a) Objasni kako djeluje enzim amilaza?

b) Objasni na koji nacin u¢enici mogu iskoristit dobivene rezultate za objasnjenje utjecaja
pH vrijednosti okoline na aktivnost enzima amilaze.

c) Ucenici su zakljucili da amilaza pokazuje najvecu aktivnost pri pH-vrijednosti 7.
Medutim, ucenici su ubrzali s donoSenjem zakljucka koji moZzda i nije znanstveno
ispravan. Objasni zaSto?

d) Na temelju svog znanja o enzimima i njihovoj strukturi, objasni rezultate dobivene pri
vrijednostima pH 1 i pH 11.

e) Odredi barem tri kontrolne varijable u tom istrazivanju.

f) Proudi §to su inhibitori enzima i kakvi oni mogu biti.

PROMOTRI GRAFIKON:




brzina kemijske reakcije

koncentracija supstrata (3krob)

Tvari A i B inhibitori su enzima amilaze. Jedna od njih (tvar A) djeluje kao kompetitivni
inhibitor, a druga (tvar B) kao nekompetitivni inhibitor.
P Odredi koja krivulja pripada kojoj tvari i objasni svoj odgovor.

RADNI LISTIC — EKSPERIMENTALNI DIO

Kako djeluju enzimi?

POSUDE.: KEMIKATIJE: OSTALOQO:
P Drveni stalak P 5% otopina P Pileca jetra
vodikova
P 2 x epruvete peroksida (HyO») P Jabuka

P 2 x kapaljke > Manganov dioksid P Limunov sok

P Ribez » Voda
P 5 x satno staklo

A) Izvedi pokus prema uputama:
1.) U dvije epruvete ulij po 5 mL otopine vodikovog peroksida

2.) U prvu epruvetu dodaj komadi¢ svjeZe pilece jetre

3.) U drugu epruvetu dodaj kristali¢ manganova oksida




Zapi$i opazanja:

1. lzvdi pokus prema uputama:
a) Razrezite jabuku na kriske i stavite svaku na jedno satno staklo
b) Prvu krisku stavi na radijator, drugu u posudicu s vodom, na tre¢u nakapajte limunov

sok, Cetvrtu izribajte ribezom, a petu ostavite bez daljnjeg pokusa

Zapisi opazanja:

Literatura fzvori za ucenike i izvori koje je ucitelj koristio za pripremu poucavanja.

Luksa Z, Mikuli¢ S, Bendelja D, Krajagi¢ M. (2021) Biologija 3. UdZbenik biologije u treéem razredu
gimnazije. Skolska knjiga.

Luksa Z, Mikuli¢ S, Bendelja D, Slatki M, Safran M. (2021) Biologija 3. Radna biljeznica za biologiju u
treéem razredu gimnazija. Skolska knjiga.

Dragobratovi¢ A, Biliskov N, Habus$ A 1 sur. Kemija 4, digitalni obrazovni sadrzaj za Cetvrti razred opce
gimnazije. CARNET. https://edutorij.e-skole.hr/share/proxy/alfresco-noauth/edutorij/api/proxy-
guest/fd4edaca-de35-49a7-9436-638df9blc154/kemija-4-1.html (Pristupljeno: 5.9.2023.)

Refleksija nakon pouc¢avanja Zabiljeske nakon izvedbe nastavnog sata o uspjesnosti sa sugestijama za poboljSanje.

UcCenicima je tema vrlo zanimljiva. Uspjes$no je povezuju sa svakodnevnim zivotom i shvaéaju rezultate
provedenog istrazivanja. Ucenici uz pomo¢ nastavnice rijeSavaju radni list i shvacaju sve zakljucke
donesene u ovoj nastavnoj jedinici.
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