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POVZETEK

Uporaba ucinkovin naravnega izvora je na podrocju naravoslovnih znanosti svoj razcvet dozivela
z interdisciplinarnim povezovanjem razlicnih podrocij. Skozi raziskovanje biolosko aktivnih
ucinkovin je bilo leta 1960 dognano, da naravni viri vsebujejo delce, ki spominjajo na celicne

vezikle, prisotne v bioloskih sistemih.

Ker navadna smreka (Picea abies) predstavlja bogat vir biolosko aktivnih ucinkovin in celiénih
delcev, jo pricujoce raziskovalno delo obravnava kot model. Ob pomoci mehanske obdelave iglic
je bil v razlicnih medijih (deionizirana voda, fizioloska raztopina: 0,9 % in 9,0 % raztopina
natrijevega klorida) pripravljen smuti. Iz slednjega so bili nato pripravljeni homogenati, ki

predstavljajo vir morfolosko zanimivih celi¢nih delcev.

Rezultati eksperimentalnega dela kazejo, da je vsebnost soli, skupaj z mehansko silo in s
temperaturo, kljucno pripomogla k homogenizaciji rastlinskega tkiva in donosu nastalih delcev.
Razvidno je, da koncentracija soli klju¢no vpliva na nastanek in morfologijo nastalih celi¢cnih
struktur. V primerjavi s slanim medijem izkazuje deionizirana voda nastanek skupkov in
aglomeratov delcev, ki jih lahko z uporabo termicne energije preko mikrovalov ustrezno

razgradimo na manjse enote.

V vseh uporabljenih medijih je bil evidentiran tudi nastanek delcev z dvojno membrano. Prav
tako smo delce z dvojno membrano opazili v teden dni »staranem« vzorcu, pripravljenem v
deionizirani vodi. V homogenatih iglic smo uspeli evidentirati delce z minimalno energijo
membrane, ki po obliki spominjajo na delce krvnih celic. Vidnih je bilo ve¢ stomatocitnih in

diskocitnih oblik.

Klju¢ne besede: Navadna smreka, Picea abies, fizioloska raztopina, homogenizacija, homogenat,
celi¢ni delci, vezikel, rastlinska in zivalska celica
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ABSTRACT

Through the interdisciplinary integration of different disciplines, the use of active substances of
natural origin has developed in the field of natural sciences in 1960, while researching biological
agents, it was discovered that natural sources contain particles similar to cell vesicles present in

biological systems.

Since European spruce (Picea abies) is a rich source of biologically active substances and cellular
particles, it is considered as a model in the present research work. The needles were mechanically
processed and prepared for smear in different media (deionized water, saline: 0.9% and 9.0%
sodium chloride solution). Homogenates were then prepared from these, providing a source of

cell particles of morphological interest.

The results of the experimental work show that the salt content, together with the mechanical
force and temperature, contributes decisively to the homogenization of the plant tissue and the
yield of the resulting particles. It is obvious that the salt concentration has a decisive influence on
the formation and morphology of the resulting cell structures. Compared to a saline medium,
deionized water forms aggregates and agglomerates of particles that can be well broken down

into smaller units using thermal energy via microwaves.

The formation of particles with a double membrane was also observed in all media used.
Particles with double membrane were also observed in a one-week »aged« sample prepared in
deionized water. In the homogenates of the needles, we detected particles with minimal
membrane energy, similar in shape to particles of blood cells. Several stomatocidal and discozytic

forms were observed.

Keywords: European spruce, Picea abies, physiological solution, homogenization, homogenate,
cellular particles, vesicles, plant and animal cell
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1UVOD

V danasnjem casu vse pogosteje posegamo po pijacah z vec sestavinami, imenovanih smutiji oz.
zmésancki (angl. smoothies). Slednji posameznikom pomagajo vkljucevati ve¢ sadja in zelenjave v
svojo prehrano. Razlicne Studije tako pricajo o velikem razcvetu priprave in uzivanja tovrstnih
pija¢ McCartney idr., 2018). Metoda priprave tovrstnih napitkov je uporabna tudi pri pripravi
vzorcev rastlinskega izvora na podrocju raziskovalnega dela, pri pripravi medicinsko zanimivih
delcev, imenovanih celi¢ni vezikli, iz navadne smreke (Picea abies) (Jeran idr., 2023). Celicni
vezikel predstavlja samostojno strukturo, sestavljeno pretezno iz tekocine (ali plina), obdano in
zaprto z zunanjo membrano, imenovano lipidni dvosloj. Lipidni dvosloj je tako sestavljen iz
hidrofilnih glav in hidrofobnih repov, ki se zdruzujejo. Ceprav so celicni vezikli podobni
vakuolam, imajo tudi svoje edinstvene funkcije in sposobnosti. Lahko se zlijejo z membranami
drugih celic ter opravljajo dolocene funkcije, kot na primer razgradnje drugih celic. Pomembno
vlogo nosijo tudi pri shranjevanju in transportu snovi, kot so beljakovine, encimi, hormoni in
nevrotransmiterji. So majhni delci, zelo pomembni pri usmerjanju razlicnih bioloskih sistemov in

procesov (Lewsley, 2020; Cater, 2021).

Ker je raziskovanje celicnih delcev rastlinskega vira pomembno za napredke v medicini in
biologiji rastlinskih vrst, smo pricujoce raziskovalno delo posvetili prav njim. Konkretno nas
zanima, kaksni delci se tvorijo ob razli¢nih nacinih obdelave vzorcev. Raziskovalnega dela smo se
lotili s pripravo smutija. Iglice navadne smreke smo izpostavili raztopinam razlicnih slanosti in jih
homogenizirali v teko¢ smuti. Slednjega smo filtrirali in v tekocini, imenovani homogenat,
opazovali morfologijo formiranih delcev. V drugem delu smo vzorec do vrelisca tekocega medija
izpostavili mikrovalovom in v bistrem filtratu ponovno opazovali nastanek delcev. Pridobljene
rezultate in ugotovitve smo strnili v zakljucke, s katerimi smo pokazali »ocarljivoste, ki se skriva v

tovrstnih napitkih.

1.1 METODOLOGIJA RAZISKOVALNEGA DELA

Priprava homogenatov iglic navadne smreke je bila opravljena v Solskem laboratoriju. Prav tako
so bile osnovne faze mikroskopiranja izvedene na Solskih opticnih mikroskopih. Zaradi
poglobljenih morfoloskih analiz smo osnovne protokole priprave vzorcev nadgradili in
izpopolnili s sterilnostjo ter opravili konkretno analizo se v sodelovanju z Odsekon za anorgansko
kemijo in tehnologijo in Odsekom za fiziko trdne snovi Instituta »Jozef Stefan« Ljubljana. Delo na
institutu je nadzorovalo strokovno usposobljeno osebje v sodelovanju z mentorji. Pred izvedbo

mikroskopiranja smo bili seznanjeni z delovnim sistemom in aparaturami (primer: mikroskopi,
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mikropipete). Pred vstopom v laboratorij smo nadeli zascitna sredstva, dekontaminirali obuvala
in nanje nadeli sterilne vrecke oz. obujke. Skozi celotno raziskovalno delo smo uporabljali

osebna zascitna sredstva (ocala, halja, maska in rokavice) in sledili varnostnim opozorilom.
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2 TEORETICNI DEL

2.1 NAVADNA SMREKA (PICEA ABIES)

Navadna smreka (lat. Picea abies) (Slika 1) je do 50 metrov visok zimzeleni iglavec. Uvrs¢éamo jo v
druzino borovk (lat. Pinaceae), ki ima v nasih krajih $tiri samonikle rodove: smreko, jelko, bor in
macesen (Brus, 2004). Navadna smreka je ena izmed najbolj razdirjenih in gospodarsko
pomembnih drevesnih vrst pri nas. Domovina smreke so evropska gorstva srednjih in severnih
predelov (Jeran, 2020). V Srednji Evropi je najbolj razsirjeno gozdno drevo, ki ga sadijo tudi
zunaj njegovega naravnega obmocja razsirjenosti. Gozdovi navadnih smrek se raztezajo od juzne
Skandinavije ter vse do juznih predelov Alp, na Balkanu in v Karpatih, kjer uspevajo na

nadmorski visini od 600 do 2.000 metrov (Jeran, 2020).

Slika 1: Navadna smreka, ki je bila vkljucena v raziskovalno delo.

Navadna smreka dobro uspeva na soncu in v polsenci, potrebuje visoko zra¢no vlaznost in ima
rada vlazna pesceno-kamnita, s hranili revna tla. Smreka je znacilna vrsta hladnih rastis¢, odporna
je na mraz in nizke zimske temperature. Zaradi temperaturnega intervala ji nizinske lege ne
ustrezajo, prav tako ji ne ustrezajo susna in vroc¢inska obmocja. V distih nizinskih sestojih ji
moker sneg in zled pogosto lomita vrhove. Zaradi slabe zakoreninjenosti so predvsem cisti
smrekovi sestoji zelo obcutljivi na mocan veter, ki pogosto povzroca vetrolom. Ker smreka raste
na mnogih zanjo neprimernih rastiscih, jo napadajo Stevilni skodljivci in bolezni. Najvecje tezave
povzrocajo podlubniki in rdeca trohnoba. Ker je obcutljiva na onesnazen zrak, se je izkazala kot

model za monitoring onesnazenja (Mayer in Schwegler, 2005).

V Sloveniji je evidentiranih zelo malo naravnih rastis¢ smreke. Navadna smreka, ki po Sloveniji

sicer raste od nizine do visokogorske gozdne meje, je samonikla le v Alpah in visokem Krasu.
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Drugod jo je nasadil clovek. Z izjemo suhega obalnega dela in mocvirnatih delov Panonske
nizine danes porasca skoraj vso Slovenijo. Po najnovejsih podatkih Zavoda za gozdove smreka
danes predstavlja 30 % drevesne sestave gozdov v Sloveniji. Ta odstotek je v zadnjih letih zelo

upadel in je najnizji v zadnjih 10 letih, kar nakazuje nadaljevanje trenda zmanjSevanja deleza

iglavcev in narascanja deleza listavecev (Zavod za gozdove Slovenije, 2022).

Smreka je vitko iglasto drevo s stozcasto krosnjo. Deblo mladega drevesa je rdeckasto rjavo, z
razdrapano skorjo in s tankimi luskami, v kasnejsih fazah je sivkasto rjavo in mocno razpokano
ter hrapavo. Obseg debla lahko doseze tudi od 4 do 6 metrov. Njene veje izrascajo v vretencih,
spodnje so obrnjene navzdol, vendar na koncu ponovno uslocene navzgor. Zgornje veje so

obrnjene navzgor in se s starostjo lahko povesijo (Beiser, 2019).

Vsebuje brste, dolge do 6 mm (Beiser, 2019), in na koncu osiljene iglice, ki v dolzino merijo od 1
do 3 cm (Slika 2). Na opisan nacin tako smreko enostavno locimo od jelke. Smrekove iglice so v
precnem prerezu $tirirobe in koni¢asto osiljene. Lahko so ravne ali uslocene, temno zelene barve
in imajo bele vzdolzne proge. Iglice so pritrjene v Sirokih nastavkih in krtacasto razporejene okoli
veje. Na veji ostanejo od 5 do 7 let, v nekaterih primerih tudi do 9 let (Jeran, 2020; Sedusak
Kljaki¢ in Remskar, 2020).

Slika 2: Iglice navadne smreke.

Plodovi smreke so storzi (Slika 3), ki dozorijo jeseni in ostanejo zaprti. Storzi so rjavi, valjasti in
dolgi priblizno od 10 do 16 cm. Najprej so zelene ali rdeckaste barve, kasneje se razvijejo v svetlo
rjavo barvo. Visijo navzdol in imajo krilata semena. Luske na storzih so toge in trde, na robu
potegnjene v bolj ali manj izraziti jezicek. Storzi se pri¢nejo odpirati februarja. Iz njih nato
izpadajo semena s krilci, ki jih veter ponese v okolico in nato preko poletja odpadejo (Beiser,

2019).



Motfoloske lastnosti celiénih delcev vodnih homogenatov iglic navadne smreke (Picea abies) Raziskovalno delo

Slika 3: Plod smreke, storz (Cerne, 2016).

Navadna smreka je enodomna in vetrocvetna rastlina, ki cveti od aprila do junija. V doloc¢enih
letih je njeno cvetenje intenzivnejSe. Zenski cvetovi so storzasta, pokonéna socvetja in
karminasto rdece barve. Dolga so do 2 cm in rastejo na koncu poganjkov v zgornji tretjini
krosnje. Iz njih se razvijejo navzdol vise¢i, od 10 do 18 cm dolgi storzi, ki se med zorenjem
povesijo. Moski cvetovi so valjasti in sprva rdeckasti, kasneje zaradi peloda obarvani rumenkasto
in oddajo velike koli¢ine cvetnega prahu. V dolzino merijo do 2 cm in cvetijo v srednjem in
zgornjem delu krosnje, na lanskih poganjkih (Beiser, 2019; Jeran, 2020; Sedusak Kljaki¢ in
Remskar, 2020).

Navadna smreka je zelo priljubljeno drevo, zato jo pogosto sadijo. Njena razsirjenost se vztrajno
povecuje, posledicno je njeno vrsto tako tezje natancno doloditi. Zaradi svoje hitre rasti in
prilagodljivosti je s komercialnega vidika zelo zanimiva za gozdarje. V preteklosti so jo mnozi¢no
sadili predvsem zaradi njenega lesa. Smrekovina je mehak, prozen in elasticen les z gostoto od
350 do 680 kg/m?. V Sloveniji je smrekovina dale¢ najpogostejsi les, ki ga s pridom uporabljajo v

gradbenistvu, pohistveni in papirni industriji ter pri izdelavi glasbil (Jeran idr., 20214).

Smreka je bogata z eteri¢nimi olji, vsebuje tudi smolo in vitamin C. Iz iglic pridobivamo etericna
olja, ki so primerna za samostojno uporabo ali uporabo v kremah. Prav tako se v mazilih
uporablja smrekova smola. Iz ljudske tradicije so uporabni tudi vrsicki (Slika 4), ki pomitjajo
kaselj, povecujejo prekrvavitev sluznic in blazijo vnetja grla. Se posebej so prirocni za uporabo

pozimi za lajSanje bolezenskih stanj (Kavsek, 2018; Jeran idr., 20214).
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Slika 4: Smrekovi vrsicki (Aktivni.si, 2020).

2.2 BIOLOSKO AKTIVNE ORGANSKE MOLEKULE V NAVADNI
SMREKI

Najpogostejsa elementa, ki sestavljata organske snovi, sta ogljik in vodik. Organske spojine lahko
vsebujejo poleg ogljika in vodika $e kisik, dusik, zveplo in halogene elemente. Organske molekule
so lahko ravne, razvejane ali obrocaste (ciklicne). Lahko so zgrajene na verigah ogljikovih atomov
razlicnih dolzin; vecina jih je obicajno zelo dolgih, kar omogoca ogromno Stevilo in raznolikost

spojin (Jamsek idr., 2014; Stusek, 2007).

Biolosko aktivna ucinkovina je snov, ki kaze ucinke na ziv organizem. Obicajno nas zanimajo
snovi, katerih ucinki so za cloveka blagodejni. Na tem mestu gre lahko za neposredno pozitivno
delovanje oz. posredno, ko snov negativno deluje na nek drug, za cloveka skodljiv organizem.
Ucinek snovi je odvisen od uporabljene kolicine (doze). Da bi pri rokovanju zagotovili varno in
ucinkovito uporabo, moramo pri ucinkovinah temeljito poznati njihov nacin vstopanja v telo,
razporejanja in presnove v telesu ter nazadnje njihove razgradnje in izloc¢anja GADME, angl.
absorption, distribution, metabolism and excretion; kar v prevodu imenujemo: absorpcija,

porazdelitev, presnova in izlo¢anje) (Jeran idr., 20214 Catet, 2022).

Smreka predstavlja izjemno bogat naravni vir biolosko aktivnih organskih molekul, ki se v
doloc¢enih obdobjih nahajajo v razli¢nih delih rastline (Bukhanko idr., 2020). Omenimo nekatere

izmed znanih biolosko aktivnih snovi navadne smreke (Jeran idr., 20214; Cater, 2022) (Slika 5):

- p-hidroksibenzojska kislina in njeni glukozidi,

- piceol in njegov glukozid picein, ki se v farmacevtski industriji uporabljata za proizvodnjo
zdravilnih ucéinkovin,

- piceatanol in astringin, ki je stilbenoid 3-3-D-glukozid piceatanola,

- feruli¢na kislina, znana kot osnova za proizvodnjo nekaterih aromatskih spojin,

- izorhapontin,

- stilbenoid, ki je predvsem prisoten v koreninah navadnih smrek,

- katehin oz. t.i. naravni antioksidant in sekundarni rastlinski metabolit ter
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- vitamin C, ki velja za enega najpomembnejsih antioksidantov v zunajceli¢ni tekocini in je
prisoten v smrekovih vrsickih.

: ferulicna kislina
[
HO
OH
p-hidroksibenzojska kislina l Y
A
i (o] ZOH
(\3 I NOH  katehin
1 OH
I
HO
piceol HO H
: 20 0
(o] \—{
9 I : F o HO OH
l 7 CHy d L - vitamin C
La§ ‘ o
é’HO picein
OH | OH
OH OH [ :
o (i Y piceatanol
HO— O~ : OH
=N = i Y OH
Ho o |
astringin

Slika 5: Biologko aktivne spojine v navadni smreki (Jeran idr., 2021a; Cater, 2022).

Smrekova skorja je znana kot bogat vir fenolnih izvleckov, terpenov, smolnih kislin, flavonoidov,
lignina in holoceluloze (Bukhanko idr., 2020). Ker lubje lesnih vaskularnih rastlin pogosto velja
za gozdni odpadek, v sebi skriva pomemben vir bioaktivnih ucinkovin, celo tistih z velikim
potencialom za krozno gospodarstvo. Predlagano je bilo kot potencialna surovina za proizvodnjo
etanola iz lignoceluloze, sicer pa predstavlja bogat vir B-sitosterola in metil dehidroabietata, ki
delujeta protibakterijsko in imata antioksidativne lastnosti (Jeran idr., 2022; Bukhanko idr, 2020).
Iglice vsebujejo mascobne kisline, fenolne spojine, voske in ogljikove hidrate. Predstavljajo tudi
vir dolgoveriznih alkoholov, kot na primer superhidrofoben nonakozan-10-ol (Jeran idr., 2022).
Na vejah so prisotne tudi manjse vejice, ki vsebujejo smolne kisline in lignane. Ker je vsebnost
lignanov v vejah veliko manjsa kot v vejicah, imajo slednje potencial za uporabo pri proizvodnji
povisinsko aktivnih snovi, barv in lepil, izdelkov za osebno nego in kozmetike. Med omenjenimi

veljajo tudi kot potencialna surovina za proizvodnjo antioksidantov (Jeran idr., 2022).

V vseh rastlinah so prisotne tudi fenolne spojine. Predstavljajo druzino organskih molekul, ki
vsebujejo aromatski obroc¢ in vsaj eno, neposredno na aromatski vezano, hidroksilno skupino. V
naravi obicajno srecamo spojine z ve¢ »—OH« skupinami, zato se je zanje uveljavilo tudi ime
polifenoli. Polifenoli predstavljajo heterogeno skupino organskih spojin, ki v rastlinah opravljajo
funkcijo barvil, koencimov in protimikrobnih sredstev. Predstavljajo tudi tip ucinkovin, ki se v

rastlinah pojavijo kot odgovor na infekcije, kar imenujemo fitoaleksini. Polifenoli dajejo rastlinam



Motfoloske lastnosti celiénih delcev vodnih homogenatov iglic navadne smreke (Picea abies) Raziskovalno delo

karakteristicni okus, prehransko vrednost ter farmakoloske in toksi¢ne ucinke. Redko se v
rastlinah pojavijo v prosti obliki, pogosto so vezani na sladkorje, aminoskupine, lipide in

terpenoide in podobno (Kure, 2006; Cater, 2022).

2.3 CELICA IN CELICNA MEMBRANA

Celica je osnovna strukturna in funkcionalna enota vseh organizmov. Loc¢imo enocelicne in
veccelicne organizme. Ker se celice razlikujejo po obliki in velikosti, imajo tudi nekatere skupne

znacilnosti (Godec idr., 2015; Stusek in Vilhar, 2010).

Glavna gradbena tipa celic sta prokariontska celica (bakterijska celica) in evkariontska celica
(glivna, rastlinska in zivalska celica) (Slika 6). Prokariontska celica je evolucijsko izvornejsa in
nima celicnega jedrnega ovoja, zato je dedni material prisoten v citoplazmi. V evkariontskih
celicah je dedna snov shranjena v celichem jedru. Organele, ki so z membrano obdani razdelki,
imajo evkariontske celice, prokariontske le-teh ne vsebujejo. Organeli, skupni vsem
evkariontskim celicam, so mitohondriji, endoplazemski retikulum, Golgijev aparat, lizosomi,

ribosomi in jedro (Stusek in Vilhar, 2010).

BAKTERIJSKA CELICA GLIVNA CELICA ZIVALSKA CELICA RASTLINSKA CELICA
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Slika 6: Vrste celic (Godec idr., 2015).

Rastlinske celice so v primerjavi z zivalskimi nekoliko vecje. Povprecna velikost rastlinskih celic
je 50—100 um in povprecna velikost zivalskih celic 5—30 um (Godec idr., 2015). V celici potekajo
razli¢ni zivljenjski procesi, izmenjava snovi med celico in okoljem preko celicne membrane.
Poteka tudi sinteza organskih snovi, ki jih za svoje delovanje potrebuje organizem, in pretvorba

energije, pomembna za potek Zivljenjskih procesov (Stusek in Vilhar, 2010).

Tako rastlinske kot zivalske celice imajo celicno membrano in so evkariontske, zato vsebujejo z
membrano obdane organele (jedro in mitohondriji) (Slika 7). Rastlinske celice za proces
fotosinteze vsebujejo Se kloroplaste. Ko je sladkor izdelan, ga mitohondriji razgradijo in celici

ustvarijo energijo. Rastlinska celica vsebuje zgolj eno samo veliko vakuolo, namenjeno



Mortfoloske lastnosti celicnih delcev vodnih homogenatov iglic navadne smreke (Picea abies) Raziskovalno delo

shranjevanju snovi, edinstvenost pravokotne oblike pa ji zagotavlja celicna stena. Celice lahko

vsebujejo tudi razlicne plastide, kot so amiloplasti, $krobna zrna in kromoplasti (Stusek, 2007).

mitohondriji

celi¢na membrana

citosol

jedro

vakuola

kloroplast

celiéna stena

Slika 7: Rastlinska in Zivalska celica (Godec idr., 2015).

Za zagotavljanje dobrega raziskovanja morfoloskih lastnosti celicnih delcev vodnih homogenatov

iglic navadne smreke moramo dobro poznati zgradbo rastlinske celice, Se posebej celicne

membrane.

Celicna ali plazemska membrana obdaja vsako zivo celico, ji daje obliko in jo locuje od zunanjega
okolja (Slika 8). Celicna membrana je izbirno in selektivho prepustna, prepusca zgolj pline,

manjse molekule in ione. Glede na 50 um, kolikor je dolZina celice, znasa debelina celicne

membrane 0,002 um (Godec idr., 2015).
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Slika 8: Celi¢na membrana (Britannica, 20224).
Celi¢cna membrana je sestavljena iz dveh glavnih sestavnih delov, iz beljakovin in lipidov. Lipidni

dvosloj je trdno uveljavljen kot univerzalna osnova za strukturo celicne membrane. Ceprav so za

razkrivanje njegovih podrobnosti potrebne posebne tehnike, ga lahko opazimo tudi pod
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elektronskim mikroskopom. Dvoslojno strukturo je mogoce pripisati posebnim lastnostim
lipidnih molekul, zaradi katerih se le-te spontano sestavljajo v dvosloje. Lipidni dvosloj
najpogosteje tvorijo fosfolipidi, ki imajo polarno glavo in dva hidrofobna repa. Njihova
hidrofilna podrocja glave se spontano razporedijo tako, da so v stiku z vodnim citosolom in
zunajcelicno tekoc¢ino, medtem ko sta njuni hidrofobni repni obmo¢ji obrnjeni stran od citosola
in zunajceli¢ne tekocine. Repi so obicajno mascobne kisline, ki se razlikujejo po dolzini. En rep
ima obicajno enojno ali dvojno vez, v drugem slednje ni. Kot prikazuje Slika 9, vsaka dvojna vez

v repu ustvari majhen pregib (Alberts idr., 2002).
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Slika 9: Molekula fosfolipida fosfatidilholina, predstavljena (A) shemati¢no, (B) z racionalnim zapisom formule, (C)
s prostorskim modelom in (D) na simbolni ravni (Alberts idr., 2002).

Strukturo in funkcijo membrane lahko prikazemo z modelom, imenovanim model »tekocega
mozaika« (Slika 10). Hipotezo tekocega mozaika sta v zgodnjih sedemdesetih letih zasnovala
Singer in Nicolson (Licar, 1992). Po slednjem modelu so membrane sestavljene iz lipidov,
beljakovin in ogljikovih hidratov. V fosfolipidni dvosloj so v obliki mozaika vgrajeni tudi
proteini. Povrsinski ali periferni proteini so pritrjeni le na hidrofilne glave fosfolipidov in se lahko
gibljejo v spreminjajocih se fizikalno-kemijskih razmerah mikrookolja. Integralni proteini so
neposredno vezani z membranskimi lipidi. V membranah so prisotni tudi proteini nosilci (azgl.
carriers), ki omogocajo transport nekaterih snovi skozi membrano. Lipidni dvosloj je sestavljen iz
dveh zunanjih hidrofilnih stranic in hidrofobne notranjosti in je tako slabo prepusten za v vodi
topne snovi in ione. Zaradi slednjega membranski proteini skozi celicho membrano prenasajo

polarne molekule in ione (Lombard, 2014; Licar, 1992).
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Slika 10: Model tekocega mozaika (Zorko, ni leta).

V splosnem membrane izlocajo polisaharidne tvorbe, kot je na primer kutikula. Iz
oligosaharidnih stranskih verig glikolipidov in glikoproteinov izlocajo tudi glikokaliks. Ta
predstavlja osrednjega nosilca receptorskih molekul za specificno spoznavanje med celicami

(Licar, 1992).

Fosfolipidni dvosloj kroji strukturo vseh bioloskih membran in predstavlja podlago za nastanek
prvih zametkov membrane v evoluciji celice. Organele, kot so jedro, mitohondriji in kloroplasti,
obdajajo dvojne membrane, med katerimi je tanek medmembranski prostor. Vakuole sestavlja

zgolj enojna membrana (Mildner, ni leta; Klenovsek, 2021; Stusek, 2007).

2.4 HOMOGENATI IGLIC NAVADNE SMREKE IN CELICNI DELCI

Homogenizacija je postopek, s katerim vzorec razdelimo na enake dele, tako da odstranitev
enega ne porusi celotne molekularne sestave preostalega vzorca. Omenjeni $e vedno natancno
izraza molekularno sestavo preostalega vzorca. Homogenizacija se vc¢asih uporablja tudi za
temeljito mesanje snovi, ki se obicajno ne mesajo. V takih primerih nastanejo emulzije (Shechter,

2019).

Bioloski sistemi (organi, tkiva, celice, organeli) so od okolja oz. mikrookolja omejeni z razlicnimi
strukturami, kot so celicne stene in membrane. Za sprostitev njihove vsebine moramo le-te
zdrobiti. Proces, s katerim dosezemo omenjeno, imenujemo homogenizacija. Katera koli metoda,
ki se sicer uporablja za doseganje enotne mesanice dveh medsebojno netopnih tekocin, je lahko

uporabna kot homogenizacija (Turk idr., 1997).

Homogenizacija izhaja iz grske besede homogenes, kjer homos pomeni enak in genos vrsta. Produkt
homogenizacije imenujemo homogenat. Idealni homogenat bioloskega izvora tako sestavljajo

zdrobljena celi¢na stena in membrana, citoplazma in neposkodovani celi¢ni organeli. Obicajno
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homogenizacijo vr§imo z razlicnimi fizikalnimi tehnikami, kamor uvr§¢amo tudi uporabo
mehanskega homogenizatorja. Najpreprostejsi primer je uporaba terilnice, ki se v vecji meri
uporablja za homogenizacijo odpornejsih materialov rastlinskega izvora. Po potrebi se lahko
ucinkovitost postopka povecuje z uporabo abrazivnih sredstev, kot so kremencev pesek ali
steklene kroglice. Drug nacin homogenizacije rastlinskega ali bakterijskega materiala zajema
delovanje s spremembami pritiskov ob dodanem abrazivhem sredstvu. Abraziv tako lahko
predstavljajo kristali ledu, ki nastanejo, ¢e material zamrznemo. Za homogenizacijo mehkih
zivalskih tkiv so v rabi mesalci z razlicno velikimi nastavki — nozi. Poleg fizikalnih nacinov
homogenizacije lahko dolocene celi¢ne stene in membrane razgradimo tudi kemijsko, predvsem
z uporabo avtolize in razlicnih encimov. Da bi bila ponovljivost homogenizacije ¢im vecja,
moramo kontrolirati ¢im vec dejavnikov. Mednje uvrs¢amo temperaturo, razmerje med kolicino
medija in tezo materiala, casom in hitrostjo procesa, vrednost pH in ionsko jakost in podobno.
Ko z enim od omenjenih procesov nastane homogenat ali tkivna kasa, sledijo koraki k izolaciji
iskane snovi. Z izolacijo se namre¢ znebimo vedjih delcev, kar lahko izvedemo s pomocjo
filtriranja ali celo centrifugiranja na razlicnih teznostnih pospeskih (Vedantu, 2023; Turk idr.,
1997).

Celice razli¢ne vrste delcev izloc¢ajo v zunajcelicni prostor. Pri tem nastanejo delci celic razli¢nih
dimenzij in lastnosti. Med slednje uvrs¢amo tudi delce, obdane z membranami, imenovane
celi¢ni vezikli, njihova velikost pa sega do 30 nm. Ugotovljeno je bilo, da vezikli sodelujejo pri t.i.
horizontalnem prenosu tovora, predvsem nukleinskih kislin in drugih molekul, kot so ogljikovi
hidrati, lipidi in sekundarni metaboliti. Zaradi teh pomembnih lastnosti se celicni vezikli
obravnavajo kot posredniki komunikacije med celicami in nosijo pomembne funkcije pri
razli¢nih fizioloskih in patofizioloskih procesih, med katere uvr§¢amo prenose signalov, celi¢ni
cikel, imunski odziv, nevroloske bolezni, vnetja in tumorigenezo. Zaradi pomembne vloge v
medceli¢ni komunikaciji so izjemnega pomena pri uravnavanju zdravja in bolezni (Jeran idr.,

20215).

Raziskave priprave celicnih veziklov naravnega izvora segajo v leto 1960 (Jeran idr., 20214). Tudi
v Sloveniji so se zaradi razlicnih potreb pricele razvijati visoko donosne metode izolacije veziklov
in celi¢cnih delcev. Metode temeljijo na uporabi enostavnih in robustnih tehnik in predvsem na
komercialno dostopnih in obnovljivih naravnih materialih. Celicne delce preucujejo predvsem v
vzorcih rastlinskega izvora, saj so se nekateri izmed njih izkazali za »zelene« in komercialno
dostopne naravne materiale (Jeran idr., 20215; Jeran idr, 2023). Jeran je s sodelavci (2023)

ugotovil, da so v homogenatih iglic navadne smreke prisotni veziklom podobni delci, ki nastajajo
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Motfoloske lastnosti celiénih delcev vodnih homogenatov iglic navadne smreke (Picea abies) Raziskovalno delo

z obdelavo vzorca v centrifugi. Pri tem sta bila koncentracija in izplen nastalih delcev odvisna od

centripetalnega pospeska rotorja centrifuge.

Zaradi motivacije in razvoja podrocja celi¢nih delcev smo svoje zanimanje v raziskovalnem delu
usmerili k pripravi homogenatov iglic navadne smreke in njihovi morfoloski analizi pod

mikroskopom.

2.5 SVETLOBNA MIKROSKOPIJA

Od vseh instrumentov, ki se uporabljajo pri studiju bioloskih vzorcev, je bil prav mikroskop tisti,
ki je najve¢ prispeval k poglobitvi znanja na tem podrocju. Vid predstavlja najdragocenejsi
cloveski cut, zato bi clovek pricakoval, da bi bila lajSanje Sibkega vida in razSiritev moci
normalnega vida prednostna naloga znanstvenih prizadevanj. Vendar je trajalo vsaj 1.300 let od

odkritja opticne povecave do prve prakti¢ne uporabe pojava izuma ocal (Bardell, 2004).

Mikroskopija je veda, ki uporablja mikroskope za proucevanje objektov (vzorcev), ki so
premajhni, da bi jih lahko opazovali s prostim ocesom. Zaradi omenjenega pogosto z besedo
»mikroskopsko« opisemo predmete oziroma organizme, ki so tako majhni, da jih ne vidimo s
prostim ocesom. Beseda mikroskop izvira iz grskega jezika, in sicer besede mikrds, kar pomeni
majhno, in skgpein, kar pomeni gledati ali videti. Prvi izumljen in najpogosteje uporabljen je
opti¢ni mikroskop. V splosni rabi je, poleg opti¢nega, tudi svetlobni mikroskop. Da pridobimo
kakovostno sliko vzorca, mikroskope delimo glede na vire, ki jih uporabljajo. Mednje uvr§¢amo:
svetlobo oz. fotone (opticna mikroskopija) in elektrone (elektronska mikroskopija). Loc¢imo jih
tudi po nacinu pregleda vzorca. Ce analiziramo celoten vzorec, govorimo o opti¢ni in
transmisijski elektronski mikroskopiji. V primeru, ko analiziramo zgolj doloc¢eno obmodje,
uporabljamo konfokalno in vrsticno elektronsko mikroskopijo. Kljub temu da so mikroskopi
danes Ze dobro poznani, se $e vedno izpopolnjujejo in razvijajo za razlicne veje aplikativne

znanosti (Kramar, 2015).

Svetlobna mikroskopija predstavlja klju¢no orodje v sodobni celicni biologiji. Odraza jo ve¢
lastnosti, zaradi katerih je idealna za opazovanje biologije v Zivih celicah. Njena locljivost se
dobro ujema z velikostjo podceli¢nih struktur in razmeroma nemoteca narava svetlobe pomeni,
da lahko zive celice opazujemo dlje in sledimo njihovi dinamiki (Thorn, 2017). Sestavne dele
klasicnega svetlobnega mikroskopa (Slika 11 (c)) delimo na opti¢ne dele, odgovorne za nastanek
slike, in mehanske dele, v katere so vpeti optic¢ni deli in ki omogocajo delo z mikroskopom. Med

opticne dele uvrscamo okular, objektiv, kondenzor, kolektor in Zarnico, med mehanske dele pa
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glavo, stativ, revolver, objektno mizico, vijak za pomik po objektni mizici, vijak za nastavitev
visine kondenzorja ter makrometrski in mikrometrski vijak. Med osnovni lastnosti mikroskopa
uvrséamo povecavo in locljivost, ki zagotavljata kakovost slike opazovanega preparata. Smiselne
povecave sodobnih svetlobnih mikroskopov segajo od 10X do 1000X. Skupno povecavo
mikroskopa dobimo, ko pomnozimo povecavo okularja in objektiva. V splosnem nam slednja
pove, kolikokrat je slika, opazena pod mikroskopom, vecja od slike, ki jo vidimo s prostim
ocesom, ne prispeva pa k pridobivanju novih informacij. Karakteristika locljivosti je definirana
kot najmanjsa razdalja med dvema tockama na opazovanem objektu, pri kateri ju $e uspesno

lo¢imo kot dve tocki (Zupancic, 2015).

Invertni svetlobni mikroskop (Slika 11 (a) in (b)) se uporablja za opazovanje zivih celic, ki rastejo
v celicni kulturi v gojitveni posodi. Objektivi se nahajajo pod objektno mizico, na katero
postavimo gojitveno posodo s celicami, ki obi¢ajno rastejo po dnu posode. Visina posodice tako
ne ovira izostrovanja in ne omejuje delovnih razdalj objektiva. Vir svetlobe, kolektor in
kondenzor so nad objektno mizico. Lahko je prirejen tako, da je tudi fazno-kontrastni,

fluorescenéni ali konfokalni mikroskop (Zupancic, 2015).

Slika 11: (a) Invertni svetlobni mikroskop Nicon Ti2 (ZDA) in (b) opazovani preparat v prekatnih ploscah.
(c) Svetlobni mikroskop Brasser 1265157 (Nemcija).

2.6 CIL] RAZISKOVALNEGA DELA

Pospeseno raziskovanje navadne smreke (Picea abies) v dana$njem c¢asu motivira raziskovalce
razli¢nih naravoslovnih disciplin. Veliko raziskav se ukvatja z izolacijo in karakterizacijo biolosko

aktivnih in farmacevtsko zanimivih spojin, ki jih v razlicnih letnih casih vsebuje rastlina (Jeran
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idr., 20210). Zaradi pospesenega razvoja medicinske diagnostike in razvoja dostavnih sistemov,
kot so na primer liposomi, so raziskovalci zaceli iskati alternativne vire na podro¢ju naravnih
spojin. Ker so celi¢ni delci manjsih velikosti prisotni tudi v rastlinskih vzorcih in predstavljajo
alternativo bioloskim tekocinam, so v danasnjem casu raziskave usmerjene tudi v razvoj poceni
in ponovljivih metod izolacij in karakterizacije omenjenih delcev. Ker so lahko vir teh delcev tudi
rastline, tako predstavljajo t.i. »zeleni« in trajnostni material (Jeran idr., 20215). Zaradi navedenega
nas je tovrstni pristop k raziskovanju in uporabi naravnih materialov moc¢no pritegnil, posebe;j
zato, ker imajo tovrstni delci pomembno uporabno vrednost, kot ze omenjeno, na podrocju

tar¢ne dostave zdravilnih ucéinkovin.

Clilj raziskovalnega dela je zajemal pripravo homogenatov iglic navadne smreke v vodnih medijih,
kot so deionizirana voda, 0,9 % raztopina natrijevega klorida (fizioloska raztopina) in 9,0 %
raztopina natrijevega klorida (NaCl). Z mehansko deformacijo rastlinskega tkiva obdelani vzorci
bodo poleg razlicnim kolicinam soli izpostavljeni tudi dvema temperaturnima spremembama.
Primerjalno glede na sobno temperaturo in homogenizacijo pri temperaturi vreliSca, z uporabo

mikrovalov, bomo tako preucili nastanek formirajocih se delcev.

Po prouceni literaturi smo si zastavili hipotego, ki nas je kot rdeca nit vodila skozi celo raziskovalno delo.

2.7 HIPOTEZA

Ob pomoci razlicnih nacinov priprave vodnih homogenatov bo mogoce zaznati razliko v
nastanku celi¢nih delcev in njihovi morfologiji. Predvidevamo, da se bo najvec¢ le-teh formiralo
ob pomoci povisane temperature, z uporabo mikrovalov. V obravnavanih raztopinah razlicnih
slanosti (deionizirana voda, 0,9 in 9,0 % raztopina NaCl) predvidevamo nastanek vecjega Stevila

delcev v fizioloskih pogojih pri 0,9 % raztopini NaCl.

Glede na morfologijo nastalih delcev bomo lahko sklepali na lastnosti struktur delcev in jih na

mikroskopski ravni povezali s celicami v bioloskih sistemih.
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 UVOD K EKSPERIMENTU

Pred pricetkom laboratorijskega eksperimentalnega dela se moramo ustrezno zavarovati z
osebno zascitno opremo (zascitna halja, zasc¢itna ocala, zascitne rokavice). Prav tako moramo
poskrbeti, da je delovni prostor primerno pripravljen in ocis¢en. Pri delu z aparaturami moramo
ravnati v skladu z navodili za uporabo. Po koné¢anem delu si vedno umijemo roke in razkuzimo z

alkoholom.

V okviru eksperimentalnega dela smo uporabili steklene posode in aparature ter drobno

laboratorijsko opremo.

Fizioloska raztopina je 0,9 % raztopina natrijevega klorida (NaCl) v deionizirani vodi. V medicini
se uporablja za razlicne namene, kot so izpiranje ran med operativnimi posegi, izpiranje nosne
votline, priprava obkladkov in podobno. Pri dehidraciji in krvavitvah se uporablja za
nadomescanje izgubljene vode, natrijevih in kloridnih ionov. V domacem okolju se najpogosteje
uporablja za nezno izpiranje obcutljive nosne sluznice dojencka, da se mu odmasi nos in
dojencek lazje zadiha. Pri vsakodnevni higieni neznih predelov telesa je fizioloska raztopina

namenjena ¢is¢enju odi, predvsem zunanjosti vek (Monique, 2016).

3.2 REAGENTI IN RAZTOPINE

- 0,1 % raztopina natrijevega hipoklorita (NaClO), pripravljena iz Arekine (Sampionka,
Slovenija), ki vsebuje 6 % natrijev hipoklorit

- 0,9 1n 9,0 % raztopina natrijevega klorida (NaCl), pripravljena z raztapljanjem trdnega
reagenta (p. a., Sigma-Aldrich) v deionizirani vodi

- deionizirana voda (dH20), Sistem za pripravo ultra ciste deionizirane vode, Institut
»Jozef Stefan«, Ljubljana, Slovenija)

- iglice navadne smreke

3.3 DELOVNI PRIPOMOCKI IN ZASCITNA OPREMA

a)  Delovni pripomocki:

- mikrovalovna pecica Midea (MG7017NP-BM, Kitajska)

- pali¢ni mesalnik Bosch (MSM 66202, 600 W, Slovenija)

- svetlobni mikroskop Brasser 1265157 (Nemcija)

- invertni svetlobni mikroskop Nicon Ti2 (ZDA)

- 8-prekatna komora za nanos vzorcev za mikroskopijo (Zell, Nemcija)

- precizna tehtnica Kern 440-47 (Kern & Sohn, Nemcija)

- bel kvantitativni filtrirni papir z velikostjo por 4,0-12,0 um (MN 640M, Whatman No.
43, Macherey-Nagel, Nemcija), 30 kos
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- aluminijasta folija Alu-fix (Premium, Avstrija), 1 kos

- zlicka, 4 kos

- kvantitativni lij, 6 kos

- stojalo, 6 kos

- mufa in prizema, 6 kos

- steklena palcka, 9 kos

- objektna in krovna stekla (Iso Lab, Nemcija), 9 kos

- plasti¢na kapalka (1 mL), 6 kos

- casa (300 mL), 3 kos

- casa (250 mL), 6 kos

- c¢asa (500 mL), 3 kos

- c¢asa (1000 mL), 9 kos

- etlenmajerica (200 mL), 6 kos

- etlenmajerica (500 mL), 11 kos

- Stoparica, 1 kos

- samostojeca centrifugirka oz. falkonka (50 mlL), konusna iz polipropilena (Isolab,
Nemcija), 12 kos

- pladenj, 9 kos

- lepilni trak, 1 kos

b)  Zastitna oprema:
- zadcitne rokavice, 1 paket
- za$citna ocala, 2 kos
- za$citna maska, 2 kos
- zascitna halja, 2 kos
- zadcita za obutev (obujke), 2 kos

3.4 PRIPRAVA IGLIC IN HOMOGENATOV NAVADNE SMREKE

Iglice smo za potrebe raziskovalnega dela nabrali na smreki, ki se nahaja v ob¢ini Lasko. Na
aplikaciji Mapnall Google zemljevidi (www.mapnall.com) se smreka, ki je darovala vzorec, nahaja na

zemljepisni $irini 46° 9' 17' N in zemljepisni dolzini 15° 14'82" E (Slika 12).

Slika 12: Lokacija rastiS¢a smreke (Mapnall, 2012).
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Vzorce smo odvzemali v vec¢ fazah nabiranja v zimskem casu, od konca novembra do konca
januarja. Sveze nabrane iglice smo z namenom dekontaminacije dezinficirali z uporabo 0,1 %
raztopine natrijevega hipoklorita. Pred delom smo, z uporabo mikrovalov, sterilizirali tudi vso
uporabljeno steklovino, deionizirano vodo, 0,9 in 9,0 % raztopino NaCl ter ves drobni inventar.
Vse klju¢ne korake dela smo izvajali ob uporabi Bunsenovega gorilnika in s tem okoli vzorca

zagotovili asepti¢no okolje. Med delom smo veckrat tudi razkuzevali roke.

V 1000 mL ¢aso smo zatehtali 50,0 g iglic in jih prelili z 0,1 % raztopino natrijevega hipoklorita.
V raztopini smo jih pustili 30 minut in vsebino veckrat premesali (Slika 13 (a) in (b)). Po 30
minutah smo vsebino lo¢ili s filtracijo (Slika 13 (c) in (d)). Iglice smo nato v nadaljevanju, v 1000

mlL casi, 3 X sprali z deionizirano vodo (490 mL) in ponovno filtrirali.

Iz dezinficiranih iglic smo pripravili homogenate. Pripravo homogenatov smo izvedli v treh
razli¢nih medijih: deionizirani vodi ter 0,9 in 9,0 % raztopini NaCl. Za vsako izmed priprav smo
v 1000 mL ¢aso vstavili 50,0 g smrekovih iglic in jim prilili 200 mL homogenizacijskega medija. Z
Vsebino smo veckrat premesali in pri sobni temperaturi pustili stati 30 minut. Po pretecenem
casu smo mletje s palicnim mesalnikom nadaljevali $e 2 minuti. Polovi¢ni volumen nastale brozge
smo nato filtrirali skozi kvantitativni lij v sterilne 50 ml. falkonke. Pri sobnih pogojih je tako

nastal homogenat (Slika 13 (f)).

v

segrevali 4 minute, da je dosegla vrelis¢e. Po mikrovalovni obdelavi brozge smo vsebino ohladili
na sobno temperaturo (60 minut), dobro premesali in vsebino locili s filtracijo, ponovno skozi
kvantitativni lij v 50 mL falkonke (Slika 13 (g) in (h)). Pripravljene vzorce (Slika 13 (i)) smo do
mikroskopiranja zascitili z aluminijasto folijo. Mikroskopiranje smo izvedli znotraj 2 ur po
pripravi vzorcev, analizirali smo tudi pri sobni temperaturi »staran« vzorec, po 1 tednu od

priprave.

Iglice smo po pripravi homogenatov zavrgli na kompostnik.
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Slika 13: Prikaz faz priprave homogenatov iglic navadne smreke: (a) tehtanje iglic, (b) izpostavitev iglic natrijevem
hipokloritu, (c) filtriranje iglic, (d) tekocina po prvem filtriranju iglic, () homogenizacija iglic s palicnim mesalnikom,
(f) nastala brozga s peno, (g) brozga po toplotni obdelavi, (h) lo¢evanje brozge po homogenizaciji na tekoco fazo
(homogenat) in ostanek rastlinskega tkiva. (i) Pripravljeni vzorci homogenatov navadne smreke.
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4 REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 MOFOLOSKI PREGLED VZORCA IGLICE NAVADNE SMREKE

200 pm

Slika 14: Morfoloski pregled vzorcev. (a) Precni prerez trajnega preparata zdrave iglice navadnega bora in (b)
povecana notranjost trajnega preparata, kjer je mogoce zaznati ksilem (XY) in transfuzijsko tkivo (TR). (c)
Homogenat iglic navadne smreke v deionizirani vodi, mikroskopiran po 1 tednu od priprave in (d) homogenat iglic
v fizioloski raztopini, mikroskopiran 1 dan po pripravi. (e) Z mehansko silo trgana iglica navadne smreke, ki v
homogenat sprosti celicne delce. (f) Mikroskopski prikaz organizacije organelov v listicu listnatega jeternjaka
(Plagiochila sp.) in (g) makroskopski pogled listnatega jeternjaka kot rastline.
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V precnem prerezu trajnega preparata zdravega navadnega bora, ki ponazarja ti. lignificirano
tkivo, smo opazovali njegove manjse organele (Slika 14 (a)). Donaldson in Williams (2018) sta s
pomocjo barvil, ki sproscajo fluorescenco, loc¢ila med razlicnimi organeli znotraj same iglice.
Predvsem sta pokazala, da razlicna rastlinska tkiva fluorescirajo zaradi naravnih molekul, ki jih
imenujemo fluorofori in so prisotne v celicnih stenah in znotraj protoplasta ali lumna. Med
splosno znanimi molekulami iglavcev sta lignin in klorofil dobro znana fluorofora, druge
komponente, ki jih vsebuje vzorec, pa nekoliko manj. Povecan pogled preparata (Slika 15 (a) in
(b)) tako razkrije prisotnost ksilema (XY), endodermisa (ED), stomatov (ST), hipodermisa (HY)
in transfuzijskega tkiva (TR).

Snovi se prevajajo iz listov v korenine ter v nasprotni smeti po posebnih prevajalnih ali
transfuzijskih tkivih, ki so zdruzena v zile. Zile gradita dve vrsti tkiv, ksilem in floem. Ksilem
omogoca transport vode in mineralnih snovi in floem transport organskih snovi (Podobnik in
Devetak, 1997). Celicne stene endodermisa imajo olesenel in plutast trak, imenovan kasparski
trak okoli vseh sten celice. V polozaju endodermisa, znotraj okvirno 1 cm od konjic poganjkov
cvetocih rastlin, je prisoten $krobnat ovoj, kjer se nahaja plast celic s shranjenim skrobom
(Britannica, 20224). Stoma je katera koli mikroskopska odprtina ali pora povrhnjic listov in
mladih stebel. Glavna funkcija organela zajema izmenjavo plinov med zunanjim zrakom in
razvejanim sistemom med seboj povezanih zracnih kanalov znotraj lista. Obsega tudi nadzor
izgube vode iz rastline (Petruzzello, 2022). Hipodermis je iz ene ali vec plasti celic, kar omogoca
prepustnost svetlobe. Zmanjsuje izgubo vode s kutikulo ali z epidermalnimi laski, ki zadrzujejo

vlago in odbijajo svetlobo. S¢iti pred okuzbami, da je notranjost lista sterilna (Pickering, 1996).

Preparat homogenata v deionizirani vodi, ki je stal na sobni temperaturi 1 teden po pripravi, je
pokazal posebno organiziranost delcev (Slika 14 (c)). Posnetek kaze, da vzorec vsebuje
citoplazmo in skrobna zrnca. Taksna organiziranost v preparatu kaze na organizirano sestavo
ostankov delcev iglic, ki so ob trganju med pripravo homogenata zajeli najbolj energijsko ugodno
stanje. Najverjetneje so veciji razpadli delci zaobjeli manjse in jih vkljucili v vecjo celicno enoto.
Podobno organizacijo struktur smo zasledili ob pripravi homogenata z uporabo fizioloske
raztopine. Vzorec je 24 ur pred mikroskopiranjem stal na sobni temperaturi. Notranjost vzorca,
preucevana z barvno kamero (Slika 14 (d)), je razkrila podobno sestavo, ki je bila vidna na
preparatu Slike 14 (c). Temno zeleni predeli preparata kazejo na podrocja z vecjo vsebnostjo
klorofila. Ker je bil vsak izmed pripravljenih homogenatov po pripravi filtriran skozi filter papir
por 4-12 pum (Macherey-Nagel, Diiren, Nemcija), bo potrebno upostevati, da so v analiziranih

vzorcih prisotni, glede na velikost por filtra, delci manjsih velikosti. Z mesalnikom
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obdelane/deformirane iglice (Slika 14 (e)) so tako ob pomoci mehanske sile in tekoc¢ega medija
(deionizirana voda, fizioloska raztopina 0,9 % raztopina NaCl in 9,0 % raztopina NaCl) v
okolisko raztopino sprostile delce, ki vsebujejo membrano in so razlicnih oblik. Taks$ne delce
imenujemo celi¢ni delci in so manjsih velikosti. Obicajno so taksni delci lahko tudi posledica
nastanka veziklov oz. majhnih celi¢nih delcev, ki jih celica potrebuje za medcelicno komunikacijo
in posredovanje razli¢nih informacij z drugimi celicami (Jeran idr., 20215). Do trganja membrane
osnovnega delca lahko pride na razlicne nacine. V nasem primeru smo to izvedli s pomocjo
mehanske sile v mesalniku in ob pomoci efekta osmoze z raztopinami razlicnih slanosti.
Mehansko odprta iglica (Slika 14 (e)) je bila tako pripravljena, da v okolisko raztopino sprosti

celi¢ne delce.

Organizacija staranih delcev v homogenatih iglic navadne smreke (Sliki 14 (c) in (d)) nas v
nekaterih ozirih spominja na organizacijo organelov listnatega jeternjaka (Plagiochila sp.) (Sliki 14
@ in (g)). Jeternjak sicer tvori mrezo med seboj povezanih delcev, ki vsebujejo celicne stene,
kloroplaste in oljna telesca. Del taksne mreze smo opazili pri prej omenjenih vzorcih, a se od
jeternjaka vseeno razlikuje. V primeru homogenata smrekovih iglic so se delci orientirali glede na
pogoje priprave vzorca in najverjetneje tudi zaradi njenega staranja. Preparat homogenata iglic je
omenjeno orientacijo vseboval zgolj ob konc¢nih delih kapljice preparata, kamor so lahko splavali
vedji delci in se orientirali. Osrednji del preparata je zajemal polno manjsih delcev, ki jih lahko
vidimo na Sliki 14 (d). Model listnatega jeternjaka je sluzil med drugim tudi za podrobno

primerjavo med vzorci glede na njihov razlicen izvor in pogoje, v katerih uspevajo.
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4.2 MORFOLOSKE LASTNOSTI CELICNIH DELCEV
HOMOGENATOV IGLIC NAVADNE SMREKE V DEIONIZIRANI
VODI

Slika 15: Morfoloski pregled v deionizirani vodi pripravljenega homogenata iglic navadne smreke: (a) in (b) pri
sobni temperaturi ter (c) in (d) pod pogoji mikrovalovne homogenizacije.

Morfoloski pregled v deionizirani vodi pripravljenega preparata je tako pri homogenizaciji pri
sobni temperaturi kot pod pogoji mikrovalov vseboval vecje delce, skupke in aglomerate (Slika
15). Primerjalno gledano je vzorec, pripravljen s homogenizacijo pri sobni temperaturi (Slika 15
(a) in (b)), vseboval vecjo vsebnost skupkov delcev in manjso vsebnost manjsih celicnih delcev
kot tisti pod pogoji mikrovalovne homogenizacije (Slika 15 (c) in (d)), kjer so se ve¢ji skupki
razgradili v manjse. Pod pogoji mikrovalovne homogenizacije je bilo tako opaziti ve¢jo vsebnost
manjsih celicnih delcev. Taksni delci so razlicnih velikosti in oblik. Prevladujejo kroglasti delci in
nekaj tudi taks$nih, ki spominjajo na oblike cloveskih krvnih celic (Slika 19 (g)—(n)). Taksne
oblike delcev so bile tudi matemati¢no dolocene in temeljijo na energiji, ki je potrebna, da se tak

delec tvori — t.i. delci z minimalno membransko energijo (Jeran idr., 2023).
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4.3 MORFOLOSKE LASTNOSTI CELICNIH DELCEV
HOMOGENATOV IGLIC NAVADNE SMREKE V FIZIOLOSKI
RAZTOPINI

Slika 16: Morfoloski pregled v fizioloski raztopini (0,9 % NaCl) pripravljenega homogenata iglic navadne smreke:
(a) in (b) pri sobni temperaturi ter (c) in (d) pod pogoji mikrovalovne homogenizacije.

Analiza pod mikroskopom je pokazala, da vzorec homogenata, pripravljenega v fizioloski
raztopini (0,9 % NaCl), se vedno vsebuje skupke delcev in aglomerate (Slika 16). Na videz
vzorec izkazuje podobno organizacijo delcev kot tisti z uporabo deionizirane vode (Slika 15). Na
panelu Slike 16 (b) zaznamo tudi vedji celi¢ni delec z dvojno membrano, ki spominja na celi¢ni
vezikel. Celi¢ni vezikel predstavlja samostojno strukturo delca, sestavljenega pretezno iz tekocine
(ali plina), obdanega in zaprtega z zunanjo membrano, imenovano lipidni dvosloj. Lipidni dvosloj
je sestavljen iz hidrofilnih glav in hidrofobnih repov, ki se tako zdruzujejo. Ceprav so taksni delci
podobni vakuolam, imajo celi¢ni vezikli tudi svoje specificne funkcije in sposobnosti. Lahko se
na primer zlivajo z membranami drugih celic in opravljajo to¢no dolocene funkcije (na primer

razgradnje drugih celic) (Lewsley, 2020).

Preparat na Slikah 16 (c) in (d) pri pogojih mikrovalovne homogenizacije v fizioloski raztopini

vsebuje (tudi glede na deionizirano vodo) ve¢ manjsih delcev, ki prav tako tvorijo razlicne
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matemati¢ne strukture in oblike; predvsem so ocitni tisti, ki vsebujejo dvojno membrano ter
podobno kot pri sobni temperaturi (Slika 16 (a) in (b)) vsebujejo veziklom podobne delce.
Zaklju¢imo lahko, da je fizioloska raztopina poleg rastlinskega tkiva omogocala odpiranje tudi
vedjih aglomeriranih delcev in skupkov ter ustvarila pomemben prispevek pri nastanku manjsih

celi¢nih delcev, tudi taksnih, podobnih celicnim veziklom.

4.4 MORFOLOSKE LASTNOSTI CELICNIH DELCEV
HOMOGENATOV IGLIC NAVADNE SMREKE V 9,0 % RAZTOPINI
NATRIJEVEGA KLORIDA

Slika 17: Morfoloski pregled v 9,0 % NaCl pripravljenega homogenata iglic navadne smreke: (a) in (b) pri sobni
temperatuti ter (c) in (d) pod pogoji mikrovalovne homogenizacije.

Morfoloski pregled homogenata, pripravljenega v 9,0 % raztopini NaCl, pri sobni temperaturi

(Slika 17 (a) in (b)) v primerjavi s fiziolosko raztopino (Slika 16 (a) in (b)) izkazuje manjso

koncentracijo celicnih delcev ter veliko skupkov delcev in aglomeratov. Zaznali smo nastanek
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predvsem krogelnih oblik delcev majhnih dimenzij. Homogenizacija z mikrovalovi (Slika 17 (c)
in (d)) je prinesla veliko materiala manjsih dimenzij, glede na fizioloske pogoje nekoliko manj.

Zaznali smo predvsem morfolosko heterogene strukture, razlicnih velikosti in (matemati¢nih)

oblik.

Glede na rezultate lahko zaklju¢imo, da je vsebnost soli skupaj z mehansko silo in temperaturo
klju¢no pripomogla k homogenizaciji rastlinskega tkiva in izplenu nastalih delcev. Rezultati
kazejo, da koncentracija soli klju¢no vpliva na nastanek in morfologijo nastalih celicnih struktur.
V primerjavi z le-to pa deionizirana voda kot delovni medij izkazuje nastanek skupkov in
aglomeratov delcev, ki jih z uporabo termicne energije preko mikrovalov lahko ustrezno

razgradimo na manjse enote.

45 CELICNI DELCI HOMOGENATA PO 1-TEDENSKEM
»STARAN]JU« V DEIONIZIRANI VODI

Slika 18: Morfoloski pregled v deionizirani vodi pripravljenega homogenata iglic navadne smreke, »staranega« 1
teden na sobni temperatuti: (a) in (b) pripravljenega pri sobni temperaturi ter (c) in (d) pod pogoji mikrovalovne
homogenizacije.
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Slika 18 prikazuje morfologijo delcev, nastalih z obdelavo iglic v deionizirani vodi po 1-
tedenskem »staranju« vzorca pri sobni temperaturi. Vzorec, predhodno pripravljen pri sobni
temperaturi (Slika 18 (a) in (b)), je vseboval veliko delcev razlicnih morfoloskih dimenzij. Jasni
so aglomerati in skupki delcev, sestavljeni iz majhnih celicnih delcev, ostankov trganih celi¢nih
membran in tudi ostankov rastlinskega tkiva, manjsih od dimenzij filtra, s katerim je bila
raztopina pred staranjem filtrirana (pod 4-12 pm). Tedenska izpostavitev vzorca homogenata
sobni temperaturi je tako pokazala, da lahko delci skozi daljse ¢asovno obdobje koncentrirajo
delce v mikroskopski notranjosti in pripomorejo k vecji razgradnji. Ne moremo povsem trditi, da
je skozi tedensko staranje vzorec ostal popolnoma sterilen, saj je v njem mozno zaznati bakterije
rodu Bacillus (bacil). Za potrditev domneve bi bilo potrebno preveriti morfologijo preparata se pri
vecjih povecavah, na primer z uporabo vrsticne elektronske mikroskopije (SEM) ali selektivnega

barvanja oz. oznacevanja bakterijskih celic.

Pri staranem vzorcu homogenata, pripravljenega z uporabo mikrovalov (Slika 18 (c) in (d)), je
nastala povecana koncentracija z membrano obdanih celicnih delcev, podobnih delcem krvnih
celic, predvsem razlicnih morfoloskih oblik in heterogenih dimenzij. V splosnem je izplen delcev
izjemno velik. Fragmentov morebitnih bakterijskih kultur ni mogoce zaznati, saj je mikrovalovna
aktivacija homogenizacije poleg fragmentacije skupkov in aglomeratov omogocala tudi
sterilizacijo kon¢nega vzorca. Ocitno je, da vzorec skozi daljse obdobje staranja pod omenjenimi
pogoji spremeni lastnosti na mikroskopski skali. Predvsem velja omeniti nastanek stabilnih
celi¢nih struktur, ki skozi svoje obdobje staranja ne spreminjajo sestave in jih je verjetno za daljse
obdobje mogoce hraniti v raztopini z zmanjsano koncentracijo soli, ki vzorcu dodatno ne

omogoca povecanega efekta osmoze in posledicno pokanja nastalih delcev.
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4.6 FIZIKALNO-MATEMATICNI OPIS CELICNIH DELCEV IGLIC
NAVADNE SMREKE

Slika 19: Prikaz primerov celi¢nih delcev z gladkimi konturami: (a)-(c) v homogenatu iglic navadne smreke na
modelu 9,0 % raztopine NaCl, z uporabo mikrovalov, in (d)-(f) modeli teoreticnih oblik, ki ustrezajo oblikam z
minimalno energijo membrane (Mesarec idr., 2014; Kralj-Igli¢ idr., 2022; Jeran idr., 2023). Oblike eritrocitnih
struktur: (g) diskocit, (h) rozicasta oblika, (i) chinocit, () ehinosferocit, (k) sferocit, (I) stomatocit, (m) eliptocit in (n)
duh (Vehovar, 2078).

Morfoloske oblike z membrano obdanih delcev so bile teoreticno dolocene s t.i. minimumom
proste energije membrane (Jeran idr., 2023; Kralj-Igli¢ idr., 2022; Mesarec idr., 2014). Gre za
energijo, ki je potrebna, da do tvorbe membrane sploh pride. Slednje bi lahko razlozili tudi na
primeru milnice. Ko zanko neke oblike pomoc¢imo v milnico, se na nacin, da se zmanjsa

povisina, naravno napne membranska struktura.
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Oblike delcev (Slika 19 (d)—(f)) je mogoce opisati z razlicnimi fizikalnimi parametri, kot je
razmerje med prostornino in povrsino (imenovano relativni volumen) in povpre¢no
ukrivljenostjo membrane. Oblike delcev, nastalih v homogenatih iglic navadne smreke, ki
ustrezajo teoreticnim oblikam (Slika 19 (a)—(c)) so bile ocitno izrazene predvsem v homogenatih,
pripravljenih s pomocjo mikrovalov. Ustrezen dodatek soli (0,9 in 9,0 % NaCl) je nastanek
omenjenih delcev formiral tudi pri sobni temperaturi. V splosnem je bilo zaznanih vec

stomatocitnih in diskocitnih oblik.

Slika 20: (a) Prikaz zdruZzevanja krvnih eritrocitov v rouleaux in vitro pogojih (Arko idr., 2022) in (b) stanja faze
rouleaux po 1-tedenskem »staranju« homogenata iglic navadne smreke, pripravljenega v deionizirani vodi.

Pri morfoloski analizi vzorca homogenata iglic navadne smreke v deionizirani vodi, »staranega« 1
teden, je bilo mogoce opaziti ti. rouleanx, ki spominja na zdruzevanje krvnih eritrocitov (Slika
20). Tvorba rdecih krvnih celic (eritrocitov) rouleaux je reverzibilen pojav, ki se obi¢ajno pojavi
med nizkim pretokom krvi in majhnimi striznimi silami v obtoku. Doloc¢ena patoloska stanja
tako lahko spremenijo molekularno sestavo krvi in posledi¢no lastnosti eritrocitov, kar povzroci
povecano zdruzevanje v tvorbo rouleanx. Posledica nastanka taksne tvorbe je oslabljena perfuzija
in oksigenacija tkiv. Pojav rouleanx je mogoce opaziti pri zdravem darovalcu, lahko pa je povezan
tudi s Stevilnimi stanji, kot so maligna obolenja, bolezni vezivnega tkiva, vnetja, sladkorna

bolezen, nosecnost in podobno (Suarez, 2016).

Analogijo opisanega pojava smo opazili prav tako pri homogenatu smrekovih iglic v deionizirani
vodi. Najverjetneje je zdruzevanje poteklo skozi 1-tedensko staranje, saj le-tega nismo zaznali

takoj po obicajni pripravi. Sklepamo lahko, da je skozi daljSo ¢asovno izpostavljenost vzorca v
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deionizirani vodi v tekocem homogenatu prislo do razlicnih fizikalnih sprememb. Predvsem tu
sklepamo na prispevek osmoze, nastanek in vzpostavitev ionskega ravnovesja ob razgradnji
vecjih skupkov in aglomeratov na manjse (stabilne) delce, vpliv nihanja temperature v prostoru in
podobno. Strizne sile smo pri pripravi uvedli zgolj pri pripravi homogenata Ze v zacetni fazi, ko
je bilo rastlinsko tkivo deformirano. Kasnejse konkretne uporabe striznih sil ni bilo, zato se pri

nastanku zdruzevanja rouleanx opiramo zgolj na fizikalne parametre izpostavljeni tekocini.
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5 ZAKLJUCEK

Z namenom interdisciplinarne povezave v naravoslovju smo pri raziskovalnem delu zdruzili
znanja kemije in fizike v bioloskih sistemih in s tem kakovostno razlozili opazovan sistem.
Menimo, da je taksen pristop pri vsakodnevnem raziskovanju zelo pomemben, saj delo Se
dodatno osmisli. V tem duhu smo skozi posamezne faze dela delovali tudi mi. Ugotovili smo, da
je za tak preplet potrebnih veliko znanja in izkusenj. Pri delu smo se srecali z mnogimi metodami
in tehnikami, ki jih bomo zagotovo srecali Se skozi zivljenje in z njimi krojili svoje poklicno
podro¢je. Vsekakor se nase delo na tej tocki ne konca, temvec nadaljuje, saj nam je prineslo
toliko zadovoljstva in srece, da si zelimo z nadaljnjim delom pomagati pri razvoju podrocja.
Skozi poglobljeno izobrazevanje bo mogoce osvojeno znanje prenesti na visjo stopnjo in z

izkusnjami graditi podrodje.

Raziskovalno delo sta usmerjala cilj in hipoteza. Predvidevali smo, da bo ob pomoli razlicnib nacinov
priprave vodnib homogenatov mogoce Zaznati razliko v nastanku celicnih delcev in njibovi morfologiji. Dodali smo

Se, da se bo najvel le-teh formiralo ob pomoci povisane temperature, 3 uporabo mikrovalov.

Prvi del hipoteze lahko potrdimo, saj so glede na medije, v katerih smo pripravljali homogenate,
vzorci na mikroskopski ravni izkazovali razlicne identitete. Pri sobni temperaturi so se v vecjem
obsegu pojavili vecji delci, skupki in aglomerati delcev, ki jih ocitno pri povisani temperaturi ne
opazimo. Pod pogoji mikrovalovne homogenizacije smo tako zaznali ve¢jo vsebnost manjsih
celicnih delcev razlicnih velikosti in oblik. Zvisana temperatura do 45 °C poveca prepustnost
membrane zaradi rahljanja fosfolipidnih komponent. Nad navedeno temperaturo se denaturirajo
membranski proteini, tako se poveca sirjenje vode v celici in posledicno nastane pritisk na
membrano. Opisana deformacija membranske strukture povzroci, da membrana izgubi nadzor
nad tem, kaj vstopa ali izstopa iz celice (Singh, 2021). Omenjeno pottjujejo tudi v tem delu
opisani mikrovalovni eksperimenti. Po predhodni mehanski obdelavi iglic so le-te tudi pri visji
temperaturi iz celic rastlinskega tkiva zaradi toplotnega »Soka« nenadzorovano sprostile vsebino v
tekocino. Membrane celic so pocile, formirali so se delci. Iz prostih membran so se tako
oblikovali celi¢ni delci, nekateri izmed njih so verjetno nastali tudi z zlivanjem oz. zdruzevanjem
v vecje oblike. Rezultati se skladajo tudi s teorijo fluidnosti membrane, saj velja, da je le-ta pri
vijih temperaturah bolj tekoca kot pri nizkih. Ob nizjih temperaturah se membrana strdi in

zaradi omejevanja gibanja molekul, ki sestavljajo membrano, postane bolj staticna (Singh, 2021).
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V" obravnavanih raztopinah ragliinih slanosti (deionizirana voda, 0,9 in 9,0 % ragtopina NaCl) smo
predvidevali nastanek vedjega Stevila delcev v fizioloskih pogojih, pri 0,9 % raztopini NaCl.

Tudi drugi del domneve lahko potrdimo. Ravno fizioloska raztopina je v primerjavi z
deionizirano vodo in 9,0 % razopino NaCl izkazovala visje Stevilo delcev. Kljub temu da je
homogenat v fizioloski raztopini vseboval skupke in aglomerate delcev, so bili v njem opazni tudi
celi¢ni delci z dvojno membrano, ki spominjajo na vezikel. Opazeno je bilo, da je fizioloska
raztopina vsebovala ravno pravs$njo koncentracijo soli, ki je zagotovila enakomeren potek
osmoze in posledi¢no zagotavljala stabilnost nastalih delcev. Blagi pogoji slanosti so na rastlinski
material delovali uéinkoviteje v primerjavi s tistimi, pri katerih je bila uporabjena 10 X vecja
koncentracija soli. V 9,0 % raztopini NaCl se je formiralo manj delcev, opaznih je bilo tudi ve¢
skupkov in aglomeratov. Zaznali smo nastanek predvsem krogelnih oblik delcev majhnih

dimenzij.

V7 zadnjem deln smo predvidevali, da bomo labko glede na morfologijo nastalib delcev sklepali na lastnosti

struktur delcev in jih na mikroskopski ravni povegali s celicami v bioloskib sistemib.

Ze iz nastanka celi¢nih delcev homogentov v deionizirani vodi je bil ociten nastanek delcev z
dvojno membrano, kar se je izrazilo $e v nadaljnjih poskusih v uporabljenih raztopinah soli in
predvsem v 1 teden »staranem« v deionizirani vodi. Tudi ta del hipoteze lahko z gotovostjo
potrdimo. V homogenatih iglic smo uspeli zaznati delce z minimalno energijo membrane, ki
delujejo podobno tistim iz cloveskih celic. V splosnem je bilo zaznanih ve¢ stomatocitnih in

diskocitnih oblik.

Raziskovalno delo nam je dalo ogromno novega znanja in predvsem novega pogleda na svet.
Kljub temu da je smuti kot pripravek zaradi ucinkovin v sadju in zelenjavi zelo zdravilen, smo
rodkrili« Se eno njegovo dimenzijo — mikroskopski pogled. V »notranjosti« se pojavljajo delci, za
katere morda sami sploh ne vemo, kje vse so pomembni. Kljub temu da so delci res majhni, so v
nekem smislu lahko celo nosilci biolosko aktivnih spojin oz. zivljenja. Skozi delo smo gojili
spostljiv odnos do okolja in uporabili obnovljiv vir. Ker nas skozi vsakdan spremlja mnogo
sinteticnih ucinkovin, je vredno razmisliti, kaj ponuja narava. Narava nam ponuja ogromno
uc¢inkovin, a jih moramo znati uporabiti, ne da bi ji skodovali. Imamo zgolj en planet, zato je
potrebno z njim ravnati preudarno in skrbno. Prav je, da podarjene dobrine ohranjamo in jih

negujemo za prihodnje generacije.
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7 DODATEK

Tabela 1: Kolic¢ine topila in topljenca pripravljenih raztopin.

Raziskovalno delo

% Topljenca v kon¢ni raztopini

m (topljenca) [g]

7 (topila) [g]

m (raztopine) [g]

0,9 % NaCl 18,0 182,0 200
9,0 % NaCl 1,8 1982 200
0,1 % NaClO 8,3 491,7 500




