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antimikrobna svojstva te je u ,,nano“ obliku pronaslo primjenu u mnogim potrosackim
proizvodima. U tom kontekstu, cilj ove doktorske studije jest karakterizirati AQNP u morskoj
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insekticidima, cipermetrinom i deltametrinom, na modelu skoljkasa Mytilus galloprovincialis
odredivanjem aktivnosti enzima acetilkolinesteraze i glutation S-transferaze u Skrgama te
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With the ever growing use of nanoparticles in a broad range of industrial and consumer
applications there is an increasing likelihood that such nanoparticles will enter the aquatic
environment and be transported through freshwater systems, eventually reaching marine
waters. In addition, large population centres in near-coastal areas increases the probability of
nanoparticles rapidly reaching estuarine and marine waters due to direct outflow of
wastewater streams. Due to silver’s known antimicrobial properties and widespread use of
silver nanoparticles (AgNP) in consumer products, the latter’s environmental fate and impact
is therefore of particular concern. In this context, the aim of this doctoral study is to
characterize AgNP in sea water and investigate the species-specific effects of low,
environmentally-relevant, concentrations and different sizes of AQNP on marine invertebrate:
sea urchin embryos of the species Arbacia lixula, Paracentrotus lividus and Sphaerechinus
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model by determination of the activity of two enzymes in mussel gills: acetylcholinesterase
and glutathione S-transferase, and the concentration of metallothioneins in the digestive gland.
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1. Uvod

1.1. Nanocdestice

Materijal zrnate ili slojevite strukture, sastavljen od gradivnih Cestica (zrna, kristala ili
slojeva) dimenzija od 1 do 100 nm, naziva se nanostrukturiranim materijalom (Farré i sur.,
2011). Prema preporuci Europske komisije iz 2011. godine nanomaterijali (NM) se
definiraju kao prirodni ili industrijski proizvedeni materijali koje sadrze Cestice U nevezanom
stanju, u obliku aglomerata ili agregata, a barem 50% takvih Cestica ima najmanjejednu
vanjsku dimenziju manju od 100 nm (EC, 2011). Ovisno o broju dimenzija u rasponu od 1 —
100 nm, NM se mogu podijeliti na ,,pseudo-1D, pseudo-2D i pseudo-3D NM*. , Pseudo-1D
NM* sadrzi jednu dimenziju raspona izmedu 1 i 100 nm, a pri tom je duljina Cestice vazna
dok je promjer relativno nebitan (npr. nanocjevcice). ,,Pseudo-2D NM* jesu nanoplocice koje
sadrze dvije dimenzije u rasponu od 1 — 100 nm, a pri tom je bitna njihova duljina i $irina, ali
ne i debljina. Te u konacnici ,,pseudo-3D NM* su Cestice koje imaju sve tri dimenzije u
rasponu od 1 — 100 nm, poput primjerice nanocestica i kvantnih tocaka (Njugunja i sur.,
2014). Nadalje, NM se mogu podijeliti i prema kemijskom sastavu od kojeg su gradeni i to na
organske (polimerni NM), ugljikove (ugljikove nanocjevcice, grafen, fulereni) i anorganske
(metali, metalni oksidi) i kompozitne (gradene od jezgre i ljuske, npr. CdSe@ZnS ili
Ag@Au) NM (Farré i sur., 2011).

Nanocestice se uglavnom klasificiraju na temelju veli¢ine, morfologije, sastava,
homogenosti te aglomeracije, a obzirom na kemijska i elektrokemijska svojstva mogu
postojati kao dispergirani aerosolovi, suspenzije/koloidi te u obliku aglomerata (Buzea i sur.,
2007). Svojstva nanocestica uvelike se razlikuju od svojstava drugih malih molekula. Naime,
nakupina nanocestica ¢eS¢e se smatra kompleksnom smjesom negoli ,,malom molekulom*
(Christian, 2008). O veli¢ini nanoCestice ovise njezina fizikalna svojstva (toCka taljenja,
elektricna vodljivost) i1 reaktivnost (primjerice katalitiCka aktivnost, kapacitet adsorpcije).
Svojstva koja posjeduju nanocestice nekog materijala znatno se razlikuju od svojstava koja

posjeduje makroskopski materijal iste tvari.

Od samih pocetaka Zivota na zemlji Cestice nano veliine prisutne su u okoliSu i
organizmima koji u njemu obitavaju. Primjerice, biogeni magnetit prirodno je prisutan nano
materijal koji se moze pronac¢i u mnogim vrstama, od bakterija 1 protozoa, pa sve do zivotinja

(Banfield i Zhang, 2001). Nadalje, bioloski model nano materijala moze se pronaéi i u

1
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feritinu. Naime, feritin je protein veli¢ine 12 nm koji sadrzi Zeljezo, a unutar zaStitne
proteinske ljuske sadrzi fosfate Zeljezova oksida veli¢ine od 5 do 7 nm (Dominguez-Vera i
Colacio, 2003). Erupcijom vulkana i Sumskim pozarima nastaju materijali nano veliCine,
ukljucujué¢i fulerene (Farré i sur., 2011). Prirodno prisutne nanocestice ne predstavljaju
prijetnju organizmima na zemlji budu¢i se oni s njima susre¢u od davnina. Ono $to moze
predstavljati opasnost po zive organizme, samim time i Covjeka, jesu tzv. umjetno
proizvedene nanocestice (engl. engineered nanoparticles, ENP) koje su osmisljene i
dizajnirane s posebnom namjerom i zeljom bilo za jacom reaktivnoséu (kataliza) i
interakcijom s prirodnim membranama (biomedicina ili kozmetika) ili za ve¢com moguéno$cu
prolaska ciljanih bioloskih molekula. Upravo zbog svoje namjene, nanocestice ukoliko se
nadu u okoli§u u moguénosti su ispoljiti u¢inak suprotan njihovoj prvotnoj namjeni. Razlika
izmedu prirodnih i umjetno proizvedenih, antropogenih nanocestica je polidisperznost i
kemijska sloZzenost prirodnih ¢estica u usporedbi s ¢esto monodispreznim i toéno kemijski
definiranim umjetno proizvedenim nanoCesticama. Medutim, bez obzira na njihove
medusobne razlike, za obje vrste nanocestica primjenjiva su ista toksikoloska nacela
(Oberdorster i sur., 2005).

Svojstvo koje nanocestice ¢ini posebno zanimljivima, a moguce i opasnima jest veliki
omjer povrsine nanocestice naspram njezina volumena. Povrsina nanocestice odreduje njezino
ponasanje u okoliSu, odnosno interakciju nanocestice s tvarima koje se nadu u neposrednoj
blizini. Ve¢ je prethodno spomenuto kako se svojstva nanocestice uvelike razlikuju od
materijala ve¢ih dimenzija (engl. bulk material) od kojeg su dobivene. Naime, na povrsini
nanocCestice nalazi se puno vise atoma koji mogu stupati u kemijske interakcije s tvarima s
kojima dodu u doticaj, u usporedbi s krupim materijalom od kojega su nanocestice dobivene.
Upravo taj veliki omjer povrSine nanocestica naspram njihovog volumena cini ih vrlo
pogodnim katalizatorima. Materijali pripremljeni u nano obliku mogu imati puno vecu
aktivnost u katalitiCkim procesima od makro-materijala iste tvari. Tako primjerice materijal
koji ima slabu kataliticku aktivnost, poput zlata, moze postati vrlo dobar katalizator redoks

reakcija ako se koristi u nano obliku (Daniel i Astruc, 2004).

Iako bi se zbog male veli¢ine i Brownovog gibanja moglo zakljuciti da nanocestice
ostaju dobro rasprSene u Suspenziji, one se zapravo, zbog velike povrSinske reaktivnosti,
nakupljaju ukoliko se nadu u neposrednoj blizini. Da bi se sprijecilo agregiranje nanocestica,

njihova povrSina se kemijski modificira spojevima koji poveéavaju elektrostatsko odbijanje
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(npr. citrat) ili stericki (poput primjerice razgranatog polietilenimina, tzv. BPEI ili albumina iz
govedeg seruma) ometaju agregiranje ¢estica. Cesto se nanoGesticama dodaju razne kemijske
I bioloske funkcionalne skupine zbog bolje disperzije u zeljenome mediju te radi postizanja i
odrzavanja zeljene koncentracije (kako ne bi dolazilo do nakupljanja nanocestica) ili zbog
njihove uéinkovitije primjene u medicinske svrhe (kako bi nanocestice s vezanom skupinom
lakse pronasle ciljano mjesto djelovanja, primjerice tumorsku stanicu). PovrSina nanocestice
moze biti funkcionalizirana raznim metalnim ionima, molekulama amina, fosfina,
karboksilata i tiola, surfaktantima (poput natrij dodecil sulfata — SDS, cetil trimetilamonijeva
bromida — CTAB), polimerima (npr. polivinilpirolidonom — PVP, polietileniminom — PEI,
polietilen oksid — polipropilen oksid blok kopolimerima — PEO-PPO) ili bioloskim
molekulama poput albumina iz govedeg seruma (Levard i sur., 2012; Levak i sur., 2017).
Nanocestica je gradena iz dva ili tri sloja: povrSinski dio (na koji su Cesto vezane razne
skupine), materijal ljuske (koji se takoder moze dodati ciljano) i materijal jezgre nanocCestice.
Kada se govori o nanoCesticama najcesc¢e se misli na svojstva koja posjeduje osnovna jezgra
Cestice. Medutim u okoliSu gdje nanocestice dolaze u kontakt sa Zivim organizmima situacija
je nesto drugacija. Sudbina, ponasanje i toksi¢nost nanocestice u okoliSu ne ovise samo 0
znacajkama njezine jezgre. Vrlo je malo vjerojatno da ¢e jezgra nanocCestice, koja posjeduje
povrsinsku modifikaciju ili omota¢ nastao adsorbiranjem iz okoliSa, igrati klju¢nu ulogu u
njezinome ponasanju u okoliSu. Tijekom toksikoloskih ispitivanja uvijek se mora uzeti u obzir
nanocCestica u cjelini, sa svim tvarima koje su na nju dodane, jer mozda upravo te
funkcionalne skupine olakSavaju transport nanocestice u stanicu, a samim time i povecavaju
njezinu toksi¢nost (Grillo i sur., 2015). Moguca je i obrnuta situacija, tj. da nanocestice s
pojedinim grupama imaju otezan ili pak nikakav pristup stanici, ¢ime je smanjena njihova
toksi¢nost. Medutim, govoriti o povecanoj toksi¢nosti nanocestica zbog njihove dostupnosti,
odnosno moguénosti ulaska u stanicu, nije uvijek ispravno - primjerice u medicinske svrhe
upravo je 1 cilj omoguditi dostupnost nanoCestice pojedinim stanicama radi ciljanog

djelovanja (Bashir, 2004).

Kao $to je ve¢ prethodno spomenuto, Cestice nano-dimenzija prisutne su svuda oko nas,
a izloZenost njithovom djelovanju znatno je porasla tijekom posljednjih nekoliko godina zbog
povecanog broja antropogenih izvora nanocestica (ENP). Osnovni razlog tome je ¢injenica da
nanoCestice posjeduju nova svojstva potencijalno primjenjiva u industriji. Umjetno

proizvedene nanocestice u posljednjih nekoliko godina pronasle su primjenu u mnogim

3



uvoD

industrijskim granama poput elektronike, biomedicine, agrikulture, tekstilne, kemijske,
farmaceutske i prenrambene industrije, zatim sanaciju voda i tla (Som i sur., 2011). Najveca
prijetnja za okoli$, samim time i organizmima koji u njemu zive, jesu ENP koje se danas ve¢
uvelike primjenjuju u industriji, poput: nanoCestica titanijeva dioksida (TiO2 NP), srebra
(AgNP), silicijeva dioksida (SiO2 NP), cerijeva dioksida (CeO2 NP) te nanocestice
zeljeza/zeljezova oksida (Fe/Fe2Os NP) (Pisino i sur., 2015). Internetski portal Projekata o
novim nanotehnologijama (The Project of Emerging Nanotechnology) objavio je listu
potrosackih proizvoda koji sadrze nanomaterijal (Consumer Products Inventory) koja je 2013.
godini sadrzavala 1814 proizvoda iz ¢ak 622 tvrtke u 32 zemlje. U kategoriju Zdravlje i Fitnes
svrstana je vecina proizvoda (to¢nije 762, ili 42%). Srebro je najéesce koriSteni nanomaterijal
s trenutnim udjelom od 24% trzista (Vance i sur., 2015). Tako se primjerice nanokompozitni
materijali sastavljeni od srebra i silicija, danas ¢esto primjenjuju u medicinske svrhe za
suzbijanje mikrobnog djelovanja (Sondi i Salopek-Sondi, 2004). Za srebrne nanocestice,
odnosno srebro kao metal, poznato je ve¢ dugi niz godina da posjeduje vrlo jaka antimikrobna
svojstva (Egger i sur., 2009). U posljednjin nekoliko godina razvijen je veliki broj
nanomaterijala s jezgrom silicija koji se primjenjuje u polju biologije i biomedicine, u svrhu
detekcije i fluorescentne dijagnostike (Zhao i sur., 2013). Osim toga, kvantne tocke (engl.
quantum dots, QD) CdSe/ZnS su sic¢usne Cestice koje emitiraju svjetlost na nanometarskoj
skali 1 kao takve pronasle su primjenu u biomedicini, odnosno tzv. ,,nanodijagnostici* kao
fluorescentne probe (Smith i sur., 2008). Za zlatne nanocestice (AuNP) istrazuje se moguca
primjena u biomedicini kao fluorescentnih proba za detekciju ili kemoterapijsko uniStenje
tumorskih stanica (Wu i sur., 2010). U zadnja tri desetlje¢a ulaganja u industriju proizvodnje i
primjenu nanocCestica sve su vecéa (tzv. nano-industrija ili nanotehnologija), medutim dostupni
podaci o trenutnoj proizvodnji 1 primjeni nanocestica rijetki su i Cesto proturjecni. Procjena
proizvodnje ENP za 2004. godinu bila je 200 tona, a predvideno je da ¢e ta koli¢ina porasti na
58 000 tona u periodu od 2011. do 2020. godine (Matranga i Corsi, 2012).

Poveéanom upotrebom ENP raste i zabrinutost Sire javnosti kako bi one mogle dospjeti
u okoli§ u koli¢ini dostatnoj za izazivanje negativnog ucinka na organizme (Dwivedi 1 sur.,
2015). Umjetno proizveden nanomaterijal moze dospjeti u okoli$ iz vise razloga. Za vrijeme
upotrebe ili prestankom upotrebe proizvoda koji sadrzi ENP, one mogu biti ispustene
posredno u okoli§, na primjer, kroz sustav otpadnih voda kucanstava ili industrijskim

izljevima, atmosferskim donosom, razgradnjom materijala koji sadrzi nanocestice pod
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utjecajem vremenskih uvjeta, otjecanjem kisnice te uslijed sanacije tla i odlagalista otpada
(Kahru 1 Dubourguier, 2010; Matranga i Corsi, 2012) (Slika 1). U okolisu, nanocestice se
mogu stabilizirati s prirodno prisutnom organskom tvari, transformirati i prije¢i u stabilniji
(manje reaktivni) oblik ili ostati reaktivne (otpustati ione sa svoje povr$ine) prije prijenosa na
vece udaljenosti. Posljedicno, intenzivno istrazivanje ponasanja i distribucije ENP u okolisu
usmjereno je na slatkovodne sustave (jezera, rijeke i podzemne vode) zbog ocekivanja da ¢e
ENP ostati dispergirane u slatkovodnim sustavima, te ¢e predstavljati veliku prijetnju zivom
svijetu u tim dijelovima okolisa. Zbog velikog omjera povrsine prema masi, nanocestice ¢esto
bivaju adsorbirane na sediment i Cestice tla te time postaju imobilizirane (Cleveland i sur.,
2012). Trosenjem sedimenta moze do¢i do ponovne resuspenzije nanocestica i njihovog
transporta. Prilikom transporta nanocestice mogu biti unesene u organizme te moze do¢i do
njihove biomagnifikacije (Bouldin i sur., 2008; Holbrook i sur., 2008). Stabilnost nanocestica
u slatkim vodama proizlazi iz stabilizacije ENP prirodnom organskom tvari (engl. natural
organic matter, NOM), poput humié¢ne i fulviéne kiseline, izvanstani¢cnom polimernom tvari
porijeklom iz algi te zbog niske ionske jakosti medija (Chen i sur., 2011; Grillo i sur., 2015).
Nadalje, u slucaju prijenosa nanocestica iz slatkovodnog sustava do estuarija ili eventualno
obalnih morskih voda, dolazi do njihova razrjedenja zbog ¢ega se znacajno smanjuje rizik od
toksi¢nog ucinka. Raspodjela ENP u us¢ima rijeka i priobalnim vodama jo$§ uvijek nije u
potpunosti jasna. DjelomiCan razlog tome mogu biti jaki gradijenti temperature, slanosti,
gusto¢e, pH, sadrzaja otopljenog kisika, neprozirnosti te prisutnosti kompleksih smjesa
prirodne organske tvari (npr. humiéne i fulvi¢ne kiseline te alginata i polisaharida) u vodenom
stupcu preko prijelazne zone od slatke 1 bocate vode do mora. Budu¢i da mnogi estuarijski
sustavi sadrZe muljevita tla 1 mo¢vare bogate raznolikim Zivotom, koji su ¢esto pod posebnom

zaStitom, postaje jasna vaznost razumijevanja ponasanja i sudbine nanocestica kao novih

vvvvv

U brojim istrazivanjima komercijalno vazni morski organizmi, poput S$koljkaSa,
jezinaca, rakova 1 riba, pokazali su sposobnost unosa i nakupljanja ENP na razne nacine:
filtriranjem vode, disanjem, skladiStenjem hrane ili prijenosom kroz hranidbeni lanac izmedu
plijena i predatora. Umjetno proizvedene nanocestice uzrokovale su niz nepovoljnih u¢inaka u
vodenim organizmima, ukljucuju¢i poremecaje funkcije stanicne membrane (koja utjece na
prijenos hranjivih tvari u stanicama), stvaranjem reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive

oxygen species, ROS), naruSavanje integriteta molekule DNA te razgradnju proteina
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(Matranga i Corsi, 2012) (Tablica 1). Bioakumulacija ENP i njihov troficki prijenos kroz
hranidbeni lanac u moru i bocatoj vodi predstavljaju jo§ jednu razinu prijetnje. Brojna
istrazivanja su pokazala da se ENP mogu uspje$no prenijeti iz nizih jednostavnijih u vise
sloZenije organizme te time ukazale na potencijalnu opasnost ¢ak i za ¢ovjeka (Holbrook i
sur., 2008; He i sur., 2012; Yoo-iam i sur., 2014).

Danas je ve¢ poznato da AgNP uzrokuju stvaranje ROS-0va i snizavanje koncentracije
glutationa (GSH) u ljudskim stanicama jetre (Piao i sur., 2011). U istrazivanjima je dokazano
da se u ljudskoj jetri nakupljaju i AuNP, koje uzrokuju oSteCenja DNA stanica jetre (Fraga i
sur., 2013). NanocCestice titanijeva oksida pokazale su citotoksi¢no, genotoksi¢no i
hemoliti¢ko djelovanje na ljudske limfocite i eritrocite (Ghosh i sur., 2013). Posebno u obzir
valja uzeti one nanocestice koje prilikom proizvodnje mogu dospjeti u zrak te biti inhalirane u
diS$ni sustav te se u konacnici nakupljati u plu¢ima radnika u pogonu proizvodnje samih

nanocestica (Kendall i Holgate, 2012).

Srebro se ve¢ dugi niz godina primjenjuje u industriji materijala, no tek u posljednjih
nekoliko godina pronaSlo je primjenu u nano-obliku srebrnih nanocestica (AgNP)
prvenstveno zbog svojih antimikrobnih svojstava. Naime, AgNP su danas najces¢e koristen
nanomaterijal na trziStu potroSackih nano-proizvoda, od kozmetike i prenrambenih aditiva do
sustava za prociS¢avanje otpadnih voda, te elektronskih i medicinskih aparata s proizvodnjom
od 500 tona na godinu (Wijnhoven i sur., 2009). Na temelju L(E)Cso vrijednosti ENP na
okolino vazne organizme, AgNP su klasificirane kao iznimno toksi¢ne (L(E)Cso< 0.1 mg I*%)
1 opcenito su pokazale najveci toksicni ucinak na vodene organizme (Kahru i sur., 2010;
Bondarenko i sur., 2013). Srebrne nanocestice mogu ostati relativno stabilne prolaskom kroz
slatkovodni sustav rijeka i jezera jer bivaju modificirane s otopljenom organskom tvari (engl.
dissolved organic matter, DOM) prisutnom u vodi te mogu dospjeti do estuarijskog i morskog
okolisa gdje s vremenom nastupa proces sedimentacije. S druge strane, mogu¢ je i direktni
unos srebrnih nanocestica u obalne vode koji ukljucuje kanalizacijske ispuste, obalne septicke
jame te ispuste raznih industrija iz priobalnih urbanih sredina. U tim dijelovima okolisa
sudbina i ponaSanje AgNP jos uvijek nisu poznati. Stoga je od iznimne vaznosti utvrditi nacin
djelovanja AgNP na zive organizme koji tu prirodno obitavaju. Odnosno, potrebno je odrediti
njihov ekotoksikoloski potencijal (Chinnapongse i sur., 2011). Budu¢i je morska voda visoke
ionske jakosti, AgNP, zbog svojih fizikalno-kemijskih osobina, najces¢e aglomeriraju,
agregiraju 1 bivaju uhvacene u organskoj tvari te se taloZze na dno mora. To osnhovno

6



uvoD

ponasanje AgNP u estuarijima i priobalnoj vodi moze biti promijenjeno interakcijom s DOM-
om (npr. alginatom, huminskom ili fulvinskom kiselinom), ali i s produktima industrijske
proizvodnje, poput primjerice citratnih iona ili proteina (Angel i sur., 2013; Dobias i Bernier-
Latmani, 2013; Anténio i sur., 2015).

Proizvodnja

Slika 1. Pojednostavljeni prikaz izvora i emisije nanomaterijala u okolis. Umjetno proizvedene
nanocestice bivaju otpustene u okoli§ tijekom svog zivotnog ciklusa, Sto ukljucuje: otpustanje iz
industrijskih postrojenja za vrijeme proizvodnje, otpustanje iz proizvoda koji se viSe ne koriste,
otpustanje tijekom/ili nakon tretmana procis¢avanja otpadnih voda. Skraéenica NOM odnosi se na
prirodnu organsku tvar (engl. natural organic matter, NOM).

Upravo tvari koje ¢ine omota¢ AgNP kontroliraju proces aglomeracije te imaju klju¢nu
ulogu u kinetici oksidativnog otapanja, tj. otpustanja srebrnih iona s povr$ine nanocestica.
Osim toga na otpustanje iona s povrSine nanocestica utjece i povisena temperatura okolisa,
dok povisena pH vrijednost te prisutnost humi¢ne/fulviéne kiseline smanjuju brzinu njihovog

oksidativnog otapanja (Liu i Hurt, 2010; Hadioui i sur., 2013). Nadalje, biodostupnost, unos i
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nakupljanje ENP u organizmu od iznimne su vaznosti u definiranju njihovog toksikoloSkog
potencijala trofickim prijenosom kroz hranidbeni lanac (Ward i Kach, 2009; Behra i sur.,
2013; Croteau i sur., 2014).Vecina istrazivanja u¢inka AgNP na vodene organizme provedena
je na slatkovodnim sustavima i vrstama. S druge strane, vrlo malo radova dostupno je o
utjecaju i eventualnoj toksi¢nosti AgNP na morske vrste, posebice beskraljeznjake (Bianchini
i sur., 2007; Ringwood i sur., 2010; Gomes i sur., 2014).

1.2. Piretroidni insekticidi

Dosadasnje toksikoloSke studije na dagnji Mytilus galloprovincialis ve¢ su ukazale na
negativan ucinak AgNP na razini organizma i na stani¢noj i molekularnoj razini (Gomes i
sur., 2013; Gomes i sur., 2014; Munari i sur., 2014). Stetan u¢inak AgNP na dagnjama u
vedini istrazivanja ukazao je na prisutnost oksidacijskog stresa u organizmu te poviSene ili
snizene aktivnosti antioksidacijskih enzima (poput superoksid dizmutaze, katalaze, glutation
S-transferaze, peroksidaza i sl.) (Canesi i sur., 2011). Stoga je u ovome doktoratu u obzir
uzeto jos jedno zagadivalo prilikom ispitivanja kombiniranog ucinka piretroidnih insekticida i
AgNP na dagnji. Naime, piretroidni insekticidi se danas uvelike primjenjuju u poljoprivredi,
za tretiranje travnatih povrsina na komercijalnim i stambenim podru¢jima s krajnjim ciljem
suzbijanja Sirokog raspona S$tetnih insekata (naroCito komaraca). Osim toga Siroku su
primjenu pronasli i u akvakulturi, posebice U uzgoju lososa za suzbijanje zaraza ribljih
parazita (npr. Lepeophtherius salmonis i Caligus elongatus) (Ernst i sur., 2001; Carne i sur.,
2011). Sinteticki piretroidi su porodica kiralnih pesticida s velikim brojem stereoizomera.
Primjena sintetiCkih piretroida u porastu je u Sjedinjenim Americkim DrZzavama zbog toga Sto
se koriste kao zamjena za druge Stetne insekticide, poput organofosfata, organoklorida i
karbamata jer su dokazano manje toksicni za ptice 1 sisavce, iako su nazalost svi toksi¢ni za
vodene organizme, ukljucujuéi ribe (DeLorenzo i sur., 2014; Guardiola i sur., 2014). Jo§ jedna
velika prednost piretroidnih insekticida u usporedbi s ostalima je njihova velika brzina
biorazgradnje u vodenom stupcu (Ayad i sur., 2011). Piretroidni insekticidi mogu dospijeti u
vodeni okoli§ talozenjem komercijalnih proizvoda-rasprSivaca iz zraka te kroz sustav za
otjecanje i proc¢is¢avanja otpadnih voda ili pak ciljanim direktnim unosom (USEPA, 2005).
Cipermetrin, punog kemijskog naziva a-cijano-3-fenoksibenzil 1-cis,trans-3-(2,2-

diklorovinil)-2,2 dimetilkloropropan karboksilat, jedan je od vrlo &esto primjenjivanih
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sinteti¢kih insekticida, skraceno ga se oznacuje i s ,,CYP®, a primjenjuje se na raznim
poljoprivrednim kulturama za suzbijanje raznih Stetnika, poput komaraca, grozdovih moljaca,
lisnih usiju i kruskinih buha (Ayad i sur., 2011). Nadalje, cipermetrin se kao licencirani
piretoid pod nazivom Excis® moze pronaéi na $kotskom trzistu gdje se primjenjuje za
suzbijanje tzv. morskih usi (engl. sea lice) na uzgajanim lososima pri ¢emu dolazi do
izlaganja i neciljnih organizama, posebno dagnji u blizini uzgojnih instalacija i kaveza.
Cipermetrin djeluje na nacin da interferira s Na-K pumpom (enzim Na', K* ATPaza), koja
regulira prijenos iona natrija i kalija kroz ionske kanale membrane ziv€anih i miSi¢nih stanica
I na taj na¢in ometa normalno provodenje ziv€anog impulsa i miSi¢ne kontrakcije. Naime,
uslijed djelovanja cipermetrina na Na-K pumpu, ionski kanali ostaju otvoreni do nekoliko
sekundi nakon prijenosa ziv¢anog impulsa, $to je vrlo veliki period u usporedbi s normalnim
periodom od svega nekoliko milisekundi. Posljedica ovakvih dugotrajnih i repetitivnih
podrazaja jest smrt organizma (Ayad i sur., 2011). Poput ostalih piretroida, cipermetrin ima
vrlo kratko vrijeme zadrzavanja u vodenom stupcu (opéenito manje od dva dana) te se brzo
adsorbira na otopljenu ¢esticnu tvar ili na sediment, $§to u velikoj mjeri umanjuje njegovu
biodostupnost organizmima koji Zive u vodenom stupcu (Ayad i sur., 2011). Medutim,
potencijalna opasnost javlja se za benticke vrste poput dagnji i jezinaca koji mogu biti
izlozeni direktnim kontaktom ili unosom kontaminirane Cesticne tvari i Cestica sedimenta
tijekom filtriranja morske vode (Ayad i sur., 2011). Nadalje, nekoliko je studija ve¢ dokazalo
kako su vodeni beskraljeznjaci i ribe iznimno osjetljivi na cipermetrin i ostale piretroide
insekticide opcenito (Svodoba i sur., 2003; Aydin i sur., 2005; Ayad i sur., 2011).
Deltametrin nastaje esterifikacijom 2,2-dimetil-3-(2,2-dibromovinil) ciklopropankarboksilne
kiseline (nazvane jo$ i krizantemi¢na kiselina) s a-cijano-3-fenoksibenzilnim alkoholom.
Dakle, deltametrin je sinteticki analog ostalih piretroida, dobiven prirodnom ekstrakcijom iz
dalmatinskog buhac¢a Tanacetum cinerariifolium te modificiran na nacin da posjeduje bolju
stabilnost u okoliSu (Guardiola i sur., 2014). Ta je tvar neurotoksin koja djeluje na jednak
nacin kao 1 piretroid cipermetrin, tj. interferira s Na-K pumpom u perifernom Ziv€anom
sustavu organizma, ciljano u ¢lankonozaca poput raznih ribljih parazita. lzlaganje
deltametrinu uzrokuje opetovano okidanje ziv€anih impulsa te poviseni i dugotrajan akcijski
potencijal koji moze preopteretiti miSice, $to u konacnici rezultira paralizom i smréu
organizma (Crane i sur., 2011). lako, se prvotno smatralo da je manje toksi¢an od ostalih

piretroida, mnogobrojna istrazivanja ukazuju na njegovu toksi¢nost u laboratorijskim
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uvjetima te na neciljanim organizmima u okoliSu (Bhuya 1 sur., 1992; Husain i sur., 1994,

Kontrezecky i sur., 1997; Tu i sur., 2012; Guardiola i sur., 2014; Gharred i sur., 2015).

U konacnici, budu¢i da AgNP i pesticidi mogu biti istovremeno prisutni u okolisu,
postavlja se pitanje njihova medudjelovanja i moguéeg kombiniranog toksi¢nog u¢inka na

neciljne organizme, poput jezinaca i dagnji $to do danas nije proucavano.

1.3. Jezinci kao modelni organizmi: Arbacia lixula, Paracentrotus lividus i Sphaerechinus

granularis

Jezinci su rasprostranjeni organizmi koji se Cesto Kkoriste u istrazivanjima razvojne
biologije te kao bioindikatorska vrsta (Ozreti¢ i sur., 1998; Tomsi¢ i sur., 2010; Anselmo i
sur., 2012; Camballeira i sur., 2012).

Jezinci spadaju u koljeno Echinodermata — bodljikasi i razred Echinoidea - jezinci.
Osnovna karakteristika jezinaca jest radijalna, petokraka simetrija tijela (Slika 2). Tijelo im je
gradeno od usnog, donjeg dijela i gornjeg, lednog dijela na kojemu se nalaze spolni otvori, a u
vecine vrsta i crijevni otvor (tzv. oralna i aboralna strana jezinca). U sredini usne plo¢e nalaze
se usta s pet dobro vidljivih zubaca u obliku dlijeta, koji Cine dio sloZzenog aparata za
zvakanje, tzv. Aristotelova svjetiljka. Oko ustiju nalazi se mekSi dio jezinca, tzv.
peristomialna membrana, te mnogo usnih nozica (tzv. pedicelarija) i manjih bodlji pomocu
kojih se jezinac kreée. Ziv&ani sustav u jezinca je djelomice zakrZljao i o¢uvan je samo
njegov povrsinski, ambulakralni dio. Iako su neke od ambulakralnih noZzica preobrazene u
ticala, jezinci nemaju posebne osjetilne organe. U unutra$njosti ¢ahure nalazi se velika
tjelesna Supljina na mnogim mjestima oblozena trepetljikavim epidermom. Tekuéina kojom je
Supljina ispunjena slicna je morskoj vodi, a u njoj se nalaze slobodno plivajuce stanice
coelomociti (fagocitni leukociti), koje slobodno prolaze kroz razli¢ite organe. Coelomocite u
jezinaca sluze za izlu¢ivanje te nakupljanje pigmentnih zrnaca. Jezinci Su razdvojena spola.
Njihovi spolni organi nalaze se slobodni u tjelesnoj Supljini, dok spolne stanice izlaze izravno
u vodu u kojoj se zatim odvija oplodnja. Larve jezinaca slobodno plivaju u moru oko mjesec
dana (ovisno o vrsti), nakon ¢ega slijedi njihov prihvat za podlugu te u konacnici

metamorfoza u odrasli, sesilni organizam (Turk, 2011).
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Slika 2. Presijek jezinca S. granularis: A. Prikaz organa u Supljini ¢ahure. B. Prikaz Aristotelove
svjetiljlke i okolnih organa.

Slijedi saZeto objasnjenje embriologije jezinaca kako bi se nadalje moglo raspravljati o
razli¢itim razvojnim stadijima te njihovim specifi¢nostima. Nekoliko razvojnih stadija vrste
P. lividus prikazano je na Slici 3. Naime, stvaranje fertilizacijske membrane nastupa u prvim
minutama nakon oplodnje (Slika 3A). Fertilizacijska membrana jednostavno je uocljiva u
nekih vrsta poput primjerice Paracentrotus lividus i Sphaerechinus granularis dok je ista
manje uocljiva u vrsti Arbacia lixula (Cornwal, 1980). Nakon oplodnje i pojave fertilizacijske
membrane nastupa proces nazvan fuzija jezgre (engl. nuclear fusion), koji nastupa izmedu 30
145 min nakon oplodnje u vecine jeZinaca. Nadalje, tijekom brze i opetovane mitoticke diobe
stanica jednostani¢na zigota postaje viSestani¢ni embrij. Prva dioba, koja daje dvije stanice po
zigoti nastupa, ovisno o vrsti, izmedu 60 i 90 min nakon spajanja gameta. Ravnina cijepajuce
brazde je meridionalna ili longitudinalna te prolazi od jednog do drugog zivotinjskog pola.
Zivotinjski polovi jesu mjesta gdje se unutar zigote nalaze polarna tijela. Zatim iduéa dioba
stanica daje stadij od 4 stanice po zigoti te je isto tako meridionalna, ali nastupa od desnog
kuta prve diobe. Treca dioba je ekvatorijalna ili horizontalna, te dolazi do rezanja okomito
preko polarne osi i rezultira zigotom koja sadrzi 8 stanica (Slika 3B). Buduci je veli¢ina svih
stanica unutar zigote tijekom prvih triju dioba jednaka, dioba se do ovog trenutka naziva
jednakom diobom. U trenutku kada se zigota sastoji od 8 stanica nastaje malena Supljina
izmedu stanica blastomera. Kako se dioba stanica nastavlja ta se rupa $iri kako bi u konacnici
tvorila blastocel. Tekuéina unutar blastocela veéinom je morska voda. Nadalje, Cetvrta
stani¢na dioba stvara embrij od 16 stanica te se ovaj stadij ujedno naziva i pocetak morule,
koja traje sve do trenutka pojavljivanja Supljine unutar embrija (cca 6 h nakon oplodnje). Do
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ovoga trenutka diobu pojedinacnih stanica moguce je donekle pratiti pod mikroskopom.
Petom diobom nastaje embrij s 32 stanice, zatim Sestom diobom embrij sa 64 stanice. Kako se
dioba nastavlja nastaju sve manje i manje stanice, a slojevi stanica viSe se ne mogu razabrati
pod mikroskopom. Stadij blastule karakterizira prisutnost velikog, tekuceg blastocela te
smanjenja stopa stani¢ne diobe (Slika 3C). Ponekad je teSko odrediti trenutak kada se embrij
nalazi u stadiju blastule, odnosno da je Supljina u sredini blastocel. Medutim, taj se trenutak
najcesce definira onda kada je Supljina u sredini veca od najvece stanice embrija (Cornway,
1980). Otprilike 6 h nakon oplodnje veéina jezinaca ulazi u rani stadij blastule. Stanice
(blastomere) su u ovoj fazi organizirane u jednom sloju uokolo blastocela. Blastomere
razvijaju cilije na svojoj vanjskoj povrsini te ¢e se kao rezultat njihovog pulsiranja embrij
okretati unutar fertilizacijske ovojnice. Deset do dvanaest sati nakon oplodnje blastula, koja se
u ovome trenutku sastoji od oko 600 stanica, izlijeze se iz fertilizacijske membrane (Briggs i
Wessel, 2006). Ve¢ vrlo rane studije pokazale su kako blastula otpuSta tzv. ,enzime
izlijeganja“ (engl. hatching enzymes) koji oslabljuju i otapaju membranu dovoljno kako bi se
blastula probila u okolni medij (Ishida i sur., 1936; Kopac i sur., 1941). Tijekom kasne
blastule na vegetativhom polu dolazi do zadebljanja i nastanka vegetalne plo¢e (engl. vegetal
plate) te pocetka gastrulacije koja nastupa izmedu 20 i 24 h od oplodnje kod veéine jezinaca
(Cornway, 1980). Za vrijeme gastrulacije dolazi do intenzivne preraspodijele stanica i
prekrivanja blastocela stanicama od dna (vegetativnog pola) prema sredini blastocela, koji se s
vremenom gubi. Takva preraspodjela stanica nastupa radi promijene oblika stanica. Kako se
invaginacija vegetativnog pola nastavlja, dolazi do stvaranja tzv. slijepe cijevi (engl. blind-
ended tube) i stvaranja arhenterona (Slika 3D). Kao rezultat ovih ,,morfogeneti¢kih pokreta“
(engl. morphogenetic movements), stanice embrija moguce je podijeliti u tri gastrulacijska
sloja: ektoderm, mezoderm i endoderm. Gastrula se sastoji od oko 1000 stanica. Iza faze
gastrule nastupa konacan stadij prizme koji karakterizira potpuna promjena oblika embrija te
pocetak diferencijacije struktura larve. Pri kraju gastrulacije, vrSak arhenterona spaja se s
ektodermom, koji se zatim blago uvlaéi kako bi se stvorio stomodaeum. Na jednom kraju
stomodaeuma stvaraju se usta larve, a na suprotnome polu otvor probavnog trakta. Tijekom

ovog razvojnog stadija embrij poprima oblik piramide (Briggs i Wessel, 2006).
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Slika 3. Razvojni stadiji embrija jezinca P. lividus: A) 30 min (zigota s jasno formiranom
fertilizacijskom membranom), B) 90 min (embrij sa 4 (lijevo) i 8 (desno) stanica), C) 6 h (blastula) i
D) 24 h (gastrula) nakon oplodnje. Slike A, B i D 100x povecéanje, slika C 200x povecanje.
Skracéenice: ar — arhenteron, bc — blastocel, fm — fertilizacijska membrana, j — jezgra (osobna arhiva,
prema Cornway, 1980).

U Jadranskom moru zivi oko 20 vrsta jezinaca, a svega tri vrste lako su dostupne za
sakupljanje u veéem broju na podruc¢ju Sjevernog Jadrana, to su: Arbacia lixula,

Paracentrotus lividus i Sphaerechinus granularis (Slika 4).

Jezinac A. lixula (Linné 1758) naziva se i crnim jezincem, zbog izrazito dugih crnih
bodlji koje dosezu duljinu promjera Cahure (Slika 4A). Ovaj je jezinac vrlo slian jezincu
kamenjaru (P. lividus), medutim na lednoj strani nema pedicelarije, stoga se rjede prekriva
sitnim kamenci¢ima te Cesticama §ljunka. Ne busi rupe za razliku od vrste P. lividus ve¢
¢vrsto prijanja za podlogu. Veli¢ine je do 8 cm 1 Zivi na dubini od samo nekoliko metara.
Opcenito je rjedi od jezinca P. lividus i prevladava na hridinastom dnu u ¢istome moru (Turk,
2011). Gonadosomatski indeks (postotak mase gonada naspram ukupne tjelesne mase
organizma) u ove vrste najvisi je od svibnja do srpnja, a najnizi tijekom listopada i studenog
(Wangensteen i sur., 2013), stoga su istrazivanja utjecaja AgNP na embrionalni razvoj
izvedena u kasno proljece ili tijekom ljeta. Gonade crnog jeZinca bojom se uvelike razlikuju
od njemu vrlo sli¢ne vrste P. lividus. Naime, gonade jezinca A. lixula su tamnocrvene (bordo)

boje, dok su one jezinca P. lividus narancaste boje.
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Jezinac P. lividus (Lamarck 1816) jos se naziva i ljubicasti jezinac, jezinac kamenjar ili
hridinski jezinac, a ujedno je jedina zastiCena vrsta jezinaca u Hrvatskoj (Slika 4B). Bodlje
ovog jezinca rijetke su i krhke te otprilike jednake duljine kao i promjer ¢ahure. Cahura je
ljubicaste ili zelene boje, dok su bodlje tamnoljubicaste, rjede crno-smede ili crno-zelene.
Jezinac kamenjar doseze veli¢inu do 8 cm. Ovaj se jezZinac Cesto prekriva ostacima puzeva,
kamenci¢ima ili raznim antropogenim otpadcima. Jezinac kamenjar nastanjuje kamenitu
podlogu i stijene obrasle algama te svojim jakim zubnim aparatom busi kamen (Turk, 2011).
Vrijeme mrijeStenja ovog jezinca ne dogada se uvijek u isto vrijeme tijekom godine (uvelike
ovisi 0 temperaturi mora i ostalim uvjetima), ali naj¢eS¢e se dogada izmedu ozujka i rujna
(proljece, ljeto i rana jesen) (Gonzalez-lrusta i sur., 2009; Tenuzzo i sur., 2012). Na
sjevernom je Jadranu mnogo ¢es¢i stanovnik od jezinca A. lixula, a stanista koja ove dvije

srodne skupine jezinaca (A. lixula i P. lividus) zajedno nastanjuju vrlo su rijetka.

Jezinac S. granularis (Lamarck 1816) jo§ se naziva i pjegavi jezinac zbog toga $to
njegove jake, kratke, ljubiGaste bodlje zavr$avaju malenim, bijelim poljem (Slika 4C). Cahura
pjegavog jezinca je tamnoljubicaste boje, a moze narasti do 12 c¢cm. S. granularis zivi na
koraligenskom tvrdom ili pjeS¢anom dnu medu livadama morskih trava na dubinama izmedu
51 120 m (Turk, 2011). U ovog jezinca gonade se pune i prazne kroz cijelu godinu uz
reproduktivnu aktivnost koja kulminira izmedu listopada i svibnja (Guillou i Lumingas, 1998;
Nahon i sur., 2009). Dok se prethodno spomenute dvije vrste jezinaca A. lixula i P. lividus
mogu sakupiti s obale, posebice za vrijeme oseke, za sakupljanje S. granularis vrste potreban

je ronioc, buduéi jezinac nastanjuje dubine mora ispod 20 m.

Slika 4. Tri vrste jezinaca koriStene kao modelni organizmi: A) oralna strana jezinca A. lixula, B)
oralna strana jezinca P. lividus i C) pogled sa strane jezinca S. granularis.

14



uvoD

Jezinci predstavljaju vaznu komponentu obalnog ekosustava zbog ¢ega pojaan unos
zagadivala mozZe imati Sire posljedice za njegovo funkcioniranje. Hrane se algama i uginulim
organizmima koje nanose morske struje, pretezno su biljojedi, ali postoje 1 grabezljive vrste.
Prirodni neprijatelji su im ribe, zvjezdace i rakovi te morski nametnici poput prazivotinja,
obli¢a, veslonozaca, viti¢ara i dr. Gonade Zenskih jedinki jeZinaca poseban su gastronomski
specijalitet u mediteranskim zemljama poput ltalije, Francuske i Spanjolske (Turk, 2011;
Wangensteen i sur., 2013).

Od nedavno se jezinac poceo primjenjivati kao modelni organizam za istrazivanje
utjecaja nanocestica (Falugi i sur., 2011; Siller i sur., 2013). Naime, embriji i larve jeZinaca,
zbog svoje male veli€ine, iznimno su 0sjetljivi, posebno kod koncentracija koje su uobicajene
za akutnu izlozenost. Budu¢i da se prihvacaju na ¢vrstu podlogu u plitkim obalnim vodama,
larve mnogih morskih vrsta predstavljaju razvojni stadij za koji je rizik od tockastih izvora
ENP najveéi, upravo zbog moguéeg ucinka na rast i stabilnost populacije. Jezinci su vrlo
zahvalna vrsta za toksikoloska istrazivanja, posebice u rutinskim laboratorijskim testovima
embrionalnog razvoja, poznatijima pod nazivom SUEDT (engl. sea urchin embryonal
development test). Nedavno je ustanovljeno kako embriji jezinaca mogu biti odli¢an model i
za ispitivanje embrionalne toksi¢nosti raznih vrsta nanocestica koje posjeduju jezgru metalnih
oksida (Fairbairn i sur., 2011; Falugi i sur., 2011; Manzo i sur., 2013, Siller i sur., 2013). Vrlo
Cesto se testovi SUEDT primjenjuju za eckotoksikoloska istrazivanja ucinka srebrnih

nanocestica, medutim do sada nisu uzete u obzir sljedece Cinjenice:

a) doziranje AgNP u razli¢itim razvojnim stadijima razvoja morskog jezinca, kako bi

b) osjetljivost izmedu razli¢itih vrsta jeZinaca te

C) utjecaj razlicitih veli¢ina AgNP na njegov embrionalni razvoj.

1.4. Dagnja Mytilus galloprovincialis kao modelni organizam

Osim jezinaca, za ispitivanje utjecaja nanocestica na morske organizme Cesto se kao
modelni organizam Koriste i $koljkasi. Naime, Skoljkasi obitavaju u slatkovodnim i morskim
ekosustavima, gdje se uvelike primjenjuju u programima dugoro¢nog ili periodi¢nog pracenja
i procjene kvalitete vodenog okolisa/ekoustava (tzv. biomonitoring). Skoljkasi se hrane

filtriranjem morske vode, stoga imaju visoko razvijen sustav stani¢nog unosa nano- i mikro
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Cestica procesima endocitoze i fagocitoze (Canesi i sur., 2012). Do danas je ve¢ objavljeno
mnogo toksikoloskih studija koje su se bavile utjecajem raznih nanocestica na Skoljkase,
posebice na dagnjama Mytilus spp. (M. galloprovincialis ili M. edulis) i to na razli¢itim
razinama bioloske organizacije. (Canesi i sur., 2010a; Canesi i sur., 2010b; Canesi i sur.,
2011; Lopes Rocha i sur., 2015).

Za potrebe ove doktorske disertacije kao predstavnik razreda Bivalvia - Skoljkasa
odabrana je dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) (Slika 5). Dagnja je vrlo
rasireni Skoljka$ tamnoplave boje ljustura, a moze narasti do 7 cm. Za podlogu i medusobno
unutar populacije dagnje se pricvrs¢uju bisusnim nitima. Zanimljivo je kako ovi organizmi u
Cistome moru rastu prilicno polako, dok u moru s puno hranjivih tvari (npr. luke) rastu brzo
(Turk, 2011). Upravo je to jedan od razloga zbog Cega su odabrane dagnje kao modelni
organizam u ovoj disertaciji, jer najéeSc¢e nastanjuju luke mnogobrojnih gradova uz obalu gdje
se nalaze i brojni industrijski ispusti. Svaka dagnja moze profiltrirati dnevno oko 400 litara

morske vode, samim time u svojem tkivu moze nakupiti razna okolisSna zagadivala (Turk,

2011).

aduktor misic

plast
kremasto-obojani organispod skrgi
koji sadrzi gonade

probavna Zlijezda (hepatopankreas)
tamno-obojani organ ispod stopalaii tetiva

stopalo

Slika 5. Unutarnji organi mediteranske dagnje Mytilus galloprovincialis.
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CILJEVI I HIPOTEZE ISTRAZIVANJA

2.1. Ciljevi i hipoteze istraZivanja
U ovoj doktorskoj disertaciji postavljena su tri osnovna cilja:

a) okarakterizirati sustav razli¢itih veli¢ina AgNP u morskoj vodi,

b) ispitati utjecaj AGNP na embrionalni razvoj jezinaca te

Cc) ispitati sustav medudjelovanja AgNP i dva insekticida (cipermetrina i
deltametrina) na enzimski sustav u dagnji (acetilkolinesteraza i glutation S-

transferaza) i na koncentraciju proteina metalotioneina.

Postavljene hipoteze istrazivanja jesu:

(i) AgNP u doticaju s morskom vodom stvaraju nakupine, a Kinetika otpustanja iona

mijenja se s vremenom;

(if) AgNP su toksi¢ne za dagnju i embrij jezinaca, a njihova toksi¢nost ovisna je o

primijenjenoj koncentraciji;
(iii) AgNP su toksi¢nije od primijenjenih iona srebra iste koncentracije;
(iv) AgNP manjih dimenzija toksi¢nije su od onih vecih promjera;

(v) AgNP uzrokuju razli¢iti odgovor ovisno o trenutku kada je organizam prvi puta

doSao u doticaj s njima,

(vi) razli¢ite vrste organizama (koje pripadaju istome razredu) daju isti odgovor na
toksi¢nost AgNP te

(vii) AgNP mogu posluziti kao prijenosnici raznih zagadivala (insekticida) te

uzrokovati povecani toksi¢ni u¢inak na morske organizme.
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3. Literaturni pregled

3.1. Stabilnost nanocestica u suspenziji

Za uspjeSnu primjenu nanocestica te za bolje razumijevanje njihovog ponasanja i
sudbine u okolisu potrebno je razumijeti ponasanje i stabilizaciju nanoCestica u suspenziji te
njihovu interakciju s molekulama vode i prirodno prisuthom organskom tvari (NOM).
Nanocestice u suspenzijama podlijezu procesima aglomeracije, agregacije (homogene i
heterogene), sedimentacije, otapanja i kemijskih transformacija (Markus i sur., 2015).
Otapanje nanocestica, tj. otpustanje iona s povrsine Cestica, vrlo je vazan proces koji se zbiva
u suspenziji nanocestica. Na proces otapanja utjecu fizikalno-kemijska svojstva nanocestica
(njihov elementarni sastav, veliina, oblik, struktura, povrSinska modifikacija, masena
koncentracija, kristali¢nost i drugo) te priroda medija (ionska jakost, pH i drugo). Medu tim
faktorima najvaznijim se smatra veli¢ina nanocestica jer smanjenje veliCine Cestica moze
dovesti do povecanja njihove topivosti. Topivost nanocestica uvelike utjeCe na njihovu
stabilnost u suspenziji, ali i na njihovu toksi¢nost prema bioti. PovrSina nanocestica odreduje
njihovu reaktivnost 1 sorpciju, dok naboj povrSine utjeCe na stabilnost Cestica 1

medudjelovanja s drugim povrSinama, odnosno Cesticama (Ngoc, 2014).

Kada se govori o nanocCesticama 1 njithovom ponasanju u suspenziji potrebno je
razlikovati dva pojma: aglomeraciju i agregaciju. Prema IUPAC-ovoj definiciji u
aglomeratima se dispergirane Cestice drze slabim fizikalnim medudjelovanjima, §to moze
dovesti do fazne separacije pri kojoj nastaje talog Cestica veli¢ina vec¢ih od koloidnih estica
(> 1 um), a cijeli proces je reverzibilan. Suprotno tome, u agregatima su Cestice povezane
jakim silama i proces je ireverzibilan (McNaught i Wilkinson, 2007). Agregacija nanoCestica
je proces koji povecava njihovu veliinu i potencijalno smanjuje apsorpciju. Nadalje,
agregacija moze biti homogena ili heterogena. Homoagregacija podrazumijeva agregiranje
Cestica iste vrste, dok se heteroagregacija odvija izmedu Cestica razli¢itih vrsta, veli¢ine 1
svojstava. Do heteroagregacije nanocestica moze do¢i s organskim, anorganskim i bioloskim
koloidima te s virusima i bakterijama. U suspenzijama, ve¢ina nanocestica je sklona
agregiranju, a proces agregacije je vazan jer moze dovesti do njihovog talozenja (Huynh i
sur., 2012). Na agregaciju nanocestica, odnosno njihovu stabilnost u suspenziji utjecu brojni

¢imbenici poput povrsinskog naboja nanocestica, prisustva NOM-a, ionske jakosti medija, pH
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te sastav elektrolita (Kim i sur., 2012). Tako se primjerice stabilizacija srebrnih nanocestica
moze posti¢i kontroliranjem bilo elektrostatskih (npr. dodavanjem citratnog omotaca) ili
sterickih odbojnih sila (npr. modificiranjem povrSine s raznim hidrofobnim proteinima)
(Levak i sur., 2017). Brojna su istrazivanja potvrdila da se NOM moze adsorbirati na povrSinu
nanoCestica 1 time smanjiti stupanj agregacije pomocu elektrostericke stabilizacije
(kombinacije elektrostatskog odbijanja i stericke hidratacije) (Chen i sur., 2011; Grillo i sur.,
2015; Louie i sur., 2015). Liu i sur. (2012) su primjenom dinamickog rasprsenja svjetlosti
proucavali utjecaj okoliSnih parametara, poput pH, koncentracije natrijevog klorida 1 NOM-a
na proces agregacije funkcionaliziranih nanocestica zlata (FAUNP). Usporedbom utjecaja
veliine Cestica, sastava njihove jezgre te citrata kao omotaca na kinetiku procesa agregacije
FAuNP, dosli su do zakljucka kako fizikalno-kemijska svojstva omotaca nanocestica najvise

utjecu na proces njihove agregacije.

Stabilnost nanocestica u suspenziji, odnosno stupanj njihove agregacije, rezultat su
elektrostatskih odbijanja te sterickih i van der Waals-ovih sila koje se javljaju izmedu cCestica.
Stabilnost suspenzije nanocestica i njihova sklonost agregiranju moze Se opisati pomoc¢u
Derjaguin—Landau—Verwey—Overbeek teorije (DLVO teorije). DLVO teorija koloidne
stabilnosti opisuje ukupnu energiju medudjelovanja izmedu Cestica koje se priblizavaju jedna
drugoj. Prema DLVO teoriji, stabilnost nanocestica suspendiranih u vodenom mediju moze se
procijeniti kao suma van der Waals-ovih sila i medudjelovanja elektricnog dvosloja. Nadalje,
agregacija je usporena ako elektrostatske odbojne sile dominiraju nad van der Waals-ovim
privla¢nim silama (Christian i sur., 2008). Kod suspenzija velikih koncentracija treba uzeti u
obzir i udaljenost izmedu &estica. Cestice agregiraju kada je koncentracija Cestica visoka i
udaljenost izmedu njih je nekoliko nanometara, jer na njih djeluju van der Waals-ove sile.
Sudaranje Cestica tijekom agregacije moze biti rezultat Brown-ove difuzije, gibanja fluida i
diferencijalnog taloZenja. Brown-ova difuzija predstavlja glavni mehanizam agregacije
nanocestica s neznatnim doprinosom gibanja fluida i diferencijalnog talozenja (Petosa i sur.,

2010).
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3.2. Ponasanje i sudbina nanocestica u vodenom okoliSu

Umjetno proizveden nanomaterijal moze dospjeti u okoli§ na viSe nacina kako je
prethodno spomenuto u Uvodnome dijelu (iz proizvodnih otpadnih voda, izlijevanjem tijekom
prijevoza i rukovanja nanomaterijalom, ciljanim ispustanje u okoli§ u svrhu sanacije tla).
Jednom kad se nadu u okoliSu nanocestice mogu biti unesene u pojedine organizme koji zive
u vodi, tlu ili zraku, u njima ispoljiti svoj ucinak (pozitivan ili negativan) te biti prenesene u
vise karike hranidbenog lanca. Veliki broj istrazivanja posvecen je ponasanju nanocestica u
slatkoj vodi (Bouldin i sur., 2008; Holbrook i sur., 2008; Lewinski i sur. 2011). Nedavno je
utvrdeno da optereéenje TiO2 NP, porijeklom iz proizvoda za zastitu koze od djelovanja
suncevog zracenja, na samo jednoj plazi moze iznositi i viSe od 4 kg po danu (Sanchez-Quiles
i Tovar-Sanchez, 2014). U okviru navedene studije, zabiljezene su i znacajne kemijske
promjene u vodama obalnog pojasa te ustanovljen toksi¢ni ucinak TiO2 NP na Zivi svijet u

moru.

Toksi¢nost raznovrsnih nanocestica ispitana je na velikom broj slatkovodnih
organizama i predmet je brojnih istrazivanja ucinaka unosa velikih koli¢ina nanomaterijala u
rijeke ili jezera (Gottschalk i Nowack, 2011; Piccapietra i sur., 2012; Zhao i sur., 2013). S
druge strane, puno je manje podataka 0 toksicnom uc¢inku nanocestica na organizme koji
naseljavaju estuarije i obalna mora, podruc¢ja gdje se fizikalno-kemijska svojstva nanocestica
bitno mijenjaju (uglavnom zbog veceg saliniteta) (Canesi i sur., 2011; Baker i sur., 2014;
Mouneyrac i sur., 2014). Razlozi tome su visestruki. Nanocestice posjeduju veliku specificnu
povrsinsku reaktivnost, te se smatra da ¢e se one, ubrzo nakon unosa u okolis, transformirati 1
prevesti u stabilniji (manje reaktivni) oblik prije prijenosa na veée udaljenosti. Nadalje, u
slucaju prijenosa nanocestica iz slatkovodnog sustava do estuarija ili eventualno obalnih
morskih voda, doslo bi do smanjenja njihove konecntracije zbog ¢ega bi se znacajno smanjio
rizik toksi¢nog uéinka. Osim toga, nanocestice vrlo ¢esto stupaju u interakciju s prirodno
prisutnom organskom tvari (engl. natural organic mater, NOM). Van Hoecke i sur. (2011)
svojom su studijom pokazali da medij u kojem se ispituju karakteristike CeO2 NP uvelike
utjeCe na konacni rezultat, odnosno biodostupnost i toksi¢nost nanocestica. U svojim su
istrazivanjima dosli do zakljucka kako bi medij za ispitivanje utjecaja nanocestica opéenito
trebao sadrzavati NOM, dok bi medij bez prisustva NOM-a trebalo promatrati kao najgori

mogucéi scenarij (engl. worst case scenario). Naime, NOM se adsorbira na povrsinu s CeO>
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NP, zbog ¢ega najvjerojatnije dolazi do smanjenja njihove toksi¢nosti jer su manje dostupne
organizmima za unos. Aglomeracijski procesi, uz rastucu ionsku jakost, onemogucavaju
rasprSenje nanocestica koje time postaju zarobljene i inaktivirane unutar vecih Cestica, Cija je
toksi¢nost za organizme opet smanjena. Medutim, u nedavnim istrazivanjima dokazano je
kako nanocestice (u pojedina¢nom obliku ili u nakupinama) ipak mogu ostati dulje vrijeme
stabilne te se odrzati u bo¢atim vodama i u morskoj vodi (Kammer i sur., 2012; Levak i sur.,
2017). Dakle, ENP se mogu prenijeti na velike udaljenosti, te ukoliko ne dode do njihove
promjene redoks procesima, postupno dospjeti do estuarija gdje, zbog povecanog saliniteta,
dolazi do aglomeracije i talozenja. Svojom su opseznom studijom Cleveland i sur. 2012.
godine pokazali da dolazi do ispiranja AgNP s potrosackih proizvoda, poput primjerice raznih
antibakterijskih sredstava koja se primjenjuju za suzbijanje rasta bakterije Escherichie coli.
Posljedicno AgNP ostaju neko vrijeme u vodenom stupcu u moru te se s vremenom
adsorbiraju na sediment i Cestice pijeska, a dolazi i do njihove biokoncentracije iz vodenog
stupca u organizmima poput juvenilnih stadija $koljkasa (Mercenaria mercenaria), morskih
trava (Spartina alterniflora) kozica (Palaemonetes pugio) i puzeva (llyanassa obsoleta) koji

zive na morskome dnu u mulju.

Dakle, sve je vise dokaza kako se pojedine nanocestice, ili njihove manje nakupine,
mogu odrzati danima u mediju s visokom koncentracijom soli kao $to su estuariji i morska
voda, vjerojatno stabilizacijom s humusnom tvari, polisaharidima ili zbog adsorpcije na
organski detritus (Antonio i sur., 2015; Louie i sur., 2015). Budu¢i da vise od polovice
svjetskog stanovniStva Zivi u priobalnom podrucju, sve je vjerojatnije da ¢e znacajne koliine
ENP dospjeti do obalne morske vode prije nego li procesi otapanja, aglomeracije i agregacije
mogu znadajno smanjiti njihovu koncentraciju. Stovise, u posljednje vrijeme dokazane su
znacajno Vvisoke koncentracije ENP u obalnoj vodi, poput prethodno spomenutih nanocestica
titanijeva dioksida, samo zbog upotrebe kreme za zastitu od sunca (Sanchez-Quiles i Tovar-
Sanchez, 2014). Kadar i sur. (2014) pokazali su da nanocestice porijeklom iz oblaka prasine
dospijevaju u morsku vodu, u takvom okruzenju agregiraju, a izvanstani¢ne tvari porijeklom
iz mikroalgi (engl. microalgal exopolymeric substances, EPS) ih stabiliziraju (Chen i sur.,
2011). El Badawy i sur. (2010) su otkrili kako upravo o vrsti omotaca koji je dodan na
povrsinu AgNP ovisi njihovo ponaSanje u okoliSu. Naime, oni su otkrili kako AgNP omotane
polivinilpirolidonom (PVP-om) nisu reagirale na promjenu koncentracije kalcija u okolisu ili

pH, dok je stabilnost AgNP omotanih citratom ovisila o pH i koncentraciji kalcija. Sli¢no
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tome istrazivanju, nanocestice zlata omotane s merkaptoundekanoi¢nom kiselinom pokazale
su jaci negativni povrsinski naboj u usporedbi s nanocesticama bez omotaca (Dougherty i sur.,
2008). Spomenuta istrazivanja govore u prilog Cinjenici kako upravo omota¢ nanocestica
moze biti odgovoran za medudjelovanje izmedu nanocestica i organizma, odnosno o njemu

uvelike ovisi hoce li nanocestice biti unesene u organizam.

Medudjelovanje nanocestica s toksi¢nim organskim Spojevima moze povecati ili
smanjiti njihov toksi¢ni uc¢inak. Kao Sto je ve¢ prethodno spomenuto, nanocestice nemaju
iskljuivo negativan ucinak, u nekim slucajevima posebna svojstva nanocestica mogu
povoljno djelovati na okolis. Tako se primjerice na nanoCestice mogu vezati razna okoli$na
zagadivala te ih se na taj nacin moze odstraniti iz okolisa. U trojnom sustavu organizam-
zagadivalo-nanocestica (npr. nanocestice, pesticidi i organizam) postoje dva osnovna nacina
medudjelovanja. Jedan od nacina je adsorpcija ili apsorpcija zagadivala na povrsinu ili unutar
nanocestice, ¢ime je smanjena koncentracija slobodnog zagadivala, a samim time i njegova
biodostupnost. Ukoliko dolazi do unosa kompleksa nanocestica-zagadivalo u stanicu, toksi¢ni
ucinak moze biti posljedica djelovanja samo nanocestica, samo zagadivala ili pak njihovog
zajedni¢kog djelovanja. Moze se dogoditi 1 da nema nikakvog ucinka zbog toga Sto
zagadivalo nije biodostupno, a nanocestica sama po sebi nije toksi¢na (Nowack i Bucheli,
2007). Tako primjerice crni ugljik (engl. carbon black), koji safinjava oko 9% ukupne
organske tvari u sedimentu, moZe smanjiti njen unos u organizam. Smanjena biodostupnost
velikog broja organskih zagadivala u sedimentu i beskraljeZnjacima bentosa u prisutnosti
crnog ugljika zabiljezena je u mnogim studijama (Koelmans i sur., 2006; Smith i sur., 2007;
Moore i sur., 2009; Canesi i sur., 2010b, Magesky i Pelletier, 2015; Mesari¢ i sur., 2015).

Jos jedna prepreka koja se javlja u studijama ispitivanja utjecaja nanocestica na vodene
organizme jest ¢injenica da trenutno nije poznato kako razlikovati ENP od prirodno prisutnih
nanocestica. Osnovna logika 1 pretpostavke koje su se do sada primjenjivale u toksikoloskim
studijama mogu se primijeniti 1 na nanocestice, medutim postoje razlike izmedu nanocestica 1
ostalih zagadivala, poput primjerice raznih pesticida (Hany i sur., 2008). Osnovna razlika
izmedu nanocestica i primjerice pesticida je u veli¢ini: nanocestice su vrlo male Cestice
(veli¢ine 1 - 100 nm), dok su pesticidi molekule (veli¢ine ~0.5 - 2 nm) (Street i sur., 2008).
Nadalje, nanocestice su najceS¢e gradene od raznih metala (srebra, titanija, nikla, zlata,

zeljeza i sl.) dok su najc¢esce koriSteni pesticidi u agrokulturi organofosforni spojevi (npr.
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diklorovos, klorpirifos, malation, triklorofon) i piretroidni insekticidi (cipermetrin |
deltametrin). S toksikoloskog aspekta pesticidi, kao organski spojevi (ksenobiotici), jednom
uneseni u organizam prolaze kroz procese biotransformacije i detoksifikacije, a posjeduju i
neurotoksi¢ni u¢inak (uzrokuju inhibiciju acetilkolinesteraze, AChE) dok za nanocestice jo$
uvijek nije poznato §to se S njima zbiva jednom kad se unesu u biotu. Nanocestice, zbog
svoje veli¢ine, mogu imati biofizicki razarajuci u¢inak na membrane stanica gdje stanicni
receptori mogu drugacije prepoznati povrSinu nanocestica zbog njihovog naboja ili njihove
povrsinske kemije (tj. proteinskog omotaca) ili pak u stanice mogu uéi endocitozom i gdje se
zatim oslobadaju ioni s njihove povrsSine. Osim toga, nanocestice mogu pokazati mehanizam
toksic¢nosti ,,Trojanskog konja“ gdje nanocestice djeluju kao nosaci za druge toksi¢ne tvari.
Naime, toksi¢ni uc¢inak raznih nanocestica poceo se ispitivati tek unatrag nekoliko godina, a

odgovor ovisi o vrsti Cestica Cija se toksinost ispituje.

3.3. Metode za karakterizaciju nanocestica u okoliSnim matricama

Kako bi se odredilo i predvidjelo ponasanje nanocestica u okoliSu klju¢no je dobro
fizikalno-kemijski i bioloski okarakterizirati nanocestice. Karakterizacija nanoCestica uvelike
pomaze i industriji da bi se u konacnici ,,nano“- proizvod ispravno skladistio te sprijecilo
eventualno dospijevanje nezeljene koli¢ine nanocestica u okoliS. Medutim, upravo zbog
njihove veli¢ine, karakterizacija nije jednostavan zadatak, a interpretacija dobivenih rezultata
veliki je izazov brojnim istrazivacima (Peterson i sur., 2014).

Do danas postoji relativno malo istrazivanja o fizikalno-kemijskom ponaSanju
nanocestica u morskoj vodi, a podaci o njihovoj stabilnosti su dvojbeni (brza aglomeracija
naspram znacajne postojanosti nanocestica) (Chekli i sur., 2015). Nadalje, nanocestice se
Cesto oblazu ionima poput citrata ili polietilen glikola, a malo se pozornosti posvecuje
moguénosti da biomolekule prisutne u okolisu (npr. EPS, humicna i fulvi¢na kiselina)
zamijene te ione s povrSine nanocestice. Otpadne vode ili drugi okoli§ bogat proteinima, kao
Sto su postrojenja za prociS¢avanje otpadnih voda, gdje proteini ¢ine do 50% organske tvari,
mogu dovesti do stvaranja bioloskog omotaca oko ENP i time im dati znac¢ajnu dugoro¢nu
stabilnost (Eddy i sur., 2003).
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Postoje mnoge metode i instrumenti koji se koriste za karakterizaciju nanocestica,
odredivanje njihovog sastava, strukture, oblika, raspodjele veli¢ine, morfologije i Cistoce U
mediju od interesa (Farré i sur., 2011). Primjena samo jedne tehnike za karakterizaciju
nanocestica nije dovoljna jer svaka metoda mjeri odredeni parametar. Tek nakon sakupljanja i
podrobne analize podataka dobivenih raznim tehnikama moze se dobiti cjelokupna slika te
svojstva i osobine ispitivanog nanomaterijala postaju jasnije (Hogue i sur., 2012). Neke od
najéeS$ce koristenih metoda za karakterizaciju nanocCestica i njihovih suspenzija te njihove
prednosti i nedostaci bit ¢e spomenuti u hastavku.

Odredivanje kemijskog sastava i specijacija metala u razliitim medijima moze se
ispitati spektrometrijom masa visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (engl.
Inductively-Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS). ICP-MS je tehnika razvijena da
bi se utvrdila koncentracija pojedinih elemenata u razli¢itim vrstama uzoraka, poput vode,
hrane, okoliSa, itd. Ta tehnika primjenjuje induktivno spregnutu plazmu kao ionizacijski
izvor, a za detekciju se koristi spektrometrija masa. Danas se ICP-MS-om uspjesno mogu
detektirati pojedinac¢ne cestice (engl. Single Particle Inductively-Coupled Plasma Mass
Spectrometry, SP-ICP-MS) te se u tom slu¢aju moze odrediti i njihova koncentracija, veli¢ina
i elementarni sastav. Ta metoda ima odliénu osjetljivost, vrlo nizak pozadinski Sum i
omogucuje odredivanje koncentracija u dijelovima trilijuna (ppt). Osim toga, SP-ICP-MS-om
se moze pratiti otapanje nanocestica i njihova aglomeraciju (Stevenson, 2012; Cornelis i
Hassellov, 2014). Uz pomo¢ infracrvene spektroskopije s Fourierovom transformacijom
(engl. Fourier-transform infrared spectroscopy, FTIR) moze se odrediti organski omotac
nanocCestica te nanocestice gradene od organskih spojeva. Nadalje, rentgenskom difrakcijom
X zrakama (XRD) moze se potvrditi kristalografska struktura nanocestica §to pomaze

prilikom odredivanja njihovog elemtarnog sastava.

U ,,nano-svijet“ moze se ,proviriti transmisijskom ili pretraznom elektronskom
mikroskopijom te mikroskopijom atomskih sila. Te tri tehnike oslikavanja pronaSle su
primjenu u svim podrué¢jima znanosti, poput kemije, biologije, fizike, astronomije, medicinske
dijagnostike, a odnedavno se koriste i u nanotehnologiji (Ma i Lin, 2013). Transmisijska
elektronska mikroskopija (engl. Transmission Electron Microscopy, TEM) predstavlja
jednu od Kljuénih metoda za ispitivanje povrSine nanomaterijala i to na temelju razlike u
sposobnosti snopa elektrona da prode kroz ¢vrsti uzorak te se dobiva slika visoke rezolucije u

koja seze do priblizno 0,2 nm. Kako bi se dobila visoka kvaliteta slike pripremljeni presijek
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uzoraka mora biti vrlo tanak. Iznimno visoka rezolucija mikrografije dobivene TEM-om, ¢ak
do atomske rezolucije, predstavlja njegovu osnovnu prednost. Pretrazna elektronska
mikroskopija (engl. Scanning Electron Microscopy, SEM) jos je jedna od vizualnih tehnika
za ispitivanje veli¢ine i morfologije nanocestica. Za razliku od TEM-a, SEM zahtijeva
sakupljanje snopa elektrona rasprSenih od uzorka za stvaranje slike povrsine. U rezoluciji se
SEM ne razlikuje mnogo od TEM-a te njegova rezolucija seze do ~2 nm. Oslikavanje
nanocestica uz pomo¢ SEM tehnike vrlo je osjetljivo, precizno 1 selektivno. Medutim, postoje
ograni¢enja tih dviju mikroskopskih tehnika. Naime, TEM i SEM zahtijevaju nanoSenje
uzoraka na odredenu povrSinu i suSenje prije same karakterizacije (u uvjetima visokog
vakuuma), a sama analiza rezultata moze ovisiti o osobi koja interpretira rezultate. Nadalje,
otapalo moZze biti odgovorno za agregaciju nanocestica pa vrijednost veli¢ine dobivene

pomocu takvih metoda ne omogucava odredivanje njegovog utjecaja (Kato i sur., 2012).

Sli¢na prethodnim dvjema tehnikama jest mikroskopija atomskih sila (engl. Atomic
Force Microscopy, AFM). AFM se moze primijeniti za proucavanje kompleksnih bioloskih
sustava, ali i samih nanocestica. Ta se metoda mikroskopiranja temelji na postavljanju
skeniraju¢e sonde povrh uzorka te se uzorak skenira na nain da se mjeri medumolekulska
sila koja djeluje izmedu atoma mjerne sonde i atoma ispitivanog uzorka. Takvo kretanje vrha
sonde zatim se pretvara u topografsku kartu povrSine. AFM je tehnika koja omogucuje
oslikavanje povrSinske strukture s visokom rezolucijom ¢ime se dobiva prikaz rasporeda
pojedinih atoma u uzorku, a moguée je vidjeti 1 strukturu pojedinih molekula. AFM
omogucuje vizualizaciju uzorka u tri dimenzije (kao i SEM) te posjeduje vertikalnu rezoluciju
manju od 0.1 nm, a X-Y lateralnu rezoluciju oko 1 nm. Osnovna prednost AFM je da se ne
treba provoditi u ekstremnim uvjetima (npr. ultra vakuum 1 niske temperature), ve¢ se
oslikavanje moze vrsiti i u teku¢inama i pri razli¢itim temperaturama. Upravo iz tog razloga
idealna je metoda za proucavanje bioloSkih makromolekula te interakcije nanocestica s
organizmima. Nedostatak svih tehnika mikroskopiranja nanocCestica jest Cinjenica §to je
rezultat slika odredenog (malog) dijela nakupine nanocCestica, a ne informacija o Svim
prisutnim cesticama u uzorku. Medutim, kako bi se premostila ta slabost mikroskopije,
trenutno se razvija mikroskopija visoke propusnosti (engl. High-throughput microscopy)
(Ljosa i sur., 2013). Na Slici 7 prikazan je uzorak nanocestica silicija i zlata snimljen svim
trima prethodno opisanim metodama mikroskopiranja: AFM, TEM i SEM (Eaton i sur.,
2017).
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B

Slika 7. Usporedba triju mikroskopskih tehnika: AFM, SEM i TEM: (A) uzorak SiNP uz pomo¢
AFM-a(lijevo), TEM-a (sredina i SEM-a(desno) i (B) uzorak AuNP uz pomo¢ AFM-a (lijevo), TEM-a
(sredina) i SEM-a (desno) (Eaton i sur., 2017).

Veli¢ina nanocestica u suspenziji naj¢eS¢e se odreduje dinamickim rasprSenjem
svjetlosti (engl. Dynamic Light Scattering, DLS). DLS metoda temelji se na mjerenju brzine
nasumicnog gibanja Cestica u suspenziji, na temelju kojeg se odreduje raspodjela veli¢ine
Cestica i aglomerata/agregata. Ta se metoda temelji na rasprSenju laserske svjetlosti zbog
Brownovog gibanja vrlo malih ¢estica. DLS tehnikom mogu se odrediti veli¢ine nanocestica u
rasponu od ~0.3 nm do 10 um. Medutim, valja imati na umu da promjeri nanocestica nisu
pravi promjeri ve¢ hidrodinamicki promjeri nanocestice, Sto znaci da Cestica nije ,,gola* ve¢
oko sebe ima hidratacijski tj. solvatacijski sloj (Hassan i sur., 2015). DLS je neinvazivna
metoda, mjerenja traju kratko, mogu se analizirati velika podrucja koncentracije uzoraka, a
reproducibilnost mjerenja je veca nego kod drugih metoda. No DLS-om se ne moze odrediti
sastav Cestica odredene veliine 1 njegova primjena za analizu uzoraka koji sadrze razlicite
veliCine Cestica je ogranicena (Lin i sur., 2012). Velika prednost DLS je Sto se u vecini
modernih instrumenata povezuje s elektroforetskim rasprSenjem svjetlosti, sto omogucuje
odredivanje zeta potencijala Cestica (elektricnog potencijal povrSine Cestica koji se giba

zajedno s nabijenom ¢esticom). Slika 6. prikazuje analizu golih i citokromom C omotanih
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AgNP primjenom dviju metoda: UV/Vis spektroskopije te metodom dinamickog rasprsenja
svjetlosti (Kim i sur., 2015). UV/Vis spekar (Slika 6A) prikazuje na mali pomak citokromom
C omotanih AgNP u desno, prema viSim valnim duljinama, omota¢ djeluje na ukupnu
oscilaciju povrSinskih elektrona zbog ¢ega se SPR javlja pri nizoj energiji. DLS tehnika
pokazuje povecanje veli¢ine AgNP nakon dodatka citokroma C S§to se ocituje u pomaku
distribucije maksimuma intenziteta (%) ka Cesticama s ve¢im promjerom (Slika 6B). Ta dva

podatka zajedno ukazuju na ¢injenicu da citokromom C omotane AgNP jesu vec¢ih dimenzija.
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Slika 6. UV/Vis spektar (A) i raspodjela veli¢ine (B) Cistih AgNP i citokomom C omotanih AgNP
dobiveni za molarni odnos [Cyto C]/[AgNP] = 300 (Kim i sur., 2015).

Za istrazivanje optickih svojstava nanocestica i njihove veli¢ine primijenjuje se
apsorpcijska spektroskopija vidljivog zracenja (engl. Ultra Violet-Visible spectroscopy,
UV/Vis). UV/Vis spektroskopija primjenjuje se za pracenje promjena u povrsinskoj plazma
rezonanciji (eng. surface plasmon resonance, SPR) metalnih nanocestica (npr. srebra ili zlata)
dok se fluorescentna spektroskopija koristi za detekciju fluorescentnih nemetalnih nanocestica
(npr. nanocestica poluvodi¢a popud CdSe/ZnS ili nanocestica na koje su specificno dodani
fluorofori, npr. DAPI- SiNP). UV-Vis spektroskopijom moze se pratiti taloZenje nanocestica i
proces agregacije s vremenom (Sondi i sur., 2003), ali i interakcija izmedu raznih nanocestica
i NOM-a (Woulandri i sur., 2015; Levak i sur., 2017). Osim UV-Vis spektroskopije za
karakterizaciju nanocCestica moze se koristiti i infracrvena spektroskopija (odreduje se sastav

nanocCestica i koncentracija pojedinih vrsta kemijskih veza na temelju vibracija i istezanja
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specifi¢nih kemijskih veza), Ramanova spektroskopija (odredivanje prirode kemijskih veza u
materijalu), nuklearna magnetska rezonancija, elektronska 1 masena spektroskopija

(odredivanje mase i sastava nanocestica).

Tehnika razdvajanja Cestica proto¢nim poljem (engl. Field Flow Fractination, FFF)
veoma je ucinkovita metoda za razdvajanje i frakcioniranje raznih nano- i makro-cestica
(kompleksnih polimera, biomakromolekula, nanocestica). Uz pomo¢ FFF-a razdvajanje moze
biti od 1 nm do nekoliko mikrona (Bott i Tadjiki, 2013). Jedna od osnovnih prednosti sustava
FFF je ta $to se na njega mogu dodati razni drugi detektori (poput prethodno spomenutih
UV/Vis i DLS instrumenata) koji daju informacije o razdvojenim frakcijama koje posljedi¢no
mogu biti povezane s veli¢inom tvari u pojedinoj frakciji. Analizom asimetri¢nog razdvajanja
Cestica proto¢nim poljem (engl. Asymmetrical Flow Field Flow Fractination, AsFFFF) Kim i
sur. (2015) pokazali su da promjer AgNP naraste za oko 4 nm kada se na nanocestice veze
citokrom C. Kombinacijom vise tehnika (AsFFFF, DLS, UV/Vis i mikroskopijskih tehnika)
moguce je vrlo detaljno razraditi i predvidjeti proces aglomeracije kako AgNP, tako i ostalih

nanocestica U morskoj vodi.

3.4. Unos nanocestica u vodene organizme

Nanocestice mogu prije¢i stanicnu membranu raznih vrsta stanica i na taj nacin postati
internalizirane (Feswick i sur., 2013). Glavni parametri koji odreduju hoce li nanocestice biti
internalizirane jesu: nakupljanje i1 sedimentacija na povrSini stanice ili difuzija prema stanici
(Novak i sur., 2013). U specijaliziranim stanicama unos nanocestica odvija se procesima
endocitoze ili fagocitoze (Piccapietra i sur., 2012). Jednom kada se nanocestice nadu unutar
stanice, pohranjuju se na razna mjesta (primjerice unutar vezikula, mitohondrija, lizosoma) te
su u mogucénosti izazvati toksi¢an uéinak (Hull i sur., 2011; Garcia-Negrete i sur., 2013).
Nanocestice mogu biti toksi¢ne zbog svoje veli¢ine, zatim zbog velike reaktivne povrSine te
zbog sposobnosti stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta (engl. reactive oxigen species, ROS)
(Canesi i sur., 2010; Tedesco i sur., 2010; Gomes i sur., 2011; McCarthy i sur., 2013). Nakon
izlaganja brojnih organizma (fitoplanktona, skoljkasa, jezinaca, rakova, riba) nanocesticama,
na stani¢noj razini primijeéeni su: oksidacijski stres, antioksidacijska aktivnost i
citotoksi¢nost (Gomes i sur., 2011; Balbi i sur., 2014; Pisino i sur., 2015; Walters i sur.,

2016). Naime, razna istrazivanja do danas ukazuju na ¢injenicu kako utjecaj nanoCestica na

28



LITERATURNI PREGLED

morske organizme varira ovisno o sastavu nanocestice (metalni oksid, metal) te taksonomiji

organizma na kojemu se izvodi ispitivanje (Miller i sur., 2010).
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Tablica 1. Literaturni pregled podataka o toksi¢nom ucinku raznih industrijski vaznih nanocestica na morske organizme.

Veli¢ina

Red Vrsta Vrsta NP2 (nm) c(ug 1) IzloZenost (h) Posljedice Literatura
. i i 3 lprezivljenje, |LDH, |GSH, Suman i sur.
Plankton Chlorella vulgaris ZnO 40 - 48 50 - 300 x10 24,72 1SOD, 1LPO 2015
zna¢ajna razlika djelovanja
. AgNO3; u usporedbi s Boenigk i sur.
Zajednica planktona Ag 10 5 24 kontrolom, nikakav uéinak 2014
AgNP
Dunaliella tetriolecta
Phaeodactylum tricornutum - ye.7ng 17+3 0.5-4nM 3dana  |brzinarasta Zhou i sur. 2015
Rhino-monas reticulata
. PVP/PEI AgNP + stanice algi
Isochrysis galbana ; > heteroagregati, PVP/PEI
Phaeodactylum tricornutum  PVP/PEI S 0.00001 - 100 x 10 AgNP uzrokovale su razliditu o
- . Ag e . - Schiavo i sur.
Tetraselmis suecica 72 osjetljivost u stanica algi (T. 2016
Ag 47 1-10x 103 suecica > 1. galbana >
P.tricornutum). PVP/PEI bio
je toksican za alge
Dunaliella tetriolecta i
Ag 1-10 0.1-100 x 103 72 | brzina rasta Gambardella i
Skeletonema costatum sur. 2015
ucinak na larvi meduza bio je
Cnidaria ovisan o primijenjenoj dozi, a .
Aurelia aurita Ag 1-10 0.1-100 x 10° 24,48 doslo je i do smanjene Gamgs;dggi;

frekvencije pulsacija i kretnji
larvi
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Exaiptasia pallida

CuO

<100

10-100

21 dan

1CAT, 1GPx, 1GR, |CA

Siddiqui i sur.
2015

Crustacea

Acartia tonsa

Amphibalanus amphitrite

Artemia salina

Artemia franciscana

Tigriopus japonicus

CdSe/ZnS

Ag

n-PS

MWCNT

17+3

1-10

14

promjer =
6-13;

duljina =
10000

0.15-25nM

0.1-100x 10°

5-100 x 10°

6.25 - 100 x 103

48 (akutno),

4 dana

(kroni¢no)

24, 48

48

96

tsmrtnost larvi nakon 48 h
(ECso = 0.7 nM), kroni¢na
izlozenost 4 dana: nikakav
utjecaj na proizvodnju jaja
(osim kod doze od 2.5 nM),
nije doSlo do smanjenja
izlijeganja iz jaja, THSP 70
genska ekspresija

Tsmrtnost lsposobnost
plivanja

nije doslo do smrtnosti, N-PS
nakupljale su se unutar
crijeva i na  povrsini
senzorskih antena (engl. sen-
sorial antennules) i
privjesaka (engl.
appendages), ometajuci
pokretljivost larvi

IROS, |CAT, |GST, nikakva
promjena GSH i GR, te
aktivacija ERK

Zhou i sur. 2015

Gambardella i
sur. 2015

Bergami i sur.
2015

Lee i sur. 2016

Echinodermata

Paracentrotus lividus

Ag
Co
TiO;

1-10
28
10- 30

0.1-1000

izlozenost
sperme: 1

NP su sudjelovale u bio-
mineralizacijskim procesima
larvi, nije uocCen nikakav
utjecaj izloZzene sperme na
oplodnju gameta

Gambardella i
sur. 2014
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Strongylocentrotus
droebachiensis

NCB
GO

Ag
SWCNT

20 izlozenost
500 - 5000 0.1-1000 sperme: 1

15 £+ 5
2r = 22
duljina =
1400

20 -500
2-50x10% 96

luspjesnost  oplodnje  za
NCB, nikakav utjecaj na
oplodnju za GO, |AChE i
PChE za NCB i GO

stanice  blastule bile su
vakuolizirani i bez oblika
nakon izlaganja AgNP, ali ne
i smjesi AgNP i SWCNT

Mesari€ i sur.
2015

Magesky i sur.
2015

Mollusca

Brachidontes pharaonis

Corbicula fluminea

Crassostrea gigas

Crassostrea virginica

Ag

TiO;

ZnO

TiO;

5 2,20, 40 8 dana

20.5 0.1-1x10° 10 dana

31.7 50 - 50 x 10° 96

izloZenost:

1x 103 2,6

28+4 prociscavanje:

0-120

tbrzina  disanja,  brzina
otkucaja srca i apsorpcijska
sposobnost

ko-izloZenost (TiO2 NP i Cd):
lkoncentracija slobodnog Cd;
TCAT; toksidacijski stres;
Toste¢enje  tkiva  (DQ),
nikakav utjecaj na SOD, GST
i nakupljanje Cd

LCsp = 37.2 mg |'1; I|GR
aktivnost (G, DG), |PSH
(G); TLPO (G);

oSteCenje mitohondrija (G,
DG), nikakav uéinak na
imunoloSki sustav i1 GSH,
GSSG, CAT, TrxR

unos NP, prociS¢avanje
nakon 12 h, nije dosSlo do
bioakumulacije

Saggese i sur.
2016

Vale i sur. 2014

Trevisan i sur.
2014

Doyle i sur. 2015
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Mytilus coruscus

Perna viridis

Mytilus galloprovincialis

TiO2

TiO;

CuO

CNT

TiO;

ZnO

20-30

20

42

31

1.22-1.96

27

20

2.5-10x10° 14 dana
2.5,10 x 10° 9 dana
10 x 108 15 dana
10 15 dana
1-3x10° 4 tjedna
100 96
izlozenost:
0.1-2x108 84 dana
procis¢avanje:
14 dana

TiO; NP: Tsmrtnost
hemocita, 1ROS: niski pH +
TiO2 NP |THC, |Pha, | Est,
lsadrzaj lizosoma

ko-izloZenost: NP +hipoksija;

Tnanotoksi¢nost, sinergistic¢ni
ucinak

AgNP i Ag* nakupljali su se
u DG i G; 1SOD, 1CAT,
1GPx, TMT u G > u DG,
TLPO u G>uDG

toksidacijski stres;
proteomska analiza pokazala
je promjenu

koli¢ine/aktivnosti  klasi¢nih
(HSP, aktin, GST, ATP
sinteza) i novih BM (kaspaze
3/7-1, catL, Zn-prst)

|brzina procis¢avanja;
nikakva promjena u rastu,
izlu¢ivanje u F i Pf

ko-izloZenost (NP + TCDD):
1TCDD nakupljanje,
sinergisticni i antagonistini
ucinak na stanice i tkivo

Promjene u  energetskim

potrebama: |mogucnost
hranjenja, Tpotrebe za
odrzavanjem, lvrijeme
gametogeneze

Huang i sur. 2016

Wang i sur. 2014

Gomes i sur.
2014a

Gomes i sur.
2014b

Hanna i sur. 2014

Canesi i sur.
2015

Muller i sur.
2014
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Mytilus edulis

Scapharca subcrenata

Ag2S
Cds

TiO;

TiO,

86.0 +32.0
28.0+4.0

10

0.01-10x 103 4

izloZenost:

1x10° 2,6

procis¢avanje:

0-120

izloZenost:

500 35 dana

procis¢avanje:

30 dana

genotoksiéni  u¢inak  pri

visokim ispitivanim
koncentracijama
unos NP, prociSéavanje

nakon 12 h, nije doslo do
bioakumulacije

ko-izlozenost (NP + Phe): NP
djelovale su poput nosaca i
time olaksale bioakumulaciju
Phe, nije doslo do
nakupljanja NP u tkivu M i G

Munari i sur.
2014

Doyle i sur. 2015

Tian i sur. 2014

@ AgNP (srebrne nanocestice), CNT (ugljikove nanocjevéice), GO (grafenov oksid), MWCNT (viseslojne ugljikove nanocjevéice), NCB (ada nano veli¢ine), NP (nanogestice), n-PS

(nano-polistiren), PVP/PEI (poli-N-vinil-2-pirolidone/poliethilenimin), SWCNT (jednodijelne ugljikove nanocjevcice).

b T(poveéanje), |(smanjenje) AChE (acetilkolinesteraza), ATP (adenozin trifosfat), BM (biomarkeri), CA (karboksilna anhidraza), CAT (katalaza), DG (probavna zlijezda),
ECso(srednja efektivna koncentracija), ERK (izvanstrani¢na signalna kinaza), Est (esteraza), G (8krge), GPx (glutation peroksidaza), GR (glutation reduktaza), GSH (glutation), GSSG
(glutation disulfid), GST (glutation S-transferaza), HSP (proteini toplinskog Soka), LCso (srednja smrtonosna koncentracija), LDH (laktat dehidrogenaza), LPO (lipidna peroksidacija),

M (misi¢), MT (metalotioneini), O (cijelo tijelo), PChE (propionilkolinesteraza), Pha (fagocitoza), Phe (fenantren), PSH (protein tiol), ROS (reaktivne kisikove vrste), SOD (superoksid
dismutaza), TCDD (2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin), THC (ukupan broj hemocita), TrxR (tioredoksin reduktaza).
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Ekotoksikoloska istrazivanja upucuju na cinjenicu da su nanocCestice toksicne za
jednostani¢ne 1 viSestani¢ne vodene organizme, poput bakterija, protozoa, $koljkasa i riba
(Moore, 2006; Cupaioli i sur., 2014). U istrazivanju kojeg su proveli Thill i suradnici (2006.)
otkrivene su CeO2 NP na povrSini stani¢ne stijenke bakterije E. coli, medutim mikroskopske
metode nisu bile dovoljno osjetljive da se ustanovi je li doslo do unosa nanocestica u stanice.
Stanice bakterija bivaju ostec¢ene u prisutnosti AgNP, §to u krajnosti moze dovesti do njihove
smrti (Sondi i Salopek-Sondi, 2004). Provedena su mnoga istrazivanja u kojima je ispitivana
toksi¢nost nanocestica na slatkovodnom planktonskom raci¢u (Daphnia magna). U vecini
slu¢ajeva odredivala se toksi¢nost ili razina biomarkera stresa. Nakon 48-satnog izlaganja
vodenbuhe koloidnoj suspenziji fulerena (Ceo) bez premaza (engl. uncoated, water-soluble,
colloidal fullerenes), prema standardnom U.S. EPA protokolu, srednja letalna doza (engl.
median lethal concentration, LCso) iznosila je 800 pg I (Oberdérster, 2004b). Vrsta D.
magna uspjesno je internalizirala kvantne tocke, a stupanj nakupljanja, internalizacije i
depuracije ovisio je o funkcionalnim grupama prisutnim na samoj povrsini QD. Feswick i sur.
(2013) zabiljezili su preferencijalno nakupljanje i zadrzavanje nanocestica s -COOH grupom
u probavnom traktu vodenbuhe naspram onih koje sadrze -NH: ili PEG skupinu. Nanocestice
CuO pronadene su u stanicama srednjeg dijela crijeva vrste D. magna (Heinlaan i sur., 2011) i
u hranidbenim vakuolama protozoe Tetrahymena termophila (Mortimer i sur., 2010). Vodeni
ekosustav je pod stalnom prijetnjom antropogenih izvora zagadivala, na §to dodatni
negativan utjecaj moze imati i globalno zatopljenje. Kako bi ispitali takvu hipotezu Walters i
sur. (2016) istrazili su posljedice izlozenosti rije¢nog raka Potamonautes perlatus AgNP i
poviSenju temperature. Povisena temperatura potaknula je oksidacijski stres koji se o¢itovao u
povecanoj aktivnosti enzima superoksid dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation S-

transferaze (GST), posebice na tretmanu sa 100 pg mItAgNP.

Ribe se nalaze na samome vrhu hranidbenog lanca u moru, a nanocestice najcesce
unose hranom i/ili vodom, ali i preko skrga. Ugljikove nanocijev¢ice pokazale su toksi¢ni
uc¢inak na ribama 1 to na respiratorni sustav kalifornijske pastrve (Smith 1 sur., 2007).
Nanocestice lateksa preuzela su jajasca ribe Oryzias latipes, dok su odrasle ribe nakupljale
nanocestice u Skrgama i crijevu, a Cestice su detektirane i u mozgu, testisima, jetri 1 krvi
(Kashiwada, 2006). Nakon izlaganja pastrvskog grgeca (Micropterus salmoides) 0.5 pg ml
koncentraciji Ceo tijekom 48 sati nije uoc¢eno ugibanje, ali zamijecena je peroksidacija lipida u

mozgu i povecano iskoriStavanje glutationa u Skrgama (Oberdorster, 2004a). U istome
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istrazivanju, ekspresija mRNA, koja kodira za proteine povezane s imunosnim odgovorom i
popravkom tkiva, bila je povisena, dok je ekspresija mRNA nekoliko proteina povezanih s
kontrolom homeostaze organizma bila snizena. Zahvaljuju¢i biokemijskim promjenama na
molekularnoj razini u riba, trenutno se ispituju baktericidna svojstva fulerena kao potencijalno
novog antimikrobnog sredstva (Nowack i Bucheli, 2007). Fent i sur. (2010) nisu primijetili
fluorescentne nanocestice silicija (veli¢ine ~60 1 ~200 nm) ili njihove aglomerate u embriju
zebrice. Medutim, u tom se slucaju nije mogao isklju¢iti unos vrlo niske koncentracije
nanocestica, koju nije bilo moguce detektirati konfokalnim mikroskopom. Fluorescentne
nanocestice silicija nakupljale su se na povrSini jajnih stanica ribe. Ispitivane nanocestice i
njihovi agregati bili su preveliki za prolazak kroz pore kanala placente. Razli¢iti putovi unosa
mogu uzrokovati razne nacine djelovanja u organizmu, ukljucuju¢i kemijske i mehanicke
naine, te ovisno 0 toksikoloSkoj kinetici i dinamici ENP moze doé¢i do njihove

biomagnifikacije (Bielmayer-Fraser i sur., 2014).

U trofickom hranidbenom lancu, primarni proizvodaci izlozeni su ENP direktno iz

vode te ¢e biokoncentracija nanocestica ovisiti 0 njihovom nacinu ulaska u organizam, i/ili
ulasku njihovih razgradih produkata (npr. iona, kompleksa) (Tangaa i sur., 2016). Upravo
zbog toga toksicnost ¢e uvelike ovisiti o obliku materijala koji ulazi u organizam, ali i 0
drugim fizickim utjecajima koji indirektno mogu potaknuti stres, poput direktnog vezanja
materijala na pojedine komponente unutar stanice ili sl. (Wang i sur., 2016). Sukladno tome,
komponente koje ¢e biti biodostupne putem fitoplanktona mogu biti razliCite i ovisiti o
samom obliku metala te o raspodijeli ENP unutar organela ili njihovom zaostajanju na
stani¢noj stjenci fitoplanktona (Pletikapi¢ i sur., 2012; Bielmyer-Fraser i sur., 2014). Primarni
potrosaci bit ¢e izloZzeni putem vode i hrane, pocevsi od najnize troficke razine, a
bioakumulacija ¢e ovisiti o potencijalnoj ugradnji ENP u hranu i njihovoj prisutnosti u
vodenom stupcu. Alge proizvode mucilagene tvari koje mogu djelovati na ENP potic¢uéi
njihovu agregaciju te u konacnici doprinijeti njihovom olakSanom unosu u organizam.
Tijekom istrazivanja u kojem je kopepodni ra¢i¢ Acartia tonsa hranjen dijatomejama
obogacenim ZnO NP, pokazano je da je protok ENP izmedu dvije troficke razine doveo do
ometanja rasta i razvoja cijele populacije i dinamike fitoplanktona (Riberio i sur., 2015).
Ispitivan je i troficki prijenos Ceo fulerena od zelene alge Scenedesmus obliquus do racica
vodenbuhe D. magna. Otkriveno je da je zastupljenost Ceo najveca u frakciji stani¢ne stijenke
vrste S. obliquus, nakon cega slijede stani¢ni organeli te stanicna membrana (Chen i sur.,
2016). Obzirom na priobalne vode, vrste koje ne plivaju kroz vodeni stupac, poput iverka i
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rano izleglog kopepodnog raci¢a, mogu biti izloZenije toksi¢nim uc¢incima ENP prisutnima u
sedimentu (Wang i sur., 2016). Holbrook i sur. (2008) nisu uocili biokoncentraciju QD u
jednostavnom hranidbenom lancu: bakterija (E. coli) — cilijat (Tetrahymena pyriformis) —
rotifera (kolnjak, Brachinous calyciflorus). He i sur. (2012) prikazali su pojavu znatnog
medudjelovanja izmedu AgNP i ihtiotoksicne morske alge Chattonella marina te otkrili
kljuénu ulogu otopljenog Ag(I) oblika na toksi¢nost AgNP. Nadalje, ustanovili su da AgNP i
C. marina imaju sinergisticki toksi¢ni u¢inak na stanice $krga riba. Time su posebnu paznju
uputili na Cinjenicu da se 1 bioloSke interakcije moraju uzeti u obzir prilikom ispitivanja
u¢inka nanomaterijala u morskome okolisu. Ceo NP mogu prianjati na povrsinu slatkovodne
mikroalge Pseudokirchneriella subcapitata te se na taj nacin unijeti u organizam koji se hrani
filtriranjem vode, §to u konacnici moze dovesti do biokoncentracije i bioakumulacije
nanocestica (Baun i sur., 2008). Modelni hranidbeni lanac od ¢etiri organizama (Chlorella sp.,
Moina macrocopa, Barbonymus gonionotus i Chironomus sp.) osmislili su Yoo-iam i sur.
(2014) kako bi pratili toksi¢nost, bioakumulaciju i biomagnifikaciju AgNP. U ovome
istrazivanju koristeni su Ag" kao pozitivna kontrola. Najvisi bioakumulacijski ¢imbenik (engl.
bioaccumulation factor, BAF) Ag* zamije¢en je u algi Chlorella sp. (101.84 | g*), dok je
najnizi BAF AgNP dokazan u ribi B. gonionotus (1.89 | g%). Prijenos AgNP kroz hranidbeni
lanac utvrden je samo od Chlorella sp. do ra¢ica M. macrocopa. Jarvis i sur. (2013) pokazali
su da dolazi do trofickog prijenosa metalnih nanocestica (ZnO NP) od morskog fitoplanktona
dijatomeje T. weissflogii do kopepodnog raci¢a A. tonsa. Zhu i sur. (2010) pokazali su da
dolazi do prijenosa TiO2 NP od racica D. magna do zebrice D. rerio u pojednostavljenom
slatkovodnom hranidbenom lancu, ali nije =zabiljeZena biomagnifikacija nanocestica
(biomagnifikacijski ¢cimbenik, BMF = 0.024 1 0.009 < 1). U konacnici potrebno je naglasiti
kako konzumiranjem hrane iz mora, posebice riba, rakova i Skoljaka, nanocestice mogu

dospjeti 1 do Covjeka.

3.4.1. Jezinac kao modelni organizam u ispitivanju utjecaja nanocestica

Potraga za alternativnim modelnim organizmima pokazala se prijeko potrebnom u
pogledu razumijevanja utjecaja raznih ENP na morski ekosustav (Matranga i Corsi, 2012).
Naime, u ispitivanju utjecaja nanocestica na morske organizme u posljednjih nekoliko godina

uvelike se primjenjuje test SUEDT. Oplodnja predstavlja esencijalni proces kojim zapocinje
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Zivot vec¢ine organizama, otuda i slicnost jezinca i covjeka. lako se sam mehanizam oplodnje
uvelike razlikuje izmedu vrsta, sustina je uvijek ista: jedna muska i Zenska gameta moraju se
spojiti kako bi geneticki materijal roditelja prenijele u geneti¢ki jedinstveno potomstvo
(Briggs i Wessel, 2006). Upravo iz tog razloga SUEDT vrlo je zna¢ajan i interesantan test.
Naime, ovim se testom pokazalo da ve¢ vrlo niske koncentracije nanocestica, osobito srebra,
mogu usporiti embrionalni razvoj jezinca i uzrokovati razli¢ite ozbiljne deformacije embrija
(Siller i sur., 2013; Magesky i sur., 2016). Gambardella i sur. (2014) otkrili su da dolazi do
trofickog prijenosa nanocestica metalnih oksida hrane¢i larvu jezinca P. lividus morskom
algom prethodno optereCenom nanocesticama. Rezultati ovog istrazivanja ukazali su na
degradaciju kostura, promijenjen rast rudimenta (osnovice kosturne formacije u larve) te u
konac¢nici smanjeno prezivljene larvi. 1zlaganje embrija jezinca P. lividus 2 h nakon oplodnje
(embrija sa Cetiri stanice) Srebrnim nanocesticama stabiliziranim citratom dovelo je do
zastoja u razvoju larve, tjelesne asimetrije, promjena u ponasanju (kretanju, plivanju) te kracih
ili nepravilnih ruku larvi (Siller i sur., 2013). Osim toga, u navedenom je istrazivanju
ustanovljeno kako su AgNP toksi¢nije od ekvivalentne doze iona Ag®*. Ispitivanjem ucinka
AgNP na spermije jezinca P. lividus u tzv. testu ,,spermiotoksi¢nosti“ (engl. spermiotoxicity
testing) potvrden je negativan u¢inak AgNP na embrionalni razvoj i biomineralizaciju kostura
larvi (Gambardella i sur., 2013, 2015). Levak i sur. (2016) pokazali su, uz pomo¢ testa
SUEDT na vrsti P. lividus, da AgNP, stabilizirane albuminom iz govedeg seruma, pokazuju
nizu toksi¢nost naspram golih AgNP. Falugi i sur. (2011) ispitali su potencijalnu toksi¢nost
nanocestica stanij dioksida (SnO2 NP), cerij dioksida (CeO2 NP) i Zeljezova oksida (Fe3O4
NP) na jezincu P. lividus. Nakon petodnevne izlozenosti nanoCesticama, iste su bile
pronadene unutar coelomocita (stanica imunosnog sustava u jezinca). Osim toga, aktivnost
kolinesteraze bila je znatno poviSena, a razina proteina toplinskog stresa (engl. heat shock
proteins) snizena, $to je bilo u skladu sa zamije¢enim morfoloskim promjenama
endoplazmatskog retikuluma i lizosoma. Nanocestice dvaju metalnih oksida, TiO2 NP i CeO2
NP do koncentracije od 10 mg I, nisu pokazale toksi¢nost za embrionalni razvoj bijelog
jezinca Lytechinus pictus. Suprotno njima, ZnO NP, u istome su ispitivanju, pokazale
izrazeni toksi¢ni ucinak na razvoj embrija (ECso = 99.5 g I'Y). Toksi¢ni odgovor zamijeéen za
ZnO NP nije se znatno razlikovao od u¢inka iona Zn?*, sto potvrduje ¢injenicu da toksi¢nost
ZnO NP moze biti uzrokovana otpustanjem iona Zn?* s njihove povrsine (Fairbairn i sur.,
2011). Wu i sur. (2015) ispitali su moguénost da ENP djeluju poput inhibitora ATP-vezujuceg

kasetnog transportera (engl. ATP-binding cassette, ABC) u embriju jezinca L. pictus.
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Rezultati su pokazali da CuO NP i ZnO NP, ve¢ pri vrlo niskim ispitivanim koncentracijama
(0.5 pg ml?) uzrokuju znacajno povisenje i nakupljanje fluorescentne boje kalceina-AM
(CAM-indikatora ABC transportne aktivnosti) u razli¢itim razvojnim stadijima embrija
jezinca. Mesari¢ i sur. (2015) ispitali su utjecaj nano€estica crnog ugljika (engl. carbon
black, CB) i grafenova oksida (GO) na spermi jezinca P. lividus. Ustanovili su da CB NP
imaju veéi toksi¢ni ucinak na uspje$nost oplodnje tretiranom spermom, dok izlozenost GO
NP nije utjecala na oplodnju (do 1 mg ml™?). Medutim embrij i larve, &iji su spermiji bili
izlozeni ovim dvjema vrstama nanocestica, pokazali su inhibiciju aktivnosti dvaju enzima:
acetilkolinesteraze i propionilkolinesteraze. Vrlo neobican biomineralizacijski proces otkrili
su Manno i sur. (2013) tijekom ispitivanja utjecaja CB NP na larvi jezinca P. lividus. Naime,
nakon tretmana s poviSenom koncentracijom nanocCestica, larve su aktivirale obrambeni
mehanizam zastite od izvanstani¢nih tvari i pocele ugradivati CB NP u svoju mikrostrukturu,
vrlo sli¢no nacinu na koji kamenice ugraduju aragonit u svoju ljusturu. Nanocestice nikla (Ni
NP) nisu pokazale nikakav ucinak na embrionalni razvoj jezinca P. lividus kroz 48 h.
Medutim, koncentracija Ni NP od 3 mg ml? uzrokovala je smanjenje veli¢ine larve koje je
zamijeceno i na tretmanima s ionima nikla u koncentraciji od 1.2 mg ml? (Kanold i sur.,
2016). Anselmo i sur. (2012) pokazali su da je embrionalni razvoj jeZinca Psammechinus
prisutnosti anti-mikrobne tvari triklosana ili nanocestica P85 (engl. Pluronic P85 triblock
copolymer). Prilikom ispitivanja utjecaja polistirenskih nanocestica (PS NP) na embrionalni
razvoj jezinca P. lividus doslo se do zakljucka kako razlike u povrSinskome naboju i
agregaciji koja nastupa u moru uvelike utjeu na embrionalnu toksi¢nost (engl.
embryotoxicity) (Della Torre i sur.,, 2014). Nadalje, kako je prethodno spomenuto u
Uvodnome dijelu, u moru cesto dolazi do stabilizacije raznih nanocestica s prirodno
prisutnom organskom tvari (engl. natural organic matter, NOM), koja usporava proces
aglomeracije i taloZenja istih ili pak prisutnost omota¢a, kojim su nanocestice stabilizirane,
onemogucuje njihovu potpunu agregaciju, a moguce posljedicno i smanjuje biodostupnost
organizmu (Antonio i sur., 2015). Naime, Levak i sur. (2016) pokazali su kako su AgNP
omotane bioloskim omotacem, albuminom iz govedeg seruma (engl. bovine serum albumin,

BSA), manje embriotoksi¢ne u jezinca P. lividus.

Osim testa SUEDT, cesto se u ispitivanju utjecaja nanoCestica koriste i stanice
imunosnog sustava jezinca, tzv. koelomocite (engl. coelomocytes). Naime, imunosni sustav

jezinaca vrlo je slican humanom po diferencijaciji stanica imunosnog sustava (eritrocita,
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limfocita i leukocita u covjeka). Pisino i sur. (2015) preporucuju upravo ovu vrstu stanica, kao

novi snazni alat za odredivanje utjecaja nanocestica, odnosno njihove toksi¢nosti.

3.4.2. Dagnja kao modelni organizmi u ispitivanju utjecaja nanocestica

Organizmi koji se hrane filtriranjem morske vode, poput raznih skoljkasa, predstavljaju
jedinstvenu ciljanu skupinu za ispitivanje u¢inka nanocestica. Naime, $koljkasi mogu filtrirati
do devet litara morske vode u jednom satu. Brojna istrazivanja ukazuju na ¢injenicu da dagnje
posjeduju mogucénost unosa i nakupljanja raznih nanocestica u svome tkivu (najcesc¢e skrgama
ili probavnoj Zlijezdi, tzv. hepatopankreasu) (Chinnapongse i sur., 2011; Gomes i sur., 2011,
Canesi i sur., 2012). Dagnja je organizam koji se u zadnjih nekoliko godina vrlo Cesto

primjenjuje u ispitivanju uc¢inka nanoc¢estica na morskim organizmima (Canesi i sur., 2012).

Izlozenost Skoljkasa zagadivalu moze se istrazivati na razini cijelog organizma u tzv.
»Stres na stres* testu (engl. Stress On Stress test, SOS). SOS test je test gdje se Skoljkasi
prvotno kroz nekoliko dana izloZe zagadivalu te se nakon toga ostavljaju na zraku kroz
odredeno vremensko razdoblje, tijekom kojeg se biljezi broj uginulih jedinki. Prezivljavanje
Skoljkasa na zraku ovisi o prethodnoj izlozenosti zagadivalu i posljedi¢no njihovoj kondiciji.
SOS test Cesto se primjenjuje kao preliminarni eksperiment za odredivanje subletalne
koncentracije ispitivane tvari (Viarengo i sur., 1995). Test se takoder primjenjuje u
istrazivanjima bioloskog ucinka zagadivala i kvalitete morskog okolisa. Tako su primjerice,
Petrovi¢ 1 sur. (2004) otkrili ve¢u sposobnost preZivljavanja na zraku dagnji iz podrucja
uzgajaliSta u Limskom kanalu u usporedbi s dagnjama iz Pulske luke tijekom ozujka i

studenog.

Test zadrZzavanja neutralnog crvenila (engl. Neutral Red Retention Time Assay,
NRRT) jos je jedan test koji se primjenjuje u ispitivanju toksi¢nog utjecaja raznih zagadivala
na stabilnost lizosomalnih membrana u stanicama imunosnog sustava (hemocitama) dagnje,
ali i drugih morskih organizama. Buduc¢i da nanocestice s vremenom otpustaju ione sa svoje
povrsine, valja voditi racuna i o interakciji metalnih iona od kojih su one sadinjene s drugim
tvarima koje dospijevaju u okolis. Naime, nanocestice ne ulaze vrlo jednostavno u organizam,
medutim uz pomo¢ molekula “nosaca“ njihov transport i unos u organizam moZe postati
olaksan. Testom NRRT, Canesi i sur. (2010) otkrili su kako komercijalne ugljikove

nanocjevéice (koncentracije 1, 5 i 10 pg mlt) ne uzrokuju znadajnu destabilizaciju
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lizosomalne membrane hemocita u dagnje. Unos ovih nanocestica u hemocite ovisio je o
primijenjenoj koncentraciji te je bio povezan s naglim porastom otpusStanja izvanstani¢nih
lizozima, proizvodnjom izvanstani¢nih oksidacijskih radikala i otpustanjem duSikova
dioksida. Jedinke vrste M. edulis pokazale su znacajno smanjenje stabilnosti lizosomalnih

membrana 12 h nakon tretmana s nanocesticama staklene vune (Koehler i sur., 2008).

Osim testova SOS i NRRT, vrlo ¢esto se pri ispitivanju utjecaja zagadivala na skoljkase
upotrebljavaju testovi koji ispituju aktivnost raznih enzima odgovornih za odrZzavanje
homeostaze organizma. Acetilkolinesteraza (AChE) je enzim koji se nalazi u sinapti¢kim
pukotinama sredisnjeg Ziv€anog sustava. Njegova uloga je hidroliza acetilkolina na acetil i
kolin. Acetilkolin je neurotransmiter koji sudjeluje u prijenosu zivéanog signala izmedu
neurona. Najveca aktivnosti AChE u dagnji utvrdena je u tkivu skrga (Peri¢ i sur., 2013).
Glutation S-transferaza (GST) predstavlja skupinu detoksifikacijskih i biotransformacijskih
izoenzima faze Il koji kataliziraju reakciju konjugacije glutationa (GSH) s razliitim
ksenobioticima i nus-produkatima stani¢nog metabolizma, na taj nacin Stite¢i Stanice od
njihova Stetnog djelovanja. Osim toga, djeluju i kao glutation peroksidaze neovisne o selenu,
koje reduciraju Stetne perokside i tako stite organizam od oksidacijskog stresa (Manduzio i
sur., 2004). Metalotioneini (MT) su citosolni proteini niske molekulske mase, koji imaju
klju¢nu ulogu u odrzavanju homeostaze esencijalnih metala i detoksifikaciji toksi¢nih metala.
Indukcija sinteze metalotioneina i1 porast njihove koli¢ine predstavljaju biomarker izloZenosti

u Skoljkasa (Adami i sur., 2002).

Gomes i sur. (2011) izlozili su dagnju M. galloprovincialis CuO NP i ionima Cu (10 pg
I1) kroz petnaest dana te pratili biomarkere oksidacijskog stresa (aktivnost enzima superoksid
dismutaze (SOD), katalaze (CAT) i glutation peroksidaze (GPx)), lipidnu peroksidaciju te
koncentraciju MT zajedno s nakupljanjem bakra u probavnoj zlijezdi dagnje. Bakar se
nakupljao linearno s povecanjem vremena izloZenosti dagnji CuO NP, dok su dagnje uspjesno
eliminirale Cu?* nakon petnaestog dana izlaganja. Oba oblika bakra uzrokovala su
oksidacijski stres i povisenu lipidnu peroksidaciju. Nanoc¢estice CuO uzrokovale su smanjenu
aktivnost SOD u probavnoj Zlijezdi u usporedbi s Cu?*, dok se aktivnost CAT javila tek nakon
sedmog dana izlozenosti nano i ionskom obliku bakra. Indukcija MT primije¢ena je u
dagnjama izlozenima CuO NP, te je bila direktno povezana s nakupljanjem bakra, dok je kod
Cu?* indukcija MT potaknuta tek nakon petnaestog dana izlozenosti. Ovi rezultati jasno

ukazuju na Cinjenicu da je probavna zlijezda u dagnji organ koji najvise nakuplja CuO NP te
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je time dobar izbor za ispitivanje uc¢inka oksidacijskog stresa istih. Suprotno tome, Gomes i
sur. (2014) primijetili su kako nakon izlaganja AgNP i ionima Ag" u Skrgama dagnje M.
galloprovincialis dolazi do indukcije sinteze MT, dok je tek neznatna koli¢ina srebra bila
povezana s nakupljanje MT u probavnoj Zlijezdi. Nadalje, Wong i sur. (2010) nisu primijetili
povisenu ekspresiju MT i SOD nakon tretmana vrste O. latipes s ZnO NP u usporedbi s
kontrolom dok je izlozenost ionima cinka uzrokovala znacajno povisenje sinteze SOD i MT.
Unos nanocestica u dagnju moze biti olakSan uz pomo¢ raznih morskih nakupina (agregata).
Naime, Kach i Ward (2008) ispitali su unos nanocestica U dvije vrste Skoljkasa (dagnju M.
edulis i kamenicu Crassostrea virginica) te otkrili da je sposobnost zaostajanja individualnih
Cestica < 1 pum unutar organizama (to¢nije u probavnoj zlijezdi) manja od 15%. Medutim,
tijekom godine dana ta sposobnost naraste iznad 70%, zbog olak$anog unosa agregata
nanocestica ve¢ih od 100 pm. Toksi¢ni uc¢inak AgNP najceSce se pripisuje ionima koji se s
vremenom otpustaju s povrSine nanocestica. Ipak, sve je vise dokaza kako se otpusteni ioni
srebra vezu na tkivo Skrga dok se AgNP vezuju na tkivo probavne zlijezde pri ¢emu oba
oblika izazivaju oksidacijski stres (McCarthy i sur., 2013). Munari i sur. (2014) potvrdili su
genotoksi¢ni potencijal AgoS i CdS NP na dagnji M. edulis. Nakon izlaganja dagnje M. edulis
AUNP veli¢ine 5 nm kroz 24 h doslo je do umjerenog oksidacijskog stresa dovoljnog da se
oksidiraju tiolne skupine glutationa i drugih proteina, ali bez uzrokovanja lipidne
peroksidacije ili indukcije aktivnosti tioredoksin reduktaze (Tedesco i sur., 2010). Azijski
slatkovodni skoljkas Corbicula fluminea unio je u svoj organizam AuNP omotane albuminom
govedeg seruma. NanocCestice su se zadrzale u probavnom traktu ili bile izlu¢ene iz organizma
putem fecesa. Ovi rezultati upucuju na Cinjenicu da biotransformacija 1 biodepozicija imaju
vrlo bitnu ulogu u sudbini i1 prijenosu perzistentnih nanocestica u vodenom okolisu (Hull i
sur., 2011). Garcia-Negrete i sur. (2013) su primijetili nakupljanje AuNP u probavnoj zlijezdi
ili u skrgama morskog skoljkasa Ruditapes philippinarum. Nakon 28. dana izlozenosti ovog
organizma AuNP, uz pomo¢ rendgenske mikroanalize (engl. X-ray microanalysis), pronadena
su elektronima bogata podrucja koja odgovaraju AuNP i to u stanicama heterolizosoma
probavne zlijezde. Nadalje, Kadar i sur. (2010) primijenili su niz testova in vitro na Sskrgama
dagnje kako bi ispitali uc¢inak nano-Fe naspram soli FeCls. Njihovi rezultati ukazuju na
sljedece: 1) unutar 12 h topivi FeClz (95%) i nano-Fe (90%) bili su uklonjeni iz vodenog
stupca, 2) otopljeno- i nano-Fe slijede razliciti put unosa u epitel Skrga dagnje, 3) nano-Fe i
otopljeno-Fe uzrokovali su smanjenu stabilnost lizosomalnih membrana u hemocitama

dagnje, 4) lipidna peroksidacija u skrgama bila je povisena za oba oblika Fe, dok je aktivnost
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AChE ostala nepromijenjena. U ovom slucaju uocena je tek vrlo mala razlika ucinka
nanocestica u usporedbi s ionima. Medutim, to moze biti zbog kratkog vremena izlaganja te
Cinjenice da se eksperiment odvijao in Vitro (na $krgama), a ne in vivo. Barmo i sur. (2013)
izlozili su dagnju M. galloprovincialis TiO2 NP (koncentracije od 1-100 pg I'*) kroz 96 h.
Rezultati su pokazali da TiO2 NP mogu znatno utjecati na funkcionalnost probavne Zlijezde i
stanice imunosnog sustava dagnje i to u koncentracijama koje su potencijalno relevantne za
okolis. Niske koncentracije TiO2 NP izazvale su oksidativni stres u probavnoj zlijezdi
Skoljkasa, koji je utvrden na razini transkripcije gena, dok su SiO2 NP, za koje se
pretpostavljalo da nisu toksi¢ne, uzrokovale povisenje aktivnosti enzima CAT u probavnoj
zlijezdi dagnje i to u koncentracijama relevantnim za okoli§ (Wegner i sur., 2012; Zuykov i
sur., 2011). Canesi i sur. (2010) izlozili su in vivo dagnju M. galloprovincialis raznim
nanodesticama (NCB, Ceo fuleren, TiO2 NP i SiO2 NP, koncentracije 0.05 - 5 mg 1Y) kroz 24
h, nakon Cega su praceni razni biomarkeri u hemocitama, probavnoj Zlijezdi i Skrgama.
Rezultati su pokazali kako suspenzije svih nanocestica uzrokuju znatnu destabilizaciju
lizosomalnih membrana u hemocitama i probavnoj zlijezdi (NCB >> Cgo > TiO2 NP > SiO>
NP), nakupljanje lipofuscina i neutralnih lipida u lizosomima te poviSenu aktivnost
antioksidativnih enzima CAT (SiO2 NP > NCB ~TiO2 NP > Cgo) i GST (NCB i TiO2 NP).
Nadalje, eksperimentalna studija provedena je na dagnji M. galloprovincialis kako bi se
ispitao zajednicki ucinak TiO2 NP i1 kadmija na stanicama hemolimfe 1 probavne Zlijezde.
Mnogim testovima toksi¢nosti (poput poremecéaja embrionalnog razvoja) i biomarkerima
stresa (poput odredivanja koncnetracije MT 1 stabilnosti lizosomalnih membrana)
ustanovljeno je da ko-ekspozicija TiO2 NP i ionima Cd?* ne uzrokuje poveéani $tetni u¢inak u
dagnji (Balbi i sur., 2014).

Prilikom ispitivanja nanocestica u prirodnom okoliSu u obzir valja uzeti abioticke
¢imbenike. Izmedu ostaloga ne smije se zaboraviti na pH morske vode te nain na koji
zakiseljavanje morske vode moze promijeniti sudbinu nanocestica. Kadar i sur. (2010) ispitali
su jedan takav scenarij. Naime, pratili su embrionalni razvoj dagnje M. galloprovincialis
izloZene nanocCesticama Fe>O3 i otopljenom obliku Fe2Os u kiselom mediju pH 3 (u morskoj
vodi) i otkrili sljedece: 1) morska voda obogacena s CO2 znatno je usporila embrionalni
razvoj dagnje, 2) pri prirodnim pH uvjetima, nije uocena nikakva promjena u razvoju embrija
bez obzira jesu li bili izloZeni nano- ili otopljenom obliku Fe, 3) pri prirodnom pH morske
vode (pH = 8) nano-Fe cCestice agregiraju u vece polidisperzne i porozne Cestice, za koje nije
uocen nikakav bioloski uc¢inak, 4) pri pH 6 1 7 vece nakupine nanocestica smanjuju negativan
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ucinak povecane koncentracije CO2 u okoliSu §to dovodi do veéeg broja normalno razvijenih
D-oblikovanih larvi te 5) toksi¢ni uéinak Fe kod promijenjenog pH ovisio je 0 primijenjenoj
koncentraciji. Osim ovog istrazivanja, Kadar i sur. (2011) ispitali su i utjecaj stabiliziranog
oblika (omotanog organskim poliakrilicnim stabilizatorom) i nestabilnog oblika nulto-
valentnog zeljeza na razvoj embrija dagnje 2 h nakon izlaganja spermija nanocesticama prije
oplodnje (spermiotoksi¢nost). Oba oblika nanocestica uzrokovala su znaajni zastoj u
embrionalnom razvoju, koji se ocitovao u 30% smrtnosti spermija s posljedicnom 20%
manjom uspjesnosti oplodnje i pomakom u razvoju (npr. 50% larvi zaostalo je u stadiju
trohofore). Najviga ispitivana koncentracija od 10 mg It uzrokovala je znatno osteéenje DNA

u spermijima.

3.5. Utjecaj piretroidnih insekticida na vodene organizme

Ispitivanjem utjecaja piretroidnih insekticida na vodenim organizmima doslo se do
zakljucka kako ve¢ vrlo niske koncentracije ovih insekticida imaju negativne uc¢inke na razne
ispitivane organizme, posebice ribe. Naime, Alonso i sur. (2012) po prvi su puta pokazali
bioakumulaciju piretroida u morskim sisavcima, suprotno ¢injenici kako se ovi insekticidi u
organizmu sisavaca pretvaraju u netoksi¢ne metabolite procesom hidrolize. Ova grupa
istrazivaCa pronasla je ¢ak 12 vrsta piretroida u tkivu jetre izoliranom iz dupina La Plata
(Pontoporia blainvillei). Sokantna je ¢injenica kako su ribe iznimno osjetljive na prisutnost
piretroida u okolisu. Naime, one ne posjeduju enzim koji hidrolizira piretroide, te su zbog ove
osobitosti ekstremno osjetljive na njihovo neurotoksi¢no djelovanje. DeLorenzo i sur. (2014)
otkrili su kako su koncentracije od svega nekoliko nanograma po litri pojedinih piretroida
(to¢nije a-cihalotrin i permetrin) akutno toksi¢ne za estuarijskog raka Americamysis bahia te
uzrokuju povecanu smrtnost larvi. Gowland i sur. (2002) pokazali su da visoke koncentracije
cipermetrina uzrokuju zatvaranje dagnje M. edulis, ali ne utjeCu na uspjeSnost prezivljavanja
na zraku. Piretroidni pesticid cipermetrin inhibirao je aktivnost AChE, povisio aktivnost
SOD i CAT, te znatno smanjio aktivnost GST u slatkovodnoj dagnji Unio gibbus (Khazri i
sur., 2015). Suprotno ovim otkri¢ima, Geest i sur. (2014) pronasli su vrlo nizak rizik za
toksi¢nost komercijalnog piretroidnog pripravka naziva Excis® (aktivna tvar: cipermetrin) za
amfipodnog ra¢i¢a Echinogammarus finmarchicus. Naime, ovaj raci¢ vrsta je koja obitava u
obalnome podrucju (to¢nije sedimentu) sjevernog Atlantika, a pripravak Excis® u tom se

podru¢ju primjenjuje u akvakulturi lososa za suzbijanje i kontrolu ektoparazitskih morskih
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nametnika. Prethodno izlaganje bakru te kasnija izloZenost deltametrinu potaknula je
oksidacijski stres (povisena koncentracija glutationa te povisena lipidna peroksidacija) u
slatkovodnoj ribi Channa punctata (Parvez i Raisuddin, 2006). Izlaganje sperme jeZinca P.
lividus deltametrinu i bakru zasebno, te u kombinaciji, uzrokovalo je znacajnu promjenu u
sposobnosti oplodnje spermatozoida. Osim toga, uocen je toksi¢ni odgovor, koji je ovisio o
primijenjenoj koncentraciji, na rani razvojni stadij jezinca P. lividus (Gharred i sur., 2015). Tu
i sur. (2012) pokazali su znatnu inhibiciju AChE u mi$i¢nom tkivu Skampa Penaeus monodon
nakon izlaganja deltametrinu pri raznim temperaturama i salinitetima. Osim toga, znacajna
inhibicija aktivnosti enzima AChE zamijecena je nakon 48 h izlozenosti vodenbuhe (D.
magna) deltametrinu (Toumi i sur., 2015), dok su Lutnicka i sur. (2014) pokazali 13%
inhibiciju rasta fitoplanktona Chlorella vulgaris 14 dana nakon izloZenosti cipermetrinu i

deltametrinu.
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4. Materijali i metode

4.1. Kemikalije

Kemikalije srebrov nitrat, trinatrijev citrat dihidrat, kalijev klorid, kromov(lll) sulfat,
etanol (abs.), kloroform, bakrov(ll) sulfat pentahidrat, tris-hidroksimetil aminometan (TRIS),
36.5% klorovodic¢na kiselina te natrijev klorid kupljene su od proizvodaca Kemika te su bile
najviSe analiticke Cistoce (p.a.). Od proizvodata GRAM-MOL nabavljena je ledena octena
kiselina (p.a.). Kemikalije acetiltiokolin jodid (ATC, ¢istoce 2 99.0%) i boja 3-amino-7-
dimetilamino-2-metilfenazin hidroklorid (tzv. boja neutralno crvenilo; postotak boje > 90%)
kupljene su od proizvoda¢a Fluka. Nadalje, paraformaldehid, dimetilsulfoksid (DMSO),
saharoza, poli-L-lizin (0.1% otopina), 1-kloro-2, 4- dinitrobenzen (CDNB), 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzojeva kiselina (DTNB, tzv. Ellmanov reagens), acetokarmin crveni prah, Bradfordov
reagens, monobazni kalijev fosfat (anh.), natrijev dihidrogenfosfat monohidrat (Ph. Eur.),
dinatrijev fosfat dodekahidrat, etilendiamintetrakloroctena kiselina (EDTA), L - glutation
reducirani, albumin govedeg seruma (engl. bovine serum albumin, BSA), fenilmetilsulfonil
fluorid (PMSF) i p-merkaptoetanol kupljeni su od proizvodaca Sigma-Aldrich te su bili
najvise analitiCke Cistoce (p.a.). Srebrne nanocestice veli¢ine 10, 20, 40, 60 i 100 nm kupljene
su takoder od proizvodaca Sigma-Aldrich. Te su suspenzije nanocestica bile koncentracije
0.02 mg ml. Leupeptin hemisulfat dopremljen je od proizvodaéa ROTH te je bio kemijske
Cistoce = 96.5%. Kupovni pripravci dvaju insekticida bili su komercijalnog naziva ,,Aquacyp
(aktivna tvar: cipermetrin, koncentracije 100 g cipermetrin I, proizvodaé Presso d.0.0.) i
,Deltasect (aktivna tvar deltametrin, koncentracije 24 g deltametrina 17, proizvoda¢

Euroazijski pesticidi d.0.0.).

Za pripremu ultraciste vode (18 MQ) koristen je filtrirajuci sustav ,,Millipore Advantage
System* (Merck Millipore, Darmstadt, Njemacka), dok je filtrirana morska voda dobivena
filtriranjem prirodne morske vode (Sjevernog Jadranskog mora: saliniteta 36.5-38.4, pH 8.1+
0.1) kroz Whatmanov-e filtere veli¢ine pora od 0.2 um (GE Helthcare Life Science, Little
Chalfont, Engleska).
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4.2. Sinteza srebrnih nanocestica

Srebrne nanocestice Sintetizirane su u Laboratoriju za morsku nanotehnologiju i
biotehnologiju (LMNB) Instituta Ruder Boskovi¢, Centra za istrazivanje mora (Rovinj).
AgNP pripremljene su redukcijom s trinatrijevim citratom dihidratom. Ukratko, 21.2 mg
srebrova nitrata (AgNOz) otopljeno je u 120 ml ultraciste vode te zagrijavano, uz mijeSanje,
do vrenja. Nakon toga, dodano je 5 ml 1% otopine trinatrij citrata dihidrata i zagrijavano uz
mijeSanje sve dok boja otopine nije poprimila svjetlo Zutu boju, ukazuju¢i na nastanak
nanocestica (Slika 8). Tako pripremljena suspenzija AgNP kona¢ne koncentracije 107.7 mg I’
! odnosno 1 mM Ag koristena je U testu embrionalnog razvoja jezinaca (SUEDT) A. lixula,
P. lividus i S. granularis s varijabilnim vremenom doziranja AgNP te pri ispitivanju

kombiniranog ué¢inka insekticida i nanocestica na dagnji M. galloprovincialis.

Slika 8. Zuc¢kasta ishodna suspenzija srebrnih nanocestica sintetizirana u LMNB,

Srebrne nanocestice raznih veli¢ina (10, 20, 40, 60 i 100 nm) koriStene Su u
eksperimentima u kojima se ispitivao uc¢inak AgNP na spermu i razvojni stadij zigote jezinaca
A. lixula i P. lividus. Suspenzija 40 nm AgNP Koristena je pri odredivanju citogenetickog

ucinka srebrnih nanocestica na moruli jezinca A. lixula.
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Prije svakog doziranja, AgNP rasprSene su 30 minutnim ultrazvuénim
homogeniziranjem pri snazi 30W i amplitudi 35 kHz na sobnoj temperaturi (Sonorex Digitec,
Bandelin).

Radi lakSeg pracenja, AgNP sintetizirane u naSem laboratoriju, oznacene su kraticom

AgNP (LMNB), dok su komercijalne nanocestce navedene bez oznake.

4.3. Odredivanje karakteristika srebrnih nanocestica

4.3.1. UV-Vis apsorpcijska spektroskopija

UV-Vis apsorpcijskom spektroskopijom snimljeni su spektri AgNP (LMNB) te
komercijalnih AgNP razlicitih veli¢ina (10, 20, 40, 60 i 100 nm) u dva medija: ultra¢istoj vodi
i filtriranoj morskoj vodi (mediju koji je koriSten tijekom ispitivanja embrionalnog razvoja
jezinaca). Alikvoti suspenzja AgNP dodani su 0.2 um filtriranoj morskoj vodi i ultra¢istoj
vodi te je kona¢na koncentracija iznosila 1 mg mlI™t. UV apsorpcijski spektri AgNP snimani su
na Shimadzu UV-1800 spektrofotometru dvostrukog snopa zraka. Spektri su snimani u
rasponu valnih duljina od 300 do 800 nm s rezolucijom od 1 nm. Mjerenja su provedena u
kvarcnim kivetama opticke duljine puta od 10 mm. Za obradu podataka koristen je program
UVProbe 2.3.1 (Shimadzu, Kyoto, Japan) te programski paket Origin 9.0 (OriginLab
Corporation, Northampton, MA, USA).

4.3.2. Odredivanje veli¢ine nanocCestica dinamickim rasprSenjem svijetlosti

Veli¢ina srebrnih nanocestica (komercijalnih 1 sintetiziranih u LMNB) u supenziji
morske vode i ultragistoj vodi, koncentracije 1 mg 17, odredivana je uz pomoé¢ dinamickog
rasprSenja svjetlosti, koriStenjem uredaja Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments, UK)
opremljenim zelenim laserom (532 nm). Za mjerenje su koristene polistirol/polistriren kivete
0d duljine puta od 10 mm, a intenzitet rasprSene svjetlosti mjeren je pod kutem od 173°. Svaki
je uzorak mjeren najmanje deset puta. Hidrodinamicki promjer (dn) AgNP ili njihovih
aglomerata dobiven je ocitanjem maksimalne vrijednosti pika raspodjele veli¢ina Cestica po
broju (engl. number size distribution function). Podaci su obradeni koristenjem programskog

paketa Zetasizer 6.32 (Malvern Instruments, UK).

48



MATERIJALI I METODE

4.3.3. Odredivanje koncentracije iona srebra spektrometrijom masa s induktivno

spregnutom plazmom

Kako bi se odredio stupanj otpustanja iona Ag* s povrSine AgNP, alikvoti pocetnih
suspenzija AgNP (koncentracija kupovnih AgNP: 0.02 mg ml? te sintetiziranih u LMNB
koncentracije 100 mg ml™?) razrijedeni su u filtriranoj morskoj vodi (do konaéne koncentracije
2 mg I'Y) te ostavljeni tijekom 48 h na sobnoj temperaturi. U odabranim vremenima (6, 12, 18,
24, 30, 36, 42 i 48 h) suspenzije su filtrirane centrifugiranjem na filtrima 3 kDa MWCO
(Merck Millipore), a ukupna koli¢ina srebra (u obliku srebrnih iona) u filtratu odredena je
spektrometrom visoke rezolucije s induktivno spregnutom plazmom (Agilent ICP-MS
7700x193, Agilent Technologies, Santa Clara, USA) opremljenim s uzorkovanjem od platine
i kvarcnim rasprSivaéem (engl. nebuliser). Argon je koriSten kao nosa¢, a helij kao plin
spajanja (plin za sudare, engl. collision gas). Kao interni standard dodan je rodij u 1%
dusi¢noj kiselini. Praceni su signali masa izotopa '“’Ag i ®Ag te !%Rh, dok je za
kvantifikaciju koristen izotop %’ Ag. Ukupno je pripremljeno 6 otopina standarda srebra, u 2%
dusi¢noj kiselini, raspona koncentracije od 0.2-50 pg 1. Kao kontrolni uzorak koristena je
filtrirana morska voda. Kalibracijske krivulje odredene su dva puta za vrijeme mjerenja, te je
ukupno analizirano 5 kontrolnih uzoraka. Uzorci Ag*™ u morskoj vodi razrijedeni su 5 puta u

1% dusicnoj kiselini prije mjerenja.

4.3.4. Odredivanje morfologije srebrnih nanocestica transmisijskom elektronskom
mikroskopijom

Mikrografije AgNP snimljene su na transmisijskom elektronskom mikroskopu (FEI-
Philips EO-Morgagni, 100kV). Kapljica suspenzije nanocestica u ultra¢istoj vodi smjestena je
na ugljikov sloj na bakrenoj mrezici za snimanje (engl. carbon coated copper grid), koja je

zatim ostavljena da se osusi na zraku.
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4.4. Odredivanje utjecaja srebrnih nanocestica na embrionalni razvoj jeZinca
4.4.1. Sakupljanje jeZinaca

Jezinci A. lixula i P. lividus za potrebe eksperimenata sakupljeni su u Puli, Republika
Hrvatska, na podru¢ju Valkana na dubini do 5 m (GPS koordinate: 44°51'20"N, 13°49'33"E).
Jezinci su sakupljeni uz pomo¢ mrezice U kontejner s morskom vodom te kroz sat vremena
prebaceni u Rovinj, u vanjski akvarij sa stalnim protokom morske vode. Eksperimenti s ovim
vrstama jezinaca obavljali su se u vremenskom razdoblju od travnja do listopada 2013.-2016.
godine. Jezinac S. granularis, buduci da naseljava dubine ve¢e od 20 m, sakupili su ronioci
Centra za istrazivanje mora, Instituta Ruder Boskovi¢ u obalnom podrucju okolice Rovinja,
Republika Hrvatska (GPS koordinate: 45°04'47"N, 13°3824"E). Eksperimenti s vrstom S.
granularis radeni su tijekom listopada i studenog 2013. i 2016. godine. Sakupljeni jezinci
koriSteni su unutar pet dana od trenutka uzimanja iz njihovog prirodnog stanista. Naime, za

potrebe izdvajanja gonada jezinca, aklimatizacija odrasle jedinke nije potrebna.

Ovisno o eksperimentu i potrebnoj koli¢ini 1 ¢isto¢i gameta, iste su izdvojene
injektiranjem 0.5 M Kkalijeva klorida (KCI) ili nakon seciranja jezinca §to je opisano u

sljede¢im poglavljima.

4.4.2. 1zdvajanje gameta jeZinca injektiranjem 0.5 M kalijeva klorida i njihova oplodnja

Za izdvajanje gameta jezinaca za potrebe testa embrionalnog razvoja jezinca (engl. sea
urchin embryo development test, SUEDT) uslijed izlaganja razli¢itih razvojnih stadija embrija
triju jeZinaca, te tretmana zigote 2 h nakon oplodnje dvaju jezinaca (A. lixula i P. lividus)
primijenjena je metoda injektiranja 0.5 M KCI kroz peristomialnu membranu jeZinca
(Quiniou i sur., 1999). Ukratko, jedinka je prvotno dobro protresena kako bi se vidjelo pocinje
li s ispuStanjem gameta i bez injektiranja KCl-a. Ukoliko nije doslo do ispusStanja gameta
samo tre§njom jezinca, injektirano je na nekoliko mjesta uokolo peristomialne membrane do 1
ml 0.5 M KCl-a, jezinac je ponovno protresen kako bi se otopina KCIl-a ravnomjerno
rasporedila unutar svih pet gonada te se na aboralnoj strani pratilo otpuStanje gameta. Spol
jezinaca moguce je odrediti tek nakon §to se gamete pocnu ispustati: gusta bijela suspenzija
ukazuje na musku jedinku u sve tri vrste, dok tamnocrvene (bordo) jajne stanice posjeduje
vrsta A. lixula (Slika 9), narancaste gamete imaju zenke vrste P. lividus te zute jajne stanice

vrsta S. granularis (Slika 11).
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Slika 9. Jedinke jezinca A. lixula koje s aboralne strane luCe gamete: (A) Zenka luéi suspenziju
tamnocrvenih (bordo) jajnih stanica i (B) muzjak lu¢i gustu suspenziju sperme.

Nadalje, u eksperimentima je koristena suspenzija gameta triju jedinki svakog spola kao
pocetna suspenzija gameta za oplodnju. Jajne stanice sakupljale su se na nacin da se jezinac
okrene aboralnom stranom prema dolje iznad ¢ase konusnog oblika te su se jajne stanice
sakupljale na njezinom dnu u filtriranoj morskoj vodi. Nakon talozenja na dnu c¢ase, jajne
stanice su sakupljene Pasteur pipetom te prebacene u plasti¢nu konusnu epruvetu od 15 ml
gdje su dodatno istaloZzene. U konacnici, talog jajnih stanica triju Zenki spojen je u jednu
pocetku suspenziju za oplodnju. Sperma je sakupljena s Pasteur pipetom na suho, zbog toga
Sto se ista u doticaju S morskom vodom aktivira, te ¢uvana na ledu do trenutka koriStenja,
odnosno pocetka oplodnje. Zrelost gameta provjerena je pod mikroskopom: pravilne okrugle

jajne stanice te mobilna sperma smatrane su zrelim gametama (Slika 10).

Za oplodnju u Petrijevim zdjelicama koriSteno je 50 pl koncentrirane suspenzije jajnih
stanica u 20 ml filtrirane morske vode (~1000 stanica ml?), te 10 pl prethodno razrijedene
suspenzije sperme (1:8 u filtriranoj morskoj vodi). Nakon dodavanja sperme, Petrijevke su
lagano promijesane kako bi se potaknula oplodnja te su ostavljene na sobnoj temperaturi 30

min (1 h za S. granularis).
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Slika 10. Gamete jezinca A. lixula: (A) jajne stanice (mjerilo 100 um) i (B) spermiji (mjerilo 50 pm).

4.4.3. 1zdvajanje gonada jeZinaca mehanickim putem

Za potrebe eksperimenta tretmana sperme nanoCesticama te pripremu embrija za
citogeneticku analizu jezinci su Zrtvovani te su im izolirane gamete prema protokolu Pagano 1
sur. (1986 1 2002). Ukratko, jezinci su Skarama otvoreni nekoliko centimetara uokolo usnog
otvora. Slijedilo je utvrdivanje spola. Ukoliko su gonade ispustale bijelu gustu suspenziju,
zlicom su prebacene na suhi maleni tanjuri¢, dok su zenske gonade drzane u maloj koli¢ini
filtrirane morske vode (Slika 11). Prije koriStenja suspenzija jajnih stanica, odnosno sperme

profiltrirana je kroz fitoplanktonsku mrezicu veli¢ine pora od 100 pm.

U svim SUEDT eksperimentima embriji jezinaca A. lixula i P. lividus nakon oplodnje
¢uvani su 48 h na temperaturi od 20 °C, dok su embriji jezinca S. granularis ¢uvani kroz 72 h
na temperaturi od 18 °C. Osim toga, kulture su prekrivene crnom folijom kako ne bi bilo
dodatnog negativnog utjecaja UV zraCenja, uz povremeno protresanje zdjelica kao simulacije

prirodnih valova.
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Slika 11. Gonade jezinca S. granularis prije filtriranja kroz fitoplanktonsku mrezicu. Gornji red:
gonade Zenki - suspenzija jajnih stanica je zuckaste boje. Donji red: na suho izolirane muske gonade i
bijela sperma oko njih. Muske gonade prve s lijeva nisu uzete za oplodnju buducéi su tamno smede do
crne boje, $to upucuje na starost jedinke i nekroti¢no tkivo.

4.4.4. Odredivanje uspjeSnosti dosezanja stadija larvi jeZinaca Arbacia lixula,
Paracentrotus lividus i Sphaerechinus granularis nakon tretiranja zigota sa 60 nm-AgNP

u razli¢itim stadijima embrionalnog razvoja

Za potrebe ovog ispitivanja gonade jezinaca izdvojene su injektiranjem 0.5 M KCl-a te
je oplodnja izvrSena kako je to opisano u metodi poglavlja 4.4.2. Zigote triju vrsta jezinaca
(A. lixula, P. lividus i S. granularis) izlozene 60 nm-AgNP sintetiziranim u LMNB u rasponu
koncentracije od 1-100 ug I u razli¢itim razvojnim stadijima nakon oplodnje. Vrijeme kada
se embrij prvi puta susreo s AgNP odnosno kada su nanoCestice dodane u uzorak bilo je: 30
min, 90 min, 6 h i 24 h nakon oplodnje za embrije vrsta A. lixula i P. lividus, odnosno 1, 6, 24
i 48 h za vrstu S. granularis zbog prirodno sporijeg razvoja embrija ove vrste. Specifi¢na
vremena doziranja AgNP odabrana su kako bi se tretirali razli€iti razvojni stadiji zigote
jezinca: 30 min nakon oplodnje (1 h za vrstu S. granularis) — kako bi doslo do oplodnje i
sintetizirala se fertilizacijska membrana, 90 min nakon oplodnje (6 h za vrstu S. granularis) —
zigota se intenzivno dijeli i nalazi se u stadiju od 4-8 stanica, 6 h nakon oplodnje (24 h za
vrstu S. granularis) — stadij blastule te 24 h nakon oplodnje (48 h za vrstu S. granularis) —

stadij gastrule (Slika 7). Kao pozitivna kontrola koriStena je otopina AgNOsz u istome
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koncentracijskom rasponu kao i AgNP, dodana 30 min nakon oplodnje (1 h za S. granularis)

te netretirani kontrolni uzorci kao negativna kontrola.

Nakon 48 h (72 h za S. granularis) kontrolne larve dosegnule su pluteus fazu s Cetiri
potpuno razvijena ekstremiteta: dva dulja tzv. nozice i dva kraca tzv. ruCice larve, te U
potpunosti razvijenim probavnim traktom (Slika 21). Larve su zatim fiksirane u 0.1%
paraformaldehidu (ishodna otopina: 40% u fosfatnom puferu, pH 7.0) i pohranjene na +4 °C
kroz najviSe 5 dana tijekom kojih je napravljeno brojanje. Primije¢eno je da ukoliko se larve
¢uvaju u paraformaldehidu dulje od 5 dana, dolazi do promjene u samome izgledu larvi koje
nisu posljedica u¢inka AgNP. Analizirane su tri bioloske replike od kojih je svaka sadrzavala
po 100 larvi. Uspjesnost dosezanja faze pluteusa pracena je pod lupom s povecanjem od 45x
te je brojano prvih 100 larvi koje su razvrstane u jednu od sljedecih kategorija: normalno
razvijena, zaostala larva i nerazvijeni embrij (Slika 21). Mikroskop Nikon Microphot-SA uz

CCD Nikon-Hitachi kameru (100 povecanje) koriSten je za fotografiranje uzoraka.

4.45. Odredivanje uspjeSnosti dosezanja stadija larvi jeZinaca Arbacia lixula i

Paracentrotus lividus nakon tretiranja zigota s 10, 20, 40, 60 i 100 nm AgNP

Gamete dvaju jezinaca A. lixula i P. lividus izdvojene su injektiranjem 0.5 M KCI
otopine te je oplodnja izvrSena kako je prethodno objasnjeno u poglavlju 4.4.2. Ispitivanje
embriotoksi¢nosti AgNP izvedeno je u Petrijevim zdjelicama od 20 ml. Dva sata nakon
oplodnje, u fazi intenzivne diobe (4-8 stanica po zigoti), embriji su izlozeni AgNP veli¢ine
10, 20, 40, 60 i 100 nm razli¢itih koncentracija, kao i AgNOs. Kona¢ne koncentracije AgNP i
AgNOg iznosile su 0, 1, 10, 50, 100, 500 i 1000 pg I"X. Nakon 48 h larve su fiksirane u 0.1%
paraformaldehidu (ishodna otopina: 40% u fosfatnom puferu, pH 7.0), pohranjene na +4 °C te
su kroz narednih 5 dana analizirane 4 bioloske replike. U svakoj od njih pregledano je prvih
100 jedinki na nacin kako je to prethodno opisano u poglavlju 4.4.2. Mikroskop Carl Zeiss
Axiovert200 uz AxioCam MRc5 kameru (100 povecanje) koristen je za fotografiranje

uzoraka.
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4.4.6. Odredivanje uspjeSnosti oplodnje jajnih stanica jeZinaca Arbacia lixula i

Paracentrotus lividus spermijima prethodno tretiranim sa AgNP te kvaliteta potomstva

U svrhu tretmana sperme jezinca s raznim veli¢inama AgNP potrebna je veca kolic¢ina
Cisto izolirane i profiltrirane sperme, stoga su za potrebe ovog eksperimenta jezincima gonade
izdvojene kako je to opisano u poglavlju 4.4.3. U ovome eksperimentu gamete razlicitih
jedinki nisu mijeSane u jednu suspenziju ve¢ su jajasca ukupno Sest zenki i spermiji tri
muzjaka nanoSeni odvojeno u zasebne jazice plasticne mikrotitarske ploce kako je prikazano
na Slici 12. Na taj nacin, jajasca dviju Zenki zasebno su oplodena spermijima samo jednog

muzjaka u zasebnim jazicama.

COE

Slika 12. Shema oplodnje jajnih stanica spermom predtretiranom s AgNP ili AgNOs u ploci od 6
jazica. Slova A, B, C, D, E i F oznacavaju zensku jedinku, dok brojke 1, 2 i 3 oznacavaju musku
jedinku jezinca.

Za tretman sperme jezinaca vrste A. lixula i P. lividus koristene su AgNP veli¢ine od 10,
20, 40, 60 i 100 nm u rasponu koncentracija od 0 — 1000 pg It. Suho izolirana sperma triju
jedinki svake vrste profiltrirana je kroz fitoplanktonsku mrezicu te razrijedena 10 puta u
filtriranoj morskoj vodi. Tretman sperme odvijao se u plasti¢nim ¢asicama od 40 ml u koje je
prethodno dodana odredena koncentracija AgNP ili AgNO3 kao pozitivne kontrole, odnosno
ultraCiste vode kada se radilo o kontrolnom, netretiranom uzorku. Nakon dodavanja
ispitivane tvari, dodano je 10 ml filtrirane morske vode te u konac¢nici 100 pl razrijedene
suspenzije sperme. Suspenzija sperme s ispitivanom tvari ostavljena je na sobnoj temperaturi

kroz 1 h. Za to vrijeme pripremljene su ploce sa 6 jazica u koje je redom dodano: 9 ml
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filtrirane morske vode, 1 ml razrijedene suspenzije jajnih stanica (konac¢na koncentracija
jajnih stanica u jazici ~1000 stanica ml™?) te u konacnici u svaku jazicu dodano je 100 pl
sperme prethodno tretirane sa AgNP, odnosno AgNOs ili netretiranog uzorka sperme. U svrhu
ispravnog brojanja uspjesnosti oplodnje jajnih stanica brojanje je radeno 2 h nakon oplodnje.
Naime, fertilizacijska membrana stvara se oko oplodene jajne stanice nekoliko minuta nakon
dodavanja sperme u medij s jajnim stanicama. Medutim, ona je vrlo tesko uocljiva kod nekih
vrsta jezinaca jer se nalazi vrlo blizu same povrsine jajne stanice. To se odnosi za vrstu A.
lixula, dok je kod vrste P. lividus ona vrlo jasno uo¢ljiva netom nakon oplodnje buduéi je
dosta odvojena od same povrSine jajnih stanica (Conway i sur., 1980). Zbog ove pojave
uspjesnost oplodnje nakon tretmana s razli¢itim veli¢inama AgNP te Ag* brojana je 2 h nakon
oplodnje kada je ista vrlo lako uocljiva i kod vrste A. lixula jer je do tada ve¢ doslo barem do
prve diobe te se embriji nalazi u stadiju od 2 — 4 stanice po zigoti, $to se puno lakSe moze
uocCiti u usporedbi s netom oplodenom jajnom stanicom. UspjeSno oplodenom jajnom
stanicom smatran je embrij koji je bio u diobi ili je imao vidljivu sintetiziranu fertilizacijsku
membranu. U protivnom, jajnu stanicu se smatralo neuspjesno oplodenom. Nakon dva dana
(48 h nakon oplodnje) larve su fiksirane s kromovim(lll) sulfatom te je inverznim
mikroskopom (Carl Zeiss) promatrana uspjesnost dosezanja pluteus faze na prvih 100 larvi u

svakoj od 6 jazica tj. bioloskih replika.

4.4.7. Odredivanje citogenotoksi¢nosti srebrnih nanodestica na moruli jeZinca Arbacia

lixula

Citogeneti¢ka analiza jeZinca A. lixula nakon izlozenosti 40 nm AgNP napravljena je
prema protokolu Oral i sur. (2010). Ukratko, izolacija gameta ucinjena je kako je to prethodno
opisano u poglavlju 4.4.3. U svrhu ovog istrazivanja koriStena su tri muzjaka i 6 Zenki, a
oplodnja je izvrSena u 500 ml filtrirane morske vode u staklenim caSama. Za postupak
oplodnje u c¢ase je prvotno dodana filtrirana morska voda, zatim nekoliko ml profiltriranih
jajnih stanica, tako da u konaénici koncentracija jajnih stanica iznosi ~1000 st. mlt. U
konacnici ova ¢e se suspenzija razrijediti jos 10 puta (3 ml oplodenih jajnih stanica u 30 ml
filtrirane morske vode) te ¢e koncentracija embrija u eksperimentalnom tretmanu iznositi
~100 st. mlI™t. Suho izolirana sperma razrijedena je s filtriranom morskom vodom (10 pl suho
izolirane sperme razrijedeno je s 2.5 ml filtrirane morske vode) te je za oplodnju u volumen

od 500 ml dodan 1 ml razrijedene suspenzije sperme (konac¢no razrjedenje sperme bilo je 125
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000 puta). Jajne stanice ostavljene su 30-45 min kako bi doslo do oplodnje, nakon cega je 3
ml suspenzije zigota prebacen0o u manje plasticne 40 ml ¢aSice u koje su prethodno dodane
komercijalne AgNP razli¢itih veli¢ina u rasponu koncentracije od 1 — 1000 pg 1, odnosno
AgNOs ili 1000 pg 1" ultragiste vode za kontrolni, netretirani uzorak i 27 ml filtrirane morske
vode. Embriji su ostavljeni u kontaktu sa AgNP do trenutka dosezanja faze morule (~5 h
nakon oplodnje). Nakon toga, staklenom vakuum sisaljkom usisano je 20 ml suspenzije iznad
embrija koji su se istaloZili na dno ¢aSice. Ostatak od oko 10 ml suspenzije embrija prebacen
je u plasti¢nu konusnu epruvetu od 15 ml te dodatno ostavljen na sobnoj temperaturi 10-ak
min kako bi se embriji istalozili u 1 ml. Nakon toga, na isti je nac¢in usisano 9 ml filtrirane
morske vode, vrlo pazljivo kako se ne bi usisali embriji s dna. Uzorci su fiksirani dodavanjem
9 ml otopine Carnoy (etanol, kloroform i ledena octena kiselina u volumnom omjeru 6:3:1),
nakon cega su epruvete okrenute 3 puta kako bi embriji dosli u kontakt s otopinom te su
ostavljeni na sobnoj temperaturi 15-ak minuta, nakon ¢ega je ponovo isisano 9 ml otopine
Carnoy (ostavljaju¢i na dnu plasti¢ne konusne epruvete 1 ml koncentriranih embrija) i dodano

9 ml ¢istog etanola. Uzorci su nadalje Cuvani na sobnoj temperaturi u etanolu.

Za bojanje embrija, odnosno kromosoma u mitozi koristena je svjeze pripremljena 1%
otopina acetokarmina, koja je pripremljena otapanjem 0.2 g acetokarmina u 11 ml destilirane
vode i 9 ml ledene octene kiseline, nakon ¢ega je otopina ohladena preko noé¢i na +4 °C te
naredni dan profiltrirana preko obi¢nog filter papira kako bi se odstranili ve¢i kristali boje.
Bojanje embrija uéinjeno je na nacin da je na predmetnicu prethodno nanesena kapljica (~50
pl) uzorka suspenzije embrija, ostavljena 1 min na sobnoj temperaturi da ispari ostatak
etanola, te dodana kapljica 1% acetokarmina. Odmah nakon dodavanja boje, na preparat je
polozeno pokrovno stakalce te je odloZzen na tamno mjesto (ili prekriven aluminijskom
folijom) kako ne bi dolazilo do degradacije boje. Nakon 5 — 10 min bojanja uzorak je
promatran pod imerzijskim objektivom svjetlosnog mikroskopa Nikon Microphot-SA i
fotografiran s CCD kamerom Nikon-Hitachi (povecanje od 1000 puta). Mjerene krajnje tocke
bile su kvantitativne i morfoloSke abnormalnosti. Kvantitativni parametri ukljucivali su: a)
prosjecan broj mitoza po embriju, b) postotak interfaznih embrija (embrija bez mitozne
aktivnosti) i c) omjer metafaznih i anafaznih kromosoma (M/A). Morfoloske promjene
(abnormalnosti) zabiljezene su kao: a) anafazni mostovi, b) zaostali kromosomi, ¢) acentricni
fragmenti, d) rasprSeni kromosomi, e) viSestruka diobena vretena, f) ukupan broj mitoti¢kih
promjena po embriju i g) postotak embrija s vise od jednom aberacijom tijekom mitoze.
Analizirana su 33 embrija, u tri bioloska replikanta uzorka po tretmanu (koncentraciji).
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4.5. Odredivanje kombiniranog ucinka srebrnih nanocestica i piretroidnih insekticida

(cipermetrina i deltametrina) na dagnju Mytilus galloprovincialis

Dagnje M. galloprovincialis dopremljene su iz uzgajalista u Limskom kanalu (GPS
koordinate: 45°07'49.45"N, 13° 44'13.06"E) barem 5 dana prije pocetka eksperimenta te
ostavljene u vanjskom bazenu s proto¢énom morskom vodom radi aklimatizacije. Kako bi
dagnje bile slicne starosti pri odabiru jedinki nastojalo se uzimati dagnje priblizno jednake
veli¢ine (~4 c¢cm). U svrhu istrazivanja kombiniranog u¢inka AgNP i insekticida (cipermetrina
i deltametrina) na dagnje prethodno su odredene subletalne koncentracije 60 nm-AgNP
LMNB te je procijenjen njihov bioloski u¢inak u uvjetima in vivo testom stres na stres i u

uvjetima in vitro testom stabilnosti lizosomalnih membrana hemocita.

4.5.1. Odredivanje sposobnosti dagnji za preZivljavanje na zraku nakon tretmana sa

srebrnim nanocesticama

Za odredivanje sposobnosti dagnji za prezivljavanje na zraku nakon izlaganja (stres na
stres test, Viarengo i sur., 1995) postavljeno je pet bazena s 37.5 | morske vode u koje su
dodane razli¢ite koncentracije 60 nm-AgNP (sintetiziranih u LMNB): 1, 10, 50 i 100 pg 1 te
kontrolni bazen. U svaki je bazen zatim dodano 50 dagnji (0.75 | morske vode/dagnji).
Postavljen je sustav za prozraCivanje te su dagnje izlagane kroz 24 h. Nakon 24 h dagnje su
izvadene iz bazena, prebacene na vlazni filter papir, kojim su bile i prekrivene te ostavljene na
zraku, u klimatiziranoj prostoriji na temperaturi morske vode. Svaki je dan kontroliran broj
prezivjelih (potpuno zatvorenih ljustura), odnosno uginulih dagnji, za koje je vanjskim
pritiskom ljuStura utvrdeno da se ne zatvaraju u potpunosti. U konacnici racunalo se srednje
smrtonosno vrijeme za 50% ispitivanih jedinki (engl. mean lethal time for 50% of sampled
animals, LTsg) s donjom i gornjom granicom povjerljivosti podataka (engl. Lower and Upper
Confidence Interval, LCI, UCI).

4.5.2. Odredivanje stabilnosti lizosomalne membrane hemocita dagnje nakon tretmana

sa srebrnim nanocesticama

Stabilnost lizosomalnih membrana hemocita dagnje odredena je u uvjetima in vitro
testom sposobnosti zadrzavanja boje neutralnog crvenila nakon izlaganja ispitivanoj tvari (60

nm AgNP sintetiziranih u LMNB) prema protokolu Moore i sur. (2009). Ishodna 0.2 postotna
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otopina neutralnog crvenila pripremljena je otapanjem u dimetilsulfoksidu (DMSO). U svrhu
bojanja hemocita svaki dan je pripremljena svjeza 0.0006% radna otopina boje razrjedivanjem
mati¢ne otopine u filtriranoj morskoj vodi. Hemolimfa dagnje izdvojena je uz pomo¢ 25
mjerne hipodermi¢ne medicinske igle postavljene na 1 ml Spricu u koju je prvotno uzet
volumen filtrirane morske vode od 0.1 ml. Iz miSica aduktora dagnje izvaden je jednaki
volumen hemolimfe. Uzorak hemolimfe zatim je prebacen u Eppendorf tubicu od 1.5 ml.
Eppendorf tubica je nekoliko puta lagano okrenuta kako bi se sadrzaj jednoli¢no rasporedio te
je 50 ul ove suspenzije hemocita stavljeno u sredinu predmetnog stakalca prethodno
premazanog poli-L-lizinom kako bi se stanice ucinkovitije vezale na njihovu povrSinu.
Naime, kapljica od 2 ul poli-L-lizina, prethodno razrijedenog s destiliranom vodom (1:10,
V/V), stavljena je u sredinu predmetnice te je uz pomo¢ pokrovnog stakalca raSirena po
predmetnici. Predmetnica je zatim ostavljena 15-ak minuta u vlaznu komoru kako bi se
stanice povezale na stakalce. Nakon 15 min stakalce s uzorkom hemolimfe je prebaceno u
Petrijevu zdjelicu u kojoj se nalazilo 30 ml 50 i 100 pg 1"t 60 nm-AgNP resuspendiranih u
filtriranoj morskoj vodi. Kao pozitivna kontrola koristena je otopina CuSO4 koncentracije od
0.25 i 2.5 pg 1 te je analiziran i kontrolni netretirani uzorak. Nakon inkubacije s
nanocesticama u trajanju od 1 h predmetnice su izvadene iz Petrijevih zdjelica te su stanice
bojane radnom otopinom neutralnog crvenila. Radna otopina neutralnog crvenila (40 pl)
dodana je nekoliko cm dalje od same sredine predmetnice gdje su se nalazile stanice, zatim je
predmetnica lagano nakoSena kako bi cijeli volumen boje postepeno skliznuo na stanice.
Predmetnice su zatim inkubirane 15 min u vlaznoj komorici u mraku. Nakon toga viSak boje
je ispran filtriranom morskom vodom, te je na preparat stavljena pokrovnica, nakon ¢ega je
slijedilo mikroskopiranje uzoraka na mikroskopu Nikon Microphot-SA i fotografiranje CCD

kamerom Nikon-Hitachi.

Budu¢i je neutralno crvenilo vrlo fotosenzibilna boja, Citanje valja napraviti $to brze te
po zavrsetku uzorak dalje spremiti u vlaznu komoru u mraku. Stanice hemocita fokusiraju se
prvotno pod povecanjem od 100x, nakon cega se otpuStanje boje iz lizosoma prati na
povecanju od 400x u sljede¢im vremenskim razmacima: nakon 15, 30, 60, 90 120, 150 i 180
min, pri ¢emu se biljezi broj hemocita koje su potpuno ispustile boju u citosol. Uspjesnost
zadrZavanja boje unutar lizosoma analizirana je u prvih 100 stanica, u tri replikanta uzorka.
Dakle, za svaki je tretman ukupno pregledano 300 stanica hemocita. Krajnji rezultat mjerenja

jest vrijeme kada 50% hemocita ispusti boju iz lizosoma.
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4.5.3. Izlaganje dagnji srebrnim nanodesticama, cipermetrinu, deltametrinu i njihovim

kombinacijama u uvjetima in vivo

Dagnje srednje veli¢ine od ~4 cm (30 jedinki) rasporedene su u 15 bazena s 20 1
prirodne morske vode (0.75 | morske vode/dagnji). Za izlaganje su koriSteni pripravci
insekticida komercijalnog naziva ,,Deltasect* (masene koncentracije 24 g 1) i ,,Aquacyp*
(masene koncentracije 100 g I). Iz izvornih otopina napravljene su matiéne otopine
komercijalnih pripravaka u destiliranoj vodi koje su sadrzavale 0.01 i 1 g I"* deltametrina, i
0.2 i 20 g I cipermetrina. Koncentracije mati¢nih suspenzija AgNP u destiliranoj vodi
iznosile su 100 mg I izvorno sintetizirane suspenzije 60 nm-AgNP. U svaki od bazena
dodano je po 11 ml odgovaraju¢e radne suspenzije priredene iz razli¢itih kombinacija
mati¢nih suspenzija AgNP (10 ml) i pesticida (1 ml). U kontrolni bazen s netretiranim
Skoljkama, dodano je 11 ml destilirane vode (s kojom su pripremljena razrjedenja ispitivanih
tvari). Radna suspenzija za izlaganje samo AgNP sadrzavala je 1 ml vode umjesto
nanocestica, dok je ona za izlaganje samo pesticidima, sadrzavala 10 ml vode.
Eksperimentalni na¢in doziranja i kona¢ne koncentracije prikazane su u Tablici 2. Svaki je
dan morska voda u potpunosti izmijenjena te je doziranje ponovljeno. Izlaganje je trajalo 4
dana, nakon Cega su dagnje secirane te su im izolirane $krge i probavna zlijezda. TKivo je
odmah spremljeno u zasebne Eppendorf tubice od 1.5 ml te zaledeno u tekuéem dusiku. Svi

uzorci, do daljnje uporabe, pohranjeni su na -80 °C.
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Tablica 2. Nazivi bazena te konac¢ne koncentracije AgNP, cipermetrina i deltametrina u pojedinom
bazenu. Skracenice: A — AgNP, C — cipermetrin i D — deltametrin.

Skraéeni naziv bazena ¢ (AgNP) [ug 1] ¢ (insekticida) [ug 1]
Al 50 /
A2 5 /
C1 / 1000
C2 / 10
D1 / 50
D2 / 0.05

Al1C1 50 1000
Al1C2 50 10
A2C1 5 1000
A2C2 5 10
Al1D1 50 50
AlD2 50 0.05
A2D1 5 50
A2D2 5 0.05
K / /

45.3.1 Odredivanje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze u Skrgama dagnji nakon
tretmana sa srebrnim nanodesticama, cipermetrinom, deltametrinom i njihovim

kombinacijama

Aktivnost enzima acetilkolinesteraze (AChE) u Skrgama dagnji odredivana je prema
Ellman-ovoj metodi (1961). Za potrebe odredivanja aktivnosti AChE koristeno je 15
prethodno smrznutih $krga dagnji. Tkivo $krga prvo je mehani¢ki homogenizirano (Teflon
Potter homogenizator) i to na nacin da je izvagan ~1 g smrznutih Skrga te dodan tri puta veci
volumen hladnog (+4 °C) homogenizacijskog pufera (0.1 M tris-hidroksimetil aminometan,
TRIS-HCI, pH 8.0) u omjeru 1:3 (w/V). Homogenat $krga zatim je centrifugiran u tubici od
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1.5 ml na 10 000 g, +4 °C kroz 30 min. Supernatant je izuzet, preba¢en u novu 1.5 ml tubicu

te pohranjen na -80 °C do daljnje uporabe.

Aktivnost AChE je mjerena u mikrotitarskim plo¢ama s 96 jazica. Enzimska reakcija
zapocinje dodavanjem 50 ul supstrata 6 mM acetiltiokolina (ATC) istovremeno u sve jaZice
mikrotitarske ploce gdje je prethodno ve¢ dodano redom: 50 pl homogenata skrga i 200 ul 0.5
mM otopine Ellman-ovog reagensa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzojeve kiseline (DTNB). U jednu
od jazica, umjesto homogenata dodano je 50 ul pufera. Apsorbancija ovog uzorka predstavlja
pozadinsku vrijednost (tzv. slijepa proba). Za svaku jedinku nanesene su po tri replike uzorka
homogenata, pri ¢emu je u jednu od njih umjesto supstrata dodan pufer, kako bi se odredila
nespecificna enzimska aktivnost u svakom uzorku. Tijekom enzimske reakcije, dolazi do
hidrolize supstrata ATC, pri ¢emu se oslobada tiokolin, koji s reagensom DTNB stvara
kromofor 5-tio-2-nitrobenzoatni anion (TNB), ¢ija se apsorbancija mjeri na 405 nm i

proporcionalna je s njegovom koli¢inom, tj. s aktivno$¢u enzima AChE.

Za mjerenje apsorbancije koristen je ¢ita¢ mikrotitarskih ploc¢a (Labsystems, Multiscan
Ascent®) opremljen programskim paketom ,,Ascent Version 2.4.2. Uredaj je bio podeSen za

ocitavanje svakih 30 sekundi, tijekom 4 minute.
Aktivnost enzima AChE odredena je prema formuli:

Aache = (AA/ min) X V(reakcijske smjese) X 1000/ (€ x d X V(uzorka)) [U I"}]
gdje Aacne predstavlja aktivnost enzima AChE, AA promjenu apsorbancije u minuti,
V (reakcijske smiese) = 350 1l Vuzorka) = 50 ul; € = 13.3 cm? pmol™?; d = 1 cm.

Dobivena enzimska aktivnost izrazena je u molima preradenog supstrata u jedinici vremena
(U = umol min). Naknadno se dobivena vrijednost dijeli s koncentracijom proteina u uzorku
(koncentracija proteina odredena je prema Bradfordu, 1976) te se u konacnici izraZzava kao

specifi¢na aktivnost AChE u nmol mint mg prot.™.

4.5.3.2 Odredivanje aktivnosti enzima glutation S-transferaze u Skrgama dagnje nakon

tretmana sa srebrnim nanocesticama, cipermetrinom, deltametrinom i kombinacijama

Za potrebe odredivanja aktivnosti glutation S-transferaze (GST) prethodno smrznute
Skrge dagnji mehanicki su homogenizirane (Teflon Potter homogenizator) u hladnom 0.1 M

kalij-fosfatnom puferu koji je sadrzavao 2 mM EDTA (pH 7.4) u omjeru 1:2 (w/V).
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Homogenizirano je 15 uzoraka skrga iz 15 razli¢itih jedinki. Uzorci su zatim centrifugirani na
10 000 g, +4 °C kroz 30 min. Supernatant je spremljen u Eppendorf tubice od 1,5 ml, zaleden

u teku¢em dusiku te pohranjen na -80 °C do daljnje uporabe.

Aktivnost GST odredena je prema protokolu Owensa i Belchera (1965). U tu je svrhu
pripremljen poseban pufer GST (0.1 M kalij-fosfatni pufer, pH 6.5), 1 mM supstrat 1-kloro-
2,4-dinitrobenzen (CDNB) i 1 mM glutation (GSH). U mikrotitarske jaZzice dodano je prvo 5
ul ispitivanog uzorka te 295 ul svjeze pripremljenog pufera GST. Kontrolne jaZice nisu
sadrzavale uzorak, ve¢ 5 ul pufera GST. Porast apsorbancije uslijed stvaranja konjugata S-2,4-
dinitrofenilglutationa mjeren je na valnoj duljini od 340 nm uz 1.5 min predinkubacije te
tijekom ukupno 5 minuta svakih 30 sekundi. Za mjerenje apsorbancije koristen je cita¢
mikrotitarskih plo¢a (Labsystems, Multiscan Ascent®) opremljen programskim paketom
,,Ascent Version 2.4.2°.

Aktivnost enzima GST odredena je prema formuli:

AcsT = (AA/ min) X V reakcijske smjese) X 1000/ (¢ X d X V(uzorka)) [U 1]
gdje Acst predstavlja aktivnost enzima GST, AA promjenu apsorbancije u minuti,
V (reakcijske smiese) = 300 pl; Viuzorka) = 5 pl; € = 9.6 cm? pmol™?; d = 1 cm.

Dobivena enzimska aktivnost izrazena je u molima preradenog supstrata u jedinici vremena
(U = umol min). Naknadno se dobivena vrijednost dijeli s koncentracijom proteina u uzorku
koje je bila odredena je prema Bradfordu (Bradford, 1976) te se u konacnici dobivena

vrijednost izrazava kao specifi¢na aktivnost GST u nmol mint mg prot.™.

4.5.3.3. Odredivanje koncentracije metalotioneina u probavnoj Zlijezdi dagnje nakon
tretmana sa srebrnim nanodesticama, cipermetrinom, deltametrinom i njihovim

kombinacijama

U 8 kompozitnih uzoraka probavne zlijezde (od tri dagnje) (ukupno 0.75 — 1.20 g)
dodan je hladni (+4 °C) pufer za homogeniziranje u omjeru 1:3 (w/V). Pufer za
homogeniziranje (0.5 M saharoze, 20 mM TRIS, pH 8.6), sadrzavao je leupeptin (3 ul ml?),
fenilmetilsulfonil fluorid (PMSF; 1.5 ul ml?) te p-merkaptoetanol (0.05 pl ml?). Uzorci
probavne zlijezde mehanicki su homogenizirani (Teflon Potter homogenizator) i zatim

centrifugirani u staklenim epruvetama (Biofuge stratos Corex), na 15 000 g, + 4 °C kroz 1 h.
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Nakon toga u ¢istu epruvetu sakupljen je 1 ml supernatanta u koji je dodano 1.05 ml etanola
(ohladenog na -20 °C) i 20 ul kloroforma. Uzorci su kratko vorteksirani te centrifugirani na 6
000 g, +4 °C, 10 min. lzuzet je zatim sav supernatant i prebacen u ¢istu plasti¢nu epruvetu u
koju je zatim dodano 40 ul 36.5% klorovodi¢ne kiseline i 5 ml etanola (ohladenog na -20 °C).
Proteini su talozeni preko noc¢i na -20 °C te naredni dan oboreni centrifugiranjem na 6 000 g,
+4 °C kroz 10 min. Supernatant je zatim odliven, a talog ispran u hladnoj (-20 °C) otopini
etanola, kloroforma i pufera za homogeniziranje (87:1:12, V/V/V). Metalotionein je zatim
bilo potrebno denaturirati i odstraniti katione metala koji su na njih vezani, tj. osloboditi SH
skupine. Stoga je u talog dodano 150 ul 0.25 M natrijeva klorida i 150 pl otopine 1 M HCl-a
koja je sadrzavala 4 mM EDTA te je talog rasprSen na ledu 5 sekundi ultrazvu¢nim
homogeniziranjem snage 100W (HD 4100, Bandelin, Njemacka).

Za odredivanje metalotionenina koriStena je kalibracijska krivulja glutationa (GSH).
Serijska razrjedenja GSH priredena su iz mati¢ne otopine GSH (1 mg mit u 0.25 M
natrijevom Kloridu) i iznosila su 0, 7.2, 14.4, 21.6, 28.8, 36.0, 43.2 i 57.8 nmol mI. Nakon
pripreme, u svako od razrjedenja GSH dodano je po 150 ul otopine IM HCl s 4 mM EDTA.

Otopina DTNB-a (0.43 mM) priredena je u 0.2 M natrij-fosfatnom puferu (pH 8.0) koji
je sadrzavao i 2 M NaCl za stabilizaciju DTNB-a kako bi se odrzao maksimum apsorbancije
koji je postignut nakon svega nekoliko sekundi. U svaki je uzorak i sva razrjedenja GSH
zatim otpipetirano 4.2 ml otopine DTNB-a. Uzorci probavnih Zlijezdi su kratko vorteksirani te
centrifugirani na 6 000 g, +15 °C kroz 10 min. Iza toga je 340 ul uzorka i standarda GSH
otpipetirano u mikrotitarsku plocu te je odmah potom mjerena apsorbancija na 405 nm. Za
mjerenje apsorbancije koristen je ¢ita¢ mikrotitarskih ploca (Labsystems, Multiscan Ascent®)

opremljen programskim paketom ,,Ascent Version 2.4.2%.

4.6. StatistiCka obrada podataka

U ovome su radu podaci najées¢e prikazivani kao stupcasti dijagrami srednjih
vrijednosti i pripadaju¢ih standardnih devijacija, osim rezultata SOS testa kada su prikazani

kao krivulja prezivljavanja u funkciji vremena izlaganja.

Za statistiCku obradu podataka najcesce je koriStena metoda analize varijanci (engl.
analysis of variance — ANOVA). Normalna raspodjela podataka provjerena je Shapiro-Wilk-

ovim testom, a homogenost varijanci Levene-ovim testom, kako bi se potvrdilo da su
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zadovoljene pretpostavke za koriStenje parametarskog testa. Ukoliko je utvrdena statisticki
znacajna razlika srednje vrijednosti odredenog parametra izmedu eksperimentalnih skupina,
uslijedio je Bonferroni post hoc test. Ovim je testom utvrdeno koje se eksperimentalne
skupine razlikuju medusobno i u odnosu na kontrolnu skupinu. Za razinu znacajnosti
odabrane su slijede¢e vrijednosti: p < 0.05, p < 0.01 i p < 0.001. Ukoliko je utvrdeno da
podaci nisu normalno distribuirani, ili varijance nisu homogene, koristen je ne-parametarski
Kruskal-Wallis test kako bi se provjerilo postoji li znacajna razlika izmedu grupa. U tom
slu¢aju, slijedio je Mann Whitney neparametarski test, kako bi se utvrdilo koje se
eksperimentalne skupine razlikuju medusobno i od kontrole. Za statisticku obradu podataka
koristen je program OriginLab software OriginPro v8.0
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5. Rezultati

5.1. Fizikalno-kemijska karakterizacija srebrnih nanocestica

5.1.1. Pracenje nastajanja nanocestica primjenom UV-Vis apsorpcijske spektroskopije
UV-Vis apsorpcijski spektri uzoraka suspenzija AQNP (LMNB) u ultracistoj vodi (Slika
13) pokazuju apsorpcijski pik jakog intenziteta s maksimumom na 435 nm, §to odgovara
povrsinskoj plazma rezonanciji (engl. surface plasmon resonance, SPR) AgNP od priblizno
60 nm (Gicheva i Yordanov, 2013). Kako bi se ispitalo ponasanje AgNP (LMNB) u morskoj
vodi, alikvot izvorne suspenzije nanocestica dodan je u filtriranu morsku vodu te su
apsorpcijski spektri snimani u vremenskom periodu od 72 h. Primije¢eno je da se s vremenom
smanjuje intenzitet maksimuma apsorpcijskog pika te se on pomiée na nize valne duljine.
Takvo ponasanje moze se objasniti oksidacijskim otapanjem (Adamczyk i sur., 2016)
nanocestica u morskoj vodi nakon ¢ega se u mediju nalaze Cestice manjih dimenzija koje daju

apsorpcijski pik na nizim valnim duljinama (Slika 13 i Tablica 3).

Najvece smanjenje intenziteta maksimuma apsorpcijskog pika javlja se netom nakon
dodavanja AgNP u morsku vodu, kao rezultat aglomeracije AgNP u prisutnosti elektrolita
morske vode (Slika 13). Medutim, konstantna prisutnost SPR ¢ak i nakon nekoliko dana je
posljedica stabilizacije AgNP s prirodno prisutnom organskom tvari u moru (NOM) koja
djelomic¢no stabilizira nanocestice i time usporava aglomeraciju i/ili otapanje (Levak i sur.,
2017).

66



REZULTATI

0.05 o
g "
x ‘._
S
g .
8 2]
D, 0.03 - / o
@) /4 3 & s
= < 4 : : o
© /) 0 20 40 60 &
L2 0024\ / t[h]
o \/
a : \ miliQ 4h
1 21h
<T 0.01 e 27h
10 min 46 h
2h 72h
0.00 | = —
I I I I
300 400 500 600 700 800
A [nm]

Slika 13. Promjena apsorpcijskog spektra AgNP veli¢ine 60 nm (LMNB) u filtriranoj morskoj vodi S
vremenom (MiliQ — ultracista voda)

Eksponencijalni pad maksimuma apsorpcijskog pika, odnosno smanjenje povrSinske
plazma rezonancije s vremenom, modelirano je eksponencijalno padaju¢om funkcijom oblika
y = Ae™ +y,, dok je R? vrijednost iznosila 0.98. Konstanta opadanja (engl. decay constant) za
krivulju t iznosila je 20.344 + 6.306 h* (0.848 + 0.263 dan™).

Osim 60 nm-AgNP (LMNB), ispitano je ponaSanje komercijalnih AgNP razli¢itih
veli¢ina (10, 20, 40, 60 i 100 nm) u ultracistoj vodi i filtriranoj morskoj vodi kroz 48 h.
Naime, srebrne nanocestice, ovisno o veli¢ini, maksimalni pik daju na valnoj duljini izmedu
390 — 460 nm. Dobiveni maksimumi apsorpcijskih pikova u ultracistoj vodi, prema veli¢ini
ispitivanih AgNP, navedeni su u Tablici 3. Na Slici 14. jasno se vidi pomak maksimuma

apsorpcijskog pika s povecanjem veliCine nanocestica prema vi§im valnim duljinama.
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Tablica 3. Valne duljine (1) maksimuma apsorpcijskog pika razli¢itih veli¢ina AgNP u ultracistoj vodi (C =
1mg I?).

Veli¢ina AgNP [nm] J maksimuma apsorpcijskog pika [nm]

10 393

20 406

40 415

60 430

100 495

0.2
——10nm

o 0.15 nn
o ——20nm
%
3 o1 40nm
S
Q ——60nm
0
Q
<<

——100nm

300 400 500 600 700 800
A [nm]

Slika 14. Apsorpcijski spektri AgNP razli¢itih veli¢ina u ultracistoj vodi (¢ = 1 mg I%).

Na Slici 15. prikazano je opadanje maksimuma apsorpcijskog pika AgNP razli¢itih
veli¢ina tijekom prva dva sata od trenutka dodavanja AgNP u filtriranu morsku vodu. Naime,
s vremenom se apsorpcijski pik kod svih ispitivanih AgNP pomiée na nize valne duljine.
Najvece opadanje intenziteta pika i u tom je sluc¢aju uoceno tijekom prvih sat vremena nakon
dodatka AgNP u filtriranu morsku vodu nakon ¢ega se ja¢ina pika kroz narednih 48 h odrzala
konstantnom (stoga nije prikazana na grafu). Takvo ponasSanje je posljedica nagle
aglomeracije nanocCestica u trenutku kada se nadu u mediju visoke koncentracije soli. No,
budu¢i da SPR ne nestaje u potpunosti vrlo vjerojatno dolazi do vezanja prirodne organske

tvari na povrsinu AgNP $to ih ¢ini stabilnijima te usporava proces aglomeracije. Osim toga, iz
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grafa (Slika 15.) se jasno vidi kako AgNP manje veli¢ine (10 i 20 nm) dulje ostaju u nano-
obliku.
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Slika 15. Promjena intenziteta maksimuma povrSinske plazma rezonancije apsorpcijskog pika AgNP
veli¢ina 10, 20, 40, 60 i 100 nm u filtriranoj morskoj vodi s vremenom (c = 1 mg I%).

Smanjenje intenziteta povrSinske plazma rezonancije s vremenom modelirano je
eksponencijalno padaju¢om funkcijom oblika y = Ae™" + y,, dok se R? vrijednost kretala u
rasponu od 0.94 do 0.99. Konstante opadanja za prikazane krivulje kretale su se od 0.3 £ 0.07
do 0.35 + 0.05 dan™ za AgNP veli¢ine do 60 nm, te su porasle na 1.22 + 0.41 dan™ za 100
nm-AgNP. Sto je manja konstanta opadanja to je brzi proces aglomeracije. Stoga se iz
konstante opadanja moze zakljuciti kako je proces aglomeracije kod AgNP veli¢ine od 10 - 60
Nm znatno brzi u usporebi s onima veli¢ine 100 nm. Nadalje, visa vrijednost konstante
opadanja AgNP (LMNB) (0.84 + 0.263 dan™) u usporedbi s kupovnim AgNP veli¢ine 60 nm
(0.35+ 0.05 dan™) govori u prilog veéoj distrubuciji veli¢ine estica u suspenziji sintetiziranoj
u LMNB. Namie, odredena koli¢ina vecih Cestica u suspenziji AgNP (LMNB) usporava

otapanje Cestica.
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5.1.2. Odredivanje veli¢ine nanocestica dinamic¢kim rasprsSenjem svijetlosti

Hidrodinamicki promjer AgNP pripremljenih u ultracistoj vodi te filtriranoj morskoj
vodi odreden je metodom dinamickog raspr$enja svjetlosti (DLS-om). Za AgNP pripremljene
u LMNB u ultradistoj vodi, izmjerena je veli¢ina od 59.7 + 3.06 nm. Medutim, indeks
polidisperznosti (engl. polydispersivity index , Pdl) iznosio je 0.42 + 0.2 §to upucuje na $iroki
raspon veliCina cestica. Takvi rezultati ukazuju na c¢injenicu kako sinteza nanocestica
redukcijom s natrijevim citratom nije dala 'monodisperzne’ nanocestice uskog raspona
veli¢ine.

Stabilnost 60 nm-AgNP (LMNB) u filtriranoj morskoj vodi prac¢ena je kroz 48 h. U
trenutku doticaja s filtriranom morskom vodom AgNP stvorile su bimodalnu raspodijelu
veli€ine Cestica s dominantnom populacijom veli¢ine 286.0 nm (77.7%). Nakon 24 h u
suspenziji je i dalje prisutna bimodalna raspodjela veli¢ine Cestica s nes§to vecim
hidrodinami¢kim promjerom od 490.0 nm (85%). Hidrodinamicki promjer Cestica nije se

znatno promijenio u naredna 24 h (kroz ukupno 48 h) te je dominantna populacija Cestica

imala hq 432.4 nm (93%) (Slika 16).

800 T
m ishodna suspenzija 60 nm-AgNP

O mali aglomerati u FMV

600 —
®m veliki aglomerati u FMV
400 —
200 —
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0 0 24 48
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Slika 16. Promjena hidrodinamickih promjera (dn) i njihove standardne devijacije ishodnih suspenzija
60 nm-AgNP (c =1 mg I') u ultragistoj vodi (crni stupac), manjih (bijeli stupci) i veéih (sivi stupci)
aglomerata u filtriranoj morskoj vodi (FMV) s vremenom. Temperatura mjerenja 25 °C.

Promjene hidrodinamickog promjera AgNP razli¢tih veli¢ina kroz 48 h prikazane su na
Slici 17. U suspenziji AgNP veli¢ine 10 nm ve¢ pri samom doticaju s morskom vodom (nulto

vrijeme mjerenja — 0 h) bila je prisutna jedna populacija cestica, dn 180.3 nm. Nakon 8 h
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njihova se veli¢ina udvostrucila te se u suspenziji mjerio hidrodinamicki promjer ¢estica od
210.5 nm. Veli¢ina nanocestica zatim je ostala priblizno konstantna kroz naredna 24 h (do 32
h), nakon ¢ega su izmjerene Cestice imale dn od 303.4 nm. Hidrodinamic¢ki radijus neznatno je
rasao te pri vremenu mjerenja do 48 h nakon dodatka u filtriranu morsku vodu iznosio 358.6
nm. Dakle, 10 nm-AgNP, kroz 48 h, dale su monomodalnu rapodjelu veli¢ine Cestica po
volumenu u filtriranoj morskoj vodi, iako je dn Cestica rasao s vremenom. AgNP velic¢ine 20
nm u doticaju s morskom vodom stvorile su bimodalnu rapodjelu Cestica s dominantnom
populacijom (67.8%) Cestica dn od 250.8 nm, te neSto manjih Cestica hidrodinamickog
promjera od 58.2 nm (32.2%). Medutim, ve¢ nakon 8 h u suspenziji su prevladavale nakupine
Cestica dn 0od 683.3 nm (98.6%), i vrijednosti dn se nisu mijenjale s vremenom (do 48 h), sto
ukazuje na relativnu stabilnost aglomerata 20 nm-AgNP u filtriranoj morskoj vodi. Srebrne
nanocestice od 40 nm, poput 20 nm-AgNP, stvorile su bimodalnu distribuciju Cestica U
trenutku doticaja s filtriranom morskom vodom: dominantna populacija ¢estica (77.2%) imala
je dn od 24.6 nm, te neSto veca polulacija Cestica od 87.2 nm (22.8%). Izmedu 8 i 48 h
hidrodinami¢ki promjer Cestica U suspenziji kretao se izmedu 200.9 i 634.1 nm. Srebrne
nanocestice od 60 nm imale su najpravilniji, postepeni rast aglomerata u morskoj vodi. U
trenutku doticaja s morskom vodom one su zadrzale svoju veli¢inu (dy od 59.1 nm). Nakon
prvih 8 h u suspenziji su dominirali aglomerati (89.9%) dn od 181.4 nm uz 10.1% populacije
Cestica hidrodinami¢kog promjera od 5531.3 nm. Proces aglomeracije se nastavio te je nakon
24 h vrijednost dn Gestica iznosio 259.3 nm. Cestice su dalje postepeno rasle kroz narednih 8 h
te dostigle hidrodinamicki promjer od 332.9 nm. Kroz narednih 16 h dolazi do naglog porasta
veli¢ine Cestica u suspenziji, te je nakon 48 h vrijednost dy ¢estica iznosio 760.2 nm (97.6%).
Hidrodinamicki promjer AgNP veli¢ine 100 nm u trenutku doticaja s morskom vodom iznosio
je 160.8 nm. Nadalje, u prvih 8 h doslo je do aglomeracije Cestica dn vrijednost bila je 677.4
nm. Izmedu 24 i 32 h izmjerena je vrijednost dn Cestica od 134.6 do 872.3 nm. Nakon 48 h
javila se bimodalna distribucija ¢estica u kojoj je dominantna populacija (61.8%) imala
vrijednost dn od 450.1 nm, a manje Cestice u suspenziji dale su vrijednost dn od 60.5 nm
(38.2%).
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Slika 17. Hidrodinamicki promjeri (dn) i standardna devijacija svjeze pripremljenih AgNP razli¢itih
veli¢ina (¢ = 1 mg IY) u filtriranoj morskoj vodi kroz vrijeme (distribucija veli¢ine nanodestica prema
izmjerenom volumenu).

5.1.3. Odredivanje specijacije srebra spektrometrijom masa s induktivno spregnutom

plazmom

Spektrometrijom masa s induktivno spregnutom plazmom ispitana je koncentracija
ionskog srebra u filtriranoj morskoj vodi, odnosno otpustanje iona Ag* s povrSine AgNP kroz
vrijeme trajanja eksperimenta. Veli¢ine pora filtera bile su dovoljno male kako bi zadrzale
nanocCestice, a dopustile prolaz srebrnih iona i njihovih soli. Na Slici 18. prikazana je
promjena koncentracije srebrnih iona s vremenom (kroz 48 h) za 60 nm-AgNP (LMNB) u
filtriranoj morskoj vodi. 1z grafa je vidljivo kako masena frakcija iona Ag" u usporedbi s
pocetnom koncentracijom AgNP ostaje relativno konstantna kroz dva dana uz vrijednosti u
rasponu od 2.7 — 6.8% prema ICP-MS analizi. Ovi rezultati upucuju na ¢injenicu da je vecina
srebra prisutna u tretiranim uzorcima u obliku nanocCestica te da nije doslo do znacajnijeg

otapanja tijekom eksperimenata.
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Slika 18. Masena koncentracija iona Ag* u filtriranoj morskoj vodi u odnosu na poc¢etnu masu 60-nm
AgNP (LMNB).

Na Slici 19. prikazane su promjene koncentracija iona Ag* u filtriranoj morskoj vodi za
razli¢ite veli¢ine komercijalnih AgNP s vremenom. Iz rezultata se jasno vidi kako najmanje
10 nm-AgNP otpustaju najvecu koncentraciju iona Ag* sa svoje povrsine, nakon ¢ega slijede

20 nm-AgNP, te postepeno 40 nm-, 60 nm- i 100 nm-AgNP.
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Slika 19. Promjene masene koncentracije iona Ag* u filtriranoj morskoj vodi u odnosu na pocetnu
masu razlic¢itih veli¢ina AgNP s vremenom. Pocetna koncenrtacija AgNP iznosila je 1 mg I,
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5.1.4. Odredivanje morfologije srebrnih nanocestica transmisijskom elektronskom
mikroskopijom

Transmisijskom elektronskom mikroskopijom odredena je morfologija AgNP. Na Slici
20. prikazana je usporedba morfologije komercijalnih 60 nm-AgNP s onima sintetiziranim u
LMNB istog promjera. Srebrne nanocestice sintetizirane u LMNB bile su nesto ostrijih

rubova dok su one komercijalne bile viSe sfericnog oblika.

Slika 20. Morfologija srebrnih nanocestica priblizno jednake veli¢ine od 60 nm: (A) sintetizirane u
LMNB i (B) komercijalne u filtriranoj morskoj vodi (mjerilo 0.1 um).

Na Slici 21. prikazane su morfologije komercijalnih AgNP ostalih veli¢ina od 10, 20,

401 100 nm AgNP prema deklaraciji proizvoda od Sigma-Aldrich.

Slika 21. Morfologija komercijalnih AgNP analiziranih transmisijskim elektronskim mikroskopom.
Veli¢ine AgNP: (A) 10 nm, (B) 20 nm, (C) 40 nm i (D) 100 nm u filtriranoj morskoj vodi.
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5.2. Utjecaj srebrnih nanocestica na embrionalni razvoj jeZinaca

5.2.1. Embrionalni razvoj jezinaca Arbacia lixula, Paracentrotus lividus i Sphaerechinus

granularis nakon tretmana sa 60 nm-AgNP u razli¢itom razvojnom stadiju

Kao pozitivna kontrola kod ispitivanja utjecaja 60 nm-AgNP (LMNB) na embrionalni
razvoj jeZinaca, oplodene jajne stanice - zigote triju vrsta jeZinaca izloZene su ionima Ag* (u
otopini AgNOs) u rasponu koncentracija od 1 — 100 pg I 30 min nakon oplodnje. Nakon
48 h, odnosno 72 h zamijecena su tri razliita razvojna stadija:

a) normalno razvijena larva u pluteus fazi s 2 potpuno razvijene ,,nozice* i ,rucice” te
formiranim probavnim traktom,

b) zaostala larva, izgledom dva puta manja od normalne larve te

) nerazvijeni embrij, zaostao u jednom od ranijih razvojnih stadija (morule, blastule ili
gastrule) (Slika 22).

Kod jezinca P. lividus u srednju grupaciju (zaostalih larvi) ubrojene su i sve larve koje
su pokazale malformacije u formiranju kostura poput: prekrizenih, odvojenih ili savijenih
vrhova kostura, spojenih ,,ruku‘ te kostura koji nije u potpunosti formiran ili uopée ne postoji
(Slika 22E, H) (prema kriteriju navedenom u radu Carballeira i sur., 2012a). Kod jezinca A.
lixula u srednju grupaciju, osim spojenih vrhova, smjestene su i larve koje su bile presavijenih

vrhova, ukazujuci na neispravno formiranje, odnosno ja¢inu kostura larvi.
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Arbacia lixula Paracentrotus lividus  Sphaerechinus granularis

Normalne larve

Zaostale larve

Nerazvijeni embriji

Slika 22. Normalne (A-C), zaostale (D-1) larve i nerazvijeni (J-L) embriji jezinaca: A. lixula i P.
lividus 48 h ili S. granularis 72 h nakon izlaganja zigote 60 nm-AgNP (LMNB) (mjerilo = 100 pm).

Uspjesnost dosezanja pluteus faze larvi uslijed tretmana embrija s jednakom
koncentracijom 60 nm-AgNP (LMNB) ili ionima Ag* 48 h nakon oplodnje za vrste A. lixula i
P. lividus, odnosno 72 h za vrstu S. granularis bila je razli¢ita izmedu tri odabrane vrste
(Slika 23. — 26). Naime, embrij jezinca P. lividus tretiran s 1 — 25 pg It iona Ag* 30 min
nakon oplodnje nije pokazao nikakvu promjenu u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Medutim,
vise koncentracije (50 i 100 pg 1) uzrokovale su znaéajnu promjenu (p < 0.001) u broju

zaostalih larvi i nerazvijenih embrija nakon 48 h izlozenosti ionima Ag* (Slika 23B).
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Izlozenost koncentraciji od 50 pg 17 iona Ag* dovela je do drastiénog smanjenja postotka
normalnih larvi na svega 2.5% te istovremenog porasta zaostalih larvi na 39.3%, odnosno
nerazvijenih embrija na 58.3%. S druge strane, izlaganje koncentraciji od 100 ug 1"t iona Ag*
dovelo je do potpunog zastoja u razvoju larvi (98.8% nerazvijenih embrija). Sli¢ni rezultati
dobiveni su i prilikom tretiranja embrija jezinca S. granularis s ionima Ag". U tim
Ispitivanjima, statisti¢ki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom (p < 0.001) uocena je isto
tako pri koncentraciji od 50 pg 1™ iona Ag* kada je broj normalno razvijenih larvi i zaostalih
larvi bio priblizno jednak (46.0% normalnih 1 49.5% zaostalih larvi). Statisticki znacajna
razlika uoCena je i u odnosu na uzorke s nizim koncentracijama iona Ag* (Slika 23C). Kao
najosjetljiviji izmedu embrija triju vrsta jeZinaca na izloZenost iona Ag* 30 min nakon
oplodnje pokazali su se embriji jezinca A. lixula. Naime, u ovom jezincu statisticki znacajna
razlika (p < 0.001) u omjeru zaostalih i normalnih larvi u usporedbi s kontrolnim uzorkom
uotena je veé kod vrlo niske koncentracije iona Ag* (5 — 25 pg 1. Najvise ispitane
koncentracije iona Ag* dovele su do znatnog pada u broju normalnih larvi do 6.5% (50 pg 1)
te istovremenog porasta broja zaostalih larvi 92.0% (50 ug 1), odnosno 97.0% (100 pg 1)
nakon 48 h izloZenosti (Slika 23A). Iako u ovome slucaju najvisa ispitivana koncentracija
iona Ag® nije dovela do potpune blokade u razvoju larvi i znatnog poviSenja postotka
nerazvijenih embrija, odnosno embrija u ranim stadijima razvoja, usporedbom triju vrsta
jezinaca ustanovljeno je da je vrsta A. lixula najosjetljivija na izloZenost ionima Ag* te da

osjetljivost opada u smjeru: A. lixula > P. lividus > S. granularis.
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Slika 23. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinaca: (A) A. lixula, (B) P. lividus (48 h nakon oplodnje) i (C) S. granularis (72 h nakon
oplodnje) i dodavanja iona Ag* 30 min nakon oplodnje. Statisticki znacajna razlika u odnosu na
kontrolu *p < 0.001.
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Uspjesnost dosezanja stadija pluteusa nakon tretmana zigota jezinca A. lixula sa 60 nm-
AgNP (LMNB) u razli¢itim stadijima razvoja embrija prikazana je na Slici 24. Tretman 30
min nakon oplodnje rezultirao je promjenom u razvoju normalnih larvi za sve ispitivane
koncentracije (od 1 do 100 pg 1Y) u usporedbi s kontrolnim uzorkom. Naime, ¢ak je i najniza
ispitivana koncentracija od 1 pg 1"t AgNP uzrokovala statisti¢ki znacajan pad (p < 0.001)
broja normalno razvijenih larvi i to za 1.6 puta u odnosu na kontrolu (od 77.7% u kontrolnom
uzorku na 47.7%), te istovremeni tri puta veci postotak zaostalih larvi (s 14.0% na 37.3%)
(Slika 24A). Nadalje, nakon izlaganja embrija koncentraciji od 1 i 10 ug 1"t AgNP 6 i 24 h
nakon oplodnje doslo je do znatnih promjena u omjeru normalnih i zaostalih larvi i to tako $to
je broj zaostalih larvi premasio postotak normalno razvijenih pluteusa jezinaca (Slika 24C,
D). Izlaganje embrija jezinca A. lixula 10 pg I'X AgNP 90 min i 6 h nakon oplodnje ukazalo je
na vrlo slicne rezultate dobivene nakon izlaganja embrija 30 min nakon oplodnje s neSto
veéim brojem zaostalih larvi u populaciji od 64.7%, odnosno 49.7% (Slika 24B, C). Tretman
s 1110 pg It AgNP 24 h nakon oplodnje doveo je do smanjenja broja normalnih larvi na
25.0%, odnosno 21.7%, uz statisticki znacajan (p < 0.001) porast populacije zaostalih larvi na
60.3%, odnosno 61.7%. Vise koncentracije od 50 i 100 pg It AgNP dovele su do gotovo
potpunog zastoja embrionalnog razvoja neovisno o trenutku dodavanja nanocestica. Buduci se
u uzorku sa AgNP nalazi 10 puta niza koncentracije iona Ag* (kako je prethodno dokazano
ICP-MS analizom) moguce je usporediti tretman dodavanja AgNP 30 min nakon oplodnje s
10 puta nizom koncentracijom iona Ag* dodanom u isto vrijeme. Zaklju¢no, srebrne
nanoCestice koncentracije 100, 50 i 10 pg 1? pokazale su veéi negativan udinak na

embrionalni razvoj jezinca A. lixula u usporedbi s 1, 5i 10 ug It iona Ag™.
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Slika 24. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinca A. lixula tretiranih razli¢itim koncentracijama 60 nm-AgNP (LMNB): (A) 30 min, (B)
90 min, (C) 6 hi (D) 24 h nakon oplodnje. Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu: *p <
0.01,*p < 0.001.

Uspjesnost dosezanja stadija pluteusa nakon tretmana embrija jezinca P. lividus sa 60
nm-AgNP (LMNB) prikazana je na Slici 25. Najnize koncentracije AgNP od 11 10 pg 1" nisu
pokazale negativan utjecaj AgNP u usporedbi s kontrolom. Naime, postotak normalno
razvijenih larvi bio je visi od 80% neovisno o trenutku dodavanja AgNP. Negativan ucinak
AgNP zamijecen je prvi puta na koncentraciji od 50 ug 1™ kada je doslo do znatnog smanjenja
broja normalno razvijenih larvi, odnosno porasta postotka zaostalih larvi nakon tretmana
embrija 30 min, 90 min i 6 h nakon oplodnje (Slika 25A, B, C). Najnizi postotak normalno
razvijenih larvi (50.7%), ujedno 1 najvisi postotak zaostalih larvi (41.3%) uocCen je nakon
dodavanja AgNP 30 min nakon oplodnje. lIzlaganje embrija istoj koncentraciji AgNP u
kasnijim razvojnim stadijima dovelo je do poviSenja uspjesnosti dosezanja pluteus stadija
larvi nakon 48 h (90 min: 71. 0%, 6 h: 66.0% i 24 h: 74.0%). Embriji izlozeni 100 pg 1*
AgNP 30 min, 90 min i 6 h nakon oplodnje pokazali su statisticki zna¢ajan porast (p < 0.001)
postotka zaostalih larvi u usporedbi s kontrolom (Slika 25A, B, C). Najizrazeniji u¢inak javio
se nakon dodavanja 100 pg 1"t AgNP 24 h nakon oplodnje, nakon razvoja kasne gastrule i ve¢
plutajuc¢eg embrija, kada je doslo do znatnog porasta nerazvijenih embrija i to s 18.0% (6 h)
na 67.0% (24 h) (Slika 25C, D). I u ovome je sluaju moguce izvrSiti usporedbu tretmana
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dodavanja AgNP 30 min nakon oplodnje s 10 puta nizom koncentracijom iona Ag®. Rezultati
ukazuju na sli¢an odgovor kao i u vrsti A. lixula. Naime, vise ispitivane koncentracije AgNP
(50 i 100 pg 1) pokazale su ja¢i negativan uéinak na uspjesnost dosezanja pluteus stadija
larvi u usporedbi s 5 10 pg 1™ iona Ag*. Koncentracije od 10 ug I AgNP i 1 pg 1t iona Ag*
dale su jednaki odgovor, te je isti odgovarao kontrolnom uzorku.
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Slika 25. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinca P. lividus tretiranih razli¢itim koncentracijama 60 nm-AgNP: (A) 30 min, (B) 90 min,
(C) 6 h'i (D) 24 h nakon oplodnje. Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu: “p < 0.05, *p <
0.01i"p <0.001.

U konacnici, izlaganje zigote jezinca S. granularis 60 nm-AgNP (LMNB) u rasponu
koncentracija od 1 do 100 pg 1%, rezultirao je uspjesnoscéu dostizanja pluteus stadija larvi koja
je ovisila o primijenjenoj koncentraciji nanocestica (Slika 26). Vremena tretiranja, odnosno
dodavanja AgNP, promijenjena su kako bi razvojni stadiji odgovarali onima kod prethodnih
dviju vrsta jezinca buduci se embrij ovog jeZinca razvija nesto sporije. Odabrana vremena
dodavanja AgNP u okolinu embrija u ovome su slu¢aju bila: 1, 6, 24 i 48 h nakon oplodnje te
su larve fiksirane u paraformaldehidu nakon 72 h. Sli¢no kao i pri tretmanu od 30 min nakon
oplodnje u jezinca A. lixula, izlaganje embrija jezinca S. granularis AgNP 1 h nakon oplodnje
rezultiralo je statisticki znacajnom razlikom (p < 0.001) postotka normalno razvijenih larvi u
usporedbi s kontrolom (Slika 26A). Naime, broj normalno razvijenih larvi pao je s 90.0% u
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kontrolnom uzorku na 81.7%, 75.8% i 1.5% u uzorcima izlozenim 1, 10 i 50 pg It AgNP. S
druge strane, postotak zaostalih larvi porastao je s 9.5% na 96.5% u istom koncentracijskom
rasponu. Nakon izlaganja embrija koncentraciji od 100 pg 1"t AgNP 1 h nakon oplodnje doslo
je do potpunog zastoja u embrionalnom razvoju jezinca. Tretman morule (6 h nakon oplodnje)
i blastule (24 h nakon oplodnje) s 1 i 10 ug I'* AgNP nije doveo do znatne razlike u razvoju
normalnih larvi u usporedbi s kontrolom (p > 0.05). Suprotno tome, izlaganje embrija 50 i 100
ug 1’1 AgNP 6 i 24 h nakon oplodnje izazvalo je kompletni zastoj razvoja, odnosno 100%
nerazvijenih embrija u analiziranim uzorcima (Slika 26B, C). Koncentracija od 50 pg I*
AgNP u trenutku dodavanja embrijima 1 h (stadij zigote) i 48 h (stadij gastrule) nakon
oplodnje dovela je do razvoja isklju¢ivo zaostalih larvi, dok je koncentracija od 100 pg I
AgNP uzrokovala potpuni zastoj u razvoju larvi (Slika 26A, D). U konacnici, usporedbom
tretmana od 30 min nakon oplodnje sa 100 i 10 pg 1t AgNP te 10 puta nizom koncentracijom

iona Ag* (101 1 pg I'Y) primijeéen je ja¢i negativan u¢inak AgNP.
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Slika 26. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinaca S. granularis tretiranih razli¢itim koncentracijama 60 nm-AgNP (LMNB): (A) 1 h,

(B) 6 h, (C) 24 h i (D) 48 h nakon oplodnje. Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu: °p <
0.05, p<0.01i "p<0.001.
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5.2.2 Embrionalni razvoj jezinaca Arbacia lixula i Paracentrotus lividus nakon tretmana

zigote sa srebrnim nanocesticama razlicitih veli¢ina

Uspjesnost dostizanja faze pluteusa nakon tretmana zigota jezinaca A. lixula i P. lividus
s ionima Ag* 2 h nakon oplodnje prikazani su na Slici 27. Iako i u ovom slu¢aju embriji
jezinca A. lixula veé¢ pri najnizim ispitivanim koncentracijama od 1 — 10 pg 1" iona Ag*
ukazuju na znacajno smanjenje broja normalno razvijenih larvi u usporedbi s kontrolom (s
97% u kontrolnom uzorku na 87% u tretmanu s 10 pg 1), niske koncentracije iona Ag* ne
uzrokuju nikakve anomalije niti zastoj u razvoju embrija jezinca P. lividus. Nadalje, do
znadajnog porasta postotka zaostalih larvi dolazi pri tretmanu s 50 pg 1"t iona Ag* gdje u
jezincu A. lixula taj broj doseze 78%, a u vrste P. lividus 89%. Koncentracija od 100 pg 1
iona Ag® uzrokovala je nastanak svega 9% zaostalih larvi i 91% nerazvijenih embrija u
jezinca P. lividus. Ista koncentracija u jezinca A. lixula uzrokovala je kompletan zastoj u
embrionalnom razvoju. Najvise ispitivane koncentracije iona Ag* (500 i 1000 pg 1) u oba

jezinca pokazale su znacajnu toksi¢nost, odnosno broj nerazvijenih embrija iznosio je 100%.
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Slika 27. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinaca (A) A. lixula i (B) P. lividus 48 h nakon tretmana s ionima Ag" 2 h nakon oplodnje.
Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na kontrolu: *p < 0.05 i “p < 0.001.

Na Slici 28. prikazana je uspjesnost dostizanja faze pluteusa uslijed tretmana embrija
jezinaca A. lixula i P. lividus sa AgNP razli¢itih veli¢ina. Naime, iz prikazanih rezultata se
moze zakljuciti kako manje veli¢ine nanocestica od 10 1 20 nm uzrokuju jaci negativan u¢inak

na embrionalni razvoj jezinaca obje vrste u usporedbi s veli¢inama nanocestica od 40 nm i
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ve¢im. Srebrne nanoCestice veli¢ine 10 nm nisu uzrokovale zastoj embrionalnog razvoja
jezinaca pri niskim ispitivanim koncentracijama (1 — 10 pug 1I'!) u obje vrste jezinaca (Slika
28A, B). Negativan utjecaj 10 nm-AgNP javlja se pri koncentraciji od 50 ug 17, gdje u vrsti P.
lividus broj normalno razvijenih larvi opada s 94% (kontrolni uzorak) na 80%, a u jeZinca A.
lixula s 97% na svega 32%. U oba slucaja dolazi do porasta postotka zaostalih larvi, koji u
vrsti A. lixula doseze ¢ak 66%. Uslijed tretmana koncentracijom od 100 pg 1"t 10 nm-AgNP
zabiljezen je jednak odgovor medu vrstama, pri ¢emu je doSlo do porasta postotka zaostalih
larvi, koji je iznosio 96% za vrstu A. lixula i 93% za vrstu P. lividus. Postotak nerazvijenih
embrija u obje vrste jezinaca ne mijenja se znacajno u usporedbi s kontrolom sve do najvisih
ispitivanih koncentracija (500 i 1000 pg 1), kada su u obje vrste izbrojani samo nerazvijeni
embriji.

Srebrne nanocestice veli¢ine 20 nm imale su sli¢an u¢inak onima od 10 nm (Slika 28C,
koncentracije 20 nm AgNP (1 — 50 pg 1Y) uzrokuju statisticki znacajan pad (p < 0.001)
postotka normalno razvijenih larvi i to s 97% (kontrola) na 68% pri koncentraciji od 50 pg 1™,
Iste koncentracije primijenjene u tretmanu embrija jezinca P. lividus ne uzrokuju negativan
udinak na uspje$nost dosezanja pluteus faze. Koncentracija od 100 pg 1"t 20 nm-AgNP ima
vrlo sli¢an ucinak u obje ispitivane vrste s postotkom normalnih larvi od 25% (A. lixula) i
31% (P. lividus). Pri najvisim ispitivanim koncentracijama od 500 i 1000 pg 1, 20 nm-AgNP
uzrokovale su kompletan zastoj u embrionalnom razvoju, jednako kao i 10 nm AgNP. Svega
5% zaostalih larvi bilo je prisutno u uzorcima embrija jezinca P. lividus tretiranih s 500 pg 1™
20 nm-AgNP, sto ponovo potvrduje otpornost ove vrste jezinca na u¢inak AgNP na njegov

embrionalni razvoj.

Srebrne nanocestice veli¢ine 40 nm pokazale su znatno slabije izrazen negativan
ucéinak na embrionalni razvoj obiju vrsta jezinaca u usporedbi s 10 nm- i 20 nm-AgNP (Slika
28E, F). Naime, 40 nm-AgNP uzrokovale su statisticki zna¢ajan porast broja zaostalih larvi u
odnosu na kontrolu (p < 0.001) u obje vrste tek pri koncentraciji od 500 pg 1%, pri ¢emu je
postotak iznosio 68% za vrstu A. lixula, odnosno 96% za vrstu P. lividus. Medutim, ve¢ nize
ispitivane koncentracije 40 nm-AgNP (1 — 100 pg 1Y) uzrokovale su statisticki znacajno (p <
0.01) smanjenje (~10%) normalno razvijenih larvi u populaciji vrste A. lixula u usporedbi s

kontrolom. Isti trend nije zamijecen u tretmanu 40 nm-AgNP na embrije jezinca P. lividus. U
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obje vrste jezinaca najvisa ispitivana koncentracija od 1000 pg I 40 nm AgNP uzrokovala je
gotovo potpuni zastoj embrionalnog razvoja.

Srebrne nanocestice od 60 i 100 nm nisu uzrokovale kompletan zastoj u
embrionalnome razvoju ispitivanih vrsta jeZinaca ni pri najvisim ispitivanim koncentracijama.
Naime pri koncentraciji od 1000 pg 1" 60 nm-AgNP postotak zaostalih larvi je u jezinca A.
lixula iznosio 54%, a u jezinca P. lividus 72%, $to ukazuje na njihovu manju toksi¢nost u
usporedbi s AgNP ostalih veli¢ina, kod kojih ipak dolazi do kompletnog zastoja u razvoju
larvi barem pri najviSoj ispitivanoj koncentraciji. U vrsti A. lixula postotak normalno
razvijenih larvi postepeno je opadao s porastom koncentracije 60 nm-AgNP (tzv. engl. ,,dose
response odgovor). Sukladno tome, raste brojnost zaostalih larvi i to s 5% u kontrolnom
uzorku na 54% pri 1000 pg 11 60 nm-AgNP. | u ovome su se slu¢aju embriji jeZinca P. lividus
pokazali manje osjetljivim na niZe ispitivane koncentracije od 1 — 100 pug 1"t 60 nm-AgNP.
Naime, negativan utjecaj u jezincu P. lividus zamijeéeni je tek pri koncentraciji od 500 pg 17
60 nm-AgNP, kada dolazi do naglog statisticki znacajnog (p < 0.001) porasta postotka
zaostalih larvi u usporedbi s kontrolom (s 3 na 86%). Pri najviSoj ispitivanoj koncentraciji od
1000 pg 1"t 60 nm-AgNP brojnost zaostalih larvi u jezinca P. lividus opada zbog poveéanja
broja nerazvijenih embrija i to s 5 na 17% (Slika 28G, H).

Srebrne nanocestice veli¢ine 100 nm uzrokuju blago (ali ne i statisticki znacajno, p >
0.05) smanjenje postotka normalno razvijenih larvi u jezinca A. lixula u usporedbi s
kontrolom pri koncentraciji od 1 — 100 ug 1. Iste koncentracije nisu imale negativan ucinak
na embrionalni razvoj jezinca P. lividus. Koncentracija od 500 pg It 100 nm-AgNP u jezinca
A. lixula izaziva nagli porast broja zaostalih larvi (s 5% u kontrolnom uzorku na 42%), dok
ista koncentracija ne uzrokuje nikakve promjene u postotku normalnih larvi u embrionalnome
razvoju jezinca P. lividus u usporedbi s kontrolom. Dakle, i u ovome se slucaju embriji
jezinca P. lividus pokazao otporniji u usporedbi s embrijima jezinca A. lixula na tretman sa
100 nm-AgNP. Pri tretmanu najvisom koncentracijom od 1000 pg 1 100 nm-AgNP
zabiljezen je jednak odgovor obiju vrsta jezinaca te pritom i sli¢na brojnost zaostalih larvi,

koja je iznosila 95% (A. lixula) i 91% (P. lividus) (Slika 281, J).
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Slika 28. Postotak normalnih (bijeli stupci), zaostalih (sivi stupci) larvi te nerazvijenih embrija (crni
stupci) jezinaca A. lixula (svi lijevi stupCasti grafovi: A, C, E, G, 1) i P. lividus (svi desni stupéasti
grafovi: B, D, F, H, J) izlozenih AgNP razli¢itih veli¢ina, 10 nm (A i B), 20 nm (C, D), 40 nm (E, F),
60 nm (G, H) i 100 nm (I, J), 2 h nakon oplodnje. Statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu:
*p<0.05,°p<0.01i"p<0.001.

Usporedbom rezultata tretmana jezinaca A. lixula i P. lividus 2 h nakon oplodnje sa
AgNP i 10 puta nizom koncentracijom iona Ag" dolazi se do zakljutka kako manje veli¢ine
AgNP od 10 i 20 nm jesu toksi¢nije u usporedbi s 10 puta nizom kocnentracijom iona Ag* za
obje ispitivane vrste. Nadalje, 40 nm-AgNP pokazale su jednaki odgovor u rasponu
koncentracija AgNP od 10 — 1000 ug 1"t u usporedbi s rasponom koncentracije iona Ag* od 1
— 100 pg 1L, Srebrne nanoéestice veé¢ih dimenzija (60 i 100 nm) ukazale su na niZi negativan
uc¢inak u usporedbi s 10 puta nizom koncentracijom iona Ag*. Zaostale larve i nerazvijeni
embriji jezinca A. lixula bili su pretezito crvene boje, $to nije bio slucaj s netretiranim larvama
u kojima su pak primijecene strogo definirane okrugle crvene stanice mezodrma (Slika 29).

U jezincu P. lividus crvene stanice nesto su slabije uocene, iako jesu bile prisutne. Naime, na
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tretmanima sa AgNP primijenjenim u visim koncentracijama (500 — 1000 pg I) zamije¢eno
je bubrenje larvi, vjerojatno kao posljedica ulaska morske vode u gastrointestinalni trakt
(Slika 30).

Slika 29. Na slici su prikazane: (A) netretirana normalno razvijena larva jasno uo€ljivim crvenim
stanicama, (B) zaostala ,,crvena* larva nakon tretmana sa 100 pg I* 10 nm-AgNP te (C) nerazvijeni
embrij crvene boje nakon tretmana s 500 pg I 20 nm-AgNP jezinca A. lixula nakon 48 h.
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Slika 30. Na slici su prikazane: (A) netretirana normalno razvijena larva i (B) zaostala i otecena larva
nakon tretmana sa 50 pg I 60 nm-AgNP jezinca P. lividus nakon 48 h i slabije uo¢ljivim crvenim

stanicama

5.2.3. Uspjesnost oplodnje jeZinaca Arbacia lixula i Paracentrotus lividus te embrionalni

razvoj nakon tretmana sperme sa srebrnim nanocesticama razlicitih velicina

Za potrebe ovog eksperimenta koriSteno je 6 zenki i 3 muzjaka posebno za svaku od
dviju vrsta jezinaca A. lixula i P. lividus kako bi u konacnici u svakoj od 6 jazica imali
razli¢itu zenku koju je oplodio jedan od triju muzjaka. Jajasca dviju Zenki oplodena spermom
istog muzjaka, sluzila su kao kontrola kvalitete sperme. Naime, ukoliko netretiranom
spermom jednoga od triju muzjaka nije doslo do oplodnje jajnih stanica dviju razli¢itih zenki
te replike ne bi se dalje uzimale u obzir. Medutim, do toga nije doslo, te su svi spermiji

uspjesno oplodili jajne stanice u kontrolnom uzorku.

Na Slikama 31. i 32. prikazana je uspjes$nost oplodnje jajnih stanica jezinaca A. lixula i
P. lividus nakon jednosatnog tretmana sperme sa srebrnim ionima (Slika 31), odnosno s
razli¢itim veli¢inama AgNP (Slika 32). Iz rezultata dobivenih nakon tretmana sperme jeZinca
A. lixula s razli¢itim veli¢inama AgNP moze se zakljuciti kako AgNP nemaju nikakav utjecaj
na uspjes$nost oplodnje ove vrste buduéi se uspjeSnost oplodnje u svim ispitivanim uzorcima,
neovisno o primijenjenoj koncentraciji i veli¢ini AgNP, nije znaajno razlikovala od
netretiranog uzorka (p > 0.05). Naime, u kontrolnom uzorku uspjesnost oplodnje iznosila je
93.6 + 1.7% te ista nije opadala ispod 91.2% niti kod jednog tretmana sa svim ispitanim

koncentracijama razli¢itih veli¢ina AgNP. Suprotno tome, ioni Ag* uzrokovali su smanjenje
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uspjesnosti oplodnje pri najvisim koncentracijama od 500 i 1000 pg 11's 93.6 + 1.7% u
kontrolnom uzorku na ¢ak 4.4 + 6.7%, odnosno 1.2 = 1.7% (Slika 31A).

Nadalje, u¢inak iona Ag® i AgNP razli¢itih veli¢ina na spermije jezinca P. lividus
slican je onome zabiljezenim u vrsti A. lixula. Naime, AgNP nisu imale znacajan negativan
ucinak na uspjes$nost oplodnje nakon tretmana sperme jezinca (Slika 32B), dok su najvise

koncentracije iona Ag* uzrokovale kompletan zastoj oplodnje (Slika 31B).
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Slika 31. Uspjesnost oplodnje jajnih stanica jezinaca A. lixula (A) i P. lividus (B) nakon tretmana
sperme s ionima Ag". Statisti¢ki zna¢ajna razlika u usporedbi s kontrolom: "p < 0.01, "p < 0.001, { za
koncentraciju od 500 pg It iona Ag* nije zabiljeZena niti jedna uspje$no oplodena jajna stanica.
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Slika 32. Uspjesnost oplodnje jezinaca A. lixula (A) i P. lividus (B) nakon tretmana sperme sa AgNP razlicitih veli¢ina (10, 20, 40, 60 i 100 nm).
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Usporedbom ucinka AgNP na uspjeSnost oplodnje jezinaca A. lixula i P. lividus s 10
puta nizom kocnentracijom iona Ag" uoeno je da nema negativnog u¢inka na uspjeSnost

oplodnje jajnih stanica spermom prethodno izlozenom AgNP razli¢itih veli¢ina ili iona Ag".

Kvaliteta potomstva, odnosno uspjesnost dosezanja faze pluteusa nakon oplodnje
jezinaca A. lixula i P. lividus spermom prethodno tretiranom s ionima Ag*, prikazana je na
Slici 33. Tretman od 1 h sperme obiju vrsta jezinaca s 11 10 pg I iona Ag* nije uzrokovao
nikakav Stetan ucCinak na kvalitetu potomstva u usporedbi s netretiranim uzorkom. Razlika
medu vrstama primjeéuje se U narednim dvijema koncentracijama od 50 i 100 pg It iona Ag*.
Naime, nakon tretmana sperme ovim koncentracijama doSlo je do smanjenja kvalitete
potomstva jezinca A. lixula koje se o€itovalo u statisticki znac¢ajnom (p < 0.05) porastu broja
zaostalih larvi od 7% (u kontroli) na 18% odnosno 25% u uzorcima tretiranima s 50 i 100 ug
I* iona Ag*. Suprotno tome, tretman sperme jezinca P. lividus s istim koncentracijama iona
Ag' nije dao znacajnu razliku u kvaliteti potomstva u usporedbi s kontrolom (p > 0.05).
Najvise ispitane koncentracije iona Ag* (500 i 1000 pg 1Y) veé su prethodno izazvale gotovo
100% neuspjelu oplodnju u obje vrste jezinaca zbog nemogucnosti spermija tretiranih sa

srebrnim ionima da oplode jajne stanice jeZinca.
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Slika 33. Kvaliteta potomstva jezinca A. lixula (A) i P. lividus (B) ¢ija je sperma prije oplodnje
tretirana 1 h s ionima Ag*. Bijeli stupci predstavljaju normalno razvijene larve, sivi stupci zaostale
larve te crni stupci nerazvijene embrije. Statisti¢ka znac¢ajna razlika u usporedbi s kontrolom: *p < 0.05
i °p < 0.01. { neoplodene jajne stanice.

Tretman sperme jezinca A. lixula s koncentracijama od 1 do 100 pg 1"t 10 nm-AgNP
rezultirao je jednakom uspjes$noSc¢u dosezanja stadija larvi kao i kontrolni uzorak (Slika 34A).
Tretman sperme s 500 i 1000 pg 1 10 nm-AgNP uzrokovao je smanjenje postotka normalno

razvijenih larvi na 74% odnosno 58%, te istovremeni porast broja zaostalih larvi na 22%,
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odnosno 39%. Brojnost nerazvijenih embrija nije se znatno promijenila u usporedbi s

kontrolom u svim ispitanim koncentracijama te se kretala od 0.3 do 4%.

Prilikom ispitivanja kvalitete potomstva sperme prethodno izlozene 20 nm-AgNP za sve
koncentracije, pa i one najnize, zabiljeZena je statisticki znacajna razlika (p < 0.05) u
usporedbi s kontrolom (Slika 34B). Naime, veé pri koncentraciji od 1 pg I postotak
normalno razvijenih larvi pao je s 93% (u kontroli) na 73%, dok je postotak zaostalih larvi
porastao sa 7% (kontrola) na 25%. Brojnost normalno razvijenih larvi zatim se zadrzala na
jednakoj razini pri vi§im koncentracijama od 10 — 100 pg 1"t Koncentracija od 500 pg 17 20
nm-AgNP uzrokovala je daljnje smanjenje kvalitete potomstva, koje se ogledalo u porastu
postotka zaostalih larvi na 42%, sto je bilo i statisticki znacajno vece nego u kontrolnom
uzorku (p < 0.001). Takoder je uocen i pad postotka normalno razvijenih larvi na razinu ispod
60%. Uslijed tretmana s najvisom ispitanom koncentracijom od 1000 pg It AgNP, kao §to je
to bio slu¢aj i s koncentracijom od 100 pg 1" AgNP, postotak normalno razvijenih larvi
ponovno je bio iznad 70%. Postotak nerazvijenih embrija u ovome slucaju nije se znatno

promijenio u usporedbi s kontrolom.

Srebrne nanolestice veli¢ine 40 nm pokazale su vrlo sli¢an utjecaj na kvalitetu
potomstva kao i one od 20 nm (Slika 34C). Naime, postotak normalno razvijenih larvi ve¢ pri
najnizoj ispitanoj koncentraciji od 1 ug 1" opao je s 92% u kontrolnom uzorku na 73% te se
zadrZao konstantnim kroz sve ispitane koncentracije. Sli¢na situacija zbila se i nakon tretmana
sperme sa 60 i 100 nm-AgNP. 60 nm-AgNP uzrokovale su smanjenje kvalitete potomstva tj.
pad postotka normalnih larvi s 92% na najniZu razinu od 78% pri koncentracijama od 100 1
500 pg 1 (Slika 34D). T u ovome je slu¢aju nakon tretmana s najvisom koncentracijom od
1000 pg 1" zabiljezen nesto visi postotak normalnih larvi od 87%. Na svim koncentracijama
porastao je broj zaostalih larvi, dok je postotak nerazvijenih embrija ostao nepromijenjen u
usporedbi s kontrolom. 100 nm-AgNP uzrokovale su smanjenje postotka normalnih larvi na
74% veé pri koncentraciji od 1 ng 17 (Slika 34E). Taj je postotak porastao za 10% pri
narednim koncentracijama od 10 i 50 pg 17, te je iznosio 85%. Koncentracija od 100 pg 1™
100 nm-AgNP ukazala je na statistcki znacajno (p < 0.05) povecéanje broja zaostalih larvi u
populaciji i to na ¢ak 31%. Pri visim koncentracijama od 500 i 1000 ug 1* broj zaostalih larvi
zadrzao se iznad 20%. Pri ispitivanju ucinka predtretmana sperme na razvoj i kvalitetu

potomstva, za niti jednu koncentraciju razli¢itih velicina AgNP nije doSlo do promjene u
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broju nerazvijenih embrija u usporedbi s kontrolom (ve¢ se samo mijenjao omjer normalnih i

zaostalih).
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Slika 34. Kvaliteta potomstva jezinca A. lixula ¢ija je sperma prije oplodnje tretirana 1 h sa AgNP
razli¢itih veli¢ina: A) 10 nm , B) 20 nm, C) 40 nm, D) 60 nm i E) 100 nm. Bijeli stupci predstavljaju
normalne larve, sivi stupci zaostale larve te crni stupci nerazvijene embrije. Statisticki zna¢ajna razlika
u usporedbi s kontrolom: *p < 0.05, °p < 0.01 i “p < 0.001.

Usporedbom rezultata kvalitete potomstva sperme jezinca A. lixula tretirane s razli¢itim
veli¢inama AgNP te 10 puta nizom koncentracijom iona Ag* dolazi se do zaklju¢ka kako

veli¢ina AgNP nije odigrala zna¢ajnu ulogu. Naime, 1000 pg 1t 10 i 60 nm-AgNP pokazalo je
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manji negativan u¢inak u usporedbi sa 100 pg 17! iona Ag*. Suprotno tome, AgNP veli¢ine od
20, 40 i 100 nm pri svim ispitivanim koncentracijama u rasponu od 10 — 1000 pg I'* pokazale
su odgovor jednak onome nakon tretmana s ionima Ag*® u koncentracijskom rasponu od 1 —
100 pg 1%,

Za razliku od utjecaja AgNP na spermu jezinca A. lixula, predtretman sperme jezinca
P. lividus sa AgNP nije imao negativan u¢inak na uspje$nost dosezanja pluteus faze larvi.
Naime, nakon oplodnje jajnih stanica spermom predtretiranom AgNP raznim veli¢inama
potomstvo je uspje$no razvijeno do stadija larvi te su sve ispitane koncentracije i veliine
AgNP dale visok postotak normalno razvijenih larvi, jednak onome u kontrolnom uzorku, a
isti se kretao od 85 do 95% (Slika 35). Osim toga, utjecaj raspona koncentracije AgNP
(neovisno o veli¢ini) od 10 — 1000 pg 1" nije ukazao na veéi negativan u¢inak u usporedbi s

10 puta nizim koncentracijskim rasponom iona Ag* (1 — 100 pg I'%).
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Slika 35. Kvaliteta potomstva jezinca P. lividus ¢ija je sperma prethodno bila tretirana 1 h sa AgNP
razli¢itih veli¢ina: A) 10 nm, B) 20 nm, C) 40 nm, D) 60 nm i E) 100 nm. Bijeli stupci predstavljaju
normalne larve, sivi stupci zaostale larve te crni stupci nerazvijene embrije.

5.2.4. Citogeneticki u¢inak srebrnih nanocestica na stadij morule jeZinca Arbacia lixula

Citogeneticki u¢inak AgNP procijenjen je na temelju kvantitativne 1 morfoloske
promjene (abnormalnosti). Kvantitativni parametri ukljucivali su: a) prosjecan broj mitoza po
embriju, b) postotak interfaznih embrija (embrija bez mitozne aktivnosti) i ¢) omjer metafaze i
anafaze (M/A). MorfoloSke promjene su: a) anafazni mostovi, b) zaostali kromosomi, c)
acentri¢ni fragmenti, d) rasprSeni kromosomi, €) viSestruka vretena, f) ukupan broj mitotickih

promjena po embriju i g) postotak embrija s vise od jedne aberacije. Na Slici 36A prikazana je
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normalna stani¢na dioba (mitoza) te kromosomske aberacije do kojih moze doci za vrijeme

mitoze (Slika 36B — F).

Slika 36. (A) Normalne faze diobe stanica tijekom mitoze (dvije stanice u anafazi - A i dvije u
metafazi - M). Kromosomske aberacije u mitozi: (B) rasprSeni kromosomi, (C) acentri¢ni fragmenti,
(D) zaostali kromosomi (sredina lijevo) i anafazni mostovi (sredina desno), (E) fragmentirani
kromosomi te (F) ¢etverostruko diobeno vreteno (mjerilo 20 um).

Utjecaj srebrnih nanocCestica ispitan je i na stadiju morule jezinca A. lixula. Kao

negativna i pozitivna kontrola na narednih nekoliko slika (od 37. do 41.) dodani su: s lijeva
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bijeli stupac koji je odgovarao netretiranom uzorku te Kkrajnje s desna stupci raspona

koncentracije iona Ag* od 1 — 1000 pg I,

Na Slici 37. prikazan je mitotoksi¢ni u¢inak AgNP odnosno iona Ag*. Postotak
interfaznih embrija u kontrolnom uzorku iznosio je 1.0 + 1.7%. Za sve koncentracije AgNP
razli¢itih veli¢ina postotak interfaznih embrija bio je manji ili jednak 10%. Naime, izlaganje 1
i 10 pg I 10 nm-AgNP dovelo je do nastanka svega 2.0% odnosno 3.0% interfaznih embrija
(%IE). Taj je postotak neznatno porastao pri visSim koncentracijama te je iznosio 7.1% pri
najvisoj koncentraciji (1000 pg 17). 1z rezultata na Slici 38. vidi se kako postotak interfaznih
embrija raste s primjenom viSih koncentracija 10 nm-AgNP, medutim zbog izrazene
interindividualne varijabilnosti u vrijednostima IE nije zabiljezena znacajna razlika u
usporedbi s kontrolnim uzorkom. Postotak IE nakon tretmana srebrnim nanocesticama
veli¢ine od 20, 40 i 100 nm bio je vrlo sli¢an prethodnome uz iznimku od 1000 pg 1t 20 nm- i
100 nm-AgNP, kada se postotak interfaznih embrija statisticki znacajno razlikovao od
kontrolnog uzorka te iznosio 10.1 £ 4.0%, odnosno 9.2 £+ 3.0% (u oba slucaja p < 0.05). To je
ujedno bio i najvisi zabiljeZzeni postotak interfaznih embrija za sve koncentracije AgNP
razli¢itih veli¢ina. Suprotno tome, tretman sa 60 nm-AgNP rezultirao je najniZim brojem
embrija u interfazi, koji se kretao izmedu 2.0 i 4.0%. Otopina srebrnih iona izazvala je
znacajno visi postotak interfaznih embrija u usporedbi s kontrolom pri koncentracijama od
500 pg 17, kada je on iznosio 19.2 + 9.7% (p < 0.01), dok je najveéi postotak embrija u
interfazi primije¢en nakon tretmana s 1000 pg 1"t Ag* iona, kada je iznosio ¢ak 53.5 + 9.2% (p
< 0.001) (Slika 37).
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Slika 37. Mitotoksi¢ni u¢inak na embrije jezinca A. lixula nakon tretmana sa AgNP razli¢itih veli¢ina
te s ionima Ag® prikazan kao postotak interfaznih embrija (%IE). Statisticki znacajna razlika u
usporedbi s kontrolom: *p < 0.05, "p < 0.01i “p < 0.001.

Prosjecan broj mitoti¢kih dioba po embriju (engl. mean number of mitosis per embryo,
MPE) prikazan je na Slici 38. Naime, u netretiranom uzorku vrijednost MPE iznosila je 16.9
+ 2.0 mitoza po embriju. Ista se nije znacajno razlikovala od kontrolnog uzorka u svim
ispitivanim veli¢inama i rasponu koncentracija AgNP te se kretala izmedu 13.0 i 18.1 mitoza
po embriju. Izuzetak je i u ovome slucaju (kao i u prethodnome s %IE) bio tretman embrija
jezinca A. lixula s 1000 pg I 20 nm-AgNP, kada je zamijecena statisticki znacajna razlika u
usporedbi s netretiranim uzorkom te je MPE vrijednost iznosila 11.8 + 2.3 (p < 0.05).
Prisutnost iona Ag* u okruzenju embrija jezinca uzrokovala je znaajno smanjenje MPE
vrijednosti u usporedbi s kontrolom. Naime, nakon tretmana s nizim koncentracijama iona
Ag" (1§ 10 pg I') MPE vrijednost kretala se izmedu 7.6 i 8.9. Taj se iznos smanjio pri
povecanju koncentracije iona te je iznosio svega 3.1, odnosno 3.5 za koncentracije od 100 i
500 pg It Ag*. Najvisa koncentracija od 1000 ug It Ag* dovela je do gotovo potpunog
zastoja u diobi stanica embrija jezinca A. lixula, te je MPE vrijednost iznosila 0.7 i bila

statisti¢ki znacajno niza od kontrole (p < 0.001).
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Slika 38. Prosjecan broj mitoza po embriju (MPE) jezinca A. lixula nakon tretmana sa AgNP razlicitih
veli¢inaa te s ionima Ag". Statisti¢ki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom: *p < 0.05, °p < 0.01i p
<0.001.

Na Slici 39. prikazan je ukupan broj mitotickih aberacija po embriju (engl. total
mitotic aberrations per embryo, MAE) nakon tretmana embrija jezinca A. lixula sa AgNP i
ionima Ag*. Naime, u netretiranome uzorku vrijednost MAE iznosila je 0.3 + 0.1. Najniza
koncentracija AgNP (1 pg ) nije izazvala znagajnije promjene vrijednosti MAE za veli¢ine
AgNP od 10, 20, 40 i 60 nm. Suprotno tome, nakon tretmana sa 1 pg I* 100 nm-AgNP
zabiljezena je znacajna razlika u vrijednosti MAE u usporedbi s kontrolom te je ista iznosila
1.6 + 0.5 (p < 0.05). Nadalje, nakon tretmana s 10 pg It 10 nm-AgNP doslo je do porasta
vrijednosti MAE na 3.1 + 0.3 te je ista bila statisti¢ki znacajno razli¢ita od kontrole (p < 0.01).
Taj se iznos udvostrudio pri izlaganju iduéoj koncentraciji od 50 pg 1"' 10 nm-AgNP te je
iznosio 6.0 mitotickih aberacija po embriju. Vrijednosti MAE na visim koncentracijama bile
su gotovo jednake vrijednostima nakon izlaganja 10 pg I 10 nm-AgNP te su se kretale u
rasponu od 2.8 (za 100 pg 1Y) do 3.9 (za 1000 pg I%). 1z rezultata na Slici 40. vidljivo je kako
su AgNP veli¢ina od 20, 40, 60 i 100 nm uzrokovale blago povisenje ukupnog broja
mitoti¢kih aberacija po embriju prilikom povisenja koncentracije. Naime, raspon vrijednosti
MAE za 20 nm-AgNP kretao se od 0.6 za najnizu (od 1 pg 1) do 3.2 za najvisu koncentraciju
(od 1000 pg I'h). Sli¢an raspon vrijednosti MAE zabiljeZen je i pri izlaganju 40 nm-AgNP te
je iznosio od 0.9 do 2.7 (koncentracije od 1 — 1000 pg I'Y). Nesto nizi raspon MAE vrijednosti
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pojavio se nakon tretmana sa 60 nm- i 100 nm-AgNP, kada se isti kretao od 0.7 — 1.4,
odnosno od 0.9 — 1.6. Naime, koncentracije od 1 — 500 pg I* 60 nm-AgNP nisu uzrokovale
poviSenje aberacija po embriju u usporedbi s kontrolom. Samo je najvisa ispitana
koncentracija 60 nm-AgNP uzrokovala statistiCki znaCajan porast MAE u usporedbi s
kontrolom te je isti iznosio 1.4 + 0.6 aberacija po embriju (p < 0.05). Suprotno tome, ve¢ vrlo
niske koncentracije Ag* iona uzrokovale su takoder statisti¢ki znaGajan porast ukupnog broja
mitotickih aberacija po embriju 1 to s 0.3 u kontrolnom uzorku na 6.8, odnosno 7.5 pri
koncentracijama od 1 i 10 pg It Ag* (p < 0.05). Koncentracija Ag* iona od 100 pg I*
udvostru¢ila je vrijednost MAE s 6.0 (pri koncentraciji od 50 pg I* Ag*) na 11.1. Pri
koncentraciji od 500 pg It Ag* vrijednost MAE bila je nesto niza, slina onoj pri nizim
koncentracijama iona srebra, te je iznosila 7.2 dok je na najvisoj koncentraciji Ag" vrijednost
MAE iznosila 4.5.
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Ukupan br. mitotickih aberacija po embriju

Slika 39. Ukupan broj mitoti¢kih aberacija po embriju jezinca A. lixula nakon tretmana sa AgNP
razli¢itih veli¢ina te s ionima Ag®. Statisti¢ki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom:*p < 0.05, °p <
0.01i "p <0.001.

Na Slici 40. prikazan je postotak embrija s vise od jednom aberacijom po embriju (%E
> 1ADb) te je isti za netretirani uzorak iznosio 5.2 + 6.5%. Gotovo svi uzorci analizirani u
rasponu koncentracija srebrnih iona od 1 - 1000 pg It ukazali su na prisutnost embrija s vise
od jedne aberacije po embriju (96.7 — 100.0%). Suprotno tome, koncentracija od 1 pg I*

AgNP (neovisno o veli¢ini) nije uzrokovala porast %E > 1Ab u usporedbi s kontrolom.
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Medutim, na tretmanima s 10 — 1000 pg It 10 nm-AgNP biljeZi se statisticki znacajno veéi
%E > 1Ab u usporedbi s kontrolom (p < 0.001) te se isti kretao izmedu 61.2 — 83.2%. Za
AgNP veli¢ine 20 nm pri koncentracijama od 10 i 50 pg It %E > 1Ab bio je nesto nizi i
iznosio 22.2 + 11.5, odnosno 33.1 + 13.7%. Tretman sa 100 i 500 pg I 20 nm-AgNP
rezultirao je priblizno jednakim %E > 1Ab (58.7 — 60.8%), dok je na koncentraciji od 1000
ug It isti iznosio 77.1 + 6.0%. Srebrne nanodestice veli¢ine 40 nm veé¢ pri vrlo niskoj
koncentraciji od 10 pg It uzrokovale su pojavu vise od 50% E > 1Ab (55.0 + 7.3%). Taj je
postotak rastao te dosegao vrijednost od 72.9 + 13.6% za koncentraciju od 1000 pg It 40 nm-
AgNP. Pri ispitivanju utjecaja AgNP veli¢ine 60 i 100 nm postotak embrija s veéim brojem
aberacija bio je nizi u usporedbi s kontrolom. Naime, nakon tretmana sa 60 nm-AgNP %E >
1Ab bio je statisti¢ki znacajno veci (p < 0.05) u usporedbi s kontrolom tek na koncentracijama
od 100 i 1000 pg I"t. Suprotno tome, i pri nizim ispitivanim koncentracijama od 1 i 10 pg 1™
100 nm-AgNP dolazi do znacajnog porasta %E > 1Ab, kada je on iznosio 20.8 + 6.5, odnosno
27.4 + 7.6%. Medutim, tretmani sa 100 nm-AgNP u rasponu koncentracija od 50 — 500 g I
nije rezultirao statistiCki znacajnom razlikom u usporedbi s kontrolnim zbog izrazene
interindividualne varijabilnosti (vrijednosti za 50 pg I*: 32.4 + 12.1; za 100 pg It 35.7 + 21.5;
za 500 pg I 33.6 + 9.9). Tretman s 1000 pg I 100 nm-AgNP doveo je do statisticki
znacajnog povecanja %E > 1Ab s 5.2% u kontrolnom uzorku na 43.6 £ 16.6 % (p < 0.05).
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Slika 40. Postotak embrija jezinca A. lixula s vise od jedne aberacije (%E > 1Ab) nakon tretmana sa
AgNP i ionima Ag*. Statisticki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom: *p < 0.05 i “p < 0.001.
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Rezultati omjera metafaze i anafaze (M/A) u stanicama embrija (Slika 41) u usporedbi
s netretiranim uzorkom ukazuje na zastoj mitoze u metafazi te toksi¢nost ispitivane tvari na
diobeno vreteno. Omjer M/A u kontrolnom je uzorku iznosio 9.7 + 1.4, a nije bio znacajno
visi niti u jednom tretmanu s razli¢itim koncentracijama AgNP razli¢itih veli¢ina niti u
tretmanima sa Ag". lzuzetak je jedino bio tretman s 10 pug It 10 nm-AgNP kada je omjer M/A
iznosio 14.0, medutim standardna devijacija od srednje vrijednosti za tri replike bila je vrlo
velika (14.0 + 7.3). Za vrijeme analiziranja uzoraka koji su bili tetirani s 1000 ug It Ag* nije

zamijecena niti jedna anafaza, stoga omjer M/A nije bilo moguce odrediti.
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Slika 41. Omjer metafaze i anafaze (M/A) po embriju jezinca A. lixula nakon tretmana sa AgNP i
ionima Ag*. Statisti¢ki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom prikazana je s *p < 0.05, °p < 0.01i "p
< 0.001. { za koncentraciju od 1000 pg I iona Ag* omjer M/A nije bilo moguce izralunati jer nije
primijecena niti jedna anafaza prilikom analize uzoraka.

Citogenetickom analizom uc¢inka AgNP u usporedbi s 10 puta nizom koncentracijom
iona Ag" na stadiju morule jezinca A. lixula moZe se zakljuéiti kako su ja¢i negativan u¢inak
pokazali ioni Ag* u usporedbi s ¢ak 10 puta visom koncentracijom AgNP, neovisno o veli¢ini.
U Tablici 4. prikazan je broj zamije¢enih anomalija tijekom diobe embrija jezinca A. lixula. U
netretiranim uzorcima u ukupno 300 embrija (3 tretmana od po 100 embrija svaki) zamije¢en
je vrlo niski broj svih prac¢enih anomalija koji se kretao izmedu 0.02 — 0.08. Dobiveni rezultati
ukazuju na ¢injenicu kako ioni Ag" uzrokuju stvaranje rasprSenih kromosoma, acentri¢nih i

viSestrukih fragmenata. Naime, srednji broj rasprsenih kromosoma po embriju (engl. scattered
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chromosomes, SC) za tretman sa Ag* porastao je ¢ak 57 puta u usporedbi s kontrolom. Osim
toga doslo je i do znatnog porasta srednjeg broja acentri¢nih fragmenata po embriju (engl.
acentric fragments, AF) s 0.05 £ 0.02 u kontrolnom uzorku na 2.06 + 1.08 u tretmanu sa Ag".
U konac¢nici biljezi se statisticki znacajan porast broja viSestrukih fragmenata (engl. multiple
fragmentations, MF) u usporedbi s kontrolom nakon tretmana s Ag* (p < 0.01). Srebrne
nanocestice veli¢ine 10, 20 i 40 nm uzrokovale su stvaranje znatno veceg broja rasprSenih
kromosoma, acentricnih fragmenata te anafaznih mostova po embriju u usporedbi s
netretiranim uzorkom, te je medu njima utvrdena i statisticki znacajna razlika (p < 0.05). S
druge strane, nakon tretmana sa AgNP veli¢ine 60 i 100 nm utvrdena je statisticki znacajna
razlika (p < 0.05) samo u broju anafaznih mostova u usporedbi s netretiranim uzorkom. Osim
toga, na tretmanimau s ionima Ag" i AgNP nije bilo znacajne razlike u broju zaostalih
kromosoma i visSestrukih vretena u usporedbi s netretiranim uzorkom, stoga ti rezultati nisu

prikazani.

Tablica 4. Srednja vrijednost mitotickih promjena po embriju nakon tretmana embrija jeZinca A.
lixula sa AgNP razli¢itih veli¢ina (10, 20, 40, 60 i 100 nm), ionima Ag* te kontrolni (netretirani)
uzorak. Statisti¢ki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom: 8p < 0.05, "p < 0.05

Tretman ¢ [ug I'Y] Br. replika SC AF AB MF
Kontrola 0 3 0.05+0.02 0.05+0.02 0.02+0.03 0.07+0.07
loni Ag* 1 3 344+147 284+051 0.07+0.10 0.19%0.11
10 3 412+121 267+102 015+0.14 0.09+0.08
50 3 295+142 200+1.26 0.34+0.12 0.25%+0.29
100 3 365+0.90 281+0.86 047+019 3.92+0.26
500 3 210+045 1.48+030 0.13+0.02 2.90+0.09
1000 3 1.00£051 057+0.15 0.06+010 220+0.34

Ukupno 18 287+141% 206+1.08% 020+0.19 1.60+1.55"

10 nm AgNP 1 0.70+0.29 0.28+0.23 0.16+0.07 0.07+0.02
10 215+044 0.73+0.15 0.10+0.07 0.01+0.02

3
3
50 3 265+056 284+091 023+0.04 0.13%0.15
3
3
3

100 130+0.25 0.71+030 055+0.09 0.10+0.12
500 0.76 £0.27 0.89+0.33 0.28+0.05 0.10+0.14
1000 1.16+033 170+0.27 0.69+0.17 0.06+0.10
Ukupno 18 1.45+0.80° 1.19+0.95% 0.34+0.23% 0.08+0.19

20 nm AgNP 1 3 0.11+014 021+0.12 0.19+0.04 0.04+0.07
10 3 032+0.06 042+0.20 0.27+0.10 0.01%0.02
50 3 032+0.20 0.58%0.20 0.36%+0.15 0.04+0.07
100 3 0.63+0.34 087+0.28 030+0.15 0.01+0.02
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500 3 030+0.19 122+0.27 042+0.14 0.03%0.03

1000 3 0.61+0.12 159+0.20 0.73+0.12 0.07+0.03

Ukupno 18 0.38+£0.25% 0.81+052% 0.38+0.21% 0.03+0.04

40 nm AgNP 1 3 0.39+035 0.19%+0.08 0.24+0.20 0.02+0.02
10 3 1.05+0.23 058+0.18 0.24+006 0.05+0.02

50 3 051+0.06 056+0.23 0.28+0.03 0.04+0.05

100 3 050+0.22 0.74+059 0.29+0.09 0.03+0.03

500 3 076053 0.84+020 0.23+0.12 0.04+0.05

1000 3 110+0.24 098+0.12 0.33+0.03 0.08+0.08

Ukupno 18 0.71+0.38% 0.65+0.35% 0.27+0.10% 0.05+0.04

60 nm AgNP 1 3 036+0.30 0.14+0.12 0.14+0.04 0.01+0.02
10 3 0.31+0.04 0.08+0.05 010%0.02 0.01+0.02

50 3 051+032 0.18+0.05 0.12+0.07 0.02+0.04

100 3 051+033 020%0.17 0.24%0.05 0.01+0.02

500 3 0.65+0.40 032+0.24 0.27%0.05 0.01+0.02

1000 3 0.64+0.10 0.23+0.27 0.27%0.15 0.02+0.03

Ukupno 18 050+0.27 0.19+0.16 0.19+0.105 0.01+0.02

100 nm AgNP 1 3 0.39+0.07 0.21+0.04 0.09+0.06 0.06+0.03
10 3 035+0.17 017006 0.19+0.09 0.01+0.02

50 3 043+0.22 0.18+005 0.21+0.17 0.03+0.03

100 3 044+0.17 025%+020 0.19+0.08 0.01+0.02

500 3 035+0.11 0.25+0.09 0.26+0.13 0.06+0.06

1000 3 0.57+0.36 0.26+0.18 0.28+0.13 0.02+0.02

Ukupno 18 042+0.19 0.22+011 0.20+0.12% 0.03+0.04

SC = rasprSeni kromosomi (engl. scattered chromosomes); LC = zaostali kromosomi (engl. lagging chromosomes); AF = acentri¢ni
fragmenti (engl. acentric fragments); AB = anafazni mostovi (engl. anaphase bridges); MS = viSestruka vretena (engl. multipolar spindles);
MF = visestruki fragmenti (engl. multiple fragments).

5.3. Rezultati ispitivanja kombiniranog ucinka srebrnih nanocestica i insekticida na

dagnji Mytilus galloprovincialis
5.3.1. Prezivljavanje dagnji na zraku nakon tretmana sa srebrnim nanocesticama

Prezivljavanje dagnji M. galloprovincialis na zraku (SOS test) pratilo se kroz 30 dana
nakon izlaganja 60 nm AgNP kroz 24 h kako bi se u konac¢nici moglo izracunati vrijeme kada
se biljezi da je 50% jedinki mrtvo (engl. lethal time for 50% of sampled animals, LTso) (Slika
42). Vrijednosti LTso prikazane su u Tablici 5. s donjom i gornjom granicom povjerljivosti
podataka (engl. Lower and Upper Confidence Interval, LCI, UCI). Naime, u netretiranom
uzorku, vrijednost LTso iznosila je 13.37 dana s LCI vrijednosti od 12.48, te UCI od 14.25

dana. Ta se vrijednost nije znac¢ajno mijenjala na nizim koncentracijama 60 nm-AgNP te je na
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koncentraciji od 1 pg It iznosila 12.59 dana (12.06 — 13.12 dana), odnosno 14.78 dana (14.52
— 15.04 dana) za tretman s 10 pg I, Suprotno tome, vise koncentracije od 50 i 100 pg 1"t 60
nm-AgNP uzrokovale su znatno smanjenje LTso vrijednost te je ista iznosila 4.97 dana (4.62 —
5.33 dana), odnosno 3.98 dana (3.57 — 4.39 dana). Na Slici 42. prikazane su krivulje
prezivljenja dagnje nakon tretmana sa 60 nm-AgNP koncentracije od 1 — 100 ug I™%.

m Kontrola

® 100 ug !’

A 50,9l

v 10ugl’
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Slika 42. Stres na stres odgovor dagnje na izlozenost AGNP izrazen kao postotak jedinki prezivjelih na
zraku u ovisnosti 0 vremenu izlaganja.

Tablica 5.Vrijednosti LTso za dagnje izloZene razli¢itim koncentracijama 60 nm-AgNP, te donje i
gornje granice povijerljivosti podataka (engl. Lower Confidence Interval, LCI i Upper Confidence
Interval, UCI).

c[ug ] L Tso LCI UClI
0 13.37 12.48 14.25

1 12.59 12.06 13.12

10 14.78 14.52 15.04
50 4.97 4.62 5.33
100 3.98 3.57 4.39
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5.3.2. Sposobnost zadrzavanja neutralnog crvenila u lizosomima hemocita dagnje nakon

tretmana sa srebrnim nanocesticama

Na Slici 43. prikazane su stanice hemocita dagnje koje: (A) uspje$no zadrzavaju boju
neutralnog crvenila unutar lizosoma 1 (B) stanica hemocita ¢iji lizosomi nisu uspjeli zadrzati
neutralno crvenilo unutar lizosoma. Otopina bakrenih iona poznati je uzro¢nik destabilizacije
membrane hemocita, stoga je u ovome slucaju uzeta kao primjer pozitivne kontrole uz

netretirani kontrolni uzorak.

Slika 43. Stanice optjecajne tekucine dagnje (hemocite) koje pokazuju (A) zadrZavanje boje
neutralnog crvenila u lizosomima kontrolnog uzorka te (B) stanice pod stresom, tretirane sa 100 pg I*
AgNP-60 nm (mjerilo = 10 pm).

Zdrave jedinke trebale bi zadrZavati boju neutralnog crvenila unutar lizosoma hemocita
> 120 min. Jedinke koje su pod stresom, ali mogu nadoknaditi nastalu Stetu zadrzavaju boju
manje od 120 min, ali vise od 50 min, dok u konacnici ozbiljno oStecene jedinke te one s
vjerojatno trajnim, patoloskim oSteCenjem boju zadrzavaju manje od 50 min. Nadalje, u testu
zadrzavanja boje neutralnog crvenila ispitane su dvije koncentracije 60 nm-AgNP (50 i 100
ug I i dvije koncentracije otopine bakrenih iona (0.25 i 2.5 pg 1), za koje je dobro poznato
da uzrokuju otpustanje boje iz lizosoma hemocita u Skoljkasima (Molnar i Fong, 2012).
Lizosomi hemocita dagnje u kontrolnom uzorku uspjeli su zadrzati boju kroz 100 + 15 min. S
druge strane, otopina bakrenog sulfata potaknula je otpustanje boje neutralnog crvenila vec
nakon prvih 22 min (0.25 pg I CuSO4), odnosno 15 min (2.5 pg It CuSQs). Tretiranje
suspenzijom 50 pg I* 60 nm-AgNP dovelo je do smanjenja integriteta lizosomalnih

membrana te je vrijeme zadrZavanja boje palo sa 100 + 15 na 70 £ 17 min. Koncentracija od
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100 pg It 60 nm-AgNP potaknula je otpustanje boje neutralnog crvenila iz lizosoma hemocita
nakon 20 £ 9 min (Slika 44).
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Slika 44. Vrijeme zadrzavanja boje neutralnog crvenila unutar lizosoma hemocita dagnje nakon
tretmana s 50 i 100 pg I* 60 nm-AgNP (LMNB) te s 0.25 i 2.5 pg It Cu?* (CuSO,). Statisticki
znadajna razlika u usporedbi s kontrolom: *p < 0.05 i “p < 0.001.

5.3.3. Aktivnost enzima acetilkolinesteraze u $krgama dagnje nakon tretmana sa

srebrnim nanodesticama i insekticidima

Za vrijeme trajanja eksperimenta ve¢ je drugi dan zamijeCeno zamucenje vode u
bazenima tretmana samo s 50 pug I 60 nm-AgNP te kombinacijom 50 pg 1" 60 nm-AgNP i
ispitivanih insekticida cipermetrina i deltametrina. Ovim promatranjem moze se zakljuciti
kako su dagnje u navedenim bazenima bile pod ja¢im stresom te su u okolnu morsku vodu
izluCile svoje gamete 1 sadrzaj probavnog trakta (feces), $to je u konacnici dovelo do
zamucenja vode. Tijekom pet dana izlaganja dagnji AgNP i pesticidima nije utvrdena niti
jedna mrtva jedinka, medutim uoceno je kako je velik broj dagnji u bazenima s 50 pg 1
AgNP bio dosta otvoren, odnosno oslabljela im je mogucénost zatvaranja ljusture (slabija

sposobnost misi¢a aduktora).

Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze (AChE) u Skrgama dagnji nakon izlaganja
prikazana je na Slici 45. U netretiranom uzorku aktivnost enzima AChE u $krgama iznosila je

15.0 + 5.9 nmol mint mg prot. . U gkrgama dagnji tretiranim sa 60 nm-AgNP je bila niza u
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usporedbi s kontrolom, iako ne statisti¢ki znacajno, i iznosila 11.8 + 3.4 nmol min* mg prot.™
za koncentraciju od 50 pg 1"}, odnosno 12.6 + 3.9 nmol min™* mg prot.” za koncentraciju od 5
ng 1t AgNP. Visa koncentracija pesticida cipermetrina od 100 pg 17 znacajno je smanjila
aktivnost AChE s 15.0 + 5.9 u kontrolnom uzorku na 8.9 + 3.3 nmol min** mg prot.”? (p <
0.01), dok niza koncentracija cipermetrina od 1 pg I nije izazvala promjenu u aktivnosti
AChE. Odgovor dagnji na izlaganje deltametrinu bio je sliCan onome nakon izlaganja
cipermetrinu. Naime, vi$a koncentracija deltametrina od 50 pg 17 izazvala je znaajnu
inhibiciju enzima AChE u usporedbi s kontrolom te je ista iznosila 10.9 + 3.3 nmol min™ mg

prot.” (p < 0.05), dok je pri koncentraciji od 0.5 pug 17 bila jednaka kontrolnom uzorku.

Nadalje, u dagnjama izlozenim visoj koncentraciji AgNP (50 pg 1) i cipermetrina (100
g 1) nije uocena znacajna razlika u usporedbi s kontrolom, medutim standardna devijacija
od srednje vrijednosti za replike u ovome je slucaju bila dosta velika te je aktivnost AChE
iznosila 11.6 + 9.2 nmol min™ mg prot.™. Suprotno tome, dagnje tretirane s 50 pg 1"t AgNP i
nizom koncentracijom cipermetrina (I pg 1) pokazale su statisticki zna¢ajnu inhibiciju
aktivnosti AChE u usporedbi s kontrolom te je ista iznosila 10.1 + 5.7 nmol min™ mg prot.™
(p < 0.05). Isti rezultat bio je znatno razli¢it i od tretmana dagnji samo s 1 pg I cipermetrina,
$to nije uzorkovalo inhibiciju AChE. Kombinacijom 5 pg 1" nm AgNP s 1 i 100 pg I
cipermetrina nije doslo do promjene u aktivnosti AChE u usporedbi s kontrolom, odnosno u
usporedbi sa zasebno tretiranim toksikantima. Deltametrin u ispitivanoj koncentraciji od 50
ug It u kombinaciji s 50 ug 1" AgNP nije izazvao znacajnu inhibiciju AChE. Medutim, niza
koncentracija deltametrina od 0.5 pg 1" u kombinaciji s visom koncentracijom AgNP
pokazala je znac¢ajnu inhibiciju aktivnosti AChE (9.7 + 4.2 nmol min't mg prot."1) u usporedbi
s kontrolom (p < 0.01) i u usporedbi s tretmanom od 0.5 pg I deltametrina. Izlaganje nizoj
koncentraciji AgNP od 5 pg 1"t u kombinaciji s 50 pg It deltametrina rezultiralo je znacajnom
inhibicijom aktivnosti AChE u usporedbi s kontrolom te je ista iznosila 9.1 + 5.7 nmol min™
mg prot. (p < 0.05). Jedini tretman nakon kojeg je doslo do znadajne inhibicije aktivnosti
AChE (10.5 * 7.5 nmol min"t mg prot. ™) u usporedbi s kontrolom (p < 0.05) te s tretmanom
samo sa AgNP ili deltametrinom bio je tretman s 5 pg It AgNP i 0.5 pg 1" deltametrina (p <
0.001) (Slika 45).
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Slika 45. Aktivnost enzima acetilkolinesteraze (AChE) u $krgama dagnje nakon tretmana sa 60 nm-
AgNP (LMNB) (svijetlo sivi stupci, koncentracije: A1 = 50 pg I* i A2 =5 pg I'h), cipermetrinom
(narandasti stupci, C1 = 100 pg It i C2 = 1 ug I'), deltametrinom (plavi stupci, D1 = 50 ug I* i D2 =
0,5 ug I'Y) te kombinacijama istih (tamno sivi stupci,) te netretirani kontrolni uzorak (zeleni stupac, K).
Statisticki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom, zasebnim tretmanima i kombinacijom
nanodestica i pesticida: “p < 0.05, *p <0.01i *p < 0.001.

5.3.4. Aktivnost enzima glutation S-transferaze u $krgama dagnje nakon tretmana sa

srebrnim nanodesticama i insekticidima

Aktivnost enzima glutation S-transferaze (GST) u kontrolnom uzorku $krga dagnji
iznosila je 23.7 + 8.4 nmol mint mg prot. . Ista je statisti¢ki zna¢ajno porasla u usporedbi s
kontrolom nakon tretmana s 50 pg 1"t 60 nm AgNP te je iznosila 32.5 + 13.2 nmol min™ mg
prot.! (p < 0.05), dok je niza koncentracija od 5 pg 1 AgNP uzrokovala je tek neznatno
povisenje aktivnosti GST (26.9 * 7.4 nmol min® mg prot.?). Tretmani s 1 i 100 pg It
cipermetrina nisu izazvali promjenu u aktivnosti GST u usporedbi s kontrolom, dok je
znacajno povecanje aktivnosti na 29.5 + 7.7 nmol mint mg prot.”? (p < 0.05) zabiljezeno
nakon izlaganja 50 ug 1* deltametrinu. Suprotno tome, pri nizoj koncentraciji deltametrina od

0.5 ug I nije doslo do promjene aktivnosti u usporedbi s kontrolom.

Iz rezultata prikazanih na Slici 46. jasno je vidljivo kako je aktivnost GST u svim
kombinacijama AgNP i cipermetrina priblizno jednaka aktivnosti izmjerenoj u dagnjama
izloZenim samo cipermetrinu, neovisno o primijenjenoj koncentraciji pesticida 1 nanocestica.
Ista se ne razlikuje znac¢ajno u usporedbi s netretiranom populacijom dagnji, niti s dagnjama
tretiranima sa pesticidima i nanocesticama zasebno. Nakon izlaganja kombinacijama visih

koncentracija AgNP i deltametrina od 50 pg 17 zabiljezena je statsiticki znadajno povedéanje
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aktivnosti GST u usporedbi s kontrolnom dagnji te je ista iznosila 30.1 + 8.0 nmol min™ mg
prot.” (p < 0.05). Osim toga, tretman s 50 ug 1" AgNP i 0.5 pg 1t deltametrina uzrokovale su
znatno povecanje aktivnosti GST u usporebi s kontrolom te u usporedbi s tretmanom sa
samim deltametrinom iste koncentracije. Naime, u ovome tretmanu aktivnost GST iznosila je
35.7 + 15.3 nmol mint mg prot.? te je ujedno predstavljala i najvisu zabiljeZzenu aktivnost
GST u ovome ecksperimentu. Nadalje, aktivnost GST bila je znacajno niza nakon
kombiniranog tretmana s 5 pug I AgNP i 50 pg 1"t deltametrina u usporedbi s tretmanom samo
s 50 pg 1"t deltametrina. Aktivnosti GST u ovome je sludaju iznosila 23.0 + 6.3 nmol min™ mg
prot.? te se statisti¢ki znacajno razlikovala (p < 0.05) od tretmana s 50 pg 1" deltametrina
kada je aktivnost GST iznosila 29.5 + 7.7 nmol min! mg prot.l. Kombinacija nizih
koncentracija AgNP i deltametrina nije rezultirala promjenom u aktivnosti GST u usporedbi s

kontrolom i zasebno ispitivanim toksikantima (Slika 46).
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Slika 46. Aktivnost enzima glutation S-transferazse (GST) u Skrgama dagnje nakon tretmana sa 60
nm-AgNP (LMNB) (svijetlo sivi stupci, koncentracije: A1 =50 pg It i A2 =5 pg I%), cipermetrinom
(narancasti stupci, C1 = 100 pg It i C2 = 1 ug I'Y), deltametrinom (plavi stupci, D1 = 50 ug It i D2 =
0,5 ug I'Y) te kombinacijama istih (tamno sivi stupci,) te netretirani kontrolni uzorak (zeleni stupac, K).
Statisticki znacajna razlika u usporedbi s kontrolom, zasebnim tretmanima i kombinacijom
nanocestica i pesticida: “p < 0.05, *p <0.01i *p < 0.001.

5.3.5. Koncentracija metalotioneina u probavnoj Zlijezdi dagnje nakon tretmana sa

srebrnim nanodesticama i insekticidima

Koncentracija proteina metalotioneina (MT) u probavnoj zlijezdi kontrolnih dagnji
iznosila je 110.8 + 20.0 ng g w.w., a znacajno se povecala na 263.3 + 140.8 ng g w.w.? (p <
0.001) nakon izlaganja dagnji 50 pg I 60 nm-AgNP . Niza koncentracija AgNP (5 pg 1) nije

rezultirala u promjeni u usporedbi s kontrolom. Koncentracija MT u probavnoj zlijezdi dagnji
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izlozenih pesticidima nije se razlikovala od netretiranih dagnji. Naime, nakon tretmana sa 100
ug 1"t cipermetrina koncentracija MT iznosila je 112.5 + 10.5 ng g w.w.}, dok je istaza 1 ug I
! cipermetrina iznosila 124.4 + 17.2 ng g w.w.k. Jednako je bilo i s deltametrinom, gdje je
tretman s koncentracijom od 50 pg 17 rezultirao vrijedno$éu sli¢noj kontrolnom uzorku
(118.4 + 11.4 ng g w.w?), dok je nakon tretmana s nizom koncentracijom od 0.5 pg I*
koncentracija MT iznosila 127.3 + 11.4 ng g w.w.? (Slika 47).

Do vrlo zanimljivog ué¢inka doglo je prilikom izlaganja dagnji kombinaciji 50 pg 1*
AgNP s cipermetrinom. Naime, obje koncentracije cipermetrina (1 i 100 pg 1Y) u kombinaciji
s 50 pg I AgNP umanjile su negativan u¢inak AgNP na nadin da je doslo do znacajnog
snizenja koncentracije MT s 263.3 + 140.8 ng g w.w.? iz kontrole na 106.3 + 10.9 u uzorku
tretiranom samo s 50 pg It AgNP, odnosno na 115.2 + 16.2 ng g w.w.™ u uzorcima tretiranim
s kombinacijama, a isti se nije razlikovao od netretiranog uzorka. Tretman srebrnim
nanocesticama koncentracije 5 pg 1 u kombinaciji s 1 i 100 pg I cipermetrina bio je
znacajno razli¢it u usporedbi sa zasebnim tretmanima cipermetrina. Naime, kombinacija 5 pg
I AgNP i 100 pg I cipermetrina pokazala je znatno povecanje koncentracije MT u
usporedbi s tretmanom sa samim cipermetrinom i to s 1125 + 10.5 na 127.1 £ 10.8 ng ¢
w.w.? (p < 0.05). Suprotno tome, kombinacija 5 pg I AgNP s 1 pg I cipermetrinom
znadajno je shizila koncentraciju MT na 99.7 + 7.6 ng g w.w.™ u usporedbi s tretmanom
populacije dagnji samo s 1 pg I cipermetrinom kada je ista iznosila 124.4 + 17.2 ng g w.w.
(b < 0.01). Nadalje, u kombinaciji AgNP s deltametrinom (koncentracije 50 pg I?)
koncentracija, vrijednost je bila statisticki zna¢ajno niZa u usporedbi s tretmanom Sa samim
nanodesticama jednake koncentracije te je iznosila 115.4 = 10.5 ng g w.w.? (p < 0.001).
Koncentracija MT bila je znatno niza i nakon tretmana s 50 pg It AgNP i 0.5 pg It
deltametrina u usporedbi stretmanom sa samim deltametrinom iste koncentrace (p < 0.01).
Suprotno tome, izlaganje kombinaciji od 5 pg I"* AgNP i 50 g I deltametrina dovelo je do
znadajnog porasta koncentracije MT u usporedbi s tretmanom samo s 50 pg 1" deltametrina (p
< 0.05) Naime, u slu¢ajnu navedene kombinacije koncentracija metalotioneina iznosila je
146.7 + 32.5 ng g w.w.! dok je ista za tretman samo s 50 pg I deltametrina iznosila 118.4 +
11.4 ng g w.w.l. Znatno niza koncentracija MT u usporedbi sa zasebnim tretmanom 0.5 pg I
deltametrina zamijeéena je i pri kombiniranom tretmanu s 5 pg 17 AgNP i 0.5 g I?
deltametrina. Kombinirani utjecaj svih AgNP s dva pesticida nije rezultirao znacajnom

razlikom u koncentraciji MT u usporedbi s kontrolom (Slika 47).
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Slika 47. Koncentracija proteina metalotioneina (MT) u probavnoj Zlijezdi dagnje M.
galloprovincialis nakon tretmana sa 60 nm-AgNP (LMNB) (svijetlo sivi stupci, koncentracije: Al =
50 pg I*i A2 = 5 pg IY), cipermetrinom (narandasti stupci, C1 = 100 pg I* i C2 = 1 pg I,
deltametrinom (plavi stupci, D1 = 50 pg It i D2 = 0,5 pg I*) te kombinacijama istih (tamno sivi
stupci,) te netretirani kontrolni uzorak (zeleni stupac, K). Statisticki znacajna razlika u usporedbi s

kontrolom, zasebnim tretmanima i kombinacijom nanodestica i pesticida: °p < 0.05, *p < 0.01i *p <
0.001.
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6. Rasprava

Kao posljedica sve intenzivnije primjene u industrijskim proizvodima, ENP u velikim
se koli¢inama danas ispustaju u okoli§ slucajno (primjerice, ispiranjem krema za suncanje s
potrosaca) ili namjerno (u svrhu remedijacije tla) te postepeno dopiru do vodenog ekosustava
(rijeka, jezera i obalnih morskih voda). Na taj na¢in ENP predstavljaju potencijalno ozbiljan
rizik za okoliSne niSe slatkovodnog, ali i morskog sustava. Upravo iz tog razloga, istrazivanje
potencijalno toksicnog ucinka ENP na organizme u okoliSu obalnih voda, dobiva na vaznosti
u proteklih nekoliko godina (Matranga i Corsi, 2012; Baker i sur., 2014; Corsi i sur., 2014).
Osnovni izazov nanotehnologije lezi u odredivanju mogucih transformacija, interakcija i
ponaSanja ENP u vodenom okoliSu visoke koncentracije elektrolita te posljediénom
objasnjenju specifiénih modela ponasanja ENP prema organizmima koji ga nastanjuju
(Schultz i sur., 2014). Takoder, trenutno postoji vrlo malo tehnika i instrumenata koji mogu
razlikovati ENP od prirodno prisutnog nanomaterijala u okoliSu. Naime, veliki izazov
analiticarima danas predstavlja razvoj metoda koje mogu identificirati i zatim kvantificirati
pojedinu vrstu nanocestica te ju izdvojiti iz vrlo kompleksnog medija u kojem se nalazi
(rijeka, more, sedimenti ili u organizmu). lako vodeni medij predstavlja jednu vrlo
kompleksnu smjesu tvari, gdje su prisutne nanocestice u vrlo niskim koncentracijama, mogao
bi biti dobar izbor za proucavanje ponaSanja nanocestica u okoliSu. Naime, istraZivanje
ponasanja nanocestica u vodenom okoliSu, te voda kao matriks, vrlo su pogodan odabir
prilikom izuc¢avanja prvotnih studija i razvoja tehnika detekcije i ponaSanja nanocestica u
okoliSu budu¢i je upravo vodeni medij manje kompleksan u usporedbi s ostalima, poput tla,

sedimenta ili biote (Howard, 2009).

6.1. Ponasanje srebrnih nanocestica u obalnim vodama

Veoma mala veli¢ina u kombinaciji s vrlo velikom specificnom povr§inom daje
nanocCesticama jedinstvena svojstva. Osim omjera povrSine 1 veli¢ine nanocestica, veoma je
bitan i njihov kemijski sastav. Naime, upravo kemijsko-fizikalna svojstva nanocestice
odreduju njezino ponasanje i sudbinu u okolisu. O veliini, ponasanju i reaktivnosti
nanomaterijala s drugim tvarima iz okoliSa ovisi ho¢e 1li on biti toksi¢an za ispitivani
organizam. Osim toga, u usporedbi s mnogim drugim nanomaterijalima, AgNP jesu topive u

morskoj vodi, pri ¢emu dolazi do oksidacijskog otapanja povrSine nanocestica najceSce
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stvaranjem sulfida srebra te se tako s povrSine nanocestica otpusta sloj po sloj iona Ag* il
manjih oblika nanocestica kroz odredeno vrijeme (Zhu i sur., 2012). Prije ispitivanja ucinka
nanocestica na odabranome organizmu, iste se moraju okarakterizirati u mediju od interesa
(npr. slatkoj ili morskoj vodi, umjetno proizvedenoj ili filtriranoj morskoj vodi, tlu, sedimentu
ili sl.) (Mukherjee i sur., 2012). Stoga je u ovoj disertaciji karakteriziran sustav razli¢itih
veli¢ina AgNP u filtriranoj morskoj vodi i to uz pomo¢ UV/Vis spektroskopije, dinamickog
rasprSenja  svjetlosti, spektroskopije masa s induktivno spregnutom plazmom te

fotografiranjem primjenom transmisijske elektronske mikroskopije.

Usporedbom rezultata viSe tehnika za karakterizaciju AgNP, dolazi se do zakljucka
kako AgNP, neovisno o svojoj veli¢ini, u doticaju s vodom visokog saliniteta, kao §to je to
morska voda, vrlo brzo aglomeriraju i agregiraju. Naime, UV-Vis apsorpcijskom
spektroskopijom ustanovljeno je smanjenje maksimuma SPR apsorpcijskog pika s
vremenom, §to ukazuje na proces aglomeracije AgNP u morskoj vodi. Najveci pad intenziteta
maksimuma apsorpcijskog pika javlja se unutar prva 4 h od trenutka dodavanja AgNP u
filtriranu morsku vodu. Medutim, odredeni dio Cestica ipak ostaje u nano-obliku kroz cijelo
vrijeme izvodenja eksperimenta. Valne duljine maksimuma apsorpcijskog pika, snimljene za
razli¢ite veli¢ine AgNP, odgovarale su rezultatima dobivenima od strane Paramelle i sur.
(2014). Mock i sur. (2002) opisali su kako sfericne AgNP imaju maksimum apsorpcijskoga
pika izmedu 400 1 500 nm (ovisno o veli¢ini), dok one trokutastog oblika pomicu apsorpcijski
pik u desno k ve¢im valnim duljinama (izmedu 600 — 750 nm). Isto je primijeéeno i prilikom
usporedbe 60 nm-AgNP sintetiziranih u LMNB, koje su se tijekom analize TEM-om pokazale
kao cCestice dobro definirane kristalne strukture i oStrih rubova, a njihov je maksimum
apsorpcijskog pika bio na valnoj duljini od 435 nm, dok su kupovne 60 nm-AgNP bile vise
sfericnog oblika prema TEM-u i pokazale pomak maksimuma apsorpcijskog pika na nize
valne duljina (~430 nm). Do velikog pomaka apsorpcijskog maksimuma na valne duljine vece
od 600 nm nije doslo budu¢i uglovi svih ,,trokutastih® 60 nm-AgNP (LMNB) nisu bili izrazito
ostri, stoga pomak nije bio jace izrazen (Slika 20). Prema maksimumima apsorpcijskog pika
suspenzija AgNP razli¢itih veli¢ina proizlazi da su iste sferiénog su oblika te se njihovi

maksimumi pika nalaze izmedu 393 i 495 nm.

Rezultati analize tehnikom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS) svih ispitanih
suspenzija AgNP slazu se s onima dobivenima UV-Vis spektroskopijom te ukazuju na

¢injenicu kako AgNP stvaraju vece i manje agregate kada se nadu okruzene raznim solima
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prisutnima u morskoj vodi. Posljedi¢no, iz navedenog se moze zakljuciti kako su u okolisu
ispitivanog organizma (jezinca ili dagnje) prisutne Cestice vecih i manjih (nano) dimenzija.
Naime, Mukherjee i sur. (2012) upravo su uz pomo¢ DLS tehnike i zeta potencijala mogli
objasniti sekundarnu toksi¢nost AgNP nakon njihove interakcije s hranjivim tvarima iz
medija. Osim toga, DLS tehnikom ustanovljeno je kako manje nakupine nanocestica ostaju
prisutne u filtriranoj morskoj vodi za vrijeme cijelog izvodenja eksperimenta. Naime, DLS
tehnikom otkriveno je kako 60 nm-AgNP (LMNB) metodom redukcije s natrijevim citratom
nisu dale monodisperznu suspenziju Cestica jednakih veli¢ina. Indeks polidisperznosti ove
suspenzije iznosio je 0.42 + 0.2, §to ukazuje na prisutnost Cestica razlicitih veli¢ina. U
filtriranoj morskoj vodi primijecene su dvije nakupine Cestica i to veli¢ine od 70 — 150 nm te
veéi aglomerati veli¢ine izmedu 350 — 550 nm. Buffet i sur (2013) primijetili su uz pomo¢
DLS-a isto tako brzu aglomeraciju AgNP veli¢ine 20 i 40 nm do ¢ak 400 nm u trenutku
doticaja s medijem visokog saliniteta. Aglomeracija nanocestica u vodenom stupcu moze biti
vazan ¢imbenik u njihovoj interakciji s organizmima, pri ¢emu je moguée kako ¢e vece
nakupine organizam lakSe preuzeti nego pojedina¢ne nanocestice, kao §to je to bio slucaj kod
AgNP koje su se nakupljale u Skrgama dagnji (Ward 1 Kach, 2009). Nadalje, Bruneau 1 sur.
(2016) su u svojem istrazivanju pokazali kako AgNP iz otpadnih voda jesu biodostupne bez

obzira na stvorene agregate te posljedi¢no izazivaju razne upalne procese U riba.

Analizom pomocu ICP-MS otkriveno je kako AgNP otpustaju vrlo mali postotak iona
sa svoje povrsine bududi je isti iznosio svega 2.7 — 6.8% za 60 nm-AgNP (LMNB). Stoga se
moze zanemariti doprinos iona Ag* u suspenziji AgNP prilikom ispitivanja njihovog moguée
toksi¢nog ucinka na organizme. ICP-MS analizom suspenzija AgNP razli¢itih veli¢ina u
filtriranoj morskoj vodi primijeceno je kako manje Cestice (10 i 20 nm) brze otpustaju ione
Ag® sa svoje povrSine u usporedbi s onima veéih dimenzija (40 i 60 nm), $to je bilo za
ocekivati buduci se veci postotak atoma nalazi na njihovoj povrSini te se stoga nanocestice
mogu brze oksidativno otapati u mediju s visokom koncentracijom soli poput morske vode.
Nadalje, AgNP veli¢ine 100 nm najsporije otpustaju srebrne ione sa svoje povrsine. Potrebno
je spomenuti kako je usporedbnom 60 nm-AgNP (LMNB) s kupovnom suspenzijom AgNP

iste veli¢ine izmjeren sli¢an postotak otpustanja iona Ag*™ s povrSine nanocestica s vremenom.

Uz pomo¢ transmisijske elektronske mikroskopije utvrdeno je kako su AgNP (LMNB)
bile dobro definiranih ostrijih rubova dok su one kupovne iste veliine bile vise sfericnog

oblika. Kada se usporedi njihov utjecaj na embrionalni razvoj jeZinaca dolazi se do zakljucka
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da su 60 nm-AgNP (LMNB) pokazale veéu toksi¢nost, odnosno imale su ja¢i negativan
utjecaj na embrionalni razvoj jezinaca u usporedbi s kupovnim 60 nm-AgNP, sto je vjerojatno
posljedica ostrih rubova koji su uoceni na AgNP (LMNB). George i sur. (2012) ispitali su
upravo utjecaj razli¢itih oblika AgNP na stani¢noj liniji RT-W1 Kkalifornijske pastrve
oblik AgNP u usporedbi s ostala dva ispitana nano-oblika: sfere i cjev¢ica. Takav ucinak nije
se mogao objasniti mehanizmom otpustanja iona Ag* te njihovom biodostupno$¢u ispitivanim
stanicama, ve¢ je ustanovljeno kako je potreban izravni kontakt srebrnih ,,nanoploc¢ica® sa
staniénom membranom stanica linije RT-W1, nakon ¢ega dolazi do naruSavanja njezine
primarne strukture. Transmisijskom elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da srebrne
,nanoploc¢ice” na svojoj povrsini posjeduju veliki broj kristalnih anomalija (pogreSaka u
strukturi slaganja te tockastih anomalija, engl. stacking faults and point defects). Dakle, osim
veli¢ine AgNP, i oblik je od velike vaZnosti jer i o njemu moZe ovisiti toksi¢nost U

ispitivanom organizmu.

6.2. Utjecaj srebrnih nanocestica na embrionalni razvoj jeZinaca

Istrazivanja koja se bave proucavanjem embrionalnog razvoja jezinaca pogodna su za
ispitivanje ucinka nanocCestica zbog toga $to u usporedbi s odraslim jedinkama zahtjevaju
manji volumen eksperimenta (ispitivanog medija), samim time i manji volumen ispitivane
tvari, relativno su jednostavna za izvodenje, a rezultati ukazuju na moguci negativan ucinak
na odrasle organizme (Ringwood i sur., 2010). Jezinac P. lividus najée$ca je vrsta koja se
koristi kao modelni organizam prilikom ispitivanja utjecaja raznih okolisnih zagadivala u
brzom i jednostavnom testu embrionalnog razvoja jezinaca (test SUEDT). Naime, ova vrsta
jezinca je vrlo rasprostranjena u Sredozemlju, nastanjuje obalno podrudje te se jedinke mogu
lako sakupiti, a rani embrionalni razvojni stadiji jasno su uoc¢ljivi pod mikroskopom (Pinna i
sur., 2006; Kanold i sur., 2016; Magesky i sur., 2016). Osim toga, odrasle jedinke otpustaju
gamete u okoli§, stoga njihove gamete, embriji 1 larve postaju meta raznih okoliSnih
zagadivala pa tako i nanocCestica (Siller 1 sur., 2013; Gambardella i sur., 2015; Mesari¢ i sur.,
2015). Druga vrsta, koja isto tako obitava u obalnom podrucju i Cesti je stanovnik
Sredozemnoga mora, jest crni, hridinasti jezinac A. lixula. Medutim, ova vrsta Zivi u izrazito

¢istome moru te ve¢ minimalno zagadenje morske vode, posebice nanocesticama, uzrokuje
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njezino nestajanje (Maisano 1 sur., 2015; Cappello 1 sur., 2017). Treca vrsta, koja je koriStena
za ispitivanje utjecaja AgNP u ovoj doktorskoj disertaciji, jest jezinac S. granularis koji
nastanjuje dubine ispod 20 m te je za njegovo uzorkovanje potreban ronioc. Gonade ovih triju
spomenutih vrsta jezinaca ve¢ se dugi niz godina primjenjuju u gastronomiji gdje se njihove
pretezito zenske gonade koriste kao vrhunski specijaliteti (Wangensteen i sur., 2013).
Neovisno o0 prethodno spomenutim cinjenicama o pribavljanju jeZinaca te njihovog
nasumic¢nog odabira, §to u danasnjim istraZzivanjima najcesce jest slucaj, potrebno je pronaci
onu vrstu koja je najosjetljivija za pojedinu ispitivanu tvar, u ovome slucaju AgNP, te
ispitivanja izvoditi upravo na toj vrsti, kako bi ostale vrste bile zaSticene. Naime, rezultati ove
doktorske disertacije ukazuju na cCinjenicu kako su neke vrste jeZinaca osjetljivije na
djelovanje srebrnih nanocCestica te da pri tome znacajnu ulogu ima stupanj razvoja embrija u
trenutku doticaja s njima. Naime, crni jezinac A. lixula pokazao se najosjetljivijom vrstom
tijekom ispitivanja u¢inka AgNP na njegov embrionalni razvoj. Nakon njega, uslijedila je
vrsta S. granularis te P. lividus, kao najmanje osjetljiva vrsta jezinca. Stoga bi bilo pozeljno u
buduéim istrazivanjima toksi¢nosti nanocestica u okoliSu umjesto vrste P. lividus Koristiti
vrstu A. lixula. Moguce je da je vrsta A. lixula osjetljivija na puno veéi broj okolisnih
zagadivala u usporedbi s P. lividus. Naime, A. lixula je jezinac koji posjeduje puno tvrdi i
kompleksniji kostur u usporedbi s vrstom P. lividus. Moguce je da je upravo potreba za
sintezom jaceg kostura u procesu biomineralizacije larvi razlog veée osjetljivosti jezinca A.
lixula naspram vrste P. lividus. Naime, Martino i sur. (2017) veéu osjetljivost na gadolinij
(Gd) vrste A. lixula naspram vrsti P. lividus pripisali su upravo procesima stvaranja
kompleksnijeg i tvrdeg kostura u vrsti 4. /ixula. Oni su u svojem istrazivanju objasnili kako b1
osjetljivost na Gd mogla odrazavati razlike u koncentraciji kalcita pohranjenog u kosturu
jezinca koji proizvodi kompleksniji kostur (npr. A. lixula) u usporedbi s jeZincima koji
stvaraju jednostavniji kostur s nizom koncentracijom kalcita (poput vrste P. lividus). Dakle,
moguce je da su jezinci koji proizvode vise kalcita ja¢e pogodene nekim zagadivalom (Gd,
AgNP) koje ometa unos iona Ca** u organizam. Suprotno tim rezultatima, Carballeira i sur.
(2012b) otkrili su priblizno jednaku osjetljivost jezinaca A. lixula i P.lividus na seriju
ispitivanih antibiotika (amoksicilin, ampicilin, oksitetraciklin, streptomicin) i dezinficijensa
(natrijev hipoklorit i formaldehid). Razlika u osjetljivost medu vrstama na razli¢ita okolisna

zagadivala iziskuje vrlo paZzljiv odabir odredene vrste za tvar €ija se toksi¢nost Zeli ispitati.
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Usporedno ispitivanje u¢inka AgNP na tri vrste jeZinaca do danas nije istraZeno.
Upravo iz tog razloga u ovome su radu embriji jezinaca izlozeni AgNP, i to u niskoj, po
okoli§ relevantnoj koncentraciji. Naime, ve¢ je prethodno dokazano kako su coelomocitne
stanice jezinaca, (fagociti limfociti sa zaStitnom ulogom u bodljikasa), vrlo osjetljive na
fizioloske perturbacije u unutra$njoj sredini, stoga se ocekivao brzi stani¢ni odgovor nakon
izlaganja metalnim nanodesticama (Falugi i sur., 2012). Stovise, fagocitne stanice bodljikasa
vrlo su uc¢inkovite u identifikaciji 1 hvatanju stranih stanica i njihovih ostataka koji slobodno
plutaju unutar coelomocitne tekuéine (Supljine) i to ¢ak pri temepraturi blizu 0 °C, kao $to su
dokazali Borges i sur. (2002) na antarktickom jeZincu Sterechinus neumayeri. Stoga je bilo za
pretpostaviti da ¢e neprekidni stani¢ni odgovor usmjeren na AgNP u jezinaca A. lixula, P.
lividus i S. granularis, ugroziti imunoloski sustav larvi te posljedi¢no naruSiti homeostazu
organizma. U ovome je radu odgovor jezinaca ovisio je o primijenjenoj koncentraciji AgNP.
Naime, viSe primijenjene koncentracije uzrokovale su kompletan zastoj u embrionalnome
razvoju jezinaca. Slican odgovor na izlozenost AgNP otkrili su Mano i sur. (2013) dokazavsi,
na embrionalnome razvoju jezinca P. lividus, vrlo jaki negativan uéinak AgNP koji se
ocitovao u nemogucénosti izloZzenih embrija da dosegnu stadij potpuno razvijene larve nakon
48 h. Zigote jezinca A. lixula izlozene koncentraciji 60 nm-AgNP od 50 pg 17t i visoj,
neovisno o trenutku u kojem su bile izlozene, pokazale su znacajan zastoj u embrionalnome
razvoja. Naime, prvi ucinci koji se javljuju prije bilo kakvog letalnog ucinka jesu subletalni
ucinci (Cesto reverzibilni), nakon Cega slijedi tzv. "tocka bez povratka™ (engl. ,,point-of-no-
return"), stani¢na smrt 1 kona¢no autoliti¢ke promjene 1 razgradnja (nekroza) (Kromer 1 sur.,
2009). Kao $to je ve¢ poznato, srebro stupa u interakciju s fosfolipidnim dvoslojem §to moze
poremetiti transmembranski elektrokemijski gradijent iona Na* i K*, $to pak u konac¢nici
dovodi do kolapsa potencijala stani¢cne membrane i moguénosti gubljenja njezinog integriteta
(Lapresta-Fernéndez i sur., 2012). Ovo moze biti objasnjenje velikog postotka nerazvijenih
embrija Cija je unutrasnjost bila nabubrena, a uo€ljivi su bili i povecéani svijetli vezikuli unutar
citoplazme. Subletalne ucinke (letargiju, otekline i nepokretljivost) primijetili su i Magesky i
sur. (2016) na juvenilim larvama i postlarvama jezinca Strongylocentrotus droebachiensis,
nakon izlozenosti AgNP oblozenim poli-alilaminom (PAAmM-AgNP). Upotrebom TEM-a
primijec¢ene su nakupine PAAm-AgNP u coelomocitnim sinusima (engl. coelomic sinuses,
dijelu imunoloskog sustava jezinca), dok su metamorfne larve ve¢ imale nanocestice
rasprostranjene u razli¢itim tkivima unutar blastocela. Nadalje, u larvama S. droebachiensis

zamijecena je pojava dviju vrsta stanica kao posljedica izlozenosti PAAm-AgNP koje ukazuju
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na upalni mehanizam induciran srebrom. To su bile okrugle crvene stanice 1 nateCene zelene
stanice. Okrugle crvene stanice zamijecene su uokolo nakupine nanocestica, a sudjeluju u
lijeCenju rana u odraslih jezinaca (Tajima i sur., 2007). Upravo su takve strukture uocene i
nakon tretmana embrija jeZinaca u ovome radu. Naime, embriji i larve vrste A. lixula bili su
crvene boje, vrlo vjerojatno zbog povecanja brojnosti crvenih stanica, dok su u netretiranim
larvama crvene stanice bile ravnomjerno rasporedene i puno rijede. U vrsti P. lividus crvene
stanice su takoder zamijeCene u tretiranim i netratiranim larvama, medutim njihova
zastupljenost bila je puno niza nego li u vrste A. lixula, stoga nije zamijeeno povecanje u
usporedbi s netretiranim larvama. Medutim, u larvama vrste P. lividus nakon tretmana sa
AgNP primijeéeno je bubrenje larvi. OteCena podrucja, okruzena sjajnom membranom, koja
sadrze crvene granule i stanice koje titraju (engl. vibratile-like cells) opisali su Gilles i Pearse,
1985. godine u odraslim jedinkama jezinca S. purpuratus te im pripisali zastitnu ulogu u
oc¢uvanju homeostaze organizma. Nadalje, moZe se pretpostaviti kako ¢e se isti stani¢ni
obrambeni mehanizmi kao odgovor na AgNP koji se javljaju u ranim razvojnim stadijima
larvi pojaviti i u odraslim jedinkama jezinaca. Naime, Magesky i sur. (2016) primijetili su
pojavu crvenih stanicama u pre-juvenilnom stadiju razvoja larvi (do 3 mjeseca od razvoja
larvi) kao odgovor na AgNP, dok su u post-larvalnim stadijima iste jedva uo¢ene kao odgovor
na AgNP. Medutim, kako se razvoj nastavlja okrugle, crvene stanice pocinju se ponovno

pojavljivati u post-metamorfnim stadijima razvoja jeZinca.

Nadalje, u ovome je radu ispitan utjecaj vremena kada su embriji jeZinaca prvi puta
dosli u doticaj s nanocesticama. Odnosno, Kkoji je trenutak embrionalnoh razvoja jezinaca
Odabrana vremena doziranja nanocestica prethodno su utvrdena za svaku vrstu jeZinca u
preliminarnom eksperimentu u kojemu su bez tretmana sa zagadivalom ustanovljeni kriti¢ni
stadiji razvoja (opisani u poglavlju 4.4.4. Materijala i Metoda). NajizraZeniji negativan u¢inak
na embrionalni razvoj vrste A. lixula javio se nakon tretmana sa AgNP 24 h nakon oplodnje, u
fazi kasne gastrule kada je zapazeno svega 22% normalno razvijenih larvi. Naime, u svim
ostalim vremenima dodavanja AgNP zamijeceno je duplo vise normalno razvijenih larvi
razvoju jezinca A. lixula u okolisu u kojem su prisutne AgNP. Naime, upravo u stadiju
gastrule intenzivno se razvija gastrointestinalni sustav, koji bi mogao predstavljati glavni

kanal ulaska nanocestica u organizam. S druge strane, rezultati su bili drugaciji u jezinaca P.
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30 min nakon oplodnje. Nadalje, usporedbom rezultata tretiranja sa AgNP 30 min nakon
oplodnje spomenutih dviju vrsta jezinaca dolazi se do zakljucka kako je vrsta P. lividus manje
osjetljiva na AgNP u usporedbi s vrstom S. granularis, sto govori u prilog selektivne
propusnosti i jace zaStitne uloge fertilizacijske membrane jedne vrste u odnosu na drugu
(Hamdoun i sur., 2004). Zastitna uloga fertilizacijske mebrane primijecena je u jo§ jednome
istrazivanju u ovome radu. Naime, tretman embrija jeZinaca s ionima Ag* 30 min i 2 h nakon
oplodnje dao je razliCite rezultate. U oba ispitivana vremena tretiranja embrija ve¢ najnize
koncentracije iona izazvale su porast broja zaostalih larvi, medutim tretman s ionima
dodanima 30 min nakon oplodnje nije uzrokovalo potpuni zastoj embrionalnog razvoja
jezinca u usporedbi s tretmanom od 2 h nakon oplodnje, kada dolazi do potpune blokade
embrionalnog razvoja. Naime, u ovome slu¢aju broj zaostalih larvi u tretmanu s ionima Ag*
od 2 h nakon oplodnje bio je dva puta veéi u usporedbi s tretmanom od 30 min nakon
oplodnje. Spomenuti rezultati ne mogu se objasniti samo zastitnom ulogom fertilizacijske
membrane bududi je ona prisutna sve do ~12 sati nakon oplodnje, tj. do stadija kasne blastule.
Ve¢ je prethodno spomenuto (u Uvodnome dijelu, poglavlje 1.3.) kako je vrijeme od 2 h
nakon oplodnje narocito osjetljivo u embrionalnom razvoju jezinaca zbog intenzivne diobe te
prve diferencijacije stanica. Osim toga, 2 h nakon oplodnje embrij jeZinca nalazi se u stadiju
od nekoliko stanica po embriju (od 4 — 16 stanica po embriju), za koje je moguce pretpostaviti
da mogu inducirati programiranu stani¢nu smrt — apoptozu. Upravo su to primijetili Vega i
Epel (2004) prate¢i embrionalni razvoj jezinca vrste S. purpuratus, nakon izlaganja embrija
raznim kemikalijama (emetinu, inhibitoru sinteze proteini i etopozidu, inhibitoru
topoizomeraze Il). Da je razvojni stadij vaZan za toksic¢ni u¢inak AgNP utvrdeno je i u nekim
drugim organizmima. Tako su Tyne i sur. (2015) dosli do zakljucka kako stupanj toksi¢nosti 8
nm-AgNP u oblicu Caenorhabditis elegans ovisi 0 razvojnom stadiju embrija koji je prvotno
izlozen nanoCesticama. Naime, razvoj obli¢ca bio je najmanje osjetljiv ukoliko su AgNP
dodane 7 — 9 dana nakon izlijeganja larvi. Rezultati istraZzivanja Nergaard Serensen i Baun
(2015) pokazali su da je ishod testiranja toksi¢nosti AgNP na slatkovodnoj zelenoj algi
Pseudokirchneriella subcapitata bio pod utjecajem ne samo vremena trajanja eksperimenta,
vec 1 trenutka kada su AgNP dodane u ispitivani medij. Znanstvenici su zatim predlozili kako
se upravo vrijeme kada organizam dode u doticaj sa zagadivalom mora uzeti u obzir prilikom

razvijanja protokola za testiranje ekotoksicnosti raznih nanocestica.
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Do danas jo$ uvijek nije utvrdeno moze li se toksi¢nost AgNP pripisati otpuStanju
iona Ag* s njihove povrsine ili je mehanizam njihove toksi¢nosti u potpunosti razli¢it od
djelovanja srebrnih iona. Naime, u rezultatima testa SUEDT u ovome radu pokazano je da je
ionski oblik srebra djelomi¢no odgovoran za toksi¢nost AgNP na embrionalnom razvoju
jezinaca. Medutim, nije jasno koliki uc¢inak se moze pripisati djelovanju nano-oblika srebra, a
koji pripada u¢inku iona Ag*. Naime, ICP-MS analizom ustanovljeno da s vremenom (kroz
48 h) dolazi do tek neznatnog povecanja postotka iona Ag* u suspenziji AgNP (Slika 19). Do
istog su zakljucka dosli i Borges i sur. 2002. godine pri ispitivanju u¢inka AgNP na jeZincu S.
neumayeri. Naime, znanstvenici su u spomenutom sitrazivanju zakljucili da se svega 10%
ukupne mase AgNP u konaénici (isto tako nakon 48 h) nalazi u ionskom obliku. Sto zna¢i da
pri jednakoj koli¢ini (koncentraciji) ionskog srebra ili srebrnih nanocestica, uzorak koji sadrzi
nanocestice, sadrzi barem 10 puta manje iona nego uzorak koji se sastoji samo od iona.
Medutim, neovisno o znacajno nizoj koncentraciji iona u suspenziji nanocestica u suporedbi s
otopinom srebrnih iona, postavlja se pitanje je 1i i u kojoj mjeri toksi¢ni ucinak na
embrionalni razvoj jezinaca posljedica djelovanja nanocestica i/ili iona koji se otpustaju s
vremenom s njihove povrsine. U mnogobrojnim je istrazivanjima do danas ustanovljeno kako
AgNP posjeduju moguénost unosa u razne vodene organizme (posebice ribe: Perca fluviatilis,
D. rerio, O. mykiss, O. latipes) te u stanicama dolazi do otpuStanja iona Ag" nakon Cega
dolazi do pro-oksidativnih i pro-upalnih procesa (Lapresta-Fernandez i sur., 2012). Uz to,
poznato je kako se akutna toksi¢nost iona Ag* za morske beskraljeznjake ogleda u inhibiciji
Na", K* -ATPaze u epitelnim stanicama $krga te oSte¢enjima u regulaciji vode i iona na
stani¢noj razini (Bianchini i sur., 2005). Iz navedenih primjera moze se zakljuciti da bi ioni
srebra mogli u znacajnoj mjeri doprinjeti toksi¢nom ucinku samih nanocestica. No, u ovom
radu pokazalo se da su AgNP toksi¢nije na embrije jezinca u usporedbi s jednakom koli¢inom
iona Ag*. Do sli¢nih su rezultata dosli i Siller i sur. (2013) kada su usporedili toksi¢nost iona
Ag® i AgNP te ustanovili da ja¢i negativan u¢inak na embrionalni razvoj jezinca imaju AgNP.
Ringwood 1 sur. (2010) isto tako zamijetili su Stetan u¢inak AgNP na embrionalnom razvoju
kamenice Crasosstrea virginica, iako toksi¢nost nisu pripisali iskljuc¢ivo AgNP ve¢ i ionima
Ag". Ivask i sur. (2014) veéu toksi¢nost 10 nm-AgNP u usporedbi s ionima Ag* na stanicama
bakterije E. coli pripisali su vecoj biodostupnosti i lak$oj internalizaciji nanocestica u
usporedbi s ionima srebra. Nadalje, AgNP obloZene glukozom pokazale su isto tako visu
embriotoksi¢nost na jezincu P. lividus u usporedbi s ionima Ag" (Mano i sur., 2013). Naime,

znanstvenici su u ovom istrazivanju utvrdili kako su AgNP oblozene glukozom najprikladnije
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pri ispitivanju toksi¢nog ucinka istih na vodenim organizmima buduc¢i da su citratom-
oblozene AgNP nestabilne i pri viSoj koncentraciji soli u okolnome mediju dolazi do njihovg
otapanja i otpustanja iona Ag*. Dakle, potrebno je voditi raéuna u kojoj mjeri omota¢, dodan
na povrsinu nanocestic,a djeluje na organizam buduci da on prvi stupa u kontakt s jedinkom.
Suprotno prethodno spomenutim istrazivanjima, Magesky i Pelletier (2015) dokazali su veci
toksi¢ni ucinak iona Ag* naspram PAAmM-AgNP na ranom razvojnom stadiju jeZinca S.
droebachiensis i to pripisali odumiranju stanica (nekrozi) do koje dolazi uslijed izlozenosti

ionima, ali ne i nanocCesticama.

Nanotehnologija se temelji na svojstvima Cestica koja ovise o njihovoj veli¢ini u
rasponu od 1 do 100 nm. Medutim, odnos izmedu veli¢ine ¢estica i bioloskih ucinaka jos
uvijek nije u potpunosti jasan. U nekoliko je istrazivanja do danas ve¢ uoceno kako veli¢ina
nanocestica predstavlja jo§ jedan ¢imbenik koji moze znacajno utjecati na njihov bioloski
uc¢inak. Prilikom ispitivanja u¢inka AgNP razli¢itih veli¢ina na embrionalni razvoj jeZzinaca
odabrane su dvije vrste jezinca A. lixula i P. lividus, budu¢i se u prethodnim eksperimentima
ovog rada vrsta A. lixula pokazala najosjetljivijom dok je jezinac P. lividus bio najmanje
osjetljiv na u¢inak AgNP. Nadalje, odabrano je vrijeme tretmana s nanocesticama od 2 h
nakon oplodnje kada je, kako je ve¢ prethodno ustanovljeno, embrij jezinca vrlo osjetljiv i
nalazi se u intenzivnoj diobi od 4 — 8 stanica po embriju. Nakon tretiranja zigote jezinca sa
AgNP razlic¢itih veli¢ina utvrdeno je da su Cestice manjeg promjera (10 i 20 nm) toksi¢nije od
onih veéih dimenzija (40, 60 i 100 nm). Naime, broj embrija s kompletnim zastojem u razvoju
bio je obrnuto proporcionalan promjeru Cestica. Do sli¢nog zakljucka dosli su Fujiwara i sur.
(2008) i Passagne i sur. (2012). Naime, oni su otkrili kako je u¢inak SiO2-NP na bioti (algi
Chlorella kessleri i ljudskoj stani¢noj liniji bubrega) ovisan o veli¢ini nanocestica. Pritom su
promjera (78 i 100 nm SiO2 NP). Naime, nanocestice veéih dimenzija inducirale su povecanje
aktivnosti antioksidativnih enzima (CAT, GST) zbog ¢ega je moguce da su rezultirale
manjom toksi¢nos¢u (Passagne i sur., 2012). U istrazivanjima ovog rada AgNP veli¢ine 60 i
100 nm nisu izazvale kompletan zastoj u embrionalnome razvoju niti pri najvisim ispitivanim
koncentracijama, mozda upravo zbog povecanja aktivnosti antioksidacijskih enzima kako su
ustanovili Passagne i sur. (2012). Osim toga, vece AgNP sporije otpustaju ione sa svoje
povrsine u usporedbi s onima manjih dimenzija, §to moZe imati vaznu ulogu pri odredivanju

ukupne toksi¢nosti na ispitivani organizam (Van Aerle i sur., 2013). Nadalje, AgNP
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aglomeriraju u trenutku kada se nadu u mediju visoke ionske jakosti, pri cemu AgNP od 60 i
100 nm stvaraju puno vece nakupine od onih manjih dimenzija, buduéi su same veceg
promjera; stoga je moguce da je unos u embrij jezinca otezan ili u potpunosti onemogucen.
Jos jedan razlog slabije toksi¢nosti AgNP vecih dimenzija moze biti ¢injenica da ih embriji
mogu odstraniti iz organizma mehanizmom olakSanog transporta vecih agregata iz stanica,
poput primjerice proteina transportera za izbacivanje stranih tvari iz stanice (engl. multi
xenobiotic resistance proteins, proteini-MXR ili transporteri ABC). Naime, ve¢ je prethodno
ustanovljeno kako bi jedan od potencijalnih nacina djelovanja nanocestica na organizme
moglo biti njihovo vezanje na proteine stani¢éne membrane koji su odgovoreni za izbacivanje
ksenobiotika iz stanica (Pinsino i sur., 2015). Ovakvi rezultati u skladu su i s rezultatima Choi
i sur. (2015) koji su otkrili kako se AgQNP manjih promjera (50 nm) dulje vrijeme zadrzavaju u
tijelu endemicke jezerske musice Glyptotendipes tokunagai, dok su Cestice vecih dimenzija
(100 1 150 nm) bile unesene i izbaCene iz organizma relativno brzo. Sli¢no tome, Jimeno-
Romero i sur. (2017b) dokazali su mikroanalizom X-zrakama kako se AuNP veli¢ine 5 nm
nakupljaju u endolizosomima probavne zlijezde dagnje M. galloprovicialis u vecoj koli¢ini u
usporedbi s 40 nm-AuNP. Ovisnost u¢inka citratom oblozenih AgNP o primjenjenoj veli¢ini
(10, 20, 40, 60 i 80 nm) primijetili su i Ivask i sur. (2014) i to na razli¢itim
organizmima/stanicama koje se Cesto koriste u toksikoloskim ispitivanjima (bakteriji, kvascu 1
algi te stanicama rakova in vitro). U spomenutom je istrazivanju otkriveno kako su 10 nm-
AgNP lakse stupale u kontakt sa stanicama bakterije E. coli, Sto je rezultiralo viSom
unutarstanicnom bioraspolozivosti srebra u usporedbi s ¢esticama vecih dimenzija. Farkat 1
sur. (2011) otkrili su kako se manje AgNP (10 — 40 nm) omotane PVP-om lakse prenose
izmedu pojedinih stani¢nih slojeva Skrga kalifornijske pastrve O. mykiss u usporedbi s nesto
ve¢cim AgNP (~100 nm). Nadalje, u istrazivanjima Jimeno-Romera i sur. (2017a) te
ucinak AgNP manjih veli¢ina, kao i u testu SUEDT ovoga rada. Usporedbom rezultata ovoga
rada s rezultatima studije Sillera i sur. (2013) moZe se potvrditi reproducibilnost testa SUEDT
na vrsti P. lividus. Naime, u spomenutom istrazivanju ustanovljeno je da citratom oblozene
AgNP velic¢ine 5 — 35 nm uzrokuju zaostatak u razvoju, asimetriju u tijelu, krace ,,ruke te
promjene u kretanju larvi pri koncentraciji od ~300 pg I AgNP. Ti su rezultati vrlo sli¢ni
onima dobivenima nakon izlaganja zigota istog jezinca 2 h nakon oplodnje koncentraciji od
500 pg It komercijalnim citratom oblozenim AgNP veli¢ine 10, 20 i 40 nm. Nadalje,

koncentracija od 50 pg I* 10, 20 i 40 nm-AgNP nije uzrokovala nikakvu promjenu u
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embrionalnome razvoju jezinca §to je u skladu s rezultatima Sillera i sur. (2013) za 30 pg It 5

— 35 nm-AgNP.

Jednom kada dospiju u morski okoli§ AgNP mogu stupiti u interakciju, ne samo sa
zigotom, ve¢ i S gametama koje jeZinci ispusStaju u vodeni okoli§. Upravo iz tog razloga
ispitan je u¢inak AgNP na spermu jeZinca, pri ¢emu je istraZzena uspjeSnost oplodnje sperme
tretirane s razli¢itim veliCinama AgNP te kvaliteta potomstva. Rezultati ovih istrazivanja
pokazali su kako AgNP, neovisno o veli¢ini, ne djeluju negativno na uspjesnost oplodnje
jajnih stanica spermom tretiranom 1 h sa AgNP u jezincima A. lixula i P. lividus. Isti rezultat
dobili su Gambardella i sur. (2015a) nakon izlaganja sperme jezinca P. lividus 1 — 10 nm-
AgNP. Nadalje, Mano i sur. (2013) primijetili su da dodavanje AgNP u medij s gametama
istog jezinca ne ometa uspjesnost oplodnje, medutim posljedi¢no ipak dolazi do perturbacija
prilikom nastajanja fertilizacijske membrane i asimetri¢éne diobe embrija, a U manjoj mjeri i
do izostanka diobe. Suprotno ovim rezultatima, ugljikove nanocestice (nanocestice grafenova
oksida i crnog ugljika), zbog fizi¢ke interakcije izmedu ugljikovog nanomaterijala i sperme,
znatno su smanjile uspjesnost oplodnje tretirane sperme u jezinca P. lividus (Mesari€ i sur.,
2015). Nadalje, u istrazivanjima ove disertacije utvrdeno je da tretman sperme jeZinaca S
ionima Ag" uzrokuje 100% neuspjelu oplodnju, $to ukazuje na vecu toksi¢nost jednake
koncentracije srebrnih iona naspram AgNP. To se moglo pretpostaviti buduéi je u suspenziji
AgNP prisutna 10 puta manja koncentracija iona Ag* u usporedbi s koncentracijom iona Ag*
u otopini AgNOs. Ukoliko su srebrni ioni odgovorni za toksi¢nost AgNP, kao $to to jest
moguée u ovome sluéaju, nije iznenadujuéi rezultat da koncentracija od 500 i 1000 pg It
AgNP ne pokazuje toksi¢nost, dok je toksi¢nost znacajna pri istoj koncentraciji otopine
srebrnih iona. Suprotno tome, pri nizim koncentracijama iona Ag* od 1 i 10 ug I uogena je

uspjesna oplodnja kod obje vrste jeZinacai uspjeSno dosezanje pluteus faze nakon 48 h.

Sljede¢i parametar koji se koristio kako bi se ispitao uc¢inak AgNP bila je kvaliteta
potomstva nakon tretiranja sperme jezinca. Nakon tretmana sperme jezinca A. lixula s 10
nm-AgNP nije doslo do promjene u kvaliteti razvijenih larvi, dok je to ipak bio slucaj sa svim
ostalim ispitivanim veli¢inama Cestica. Moguce je da nize koncentracije 10 nm-AgNP (od 1 —
100 pg 1) nisu bile prenesene putem sperme u jajnu stanicu ili pak jajna stanica, odnosno
zigota, posjeduje mehanizam obrane od istih (primjerice egzocitozom, ili prijenosom uz
pomo¢ proteina transportera). Nadalje, prilikom ispitivanja u¢inka visih koncentracija 10 nm-

AgNP (500 i 1000 pg I'Y) moguce je da je doslo do njihove aglomeracije te su se u okolini
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sperme nalazile Cestice vecih promjera koje su djelovale na slican nacin kao i one vecih
dimenzija (od 20 — 100 nm). Moguce je da su takve Cestice bile uspjeSno prenesene u jajnu
stanicu putem sperme te ispoljile svoj negativan ucinak na daljnji embrionalni razvoj.
Rezultati dobiveni na najvisim koncentracijama, neovisno o veli¢ini AgNP, bili su vrlo sli¢ni.
Moguce je da se nanocCestice vezu na ili ulaze u spermije 1 ne ometaju njihov ulaz u jajne
stanice (kao $to je utvrdeno u prethodnom testu, ne utjecu na uspjesnost oplodnje), ali kasnije
se nalaze unutar zigote te ometaju daljnji razvoj embrija i smanjuju uspjesnost dosezanja
stadija larvi nakon 48 h. Dakle, AgNP neovisno o veli¢ini, pokazale su se umjereno toksi¢cnma
na spermu jezinca A. lixula i to na nacin da ne utjeCu na uspjesnost oplodnje, ali posljedi¢no
dolazi do zastoja u razvoju larvi. Ova je pretpostavka u skladu s opazanjima Yoisungnern i
sur. (2017), koji su primijetili internalizaciju 40 nm-AgNP unutar spermatozoida misa nakon
Cega je uslijedila smanjena sposobnost oplodnje te nizi postotak normalno razvijenih embrija.
Suprotno ovim rezultatima, nakon oplodnje jajnih stanica jezinca P. lividus sa spermijama
tretiranim sa AgNP, kvaliteta razvijenih larvi bila je jednaka netretiranom uzorku. Dakle,
tretman spermija jezinca P. lividus sa AgNP nije utjecao na uspjeSnost oplodnje, niti
posljedi¢no na kvalitetu razvoja larvi. To je jo$ jedan primjer razlike izmedu dviju odabranih
vrsta jezinaca gdje se vrsta A. lixula potvrdila osjetljivijom na utjecaj AgNP. Ipak, suprotno
rezultatima ovog rada, gdje AgNP nisu Stetno djelovale na razvoj larvi jezinca P. lividus,
Gambardella i sur. (2015a) otkrili su kako AgNP veli¢ine 1 — 10 nm S$tetno djeluju na razvoj
larvi jezinca P. lividus, nakon izlaganja muskih gameta u koncentracijskom rasponu AgNP od
0.1 — 1000 pg I'. Medutim, u spomenutom istraZivanju embriji su fiksirani u
paraformaldehidu nakon 24 i 72 h te je radena imunohistokemijska analiza (Western blot)
larvi, dakle nije raden test SUEDT u cijelosti sa zavr$nim stadijem brojanja larvi nakon 48 h.
Osim toga, larve su inkubirane na 18 °C, kroz 72 h, dok su u ovome radu embriji jezinaca P.
lividus inkubirani kroz 48 h na 20 °C. Moguce je da je kod spomenutog istraZivanja i niza
temperatura doprinijela slabijem razvoju larvi. Naime, tijekom brojnih preliminarnih
eksperimenata, provedenih u ovoj doktorskoj disertaciji, primijeceno je da je temperatura od
20 °C najpogodnija za embrionalni razvoj jezinaca A. lixula i P. lividus. U nekoliko
eksperimenata kada je doslo do slu¢ajnog pada temperature za svega nekoliko stupnjeva isti je
morao biti ponovljen jer kontrolni uzorci nisu bili uspjesni, odnosno netretirani embriji nisu
dosegli stadij larvinakon 48 h. Nadalje, tretman sperme jezinaca sa AgNP nije uzrokovao
promjenu u postotku nerazvijenih embrija. Iz navedenog se moze zakljuéiti kako tretman
sperme jezinaca sa AgNP ne blokira razvoj embrija, ve¢ je moguce da ga samo usporava te se
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nakon 48 h javlja odredeni postotak zaostalih larvi (a ne i nerazvijeni embriji). Te zaostale
larve mogle bi se mozda i razviti do stadija normalnih larvi ukoliko bi se produljio vrijeme
odvijanja eksperimenta. Naime, u tom sluc¢aju moglo bi se pratiti dolazi li do otklanjanja
Stetnog uc¢inka AgNP na larve kroz vrijeme dulje od 48 h. Takoder, moguce je 1 da embriji
posjeduju odredeni mehanizam izbacivanja AgNP postepeno s vremenom, nesSto poput

prethodno spomenutih proteina MXR.

U ovome radu ustanovljeno stetno djelovanje AgNP na embrionalni razvoj triju vrsta
jezinaca i pri tom je vrsta A. lixula pokazala najvecu osjetljivost. Upravo iz spomenutih
razloga, za istrazivanje citogeneti¢kog u¢inka AgNP odabran je jezinac A. lixula. Potrebno je
istaknuti kako je literatura na ovu temu dosta oskudna, posebice za vodene organizme.
Nekoliko studija pokazalo je citotoksi¢nost i genotoksi¢nost AgNP (AshaRani i sur., 2009;
Foldbjerg i sur., 2011; Asare i sur., 2012; Patlolla i sur., 2012; Li i sur., 2014), ali zakljucci 0
njihovoj sposobnosti izazivanja oksidacijskog stresa Cesto su proturje¢ni i vrlo rijetko se
odnose na kromosomske aberacije (Singh i sur., 2009). U ovome radu broj aberacija u stadiju
morule embrija jezinca bio je manji od 1 u netretiranom uzorku, §to se slaze s literaturom te
ujedno ukazuje na kvalitetu eksperimenta s obzirom da kontrola ne bi smjela sadrzavati
aberacije tijekom mitoti¢ke diobe (Oral i sur., 2010). Rezultati citogeneti¢ke analize pokazuju
kako AgNP ne uzrokuju znacajan postotak interfaznih embrija, odnosno ne blokiraju diobu
stanice. Najnizi postotak interfaznih embrija uocen je na tretmanu s 40 nm-AgNP i ove su se
nanocestice pokazale najmanje toksi¢nima na moruli jezinca. Klastogena i mutagena aktivnost
AgNP nije dokazana niti u drugim organizama, npr. u odraslim misevima (Li i sur., 2014). U
jo§ jednom primjeru U ovome radu, u citogenetickoj studiji u¢inka AgNP na embriju jeZinca,
potvrdena je veca toksi¢nost manjih nanocestica. Nadalje, prosje¢an broj mitoti¢kih dioba
po embriju nije se znacajno razlikovao od kontrole za sve veli¢ine 1 raspone koncentracija
AgNP. Rezultati ove disertacije pokazali su da je tretman s 10 nm-AgNP izazvao najveéi
porast postotka embrija s viSe od jednom aberacijom po embriju te su rezultati bili dosta
sli¢ni onima dobivenima s ionima Ag", iako je koncentracija srebrnih iona u suspenziji AgNP
bila puno niza nego li u uzorku u koji je dodana otopina AgNOs. Porastom veli¢ine ispitivanih
AgNP smanjivao se postotak embrija s ve¢im brojem aberacija. Stoga je moguce pretpostaviti
da veli¢ina AgNP utjeCe na razvoj embrija. Ovaj u¢inak mogao bi se objasniti vecom
koncentracijom 10 nm-AgNP u jednakom volumenu primijenjenih nanocestica te Veéim

brojem Cestica manje veli¢ine koje su u moguénosti otpustiti ve¢u koli¢inu iona Ag* u okolis,
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ali i unutar embrija. Dakle, i u ovome je slu¢aju potvrdena veca toksi¢nost i jac¢i negativan
ucinak AgNP manjih veli¢ina (10 nm) na moruli jezinca A. lixula. Huk i sur. (2014) dokazali
su na humanim epitelnim stanicama karcinoma pluca jaku citotoksi¢nost i genotoksi¢nost
AgNP veli¢ine 50 nm, koje su uzrokovale oSte¢enja DNA direktnim kontaktom s kromatinom
ili pak indirektno stvaranjem ROS-ova $to je zamijeCeno oksidacijom molekule DNA.
Nadalje, Asharani i sur. (2009) zamijetili su citotoksi¢nost i genotoksi¢nost AgNP (veli¢ine 6
— 20 nm) oblozenih Skrobom na humanoj stani¢noj liniji fibroblasti¢nih stanica pluca i
humanih glioblastoma stanica. Znanstvenici su to pripisali zaustavljanju u fazi G2 stani¢nog
ciklusa mitoze vjerojatno zbog popravka molekule DNA nakon tretmana sa AgNP.
Transmisijskom elektronskom mikroskopijom otkrivena je prisutnost AgNP unutar
mitohondrija i jezgre, $to direktno upucuje na njihovo ciljano djelovanje i toksi¢nost na
mitohondrije i oSte¢enja mitohondrijske molekule DNA. Predlozen je mogu¢i mehanizam
toksic¢nosti koji ukljucuje poremecaj u mitohondrijskom respiracijskom lancu uzrokovan od
strane AgNP koji nadalje dovodi do stvaranja ROS-ova, prekida sinteze ATP-a, $to pak u
konac¢nici moze dovesti do osteCenja molekule DNA. Osim toga, pretpostavlja se da je
oSte¢enje molekule DNA povecano talozenjem i interakcijom AgNP s DNA, $to dovodi do

zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G2 fazi mitoze, kako je ve¢ prethodno spomenuto.

Suprotno rezultatu dobivenom s razli¢itim veli¢inama AgNP, ioni Ag® izazvali su
smanjenje broja mitoza po embriju proporcionalno poviSenju koncentracije. Srebrni ioni
pokazali su znatno veéi broj aberacija po embriju u usporedbi sa AgNP. Miura i Shinohara
(2009) otkrili su takoder nizu citotoksi¢nost 5 i 10 nm-AgNP u stani¢noj liniji HelLa u
usporedbi s ionima Ag* (ICso AgNP = 80 ug 1 vs ICso Ag* = 12 pg 1), Nadalje, omjer
metafaze i anafaze u stanicama embrija jeZinca tretiranim sa AgNP i ionima Ag* bio je nizi
nego u kontrolnom uzorku. Stoga se moze zakljuditi kako AgNP i ioni Ag™ ne uzrokuju veci
postotak metafaze u usporedbi s kontrolom, odnosno ne uzrokuju zastoj embrija u stadiju
metafaze te nemaju izrazenu toksi¢nost za diobeno vreteno. Dobiveni rezultati ukazuju na
Cinjenicu kako ioni Ag" uzrokuju stvaranje rasprSenih kromosoma, acentri¢nih i viSestrukih
fragmenata, dok AgNP uzrokuju stvaranje rasprSenih kromosoma, acentri¢nih fragmenata i
anafaznih mostova u stanicama embrija jeZinca A. lixula. U jo§ jednome primjeru potvrden je
razli¢iti uéinak AgNP i iona Ag" na embrionalnome razvoju jeZinca. Stvaranje anafaznih
mostova, ali 1 zaostalih kromosoma, nakon tretmana sa AgNP primijetili su i Daphedar i

Taranath (2017) u meristemskim stanicama korijena biljke Drimia indica. Rezultati
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istrazivanja Chae i sur. (2009) na ribici O. latipes (engl. Japanese medaka) potvrdili su kako
AgNP i ioni Ag* imaju razli¢iti mehanizam djelovanja. Naime, u spomenutom istraZivanju
AgNP su uzrokovale citotoksi¢nost, ostecenje molekule DNA, pokazale su se kancerogenima
za jetru ribe, uzrokovale su oksidacijski stres te aktivaciju gena odgovornih za detoksikaciju
metala i regulaciju metabolizma. Nasuprot tome, ionsko srebro dovelo je do indukcije
upalnog odgovora cijelog organizma te indukcije procesa detoksikacije metala u jetri izlozene
ribe, ali je rezultiralo nizim opéim stresom u usporedbi sa AgNP. Suprotno ovim
istrazivanjima, Massarsky i sur. (2013) otkrili su sli¢nu citotoksi¢nost AgNP i iona Ag" te
poviSeni oksidacijski stres u kalifornijske pastrve. Medutim, razlikovalo se ciljano mjesto
djelovanja ovih dviju oblika srebra. Naime, AgNP su uzrokovale morfoloske promjene bez
vidljive bioakumulacije u stanicama $krga, dok su ioni Ag" povecali oste¢enja molekule DNA
i pojacali oksidacijski stres (povecana lipidna peroksidacija i smanjena aktivnost SOD).
Naime, dosadasnja istraZivanja utjecaja srebra pripisivala su toksi¢nost isklju¢ivo njegovom
ionskom obliku, medutim sve je viSe prihvaéeno kako oba oblika (ioni i nanocestice) mogu
uzrokovati toksi¢nost u velikom broju organizama, iako su razlike u specificnim
mehanizmima djelovanja jo§ uvijek nejasne. U literaturi ve¢ postoji niz istrazivanja koja
ukazuju na cCinjenicu da su srebrne nanocestice toksi¢nije od ionskog srebra, Sto je vrlo

vjerojatno povezano s njihovom nano-veli¢inom, a u skladu je s ovdje prikazanim rezultatima.

6.3. Utjecaj srebrnih nanocestica u kombinaciji s insekticidima na enzimski sustav i

proteine metalotioneine u dagnji

Nanocestice mogu biti privucene negativnim nabojem kojeg posjeduju vezivna mjesta
na Skrgama Skoljkasa nakon ¢ega moze doé¢i do njihovog unosa u stanice (npr. pasivhom
difuzijom, olak$anim transportom uz pomo¢ proteina nosaca ili pak procesom endocitoze)
(Zhang i sur., 2017). Test zadrzavanja boje neutralnog crvenila (test NRRT) u hemocitama
dagnji te prezivljavanje dagnji na zraku (test SOS) ve¢ se dugi niz godina primijenjuju
prilikom ispitivanja toksi¢nosti nanocestica kao pokazatelji opéeg stresa organizma (Canesi i
sur., 2008; Moore i sur., 2009; Tedesco i sur., 2010; Hu i sur., 2015; Katsumiti i sur., 2016).
Test NRRT koristi prednost hemocita ¢ije je osnovna uloga upravo fagocitoza (unos stranih
Cestica), odnosno imunoloska zastita organizma. Brojni radovi ukazuju na c¢injenicu kako

razne nanocCestice ulaze u stanice hemocita dagnje najverojatnije procesima fagocitoze ili
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makro-endocitoze (Moore i sur., 2009; Katsumiti i su., 2014; Hu i sur., 2015). U ovome je
radu dokazano da 60 nm-AgNP uzrokuju krace vrijeme zadrzavanja boje neutralnog crvenila
u hemocitama dagnji i smanjuju njihovu sposobnost prezivljavanja na zraku. Narusavanje
stabilnosti lizosomalnih membrana hemocita relativno visokim koncentracijama od 100 pg I*
AgNP (dviju veli¢ina: <50 nm 1 <100 nm) zabiljezeno je i u nedavnom istraZzivanju
Bouallegui 1 sur., 2017). U spomenutom istrazivanju ja¢i negativan uc¢inak na stanice
imunoloskog sustava dagnji pokazale su AgNP manje od 50 nm u usporedbi s veéim
Cesticama (<100 nm). Jimeno-Romero i sur. (2017a) ispitali su ucinak razli¢itih veli¢ina
AgNP (20, 40 i 100 nm) na dagnju M. galloprovincialis. U spomenutom istraZivanju nakon
trodnevnog izlaganja dagnji AgNP nisu dovele do smanjenja vremena prezivljavanja na zraku
(LTso) kao obiljezja opéeg stresa niti pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji od 750 ug 17, dok je
u istrazivanjima provedenima za ovu disertaciju LTsp bio znaCajno smanjen vec pri
koncentraciji od 100 pg I AgNP. Medutim, u datom istrazivanju (ove disertacije) dagnje su
bile izlozene samo 1 dan te je mogucée da su kroz to vrijeme uspjele nakupiti, ali ne i izbaciti
iz organizma vecu koncentraciju AgNP. Osim toga, moguce je da je razlika u zamije¢enim
rezultatima i posljedica razli¢itog omotaca koji je dodan na povrsinu AgNP. Jimeno-Romero i
sur. (2017a) koristili su maltozom-stabilizirane AgNP, dok su AgNP koriStene u ovome radu
bile oblozene citratom. Naime, Katsumiti i sur. (2016) ve¢ su prethodno dokazali vecu
toksi¢nost jednake koncentracije citratom-stabiliziranih AuNP u usporedbi s golim AuNP na

hemocitama dagnje M. galloprovincialis.

Preliminarnim istrazivanjima koriStenjem testova SOS i NRRT utvrdeno je da 60 nm-
AgNP u koncentraciji od 1 i 10 pg I, ne uzrokuju stres u dagnji. Stoga je niza odabrana
koncentracija za kombinirani tretman dagnji s nano¢esticama i insekticidima bila 5 pg 1. S
druge strane, koncentracije od 50 i 100 pg I AgNP dovele su do smanjenja vremena
prezivljavanja dagnji na zraku te destabilizacije membrana lizosoma hemocita, $to znaci da
AgNP u navedenim koncentracijama izazivaju op¢i stres u ovim skoljkasima. Stoga je za visu
koncentraciju odabrano 50 pg I AgNP kako bi se moglo uoéiti smanjenje negativnog uéinka
AgNP (ukoliko do njega dode) nakon dodatka insekticida. Nadalje, za ispitivanje
kombiniranog ucinka AgNP s piretroidnim insekticidima odabrani su cipermetrin i
deltametrin koji predstavljaju djelatnu tvar raznih komercijalnih pripravaka ucestalo
koristenih za suzbijanje insekata (posebice komaraca i moljaca), ali i ribljih parazita (pri
uzgoju lososa u akvakulturi). Upravo iz tog razloga vazno je ispitati njihov u¢inak na vodenim

organizmima. Naime, potrebno je istaknuti kako su istrazivanja provedena u cilju ispitivanja
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uCinka cipermetrina i deltametrina na vodenim organizmima vrlo oskudna. Naime,
cipermetrin je na hrvatskome trzistu dostupan pod trziSnim nazivom ,,Aquacyp®, koji sadrzi
100 g cipermetrina po litri. Za primjenu se koristi radna otopina priredena razrjedivanjem 100
ml komercijalnog pripravka u 10 1 vode (100x razrjedenje) te je djelatna tvar cipermetrin u
takvoj otopini prisutna u koncentraciji od 1 g I'*. ,,Deltasect* je trzi$ni naziv pesticida koji kao
djelatnu tvar sadrzi deltametrin te se radna otopina isto tako razrijeduje 100 puta kod primjene
i to 50 ml komercijalnog pripravka u 5 | vode te je djelatna tvar deltametrin u takvoj otopini
prisutana u koncentraciji 0.24 g I"t. Do danas postoji svega nekoliko znanstvenih istrazivanja
koja su se bavila proucavanjem ucinka piretroidnih insekticida cipermetrina i deltametrina na
Skoljkasima. Koncentracije cipermetrina odabrane za ovo istrazivanje slijedile su iz
objavljenih rezultata ranijih istrazivanja i iznosile 1 i 100 pg 1. Naime, rezultati ispitivanja
utjecaja cipermetrina na dagnji M. galloprovincialis pokazali su kako je najniza koncentracija
koja uzrokuje smanjenje vremena otvorenosti dagnji 100 pg It cipermetrina, dok je
produljeno vrijeme zatvorenosti ljustura dagnje uoceno i pri tretmanu s 400 i 800 pg I
cipermetrina (Ayad i sur., 2011). Nadalje, Gowland i sur. (2002) otkrili kako dagnje M. edulis
zatvaraju svoje ljusture nakon jednosatne izloZenosti cipermetrinu koncentracije od 1000 pg I
!, Znanstvenici su iz navedenog zaklju¢ili kako koncentracije koje se ciljano ispustaju u
okolinu kaveza s ribama s ciljem suzbijanja rasta mikroorganizama (konac¢ne koncentracije
cipermetrina od 5 pg 1Y) ne bi trebale imati negativnih posljedica na dagnje. U jednome
istrazivanju cipermetrin je pronaden u dagnjama Mytilus californianus koje naseljavaju obalu
juzne Kalifornije u koncentraciji od 1.19 do 6.15 ng/g mokre tezine dagnje dok se njegova
kocnentracija u sedimentu kretala izmedu 0.04 i 1.95 ng/g suhe tezine sedimeta (Hernandez-
Guzman i sur., 2017). Visoku toksi¢nost (LCso = 5 pg cipermetrina/ kg suhog sedimenta)
primijetili su Mayor i sur. (2008) u istrazivanjima na benti¢kom ra¢i¢u Corophium volutator.
Odabrane koncentracije deltametrina isto tako slijedile su iz objavljenih istrazivanja i
iznosile 0.5 i 50 pg 1. Kontreczky i sur. (1995) godine ispitali su udinak deltametrina na
slatkovodnom $koljkasu bezupki Anodonta cygnea i utvrdili da koncentracija od 1 i 5 pg I
deltametrina nakon izlaganja 30 min uzrokuje poveéanje vremena otvorenosti ljustura Skoljke,
dok koncentracija od 10 do 50 pg I dovodi do znatnog smanjenja istog. U dugotrajnijem,
sedmodnevnom eksperimentu zabiljezena je pak inhibicija filtracijske aktivnosti Skoljke isto
tako pri koncentracijama od 10 - 50 pg I}, dok koncentracija od 1 pg It deltametrina nije
pokazala negativan ucinak. Nadalje, poviSenje koncentracije deltametrina u rasponu od 25 do

1600 pg 1" dovelo je do porasta oksidativnog stresa (povisenje peroksidacije lipida, smanjenja
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aktivnosti GST i katalaze, CAT) u probavnoj zlijezdi slatkovodnog Skoljkasa U. elongatulus
eucirrus (Koprdcu i sur., 2008). Medutim, deltametrin u vrlo niskoj koncentraciji od 0.1 pg I
! negativno je utjecao na imunoloski sustav te uzrokovao smanjenje hepato-somatskog
indeksa u ribe komar¢e (Sparus aurata L.) (Guardiola i sur., 2014). U kona¢nici, nakon
opseznog pregleda literature, za ispitivanja kombiniranog u¢inka AgNP 1 piretroida odabrane
koncentracije cipermetrina bile su 1 i 100 pg I te nesto nize za deltametrin (0.5 1 50 ug I'). U
oba slucaja niza koncentracija insekticida predstavljala je onu za koju ni u kojem prethodnom
istrazivanju nije bio dokazan toksini u¢inak, dok je vi$a koncentracija u veéini slu¢aja imala
odredeni negativan ucinak na ispitivani organizam. Vazno je istaknuti kako su odabrane
koncentracije dvaju ispitivanih insekticida daleko nize od njihovih radnih otopina koje se
primjenjuju u poljoprivredi. Dakle, koncentracije koje su koriStene tijekom istrazivanja jesu

relevantne po okolis i1 velika je moguénost da se iste u njemu pronadu.

Bioloski ucinak piretroidnih insekticida zasebno te u kombinaciji sa 60 nm-AgNP
odreden je pracenjem aktivnosti dvaju enzima u Skrgama dagnji (AChE i GST) te
odredivanjem koncentracije proteina metalotioneina (MT) u probavnoj zlijezdi dagnje.
Zamuéenje vode zamijeceno je u bazenima u kojima su dagnje bile tretirane s 50 pg 1”* AgNP
(zasebno ili u kombinaciji s pesticidima). Do zamucenja je doslo uslijed ispustanja gameta do
kojeg dolazi zbog stresa nakon izloZenosti nanocesticama, medutim aktivnost AChE u
Skrgama dagnji izlozenima samo srebrnim nanocesticama nije bila promijenjena. lzostanak
inhibicije AChE primijetili su i Hidouri i sur. (2017) nakon kroni¢nog izlaganja $koljkasa
Ruditapes decussatus AgNP u trajanju od 30 dana. Naime, moguée je da organizam jednom
kad osjeti prisutnost zagadivala, u ovome slucaju AgNP, aktivira druge obrambene
mehanizme oksidacijskog stresa (enzime CAT, GST i glutation reduktazu) kako bi zastitio
dublje i vaznije sustave (enzime), a AChE je jedan od njih. Suprotno tome, Zhang i sur.
(2017) primijetili su zna€ajnu inhibiciju AChE i to za 54.2% nakon Cetverodnevne izloZenosti
$koljkasa Ruditapes philippinarum 10 pg I AgNP. Medutim, u spomenutom je istrazivanju
veli¢ina AgNP bila ~9.2 nm, dok su AgNP koriStene u ispitivanju ucinka na dagnji u ovome
radu bile veli¢ine ~60 nm. Naime, u testovima SUEDT Kkoji su provedeni u ovoj disertaciji
ustanovljeno je kako veli¢ina nanoCestica moze utjecati na njihov kona¢ni uéinak te pritom
manje Cestice ispoljavaju jac¢i negativan ucinak na ispitivani organizam. Do smanjenja
aktivnosti eritrocitne AChE doslo je i nakon izlaganja odrasle zebrice 25 — 100 nm-AgNP
(koncentracije 16.76 mg I) (Katuli i sur., 2014), a inhibicija AChE ovisila je o primijenjenoj
koncentraciji 1 — 20 nm-AgNP (10 — 100 mg I*) na razvojnom stadiju gastrule zebrice
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(Myrzakhanova i sur., 2013). Suprotno ovim sitrazivanjima Ulm i sur. (2015) primijetili su
jadu aktivnost AChE nakon izlaganja ra¢ica D. magne AgNP koncentracije 0.05 mg I,
Pojacanu aktivnost AChE znanstvenici, objasnjavaju na dva nacina: 1) srebro se, u nano ili
ionskom obliku, veze na aktivno mjesto enzima $to u konacnici dovodi do njegove jace
aktivnosti ili 2) sinteza enzima de novo slijedi kao odgovor na prvotnu inhibiciju uzrokovanu

prisutstvom nanocestica.

Nadalje, piretroidi u vodenom okruzenju moduliraju koncentraciju acetilkolina
(neuroprijenosnika), a buduc¢i da enzim AChE izvodi hidrolizu neurotransmitera acetilkolina u
sinaptickoj pukotini centralnog i perifernog zivéanog sustava, odredivanje njegove aktivnosti
predstavlja pokazatelj Stetnog djelovanja ovih pesticida (Sturm i sur., 2007; Khazri i sur.,
2016). Upravo iz tog razloga bilo je vazno ispitati aktivnost enzima AChE uslijed tretmana
dagnje s cipermetrinom i deltametrinom, odnosno njihovim kombinacijama sa AgNP. Visa
koncentracija obaju insekticida (100 pg I cipermetrina i 50 pg I deltametrina) nakon
Cetverodnevne izlozenosti dagnji izazvala je znacajnu inhibiciju AChE u Skrgama dagnji.
Acetilkolinesteraza bila je isto tako inhibirana nakon ¢etverodnevnog izlaganja slatkovodnog
skoljkasa U. gibbus cipermetrinu koncetracije od 100 i 150 pg It (Khazri i sur., 2016). U
istome je istrazivanju uofena pojava oksidacijskog stresa u Skoljkasa: smanjenje razine
reduciranog oblika glutationa, povecanje koncentracije produkata peroksidacije lipida
(malondialdehida) te povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima (SOD i CAT). Znatno
smanjenje aktivnosti AChE primije¢eno je i nakon tretmana s 20.1 — 161.3 ng I deltametrina
u vodenbuhi D. magna (Toumi i sur., 2015), a do vrlo jake inhibicije AChE doslo je i nakon
izlaganja tigraste kozice Penaeus monodon 0.1 pg I deltametrinu (Tu i sur., 2012). Khazri i
sur. (2016) pretpostavljaju kako do inhibicije AChE uslijed izlozenosti cipermetrinu dolazi
zbog stvaranja hidrofobnih veza cipermetrina s aromatskim aminokiselinama na povrSini
enzima AChE. Suprotno tome, Sellami i sur. (2014) nisu primijetili inhibiciju aktivnosti
AChE nakon petodnevne izloZenosti mediteranskog skoljkasa R. decussatus permetrinu, isto
tako piretroidnom insekticidu, u koncentraciji od 16.66 — 55.61 pg It. Medutim, izlozenost
Skoljkasa koncentraciji permetrina od 16.66 ug I dovela je do smanjenja aktivnosti AChE za
8% nakon 10 dana, odnosno za 61% nakon 25 dana izlozensoti. Naime, permetrin je sintetski
insekticid tre¢e generacije, poput cipermetrina i deltametrina, a smatra se uz cipermetrin,
najces¢e koriStenim piretroidnim insekticidom (Ayad 1 sur., 2010; Sellami i sur., 2014).
Zaklju¢no, znacajno smanjenje aktivnosti AChE nakon 48 sati izlozenosti vodenbuhi (Toumi i
sur., 2015), cetverodnevne izlozenosti dagnji M. galloprovincialis (rezultati ove disertacije) i
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Skoljkasa U. gibbus (Khazri i su., 2016) deltametrinu i cipermetrinu, ukazuje na Cinjenicu
kako bi se inhibicija AChE mogla primjeniti kao biomarker izlozenosti pri ispitivanju uéinka
piretroidnih insekticida na vodenim organizmima. Ovi rezultati takoder govore u prilog
tvrdnjama da se AChE moze smatrati nespecificnim biomarkerom, buduéi je inhibicija
aktivnosti ovog enzima utvrdena i nakon izlaganja metalima 1 odredenim organskim
spojevima (Kopecka-Pilarczyk, 2010; Dondero i sur., 2011; Chalkiadaki i sur., 2014; Peri¢ i
sur., 2017). U konacnici izlaganje dagnji kombinaciji obaju ineskticida (cipermetrina i
deltametrina) sa AgNP dovelo je do inhibicije AChE koja je bila znacajno izrazena ¢ak i pri
nizim koncentracijama nanocestica i/ili piretroida. Ovakav rezultat ukazuje na visu toksi¢nost
smjese dvaju ispitivanih zagadivala. Naime, cipermetrin posjeduje dva iona klora u svojoj
kemijskoj strukturi, stoga je moguce da dolazi do brzeg procesa oksidativnog otapanja AgNP,
te posljedi¢no viSe koncentracije iona Ag* u otopini, za koje je ve¢ ustanovljena visoka

toksi¢nost na vodene organizme.

Kombinirani ucinak piretroidnih insekticida i AgNP ispitana je i odredivanjem
aktivnosti enzima GST u Skrgama dagnje. Aktivnost enzima GST bila je znatno povisena
nakon &etverodnevne izlozenosti dagnji s 50 pg It AgNP, vrlo vjerojatno kao posljedica
stvaranja slobodnih radikala. Sli¢an odgovor dobili su Zhang i sur. (2017) na $koljkasu R.
philippinarum isto tako nakon 4 dana izloZenosti AgNP. Naime u spomenutom istrazivanju
10 pg It AgNP izazvalo je 5 puta vecu aktivnost GST u usporedbi s kontrolom, dok je u
istrazivanjima ovog rada tretman s 50 pg It AgNP rezultirao aktivno$éu 1.5 puta ve¢om nego
u kontrolnom tretmanu. Nadalje, izlaganje slatkovodnog skoljkasa Sphaerium corneum
koncentraciji AGNP od 5 — 50 pg It kroz 24 h dovelo je do neznatnog povisenja aktivnosti
GST i to za 1.03 puta u usporedbi s kontrolom (Volker i sur., 2014), dok je ista koncentracija
AgNP u dagnjama povisila aktivnost GST za vrlo sli¢nih 1.13 puta u usporedbi s netretiranim
uzorkom (rezultati ove disertacije). Aktivnost GST bila je povisena i u Skoljkasu
Scrobicularia plana nakon izlozenosti koncentraciji od 10 ug I 40 nm-AgNP (Buffet i sur.,
2014). Naime, ve¢ je poznato kako srebrni ioni, koji se otpusStaju s povrSine nanocestice,
uzrokuju disfunkciju mitohondrija, proizvodnju ROS-ova, otpustanje pro-apoptotskih proteina
iz mitohondrija, $to u kona¢nici moze dovesti do oSte¢enja molekule DNA i kromosomskih
aberacija (Hossain i Hug, 2002; AshaRani i sur., 2008; 2009). Proizvodnja ROS-ova izaziva i
poviSenu aktivnost antioksidacijskih enzima, poput GST, CAT i SOD s ciljem odrzavanja
homeostaze organizma. Aktivacija antioksidacijskih enzima vrlo vjerojatno jest posljedica

stvaranja slobodnih radikala nakon izlozenosti AgNP (Sellami i sur., 2014). Suprotno ovim
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rezultatima, AgNP su u nekim organizmima inhibirale aktivnost GST. Tako su primjerice u
probavnoj zlijezdi slatkovodnog puza Lymnaea luteola AgNP izazvale znatno smanjenje
koncentracije glutationa te inhibiciju enzima GST i glutation peroksidaze (Ali i sur., 2014), a
sli¢an ucinak bio je zamijecen i nakon tretmana kalifornijske pastrve (Massarsky i sur., 2013)
i dvije slatkovodne ribe (Oreochromis niloticus i Tilapia zillii) (Afifi i sur., 2016). Kao $to je
ve¢ prethodno spomenuto tijekom rasprave ove disertacije, rezultati trenutnih istrazivanja
ukazuju na ¢injenicu kako se toksi¢nost AgNP ne moze pripisati iskljuc¢ivo djelovanju iona
Ag*. Naime, upalno stanje cijelog organizma te degradacija raznih proteina stresa ukazuju na
posljedicu djelovanja Cestica nano-strukture, odnosno veli¢ine iako se pritom doprinos

ionskog Ag ne moZze u potpunosti iskljuciti.

Ucinak insekticida cipermetrina znatno se razlikovao od onoga zamije¢enog nakon
tretmana sa AgNP u skrgama dagnje. Naime, aktivnost enzima GST u skrgama dagnje nije
bila znatno promijenjena nakon tretmana s cipermetrinom, dok je viSa koncentracija
deltametrina (50 pg 1Y) izazvala znadajno poveéanje aktivnosti. Zanimljivo, Tucca i sur.
(2014) otkrili su indukciju aktivnosti GST nakon dvodnevnog izlaganja kozice
Monocorophium insidiosum cipermetrinu, ali ne i deltametrinu. Moguce je da je to posljedica
dosta nize odabrane koncentracije deltametrina u spomenutom istrazivanju u usporedbi s
cipermetrinom ¢ije su odabrane koncentracije bile nesto viSe, a 0sim toga radilo se i o drugoj
vrsti organizma. Sli¢no spomenutom istraZivanju, a suprotno opazanjima ove disertacije,
povecanje koncentracije cipermetrina od 5 — 160 pg I dovelo je do oksidacijskog stresa u
probavnim zlijezdama i $krgama $koljkasa Unio elongatulus eucirrus (Kopricu i sur., 2010).
Nadalje, zanimljivo je kako je kombinacija AgNP i deltametrina izazvala povisenje aktivnosti
GST u usporedbi sa zasebnim tretmanima. S druge strane, izostanak znacajne promjene
aktivnosti enzima GST nakon izlaganja AgNP u kombinaciji s cipermetrinom, iako je ucinak
na aktivnost ovog enzima primjeen na tretmanu sa samim nanocesticama, ukazuje na
odredenu interakciju ovog insekticida sa AgNP. Moguce je da dolazi do vezanja cipermetrina
sa AgNP (zbog interakcije klora i iona Ag" na povrSini AgNP) te posljedi¢éno smanjenja
njihove biodostupnosti za unos od strane organizma. Deltametrin je s druge strane izazvao
povecanje aktivnosti enzima GST zasebno i u kombinaciji s AgNP, $to jasno ukazuje na
detoksifikacijski antioksidacijski odgovor organizma kao posljedicu generiranja ROS-ova.
Slican odgovor dobili su i Sellami i sur. (2014) nakon izlaganja Skoljkasa R. decussatus
piretroidnom insekticidu permetrinu nakon ¢ega je doslo do stvaranja ROS-ova i posljedi¢no
povisene aktivnosti enzima CAT. Suprotno rezultatima ove disertacije, gdje kombinacija

135



RASPRAVA

deltametrina sa AgNP uzrokuje poviSenu aktivnost GST, niza aktivnost GST primijecena je
nakon djelovanja kombinacije 0.75 pg I deltametrina i 10 pg I bakra u slatkovodnoj ribi
Channa punctata (Parvez i Raisuddin, 2006). U konacnici, ispitan je kombinirani u¢inak
piretroidnih insekticida i AgNP u probavnoj zlijezdi dagnje na nacin da je odredena
koncentracija proteina MT. PoviSena koncentracija proteina MT zamijecena je u probavnoj
zijezdi dagnji izlozenih AgNP (50 pg It). Opce je poznato, ve¢ podrobno istrazeno i
potvrdeno kako AgNP nisu stabilne u morskom okruZenju te dolazi do otpustanja iona Ag* s
vremenom. Naime, srebrni ioni imaju veliki afiniteta za sulfhidrilne skupine aminokiseline
cisteina Ciji je udio u molekuli MT vrlo visok (Geffard 1 sur., 2004). No, do povecanja
indukcije MT nakon 15 dana izlaganja 10 pg I* AgNP doslo je samo u $krgama dagnje M.
galloprovincialis, ali ne i u probavnoj zlijezdi (Gomes i sur., 2014). Kada se uzmu u obzir i
rezultati ove doktorske disertacije, moglo bi se re¢i da pri nizim koncentracijama AgNP
indukcija proteina MT u probavnoj Zlijezdi ne mora nuzno biti jako izrazena, u skladu s
pretpostavkom da se ioni Ag* ne vezu za MT ve¢ se akumuliraju u lizosomima stanica ovog
tkiva u obliku kompleksa sa sulfidima (Geffard i sur, 2004). Ipak, deset puta visa
koncentracija ima znacajno izrazen induktivni u¢inak, buduci je koncentracija proteina MT u
tom slucaju bila viSestruko poviSena. To upucuje na Cinjenicu kako prethodno opisana
eliminacija iona Ag" vezivanjem u kompleks sa sulfidima i razgradnja u lizosomima nisu
dovoljno ucinkoviti prilikom detoksifikacije ovih iona u slucaju kada se uslijed otpustanja s
povrsine nanocestica javljaju u poviSenim koncentracijama. Tada je moguée da se dio iona
ipak veze na MT, pa slijedom toga dolazi i do potrebe indukcije njihove sinteze. Druga je
mogucnost da povecanje koncentracije nanocestica i/ili iona dovodi do pojac¢ane produkcije
slobodnih radikala, uslijed Cega je izraZenija 1 potreba za pojac¢anom sintezom MT za koje je
prethodno utvrdeno da sudjeluju u antioksidativnom odgovoru (Buico i sur., 2008; Banni 1
sur., 2011). U prilog ovoj pretpostavci govore primjeri gdje je zbog stvaranja oksidacijskih
radikala od strane AgNP doslo ne samo do porasta koncentracije MT, ve¢ i do povisenja
aktivnosti antioksidacijskih enzima (CAT, SOD, glutation peroksidaze, GST) te koncentracije
glutationa i malondialdehida u ljudskim stanicama jetre in vitro (Kim i sur., 2009), u odrasloj
zebrici (Choi i sur., 2010) te u kalifornijskoj pastrvi (Gagné i sur., 2012). Nadalje, do
povisene razine molekule mMRNA proteina MT doslo je i nakon izlaganja embrija i odraslih
jedinki kamenice Crassostrea virginica AgNP (Ringwood i sur., 2010). Rezultati ove
doktorske disertacije ukazuju na najvi$i negativan ucinak AgNP zabiljezen upravo pri

povisenoj koncentraciji MT u probavnoj zlijezdi dagnje M. galloprovincialis nakon izlaganja
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50 pg 1t 60 nm-AgNP. Sinteza MT bila je isto tako povisena u probavnoj Zlijezdi
slatkovodnog $koljkasa raznolike trokutnjace (Dreissena polymorpha) nakon izlaganja 500 ug
I1 PVP-om oblozenih AgNP (Zimmermann i sur., 2016). U slatkovodnom gkoljkasu E.
complananta ustanovljeno je da se 20 nm-AgNP nakupljaju u svim tkivima, dok je
koncentracija 80 nm-AgNP bila najvisa upravo u probavnoj Zlijezdi (Gagné i sur., 2016).
Naime, nakupljanje srebra u probavnoj zlijezdi dagnje M. galloprovincialis, kao
preferencijalnog tkiva za nakupljanje srebra, primijetili su i Jimeno-Romero i sur. (2017a)
nakon jednodnevnog izlaganja AgNP, iako u spomenutom istrazivanju nije doslo do povisene

transkripcije gena odgovornih za sintezu MT.

Suprotno rezultatima dobivenim nakon tretmana dagnji M. galloprovincialis sa AgNP,
piretroidni insekticidi cipermetrin i deltametrin nisu izazvali promjenu koncentracije MT.
Nadalje, rezultati kombiniranog u¢inka AgNP s oba insekticida rezultirali su zna¢ajno nizom
koncentracijom MT. Naime, iako su AgNP izazvale vrlo uo¢ljivu indukciju MT u probavnoj
zlijezdi, rezultati kombiniranog izlaganja ukazuju da vjerojatno dolazi do medudjelovanja
izmedu cipermetrina/deltametrina i AgNP. Nije iskljuceno da se u ovom slucaju radi zapravo
o pojacanom stresu kod izlaganja smjesama, kada vjerojatno dolazi do pojacane sinteze MT,
no paralelno i do ubrzane eliminacije kompleksa MT i srebrnih iona/nanocestica. Primjerice,
Serafim i Bebbiano (2009) utvrdili su indukciju MT u $krgama Skoljkasa kucice R. decussatus
nakon izlaganja relativno niskim koncentracijama metala, no pretpostavili su da se kod visih
koncentracija intenzivira i proces degradacije MT u lizosomima, zbog ¢ega se, paradoksalno,
tada uocCava 1 uspostava padajuceg trenda koncentracije MT. Ovdje je ponovno potrebno
naglasiti da je za detoksifikaciju iona Ag" u probavnoj zlijezdi Skoljka$a vazno stvaranje
sulfidnih kompleksa iona Ag™ i njihova akumulacija u lizosomima stanica ovog tkiva (Geffard
1 sur., 2004), dok MT nemaju toliki znacaj (Gomes i sur., 2014). MoZe se pretpostaviti da
zbog interakcije AgNP i molekula piretroida, otpustanje iona Ag* nije izrazeno u tolikoj mjeri
da bi u ovom tkivu bila potrebna i dodatna sinteza MT kao $to je uo¢eno nakon izlaganja
samo AgNP u relativno visokoj koncentraciji. No, u posljednje vrijeme u literaturi se sve vise
isticu razmisljanja koja su u osnovi suprotna gore opisanoj pretpostavci. Naime, govori se 0
pojavi tzv. efekta prelijevanja (engl. ,,spillover effect”) kada se pretpostavlja da kod izlaganja
visokim koncentracijama dolazi do sniZavanja vezivnog kapaciteta MT, koje pak dovodi do
smanjene sposobnosti odstranjivanja i eliminacije metala (Le i sur., 2016). U svakom slucaju,
kombinacija nanocCestica s piretroidnim pesticidima, u velikoj mjeri utjeCe na
detoksifikacijske procese u probavnoj Zlijezdi dagnje.
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Zaklju¢no, svojstva koja AgNP (odnosno nanocestice opcenito) €ine privlatnima s
jedne strane, mogu imati vrlo negativan ucinak s druge strane. Stoga procjena sigurnosti
nanocCestica mora biti od primarne vaznosti zbog njihove svestrane primjene u industriji i
posljedi¢ne izlozenosti ljudi, direktno ili indirektno (putem okolisa). Asghari i sur. 2012.
godine predlozili su klasifikaciju AgNP prema Globalnom Ujedinjenom sustavu klasifikacije i
oznacavanja kemikalija (engl. Globally Harmonized System of classification and labeling of
chemicals) kao ,,kategorija akutna 1 (engl. ,,category acute 1°) za larve Daphnie, ¢ime su
htjeli ukazati na Cinjenicu kako je potrebno vrlo paZljivo pratiti otpuStanje nano-srebra u
okoliSu. Nedostatak toksikoloskih podataka o wumjetno proizvedenim nanocesticama
onemogucuje prikladnu procjenu rizika po okolis i organizme koji u njemu zive. Ipak, nacelo
predostroznosti ne bi trebalo zaustaviti istrazivanja vezana uz nanotehnologiju i nanocestice.
Potrebno je pronaci ravnotezu izmedu novih nanocestica (nanomaterijali) koje se ispustaju u
okoli§ 1 nacina ispitivanja njihovog djelovanja te moguce toksi¢nosti. Kako bi to bilo moguce,
potrebno je produbiti osnovna znanja o djelovanju nanocestica gdje bi jedan od ciljeva bio i
razvoj tzv. ekotoksikoloskih profila razli¢itih nanocestica. Dakle, nakon sinteze novih
nanocestica trebala bi se izvrSiti procjena njihovog rizika i prema rezultatima istraZivanja
postaviti opravdane procedure upravljanja rizikom. Cinjenica je da rezultati prethodnih
istrazivanja tek bivaju prepoznati i stvaraju temelj iz kojeg ¢e se dalje graditi nano-znanost.
Kroz ova rana istrazivanja uspostavljeni su temeljni principi, medutim nano-svijet jos je
uvijek jedno sivo podrucje o kojemu ne mozemo re¢i da puno znamo. Nadalje, porastom
dokaza kako Siroki raspon nano-materijala (pa tako i nano-proizvoda) moze imati znacajne
negativne ucinke na Zivote raznih organizma, jasno je da se istraZivanja na ovom podrucju
moraju ojacati 1 prosiriti. Posebice je potrebno prosiriti 1 definirati nacine toksi¢nog djelovanja
samih nanomaterijala te njihove kombinacija s drugim potencijalno $tetnim, antropogenim
tvarima. Potaknuta naglim porastom 1 razvojem te u konanici primjenom novih
nanomaterijala u razli¢itim poljima, od poljoprivrede do biomedicine, takva potreba nikad nije
bila veca. Istrazivanja prikazana u ovoj doktorskoj disertaciji, prema nasem saznanju prvi puta
koriste jezince A. lixula i S. granularis u ispitivanju ucinka srebrnih nanocestice te je po prvi

puta ispitana kombinacija AgNP s piretroidnim insekticidima na dagnji M. galloprovincialis.
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7. Zakljudci

Srebrne nanocestice, neovisno o svojoj veli¢ini, u doticaju s vodom visokog saliniteta,
kao Sto je to morska voda, vrlo brzo aglomeriraju i agregiraju, a kinetika aglomeracije

brza za manje nanocestice.

Oblik i veli¢ina AgNP odreduje njihov uc¢inak na embrionalni razvoj jezinaca i to tako
Sto sfericne AgNP pokazuju manju toksi¢nost u usporedbi s onima koje sadrze vise
povrsinskih anomalija (o$trih rubova i udubljenja), a nanocestice manjih dimenzija (10

i 20 nm) toksi¢nije su u usporedbi s onima vecih dimenzija (40, 60 i 200 nm).

AgNP toksicnije su za jezince nego li ista koncentracija srebrnih iona, Sto ukazuje na

udinak veli¢ine nanodestica.

Ucinak AgNP ovisi o fazi embrionalnog razvoja u kojoj se jezinac nalazi za vrijeme

gastrule i netom oplodene jajne stanice.

AgNP ne djeluju negativno na uspjesnost oplodnje kod jezinaca A. lixula i P. lividus,
medutim uzrokuju smanjenje kvalitete potomstva u jezinca A. lixula. Opcenito (na
temelju razlicitih istrazivanja ove disertacije) moze se zakljuciti kako je jezinac A.

vrsta na AgNP jezinac P. lividus.

loni Ag* izazvaju veéi postotak interfaznih embrija te nizi broj mitoti¢kih dioba po
embriju za vrijeme mitoze jezinca dok AgNP ne pokazuju negativan u¢inak, neovisno
o primijenjenoj veli€ini ili koncentraciji.

loni Ag" i AgNP dovode do stvaranja rasprienih kromosoma, acentri¢nih i viSestrukih
fragmenata, dok AgNP dodatno uzrokuju stvaranje anafaznih mostova. Broj mitotickih

aberacija po embriju obrnuto je proporcionalan veli¢ini nanocestica (tj. AgNP veli¢ine
10, 20 i 40 nm toksi¢nije su od 60 i 100 nm-AgNP).

Dagnje izlozene 60 nm-AgNP pokazuju smanjenu sposobnost prezivljavanja na zraku,
manju stabilnost lizosomalnih membrana hemocita, povisenje aktivnosti GST i

povecanu sintezu proteina MT.
U kombinaciji s cipermetrinom u¢inak AgNP izrazeniji je nego u slucaju pojedina¢nog

izlaganja kada dolazi do poviSenja aktivnosti GST i indukcije MT.
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e Deltametrin uzrokuje znacajno povecanje aktivnost GST pri viSoj ispitivanoj

koncentraciji zasebno i u kombinaciji sa AgNP.

Istrazivanja, ¢iji su rezultati prikazani u ovoj doktorskoj disertaciji, ukazuju na ¢injenicu
kako AgNP jesu toksi¢ne prema odabranim morskim organizmima (jezincima i dagnjama).
Medutim, njihova toksi¢nost nije iskljuc¢ivo posljedica djelovanja srebrnih iona, kao §to se to
donedavno smatralo (prema objavljenoj literaturi). Naime, postoji znacajan ucinak veli¢ine
nanocestica koji se mora uzeti u obzir prilikom ispitivanja utjecaja AgNP na bioti. Nadalje,
druge potencijalno Stetne tvari antropogenog porijekla koje mogu biti prisutne u okolisu uz
AgNP mogu dovesti do povecanog toksicnog ucinka istih na organizam. Zaklju¢no, umjetno
proizvedene nanocestice predstavljaju jedinstvenu novu prijetnju bioti, jer mogu utjecati ne
samo na razli¢ite stani¢ne putove u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im ionima, ve¢ mogu i
biomehanicki komunicirati sa staniécnim membranama zbog svoje kona¢ne veli¢ine i velikih
reaktivnih povrSina. U konaénici, ovaj rad pruza temelj za buduca istraZivanja AgNP u
modelu morskih organizama usmjerenih prema otkrivanju to¢nih nacina djelovanja tih novih

materijala na stani¢noj i pod-stani¢noj razini.
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