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1. UVOD



1.1.Naftokinoni

Kinoni su nezasiceni ciklicki diketoni. Karakteristi¢no strukturno obiljezje kinona je da
njihove dvije karbonilne skupine (-CO) s ostalim ugljikovim atomima tvore ciklicki sustav
konjugiranih dvostrukih veza (www.enciklopedija.hr). U prirodi mogu nastati kinoni s jednom
aromatskom jezgrom (benzokinoni), ali i oni koji imaju kondenziranu policiklicku aromatsku
strukturu. Ukoliko u strukturi imaju naftalen, zovu se naftokinoni, ako pak u strukturi imaju
antracen, onda se nazivaju antrakinoni, a oni koji u strukturi imaju 1,2-benzantracen, nazivaju

se antraciklinoni (Vladimir Knezevi¢, 2018) (Slika 1).
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Slika 1. Kemijske strukture kinona koje je moguce naci u prirodi (Vladimir Knezevi¢, 2018);

(nacrtano pomocu aplikacije KingDraw).

Naftokinoni su najcesc¢a vrsta kinona u prirodi. Raznolika su skupina specijaliziranih
metabolita koje sintetiziraju biljke, liSajevi 1 razni mikroorganizmi (Futuro i sur., 2018).
Njihove funkcije su posredovanje u razli¢itim interakcijama izmedu samih biljaka, ali i u
interakcijama tipa biljka-gljiva/insekt/mikrobiom (Meyer 1 sur., 2020). Skupina naftokinona
neprestano se prosiruje otkrivanjem novih prirodnih produkata, ali 1 sintezom novih spojeva

putem inovativnih tehnika (Futuro i sur., 2018).



Najpoznatiji izomer naftokinona je 1,4 ili para-naftokinon. U njegove poznatije derivate
ubrajaju se: loson, lapanol, juglon i menadion (www.enciklopedija.hr). Loson i juglon tvore
soli 1 komplekse s kationima metala te se koriste kao boje. Juglon pored toga pokazuje i
antibakterijska i fungicidna svojstva. Lapanol se koristi u tradicionalnoj brazilskoj medicini kao
antiparazitik i antiseptik, dok je menadion poznat kao vitamin K3 (Dmitry i Polonik, 2020).

1,4-naftokinoni su bioaktivni spojevi stoga Sto se njihove karbonilne skupine mogu
sponatno autooksidirati u prisutnosti kisika pri ¢emu nastaju reaktivni kisikovi spojevi (ROS,
od engl. reactive oxygen species). ROS-ovi mogu oksidativno modificirati stanicne
makromolekule poput lipida i1 proteina uzrokujuc¢i trenutno oStec¢enje stanica ili dovesti do
proizvodnje jo§ Stetnijih slobodnih radikala koji uzrokuju mutacije DNA. Ovisno o
funkcionalnim skupinama vezanim na naftokinonski prsten, oksidirani kinon moze sam stvarati
adukte s reduciranim glutationom (GSH), proteinima i DNA $to dovodi do iscrpljivanja

stani¢nih zaliha glutationa 1/ili oSte¢enja makromolekula (Meyer i sur., 2021).

1.1.1. 2-metoksi-1,4-naftokinon

2-metoksi-1,4-naftokinon (2-MNQ, Slika 2) derivat je 1,4-naftokinona koji na poziciji
2 ima metoksi skupinu (pubchem.ncbi.nl.nih.gov). Proizvode ga biljne vrste iz porodice
Balsamiaceae kao §to su vrtna vodenika (/mpatiens balsamina L.) 1 Zljezdasti nedirak
(Impatiens glandulifera Royle) iz kojih je i izoliran. Ispitivanje provedeno s 2-MNQ izoliranim
iz perikarpa plodova vrtne vodenike te listova zljezdastog nedirka pokazalo je kako 2-MNQ
ima antipruriticno, protuupalno, antialergijsko, antimikrobno i antikancerogeno djelovanje
(Wang i sur., 2011). Njegovo antikancerogeno djelovanje ukljucuje modifikaciju proliferacije
1 diferencijacije tumorskih stanica te poticanje njihove apoptoze kao 1 inhibiciju angiogeneze 1
ravitka metastaza (Wong 1 sur., 2022). Posebno zanimljivo otkri¢e je da tretman s 2-MNQ
uzrokuje inhibiciju rasta bakterije H. Pylori (Wang i sur., 2011). To je ukazalo na potencijal
za razvoj lijeka koji bi se koristio u terapiji karcinoma Zeluca koji uzrokuje H. pylori (Wang i
sur., 2011). lako 2-MNQ ima vrlo obecavajuce djelovanje, jo§ je potrebno napraviti mnogo
istrazivanja prije nego $to se donesu zakljucci o sigurnosti ili u¢inkovitosti 2-MNQ za lijeCenje

raka ili drugih patoloskih stanja kod ljudi.



OCH,

Slika 2. Kemijska struktura 2-metoksi-1,4-naftokinona (2-MNQ) (pubchem.ncbi.nl.nih.gov);

(nacrtano pomocu aplikacije KingDraw).

1.2. Oksidacijski stres

Oksidacijski stres definira se kao neravnoteza izmedu slobodnih radikala i
antioksidansa. Povecana razina slobodnih radikala u organizmu dovodi do oSte¢enja vaznih
makromolekula u stanici kao §to su DNA, proteini i lipidi (ParCeti¢-Kostelac i sur., 2016).
Slobodni radikali, u koje se ubrajaju ROS-ovi i reaktivni dusSikovi spojevi (RNS, od engl.
reactive nitrogen species) povezuju se s mnogim patoloskim procesima u tijelu. Kako ne bi
doslo do oksidacijskog oSte¢enja makromolekula, organizam je razvio antioksidacijski sustav
koji ¢ine brojni enzimi 1 ne-enzimski antioksidansi (Parceti¢-Kostelac i sur., 2016). Jedna grupa
enzima koja ¢ini antioksidacijsku obranu organizma je i skupina enzima superoksid dizmutaza
(SOD). SOD je prisutna u svim aerobnim stanicama te katalizira redukciju superoksidnog
aniona (O:z") u molekulski kisik (O2) 1 vodikov peroksid (H20:) 1 tako $titi stanice od slobodnih
radikala (Younus, 2018). S obzirom na svoju vaznost u obrani od slobodnih radikala, SOD se
prouCava za terapijsku upotrebu. Dosad je istrazen njezin potencijal u protuupalnim i
antikancerogenim ispitivanjima gdje su dobiveni obecavajuci rezultati, no klini¢ka upotreba
pokazala je ograniCenost primjene SOD-a zbog njezine nestabilnosti i imunogenosti in vivo

(Wang i sur., 2015).



1.3. Klijanje

Klijanje ili germinacija (lat. germinatio) je proces razvoja klice u sjemenki
(www.enciklopedija.hr) (Slika 3). Klijanje je pocetni korak u zivotnom ciklusu biljaka koji
pocinje kada neaktivno suho sjeme upije vodu, a zavrSava izboCenjem korijena iz ovojnice
sjemena. To je vrlo slozen proces na koji utjecu unutarnji i vanjski ¢imbenici. Unutarnji
¢imbenici uklju¢uju mirovanje sjemena i dostupne zalihe hrane, dok voda, temperatura, kisik,
svjetlost, relativna vlaznost, kemikalije u okruzenju sjemena i koriSteni supstrat ¢ine vanjske
¢imbenike (Makhaye 1 sur., 2021). Sjeme ostaje u stanju mirovanja sve dok uvjeti ne budu
povoljni za klijanje. Unutar ovojnice sjemena nalazi se embrionalna biljka koja se sastoji od
embrionalnog korijena, stabljike i li§¢a. Osim toga, sjeme sadrzi i zalihu hrane- endosperm,
koja je prepuna hranjivih tvari. Nakon §to se pojavi lis¢e, biljka pocinje sama stvarati hranu
putem fotosinteze (www.extension.wvu.edu). Na klijavost uvelike utjee 1 ravnoteza

fitohormona, posebice omjer apcizinske kiseline (ABA) i giberelina (GA).

Procesi ukljuceni u klijanje sjemena mogu se kategorizirati u tri istaknute faze:

Faza 1. Tijekom faze 1 suho sjeme upija vodu i na taj nacin stimulira embrij na
proizvodnju fitohormona i hidroliti¢kih enzima;

Faza 2. Tijekom faze 2 dolazi do metabolicke reaktivacije 1 posljedi¢no hidrolize rezervi
hrane u metabolicke Secere koji predstavljaju izvor energije za rast biljke;

Faza 3. Faza 3 je radikularna protruzija (Makhaye i sur., 2021).

Slika 3. Proklijale sjemenke rotkvice (Raphanus sativus L.); (slikala: A. Fajdeti¢).



2. OBRAZLOZENJE TEME



Procijenjeno je da ¢e do 2026. godine najistrazivanija skupina lijekova biti citostatici te
da ¢e se u njihovo istrazivanje i razvoj uloziti ¢ak 300 milijardi ameri¢kih dolara
(www.iqvia.com). Stoga ne c¢udi ogroman interes za ovo terapijsko podrucje i fokus
znanstvenika na otkrivanje i razvijanje spojeva s antikancerogenim djelovanjem. Budu¢i da su
mnogi koriSteni lijekovi upravo sintetizirani po uzoru na prirodne produkte, ne zacuduje
¢injenica da se spojevi uzori traZze upravo u zZivim organzimima kao §to su biljke ili morski
naftokinoni koji uz antikancerogeno, pokazuju i brojna druga djelovanja (kardioprotektivno,
hepatoprotektivno, antimikrobno), a koja se tek trebaju istraziti (Zhu i sur., 2022). Tako se 1,4-
naftokinon, lapanol, nalazi u fazi II. klinickih ispitivanja za lijeenje mnogih vrsta raka (Dmitry
i Polonik, 2020). Obecéavajuée djelovanje ima i 2-MNQ te je stoga potrebno provesti daljnja

istrazivanja njegovog djelovanja (Ahmadi 1 sur., 2020).

U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj 2-MNQ na klijanje sjemenki. Cilj je bio ustanoviti
djeluje li 2-MNQ stimulacijski ili inhibitorno na klijavost te je li njegovo djelovanje ovisno i o
samoj biljnoj vrsti. Pored toga, htjelo se utvrditi je li oksidacijski stres uklju¢en u mehanizam
djelovanja 2-MNQ na klijavost sjemenki. Kao biljni model koriStene su sjemenke dviju biljnih
vrsta: bijele gorusice i rotkvice. Sjemenke su kroz 3 dana bile izloZzene 2-MNQ te je promatran
ucinak 2-MNQ na klijavost sjemenki 1 razinu antioksidacijske obrane sjemenki mjerenjem
aktivnosti SOD-a. Proces klijanja proveden je prema OECD smjernicama (OECD, 2003). Za
ispitivanje djelovanja 2-MNQ odabran je biljni model zbog svoje jednostavnosti te iz etickih 1

financijskih razloga.



3. MATERIJALI I METODE



3.1. Kemikalije

Za provedbu ovoga istrazivanja koristene su sljede¢e kemikalije:

. 2-metoksi-1,4-naftokinon, 2-MNQ, Sigma Chemical Co, St. Louis, SAD

. trikloroctena kiselina, TCA, Kemika, Zagreb Hrvatska
. bakrov (II) sulfat, CuSOa, Kemika, Zagreb, Hrvatska

. metanol, Lach-Ner, Neratovice, Ceska

. etanol, Kemika, Zagreb, Hrvatska

. komercijalni kit SOD, Cayman Chemicals, Ann Arbor, MI, SAD.

Sve koristene kemikalije bile su pro analysis Cistoce, a za pripremu otopina koristena je

destilirana voda.

3.2. Oprema

Za provedbu istrazivanja koristena je sljede¢a oprema:

. analiticka vaga, PB 303, Mettler Toledo, Svicarska

. mikropipete, Eppendorf, Hamburg, Njemacka

. mijesalica (vortex), Heidolph model REAX top, Heidolph Instruments, Scwabach,
Njemacka

. centrifuga,Centurion Centurion Scientific, Chichester, UK

. ¢itac plocica, iIEMS Reader MF, Labsystems, Helsinki, Finska.

KoriSteni uredaji nalaze se na Zavodu za farmaceutsku botaniku SveuciliSta u Zagrebu

Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta.



3.3. Metode

3.3.1. Bioloski pokus

Pokus klijavosti proveden je prema OECD smjernicama (OECD, 2003). OECD
smjernice sadrze odredene zahtjeve koji se moraju ispuniti prije i prilikom izvodenja samog
pokusa, a odnose se na:

1) provjerene informacije o ispitivanoj i referentnoj supstanci (strukturna formula,
Cistoca, topljivost, kemijska stabilnost, biorazgradivost i sl.)

2) kriterijima koji su potrebni da bi se test smatrao valjanim

3) opis same metode koja ukljucuje odabir odgovarajuce podloge / supstrata za pokus,
izbor vrsta koje ¢e se koristiti te njihovu medusobnu inkorporaciju

4) izvodenje samog testa (ispitivane i1 kontrolne grupe, uvjeti u kojima se test izvodi,

opservaciju i sl.).

Biljni model

Za ispitivanje utjecaja 2-MNQ na klijavost izabrane su sjemenke dviju biljnih vrsta:
bijele gorusice (Sinapis alba L.) i rotkvice (Raphanus sativus L). Bijela gorusSica je biljna vrsta
koja se povijesno koristi u ovakvim testiranjima, a rotkvica je izabrana kao vrsta iz porodice
Brassicaceae, kojoj pripada i bijela gorusica, ¢ime se htjelo istraZiti i postoji li korelacija izmedu
djelovanja 2-MNQ na taksonomski srodne vrste. Bijela goruSica jednogodisnja je zeljasta biljka
podrijetlom iz Sredozemlja, a uzgaja se kao kultivirana biljka prvenstveno radi sjemena koje se
samljeveno koristi kao zacin (Grli¢, 1990). Rotkvica je takoder jednogodisnja zeljasta biljka,
porijeklom je iz juZzne Azije, a uzgaja se kao povrtna kultura zbog zadebljalog hipoklotila

(Umelji¢, 2004).

Probir sjemenki

Sjeme bijele gorusice koriSteno u ovom istrazivanju nabavljeno je u Botani¢kom vrtu
»Fran KuSan“ Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta u Zagrebu, dok je sjeme rotkvice
komercijalno nabavljeno. U prvom koraku sjemenke bijele gorusice (iz 2017. 1 2018. g.) su
pomijeSane. Isti postupak napravljen je i sa sjemenkama rotkvice (pomijeSane su sjemenke
rotkvice iz viSe komercijalnih vrecica) kako bi se izbjegao moguci utjecaj drugih ¢imbenika

(razli¢ita godina berbe, uvjeti skladiStenja) na rezultate. Potom su izdvojene sve smeZurane i
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sjemenke s plijesni kako ne bi dale negativne rezultate na klijavost, a zbog predispozicije da ne

prokliju. Potreban broj sjemenki za pokus izracunat je s obzirom na broj radnih otopina 2-MNQ.

3.3.1.1. Priprema otopina 2-MNQ

Za ispitivanje klijavosti pripremljene su otopine 2-MNQ u rasponu koncentracija 1—- 40
pg/ml. Najprije je pripremljena mati¢na (tzv. stock) otopina 2-MNQ koncentracije 2 mg/ml u
metanolu na nacin da se izvagalo 20 mg 2-MNQ na analitickoj vagi te se kvantitativno prenijelo
u odmjernu tikvicu od 10 ml. Potom je odmjerna tikvica nadopunjena metanolom u kojem se
2-MNQ otopio.

Radne otopine 2-MNQ u koncentracijama od 1, 5, 10, 20, 30 i 40 pg/ml pripremljene
su tako $to se mati¢na otopina 2-MNQ razrijedila metanolom. Za izracun je koristena sljedeca
formula:

’Y1XV1:'Y2XV2

Tablica 1. Priprema radnih otopina 2-metoksi-1,4-naftokinona (2-MNQ) za tretman sjemenki

bijele gorusice (S. alba) i rotkvice (R. sativus).

Potrebna koncentracija Volumen mati¢ne otopine ~ Volumen dodanog metanola
radne otopine 2-MNQ konc. 2 mg/ml (ml) (ml)
1 pg/ml 0,01 19,99
5 pg/ml 0,05 19,95
10 pg/ml 0,1 19,90
20 pg/ml 0,2 19,80
30 pg/ml 0,3 19,70
40 pg/ml 0,4 19,60

Priprema radnih otopina 2-MNQ prikazana je Tablicom 1. Izracunat volumen mati¢ne
otopine 2-MNQ prebacen je u odmjernu tikvicu te su one nadopunjene do 20 ml metanolom.
Metanol je odabran kao otapalo kako bi se 2-MNQ bolje otopio, ali 1 kako bi nakon $to se filter

papir impregnira odgovaraju¢om otopinom 2-MNQ lakse ispario.
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Kao negativna kontrola koriStena je destilirana voda, a pozitivna kontrola bila je 0,02M
otopina CuSQa.. Otopina CuSOs pripremljena je tako §to se 0,16 g CuSOs odvagalo na
analitickoj vagi te se kvantitativno preneslo u odmjernu tikvicu od 50 ml. Odmjerna tikvica je

potom do oznake nadopunjena destiliranom vodom.

3.3.1.2. Provodenje pokusa klijavosti

Pokus klijavosti proveden je u Petrijevim zdjelicama u koje su stavljeni prethodno
izrezani filter papiri kao podloga za sjemenke. Postupak je istovjetan i za sjemenke bijele
gorusice i rotkvice. Petrijeve zdjelice su prije samog eksperimenta oprane deterdZzentom i
destiliranom vodom te su poSpricane tehnickim etanolom, a koli¢ina izrezanih filter papira
odgovarala je broju koriStenih Petrijevih zdjelica s time da se pazilo da nisu zguzvani kako bi
se kasnije nanesena otopina 2-MNQ ravnomjerno rasporedila. Svaka Petrijeva zdjelica
oznaCena je ili odgovaraju¢om koncentracijom radne otopine 2-MNQ ili pozitivnom ili
negativnom kontrolom te brojem, budu¢i da je svaka koncentracija 2-MNQ ispitana u triplikatu.
Tako pripremljene Petrijeve zdjelice s filter papirom stavljene su pod UV-lampu u inkubator
20-tak minuta kako bi se i Petrijeve zdjelice i filter papir sterilizirali.

Nakon sterilizacije, filter papir je impregniran s 2 ml odgovarajuce radne otopine 2-
MNQ u koncentracijama 1, 5, 10, 20, 30 1 40 ug/ml. Petrijeve zdjelice su ponovno stavljene u
inkubator kako bi metanol ispario i omogucio da filter papir bude impregniran samo s
odgovaraju¢om koncentracijom 2-MNQ.

Prije stavljanja na filter papir, probrane sjemenke su isprane s 2 ml tehni¢kog etanola
(70%-tni) te zatim tri puta s vodom kako bi ih dezinficirali (kao $to je to napravljeno s
Petrijevim zdjelicama 1 filter papirom pomoc¢u UV-lampe u inkubatoru). U procesu ispiranja,
sjemenke su prenesene u ependorfice u koje je najprije dodan tehnicki etanol, potom su
stavljene na vortex, viSak etanola se odlio 1 zatim se na isti na¢in provelo ispiranje s vodom 1 to
tri puta kako bi bili sigurni da je sav tehnicki etanol ispran.

Prije stavljanja sjemenki u Petrijeve zdjelice, na filter papir svake Petrijeve zdjelice
dodano je po 2 ml deionizirane vode koja ¢e omoguditi da se razviju klijanci. Potom su
sterilizirane sjemenke stavljane na filter papir impregniran s odgovaraju¢om koncentracijom 2-
MNQ svake Petrijeve zdjelice. U pojedinu Petrijevu zdjelicu stavljeno je po 25 sjemenki
principom 5x5 (5 sjemenki u 5 redova). Petrijeve zdjelice potom su ¢vrsto zamotane

parafilmom kako voda ne bi isparila, §to bi onemogucilo sjemenkama da prokliju.
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Isti postupak napravljen je i za pozitivnhu (0,02 M CuSOs otopina) i negativnu
(deionizirana voda) kontrolu; na sterilizirane Petrijeve zdjelice s filter papirom dodano je 2 ml
0,02 M CuSOs4, odnosno 2 ml destilirane vode.

Svaka od pet ispitivanih otopina 2-MNQ napravljena je u triplikatu te su u triplikatu
napravljene 1 pozitivna i negativna kontrola. Sjemenke su ostavljene u mraku u inkubatoru te

se nakon tri dana proucavala klijavost i duljina korjenci¢a klijanaca (Slika 4).

Slika 4. Sjemenke rotkvice (R. sativus) prije (lijevo) i nakon (desno) 3-dnevne izlozenosti

otopini 2-metoksi-1,4-naftokinona; (slikala: A. Fajdeti¢).

3.3.1.3. Odredivanje klijavosti i mjerenje duljine korjenci¢a

Nakon tri dana klijanja, u svakoj Petrijevoj zdjelici za obje biljne vrste odredene su
klijavost i duljina korjencica.

Klijavost je odredena tako da su u svakoj Petrijevoj zdjelici izbrojane proklijale
sjemenke te je rezultat izrazen kao broj proklijalih sjemenki na ukupan broj sjemenki u jednoj
Petrijevoj zdjelici u postotku (%). Podaci su upisani u prethodno pripremljenu tablicu.

Duljina korjenci¢a svake proklijale sjemenke izmjerena je ravnalom te je dobiveni
podatak upisan u prethodno pripremljenu tablicu. Svakom klijancu ravnalom je izmjerena

duljina korjenci¢a (u mm).
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3.3.2. Odredivanje kataliticke aktivnosti SOD-a

3.3.2.1. Priprema bioloSkog materijala

Za homogenizaciju biljnog tkiva klijanaca (nakon 3-dnevnog klijanja) bilo je potrebno
pripremiti otopinu 5% TCA. Otopina se pripremila na nacin da se odvagalo 10 g TCA koja se
zatim kvantitativno prenijela u odmjernu tikvicu od 200 ml. Nakon toga se tikvica nadopunila
do oznake destiliranom vodom.

Klijanci iz jedne Petrijeve zdjelice najprije su odvagani te je zabiljezena masa svjezeg
tkiva. Potom je na 100 mg svjezeg tkiva dodano 0,5 ml 5%-tne otopine TCA te su klijanci
homogenizirani u tarioniku s tu¢kom. Pripremljen homogenat je centrifugiran 10 minuta na
10000 okretaja po minuti. Potom je odvojen ¢isti supernatant u kojem je odredena kataliticka

aktivnosti SOD-a.

3.3.2.2. Mjerenje kataliticke aktivnosti SOD-a

Kataliticka aktivnost SOD-a izmjerena je pomoc¢u komercijalnog kita prema uputstvima
proizvodaca. Uzorci supernatanta biljnoga tkiva (klijanaca) naneseni su u plocicu s 96 bunari¢a
u duplikatu te je na njih dodan odgovarajuc¢i reagens. Nakon 30-minutne inkubacije, intenzitet
apsorbancije izmjeren je na c¢itacu plocica pri valnoj duljini od 450 nm. Kataliti¢ka aktivnost

SOD izracunata je na osnovu bazdarnog pravca i izraZzena u U/ml.

3.4. Statisticka obrada podataka

Dobiveni rezultati klijavosti, duljine korjencica 1 kataliticke aktivnosti SOD za obje
ispitivane biljne vrste prikazani su kao aritmeticka sredina + standardna devijacija (SD).
Statisticka analiza rezultata napravljena je pomocu ra¢unalnog programa Statistica 14.0.1.25.
(TIBCO Software Inc., Palo Alto, CA, SAD). Podaci su obradeni na nacin da su se pojedinacno
1 medusobno usporedili kontrola 1 tretmani pomoc¢u jednosmjerne analize varijance (ANOVA
test) te primjenom Duncan's New Multiple Range Test-a. Statisti¢ki znacajnim smatrane su

vrijednosti koje se razlikuju na razini p <0,05.
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Korelacije izmedu izmjerenih varijabli odredene su pomocu Pearsonove korelacije te je
izraCunat Pearsonov koeficijent korelacije (simbol malo slovo r ili 7p). Koeficijent korelacije
pokazuje u kojoj su mjeri promjene vrijednosti jedne varijable povezane s promjenama
vrijednosti druge varijable i krec¢e se u brojcanom rasponu od -1 do +1 s time da predznak
ukazuje na smjer povezanosti varijabli (negativan, negativna korelacija, Sto znaci da vrijednost
jednog parametra raste dok drugog pada; i pozitivna, $to znaci da se oba parametra ponasaju
isto, to¢nije njihove vrijednosti rastu ili padaju). Ako je koeficijent korelacije (rp), neovisno o
predznaku (negativna ili pozitivna), izmedu 0,00-0,19, radi se o jako slaboj korelaciji, od 0,20-
0,39 o slaboj korelaciji, od 0,40-0,59 o umjerenoj korelaciji, od 0,60-0,79 o jakoj korelaciji i od
0,80-1,00 o vrlo jakoj korelaciji.

Kako bi se dobio vizualni uvid izmedu tri klju¢na parametra u ovome istrazivanju:
klijavosti sjemenki, duZine korjenci¢a i aktivnosti SOD-a, provedena je analiza glavnih
komponenti (PCA, od engl. Principal Component Analysis). Navedena analiza temelji se na
postavljanju korelacije izmedu varijabli te grupiranju uzoraka u glavne komponente (engl.
principal components). Rezultat je vizualni prikaz njihova odnosa iz kojeg se lako moze
zakljuciti jesu li varijable medusobno sli¢ne ili razli¢ite. Varijable koje se nalaze zajedno

(blize), medusobno su sli¢nije, dok su one varijable koje se udaljenije, medusobno razliite.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
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Cilj ovog istrazivanja bio je povezati u¢inak 2-MNQ sa stimulacijom ili inhibicijom
klijjanja te odrediti jesu li ta dva parametra u pozitivnoj ili negativnoj korelaciji, odnosno
odrediti kako 2-MNQ utjece na klijavost sjemenki. Drugi cilj ovoga istrazivanja bio je utvrditi
je li oksidacijski stres uklju¢en u mehanizam djelovanja 2-MNQ na klijavost sjemenki.
Istrazivanje je provedeno na dvije biljne vrste, bijeloj gorusici (S. alba) i rotkvici (R. sativus).
Najprije je odredena klijavost (broj proklijalih sjemenki), zatim su izmjerene duljine korjencica
klijanaca, a potom je u homogentu klijanaca odredena katalitiCka aktivnost enzima SOD.
Klijanje sjemena je sloZeni proces, a u ovom istrazivanju fokusiralo se na radikularnu protruziju
gdje se zapazalo je li doslo do izbocenja korjencica 1 potom se mjerila njegova duljina.

Prema definiciji, bioloski pokus oznacava kvantitativno ili kvalitativno utvrdivanje
bioloske reakcije (efekta) neke tvari (kemijske, enzimske, hormonske, vitaminske,
mikrobioloske 1 antibiotske) u osjetljivom organizmu (pokusna Zivotinja, izolirani Zivotinjski
organ, mirkoorganizam) pri ¢emu se usporeduje postignuti ucinak (reakcija) s nekim odredenim
standardom (www.enciklopedija.hr). U ovom diplomskom radu ispitivano je kako ¢e 2-MNQ
utjecati na klijavost sjemenki dviju biljnih vrsta. Ispitivanje klijavosti sjemena jedna je od
najjednostavnijh metoda ekoloSkog biomonitoringa (Di Salvatore i sur., 2008). Ova metoda
razvijena je joS proslog stoljeca prvenstveno kako bi se utvrdilo kako klijavost sjemenki ovisi
o uzorku tekucine s kojima se one tretiraju te kako bi se utvrdilo je li taj uzorak tekucine

oneciscen, tj. toksi¢an za sjeme (OECD, 2003).

4.1. Rezultati klijavosti i duljine korjencic¢a bijele gorusice

Rezultati klijavosti bijele goruSice prikazani su graficki na Slici 5. Rezultati su prikazani
kao postotak proklijalih sjemenki u odnosu na ukupan broj sjemenki u jednoj Petrijevoj zdjelici.
Za pojedini tretman s 2-MNQ rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SD.

Kako je vidljivo iz grafi¢kog prikaza, negativna kontrola (tretman s destiliranom
vodom) imao je najveci broj proklijalih sjemenki te je klijavost iznosila 89,0%. Broj proklijalih
sjemenki u Petrijevoj zdjelici opadao je s porastom koncentracije 2-MNQ u odnosu na
negativnu kontrolu. Kod koncentracije 2-MNQ od 1pg/ml postotak proklijalih sjemenki iznosio
je 86,0% te se nije znacajnije razlikovao od negativne kontrole. Znafajan pad klijavosti
sjemenki bijele goruSice zabiljeZen je nakon tretmana s 2-MNQ u koncentraciji 5 pg/ml te je

postotak klijavosti iznosio 50,0%. Vece koncentracije 2-MNQ (10 1 20 pg/ml) takoder su
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znacajno inhibirale klijavosti te je klijavost iznosila svega 55,5% 1 8,0%. OCcito je dakle da 2-
MNQ na neki nacin inhibira klijanje sjemenki, tj. interferira s procesima potrebnim za razvoj
klice. Taj mehanizam potrebno je istraziti. Koncentracije 2-MNQ od 30 i 40 pg/ml, kao i
pozitivna kontrola u potpunosti su inhibirale klijavost sjemenki. Dobivene vrijednosti SD su
dosta velike (vec¢e od 17%) za koncentracije 2-MNQ 5 — 20 pg/ml te samim time izraCunata
prosjecna klijavost tj. aritmeticka sredina, ne predstavlja ,,dobro* rezultate intervala, ali se to
moze pripisati tome §to su rasponi izmedu samih koncentracija ocito dosta veliki te ispitivana

biljna vrsta vrlo osjetljivo reagira i na male promjene u koncentracijama 2-MNQ.

Sinapis alba L.
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Slika 5. Klijavost bijele gorusice (Sinapis alba L.) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-metoksi-1,4-
naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 — 40 pg/ml. Stupici oznaceni razlicitim

slovom medusobno su statisticki znacajno razli€iti.

Na Slici 6. prikazani su rezultati duljine korjenci¢a klijanaca bijele goruSice. Sukladno
rezultatima klijavosti 1 duljina korjencic¢a padala je s povecanjem koncentracije 2-MNQ. Pri
ispitivanju duljine korjencica ve¢ je koncentracija 2-MNQ od 1 pg/ml znac¢ajno smanjila duljinu
korjenci¢a u odnosu na negativnu kontrolu. 2-MNQ u koncentracijama 30 i 40 pg/ml kao i
pozitivna kontrola u potpunosti su inhibirali klijanje (Slika 5), §to je u direktnoj vezi sa
potpunom inhibicijom rasta korjenci¢a (Slika 6). Stoga duljinu korjencica pri tim tretmanima

nije bilo moguce izmjeriti (ona je iznosila 0 mm).
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Slika 6. Duljine korjenci¢a sjemenki bijele goruSice (Sinapis alba L.) nakon 3-dnevnog
tretmana s 2-metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 — 40 pg/ml.

Stupi¢i oznaceni razli¢itim slovom medusobno su statisticki znacajno razliciti.

4.2.Rezultati klijavosti i duljine korjencica rotkvice

Rezultati klijavosti rotkvice prikazani su graficki na Slici 7. Ono §to se prije svega
uocava jest kako pri svakoj vrijednosti koncentracije 2-MNQ postoji odredena klijavost, za
razliku od rezultata dobivenih kod bijele gorusice. Klijavost je najveca pri koncentracijama od
5,201 30 pg/ml te iznosi 94,4 — 96,1%. 1z ovog se odmah namece zakljucak kako 2-MNQ cak
ni u najvecoj koncentraciji ne inhibira klijanje sjemenki rotkvice. Vrijednosti prosjene
klijavosti za svaku koncentraciju 2-MNQ blizu su ili istovjetne vrijednostima negativne
kontrole (96,3%), izuzev vrijednosti pri koncentraciji od 11 10 pg/ml, §to mozemo pripisati
bioloSkom pokusu. Kao i u pokusu s bijelom goruSicom, 1 u ovom pokusu je otopina CuSO4
(pozitivna kontrola) u potpunosti inhibirala klijavost. Na temelju dobivenih rezultata mozZe se
re¢i kako 2-MNQ nema inhibitorni utjecaj na klijavost sjemenki, ¢ak suprotno tome, moguc je
odreden stimulacijski uc¢inak. Dobivene niske vrijednosti SD-a potvrduju te rezultate. Mogué
stimulacijski u¢inak ispitan je na nacin da se pokus klijavosti jo§ jednom ponovio, pri ¢emu su

dobiveni rezultati po vrijednostima bili sli¢ni onima iz prvog provedenog eksperimenta.
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Mehanizam navedene tvrdnje tek se treba istraziti te daje uvid kako biljne vrste, ¢ak 1 srodne

taksonomski, reagiraju drugacije na razlicite stimulanse iz okoline.
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Slika 7. Klijavost rotkvice (Raphanus sativus L.) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-metoksi-1,4-
naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 — 30 pg/ml. Stupici oznaceni razli¢itim

slovom medusobno su statisticki znacajno razli€iti.

Rezultati duljine korjencica klijanaca rotkvice prikazani su grafic¢ki Slikom 8. Dobivene
vrijednosti duljine korjencica prate rezultate klijavosti te su najvece izmjerene duljine upravo
one pri koncentracijama 5, 20 1 30 pug/ml te iznose 13,2 mm, 12,3 mm i 11,0 mm. Ono S§to se
na temelju navedenih vrijednosti jasno uocava, a $Sto mozda nije bilo toliko jasno izraZzeno kod
klijavosti, jest da su duljine korjenci¢a za spomenute vrijednosti dulje i od negativne kontrole
(9,7 mm), $to znaci da 2-MNQ ne samo da nema utjecaja na duljinu korjenci¢a, ve¢ je ona
moguce 1 stimuliraju¢a. Prosjecna vrijednost duljine korjenci¢a kod koncentracije 10 pg/ml
pokazuje odredeno odstupanje, no to odstupanje mozemo pripisati tome §to je ovo ipak bioloski
pokus te su odredene nepravilnosti dozvoljene. Potpuna inhibicija rasta korjencica zabiljezena

je kod pozitivne kontrole te duljinu korjenci¢a nije bilo moguce izmjeriti (iznosila je 0 mm).
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Slika 8. Duljine korjencica rotkvice (Raphanus sativus L.) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-
metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 — 30 pg/ml. Stupiéi

oznaceni razli¢itim slovom medusobno su statisticki znacajno razliciti.

4.3. Rezultati kataliticke aktivnosti SOD-a bijele goruSice

Na Slici 9. prikazani su rezultati kataliticke aktivnosti SOD-a u homogenatu tkiva
klijanaca bijele goruSice. Iz grafickog prikaza lako se moze uociti kako je aktivnost SOD-a, a
samim time 1 razina oksidacijskog stresa dosta visoka pri vecini ispitivanih koncentracija 2-
MNQ. Raspon aktivnosti SOD-a krece se izmedu 1,02 1 1,82 U/ml. Najmanja aktivnost SOD-a
izmjerena je kod negativne kontrole, a najvec¢a aktivnost SOD-a izmjerena je pri
koncentracijama otopine 2-MNQ od 1 i1 10 pg/ml. 1z navedenog se moze zakljuciti kako je
biljka tada bila izloZzena najve¢em oksidacijskom stresu te je bilo potrebno proizvesti veliku
kolic¢inu SOD-a kako bi se od njega obranila 1 samim time omogucila sjemenkama da prokliju.
Aktivnost enzima ista je pri koncentracijama 2-MNQ od 5 1 20 pg/ml. S obzirom da sjemenke
bijele gorusSice nisu proklijale nakon tretmana s 2-MNQ pri koncentraciji od 30 1 40 pg/ml te

kod pozitivne kontrole, nije bilo moguce izmjeriti aktivnost enzima.
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Slika 9. Kataliticka aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) klijanaca bijele goruSice (Sinapis
alba L.) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u
koncentracijskom rasponu 1 — 40 pg/ml. Stupi¢i oznaceni razli¢itim slovom medusobno su

statisticki znacajno razliciti.

U istraZivanju u kojem je ispitan u€inak 2-MNQ u koncentracijskom rasponu 1 — 40
pg/ml i 3-dnevnoj izlozenosti na parametre oksidacijskog stresa bijele goruSice uocen je porast
GSH s porastom koncentracije 2-MNQ te pad malondialdehida (MDA), pokazatelja
oksidacijskog oSte¢enja lipida (Kenfelj, 2022). U tom istrazivanju zakljuceno je da izloZenost
2-MNQ uzrokuje oksidacijski stres u klijanaca bijele goruSice. Rezultati ovoga istrazivanja u

sukladnosti su s navedenim istraZivanjem.

4.4. Rezultati kataliticke aktivnosti SOD-a rotkvice

Rezultati aktivnosti SOD-a u homogenatu tkiva klijanaca rotkvice prikazani su graficki
na Slici 9. Izmjerena aktivnost SOD-a nalazi se u rasponu od 1,11 do 1,49 U/ml. Sjemenke koje
su tretirane s CuSOg4 (pozitivna kontrola) nisu proklijale te u njima kataliticku aktivnost SOD
nije bilo moguce odrediti. Razina oksidacijskog stresa u klijanaca rotkvice tretiranim svim
ispitivanim koncentracijama otopine 2-MNQ 1 negativnoj kontroli je priblizno ista te nisu
uoCena znacajnija odstupanja. Iz navedenog se moze zakljuciti kako 2-MNQ nije djelovao
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toliko ,,stresno* na rotkvicu, kao na bijelu goruSicu gdje su izmjerene puno vece vrijednosti
aktivnosti samog enzima. Dobiveni rezultati pokazuju kako biljne vrste oCito ne reagiraju isto

na izlozenost 2-MNQ $to se vidi i po rezultatima za aktivnost SOD-a.
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Slika 10. Kataliticka aktivnost superoksid dizmutaze (SOD) klijanaca rotkvice (Raphanus
sativus L.) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u
koncentracijskom rasponu 1— 30 pg/ml. Stupi¢i oznaeni razli€itim slovom medusobno su

statisti¢ki znacajno razliciti.

U istrazivanju koje je proveo Kraljevi¢ (2022) pradena je razina antioksidansa
antocijanina i GSH te MDA u kljjancima rotkvice nakon tretmana s 2-MNQ (u
koncentracijskom rasponu 1 — 30 pg/ml kroz 3 dana). U tom istrazivanju tretman s 2-MNQ
uzrokovao je pad razine GSH, ali i pad MDA. To bi moglo ukazivati na ¢injenicu da je 2-MNQ
u ispitivanim koncentracijama aktivirao antioksidacijsku obranu, $to je rezultiralo sa
smanjenjem oksidacijskog oStecenja lipida. U ovome istrazivanju nije zabiljezena znacajna
promjena u aktivnosti SOD-a nakon tretmana rotkvice s 2-MNQ, no blagi porast kataliticke
aktivnosti SOD-a se moze primijetiti. Takvi rezultati ukazuju da je 2-MNQ moguce aktivirao

antioksidacijsku obranu u klijanaca rotkvice.
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4.5. Korelacija rezultata klijavosti, duljine korjenc¢iéa i aktivnosti SOD

Za svaku biljnu vrstu dobiveni rezultati klijavosti, duljine korjencic¢a i aktivnosti SOD-
a medusobno su usporedeni koristenjem Pearsonove korelacije (izraCunavanjem Pearsonovog
koeficijenta) (Tablica 2 i Tablica 3). Lako se moZze uociti kako su korelacije izmedu biljnih
vrsta za odredene parametre jako razlicite. I bijela gorusSica i rotkvica pokazale su jaku i vrlo
jaku korelaciju izmedu klijavosti i duljine korjenciéa, $to je i1 bilo za ocekivati. Kod bijele
gorusice koeficijent korelacije izmedu izmjerenih vrijednosti za aktivnosti SOD-a 1 klijavosti
iznosi 0,29, a izmedu aktivnosti SOD-a i duljine korjenci¢a iznosi -0,40 te se moze re¢i da su
aktivnost SOD-a i duljina korjencica u jako slaboj korelaciji te negativnoj umjerenoj korelaciji
koja nije statisticki znacajna. Kod rotkvice su pak rezultati u potpunosti drugaciji. Jak
koeficijent korelacije postoji izmedu vrijednosti za aktivnost SOD-a 1 klijavosti te iznosi 0,67,
dok je izmedu aktivnosti SOD-a i duljine korjencica ta korelacija jo§ jaca 1 koeficijent korelacije

1znosi 0,94.

Tablica 2. Korelacije rezultata za klijavost, duljinu korjencic¢a i kataliti¢ku aktivnost superoksid
dizmutaze (SOD) dobivene za klijance bijele goruSice (S. al/ba) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-

metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 — 40 pg/ml.

Varijable Klijavost Duzina korijen¢i¢a SOD
Klijavost 1,00 0,71 0,29
Duzina korijencica 0,71 1,00 -0,40
SOD 0,29 -0,40 1,00

Crveno oznacene vrijednosti su statisti¢ki znacajne pri p < 0,05, N=5

Tablica 3. Korelacije rezultata za klijavost, duljinu korjencica i kataliticku aktivnost superoksid
dizmutaze (SOD) dobivene za klijance rotkvice (R. sativus) nakon 3-dnevnog tretmana s 2-

metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 — 30 pg/ml.

Varijable Klijavost Duzina korijen¢ica SOD
Klijavost 1,00 0,86 0,67
Duzina korijencica 0,86 1,00 0,94
SOD 0,67 0,94 1,00

Crveno oznacene vrijednosti su statisti¢ki znacajne pri p < 0,05, N=6

24



4.5. Analiza glavnih komponenti

Kako bi se dobio vizualni uvid u odnose izmedu parametara koji su izmjereni u ovome
istrazivanju: klijavosti sjemenki, duzina korjenci¢a klijanaca 1 aktivnost SOD-a, provedena je
analiza glavnih komponenti, PCA. Navedena analiza temelji se na postavljanju korelacije
izmedu varijabli te grupiranju uzoraka u glavne komponente. Rezultat je vizualni prikaz njihova
odnosa iz kojeg se lako moze zakljuciti jesu li varijable medusobno sli¢ne ili razli¢ite. Varijable
koje su zajedno, medusobno su sli¢nije, dok su one udaljenije medusobno razli¢ite (Vujci¢ Bok
1 sur., 2022; Vujci¢ Bok i sur., 2023).

PCA-analize za bijelu gorusicu i rotkvicu prikazane su Slikama 11. 1 12. Prva (faktor 1)
i druga (faktor 2) glavna komponenta kod bijele gorusice opisuju 57,21% i 41,38%, a kod
rotkvice prva (faktor 1) i druga (faktor 2) glavna komponenta opisuju 88,25% i 11,27%
varijance Sto zajedno predstavlja 98,59% ukupne varijabilnosti podataka za bijelu gorusicu 1
99,52% ukupne varijabilnosti podataka za rotkvicu. Kod bijele gorusice varijable klijavosti i
duljine korjenc¢i¢a su medusobno sli¢nije, nego s varijablom SOD-a.Varijable klijavosti i
duljine korjenci¢a kod rotkvice su medusobno sli¢ne, kao 1 navedene varijable sa SOD-om.
Slicnost je ve¢a izmedu SOD-a 1 duljine korjencic¢a kod rotkvice.

Za bijelu gorusicu iz PCA dijagrama je vidljivo da su uzorci negativne kontrole
najudaljeniji od uzoraka sa najve¢om koncentracijom 2-MNQ $to upucuje na njihovu razlicitost
dok je najmanja medusobno udaljenost zabiljeZena u uzorcima koncentracije 5 1 10 pg/ml te
su od uzoraka sa najmanjom koncentracijom 2-MNQ, a najmanja udaljenost zabiljezena je
izmedu uzoraka koncentracije 5, 20 1 30 pg/ml 2-MNQ $to upucuje na njihovu sli¢nost. Uzorak
koncentracije 1 pg/ml 2-MNQ najblizi je varijabli SOD 1 varijabli klijanje dok je uzorak
negativne kontrole najblizi varijablama klijanja i duZine korijenci¢a kod bijele goruSice.Kod
rotkvice uzorci koncentracije 5, 20 1 30 pg/ml 2-MNQ najblizi su varijablama klijanja 1 duZine
korijenci¢a. Iz navedenih podataka je vidljivo da bijela goruSica i1 rotkvica imaju drugaciji

odgovor na 2-MNQ te da je bijela goruSica osjetljivija na 2-MNQ.
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Slika 11. Rezultati analize glavnih komponenti (PCA) za bijelu gorusSicu (Sinapis alba L.)
nakon 3-dnevnog tretmana s 2-metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom

rasponu 1 — 40 pg/ml.



1,0

0,5 R. s. klijavost

[IR. s. duZina korijengical

0,0

Factor 2: 11,27%

-1,0

-1,0 -0,5 0,0 0,5 1,0
Factor 1 : 88,25%

05

0,0

g
O

Factor 2: 11,27%
W
S

-3 -2 -1 0 1 2 3 4 5
Factor 1: 88,25%

Slika 12. Rezultati analize glavnih komponenti (PCA) za rotkvicu (Raphanus sativus L.) nakon

3-dnevnog tretmana s 2-metoksi-1,4-naftokinonom (2-MNQ) u koncentracijskom rasponu 1 —

30 pg/ml.
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5. ZAKLJUCCI
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Cilj ovoga istrazivanja bilo je ispitati utjecaj 2-MNQ na klijavost bijele gorusSice (S.
alba) 1 rotkvice (R. sativus). Na temelju statisticki obradenih rezultata, jasno se moze zakljuciti
kako je utjecaj na klijavost razliit te ovisi i o koncentraciji 2-MNQ 1 o samoj biljnoj vrsti.
Bijela gorusica osjetljivija je na djelovanje 2-MNQ, dok 2-MNQ u ispitivanim koncentracijama
nije imao znacajniji utjecaja na klijavost rotkvice. Mehanizam toksi¢nog u¢inka 2-MNQ moze
se povezati s oksidacijskim stresom s obzirom da je tretman s 2-MNQ doveo do promjene
aktivnosti SOD-a u osjetljivijoj ispitivanoj vrsti (bijeloj gorusSici). Ipak, toCan mehanizam
djelovanja 2-MNQ se tek treba istraziti. Ovime je pokazano kako i najjednostavniji bioloski
pokus itekako moze dati vrijedne informacije koje ¢e se moci iskoristiti za daljnje proucavanje
2-MNQ i njemu srodnih spojeva, a potencijalno u buduénosti i dovesti do registracije novog

lijeka.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA
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ABA-abscisic acid, apcizinska kiselina
DNA-deoksiribonukleinska kiselina

GA-gibberellic acid, giberelinska kiselina

GSH-glutation

2-MNQ- 2-metoksi-1,4-naftokinon

K-negativna kontrola

MDA -malondialdehid

PCA- Principal Component Analysis, analiza glavnih komponenti
PK-pozitivna kontrola

RNS-reactive nitrogen species, reaktivni dusikovi spojevi
ROS- reactive oxygen species, reaktivni kisikovi spojevi
SD-standardna devijacija

SOD- superoksid dizmutaza

TCA-trikloroctena kiselina
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8. SAZETAK / SUMMARY
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2-metoksi-1,4-naftokinon (2-MNQ) je prirodni derivat 1,4-naftokinona koji je u dosad
provedenim ispitivanjima pokazao antipruriti¢no, protuupalno, antialergijsko, antimikrobno i
antikancerogeno djelovanje. U ovom istrazivanju ispitan je utjecaj 2-MNQ na klijanje sjemenki
1 razinu oksidacijskog stresa u klijanaca. Kao biljni model koristene su sjemenke dviju biljnih
vrsta: bijele goruSice (Sinapis alba L.) i rotkvice (Raphanus sativus L.). Sjemenke su bile
izlozene 2-MNQ u koncentracijama 1, 5, 10, 20, 30 1 40 pg/ml kroz 3 dana. U pokus su bile
ukljucene negativna kontrola (sjemenke izloZzene 3 dana destiliranoj vodi) i pozitivna kontrola
(sjemenke izlozene 3 dana 0,02M otopini CuSOs4). Nakon 3-dnevne izlozenosti, za obje biljne
vrste odredena je klijavost (%) 1 duljina korjenci¢a (mm) te je u homogenatu klijanaca odredena
kataliticka aktivnost SOD (U/ml). Podaci su statisticki obradeni pomoc¢u jednosmjerne analize
varijance (ANOVA test) te primjenom Duncan's New Multiple Range Test-a. Takoder,
odredena je korelacija izmedu mjerenih parametara te analiza glavnih komponenti. Statisticki
znacajnim smatrane su vrijednosti koje se razlikuju na razini p <0,05.

Povecanjem koncentracije 2-MNQ opao je broj proklijalih sjemenki bijele gorusice 1
sukladno tome padala je duljina korjencica, a 2-MNQ u koncentraciji 30 1 40 pg/ml u potpunosti
je inhibirao klijavost sjemenki. To ukazuje da 2-MNQ inhibira klijanje sjemenki bijele gorusice.
S druge strane 2-MNQ nije imao utjecaja na klijanje rotkvice. U klijanaca bijele gorusice s
koncentracijom 2-MNQ rasla je aktivnost SOD-a te je najveca aktivnost SOD-a izmjerena pri
koncentracijama 2-MNQ od 1 i 10 pg/ml. Iz navedenog se moZze zakljuciti kako je biljka tada
bila izloZzena najvecem oksidacijskom stresu te je bilo potrebno proizvesti veliku koli¢inu SOD-
a kako bi se od njega obranila i samim time omogucila sjemenkama da prokliju. Kataliticka
aktivnost SOD-a u klijanaca rotkvice pri svim koncentracijama otopine 2-MNQ bila je priblizno
ista te nisu uocena odstupanja.

Utjecaj 2-MNQ na klijavost sjemenki je razli¢it te ovisi 1 o koncentraciji 2-MNQ 1 o
samoj biljnoj vrsti. Bijela goruSica osjetljivija je na djelovanje 2-MNQ, dok 2-MNQ u
ispitivanim koncentracijama nije imao utjecaja na klijavost rotkvice. Mehanizam toksi¢nog
ucinka 2-MNQ mozZe se povezati s oksidacijskim stresom s obzirom da je tretman s 2-MNQ

doveo do promjene aktivnosti SOD-a u bijeloj goruSici.

36



2-metoxy-1,4-naphthoquinone (2-MNQ) is a natural derivate of 1,4-naphthoquinone
which has shown antipruritic, anti-inflammatory, anti-allergic, antimicrobial and anti-cancer
effects. In this study the influence of 2-MNQ on seed germination and the level of oxidative
stress was investigated. As a plant model the seeds of two plant species were used: white
mustard (Sinapis alba L.) and radish (Raphanus sativus L.). The seeds were exposed to 2-MNQ
in concentrations of 1, 5, 10, 20, 30 and 40 ug/ml for 3 days. The study included a negative
control (seeds exposed to distilled water for 3 days) and a positive control (seeds exposed to
0.02M CuSO:s solution for 3 days). After a 3-day exposure, germination (%) and root length
(mm) were measured, and in seedlings homogenate catalytic activity of SOD (U/ml) was
determined. Data were statistically processed using one-way analysis of variance (ANOVA
test) and Duncan's New Multiple Range Test as well as tested for correlation and Principal
Component Analysis. Significance level was set at p < 0.05.

With the increase of 2-MNQ concentration the number of germinated seeds of white
mustard decreased and 2-MNQ in concentrations of 30 and 40 pg/ml completely ceased
germination of white mustard. In parallel the decrease in the length of the radicle with the
increase of 2-MNQ concentration was recorded. Thus, 2-MNQ inhibits the germination of white
mustard seeds. On contrary, 2-MNQ had no impact on germination of radish. In white mustard
seedlings with the increase of 2-MNQ concentration the increase of SOD activity is observed,
and the highest SOD activity is recorded at 2-MNQ concentrations 1 and 10 pg/ml. Therefore,
it can be concluded that the plant was then exposed to the greatest oxidative stress, and it was
necessary to produce a large amount of SOD in order to defend against it and at the same time
enable germination. In radish seedlings the catalytic activity of SOD at all concentrations of the
2-MNQ was approximately the same, with no deviations.

The impact of 2-MNQ on the seed germination is different and depends on the
concentration of 2-MNQ and the plant species itself. White mustard is more sensitive to 2-
MNQ, while 2-MNQ in tested concentrations had no impact on radish. The mechanism of the
toxic effect of 2-MNQ can be related to oxidative stress, considering that treatment with 2-

MNQ led to a change in SOD activity in white mustard.
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2-metoxy-1,4-naphtoquinone (2-MNQ) is a natural derivate of 1,4-naphthoquinone which has shown antipruritic, anti-
inflammatory, anti-allergic, antimicrobial and anti-cancer effects.In this study, the influence of 2-MNQ on seed
germination and the level of oxidative stress was investigated. As a plant model the seeds of two plant species were
used: white mustard (Sinapis alba L.) and radish (Raphanus sativus L.). The seeds were exposed to 2-MNQ in
concentrations of 1, 5, 10, 20, 30 and 40 pg/ml for 3 days. The study included a negative control (seeds exposed to
distilled water for 3 days) and a positive control (seeds exposed to 0.02M CuSOs solution for 3 days). After a 3-day
exposure, germination (%) and root length (mm) were measured, and in seedlings homogenate catalytic activity of SOD
(U/ml) was determined. Data were statistically processed using one-way analysis of variance (ANOVA test) and
Duncan's New Multiple Range Test as well as tested for correlation and Principal Component Analysis. Significance
level was set at p < 0.05. With the increase of 2-MNQ concentration the number of germinated seeds of white mustard
decreased and 2-MNQ in concentrations of 30 and 40 pg/ml completely ceased germination of white mustard. In parallel
the decrease in the length of the radicle with the increase of 2-MNQ concentration was recorded. Thus, 2-MNQ inhibits
the germination of white mustard seeds. On contrary, 2-MNQ had no impact on germination of radish. In white mustard
seedlings with the increase of 2-MNQ concentration the increase of SOD activity is observed, and the highest SOD
activity is recorded at 2-MNQ concentrations 1 and 10 pg/ml. Therefore, it can be concluded that the plant was then
exposed to the greatest oxidative stress, and it was necessary to produce a large amount of SOD in order to defend
against it and at the same time enable germination. In radish seedlings the catalytic activity of SOD at all concentrations
of the 2-MNQ was approximately the same, with no deviations. The impact of 2-MNQ on the seed germination is
different and depends on the concentration of 2-MNQ and the plant species itself. White mustard is more sensitive to 2-
MNQ, while 2-MNQ in concentrations tested had no impact on radish. The mechanism of the toxic effect of 2-MNQ
can be related to oxidative stress, considering that treatment with 2-MNQ led to a change in SOD activity in white
mustard.
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