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1. UvOD

1.1 Nanocdestice 1 nanocestice srebra

Nanocestice su oduvijek prisutne u okolisu iz prirodnih ili antropogenih izvora (Kleine i sur.,
2008). Prepoznato je da neki proizvedeni nanomaterijali posjeduju posebna mehanicka,
kataliticka 1 opticka svojstva te elektri¢nu provodljivost, prvenstveno radi svoje nanoveliCine.

Nanocestice srebra imaju opseg veli¢ine od 1 do 100 nm (Slika 1.) (Prabhu i Poulose, 2012.).

Nanocestice
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Slika 1. Opseg veli¢ina nanocestica. Usporedba sa bioloskim i stani¢énim komponentama (Bloemen, 2015.)

Rezultat tih svojstva je eksponencijalna proizvodnja i razvoj novih nanomaterijala tijekom
zadnjeg desetljeca i njihova eksploatacija u nano industriji (Kleine i sur., 2008), a poznate su i
u mnogim fizikalnim, bioloSkim i farmaceutskim primjenama (Prabhu i Poulose, 2012.).
Nanocestice mogu biti koristene u medicinskom dijagnosticiranju i u terapijama. Kod
dijagnosticiranja sluze kao fluorescentne oznake koje pomazu prilikom detekcije biomolekula
I patogena ili kao kontrast za magnetsku rezonancu. Kod terapija se koriste od pomaganja
prilikom transporta lijeka prema ciljnog podrué¢ja do kemoterapija (Sukhanova i sur., 2018.).
Razvoj sigurnih i biokompatibilnih nanocestica koji se koriste u dijagnozama i tretmanima
moze biti bazirano jedino na potpunom razumijevanju interakcija izmedu svih ¢imbenika i

mehanizama toksi¢nosti nanocestica (Sukhanova i sur., 2018.).



Do sada najvecu primjenu u potrosackim proizvodima nanomaterijala ukljucuju nanocestice
srebra. (Kleine i sur., 2008). Nanocestice srebra se koriste u tekstilnoj industriji, elektronici,
optickim spravama, u medicini kao terapeutski i antibakterijski agensi, u dentalnim

procedurama, premaz kod medicinskih uredaja, antibakterijski premaz kod filtera za zrak,

jastuci, respiratori, arape, detergenti, sapuni (Prabhu i Poulose, 2012.).

U nekim slucajevima se koriste nanocestice metalnog srebra, dok se u drugim slucajevima
koriste elektrokemijsko generirano ionsko srebro. lonsko srebro je jako reaktivno i brzo ga
apsorbiraju makrocestice i koloidne Cestice ili se adsorbira u organski materijal u prirodnim

vodama. (Kleine i sur., 2008)

Nanocestice srebra imaju jedinstvena svojstva koja za mikroorganizme imaju antimikroban i
citotoksi¢an ucinak (Sukhanova i sur., 2018.). Toksi¢ni uc¢inak moze biti uzrokovan zbog
posebnih kemijskih i fizikalnih svojstva koji podlijezu specificnim mehanizmima interakcije u
zivim organizmima (Sukhanova i sur., 2018.). Kod povecéane upotrebe i povecane proizvodnje
postavljaju se pitanje o sigurnosti AgNP i njihovog toksi¢nog ucinka na okoli§ (Gambardella i
sur., 2015.).

Proizvedeni nanomaterijali ulaze u okoli§ putem namjernih i sluéajnim ispustanjem (
emisijom u atmosferu ) te u obliku tekuceg ili krutog otpada iz tvornica. Nanocestice koje
dospiju u okoli$§ mogu i kontaminirati tlo, dospijeti u povrSinske i podzemne vode te dolaze u
interakciju s biotom. Cestice u krutom otpadu ili sluéajna izlijevanja mogu biti transportirana
do vodenih ekosustava putem vjetra ili ispiranjem povrSine kiSom. Najveéi rizik za okoli§
dolazi od izlijevanja povezanih sa transportom proizvedenih nanoCestica iz tvornica,
namjernog otpustanja u okoli§ i difuznim otpustanjem iz odje¢e (Kleine i sur., 2008). lako
koriStenje nanocestica srebra ima veliku primjenu, postoji i problem njihove velike toksi¢nosti
te moze uzrokovati probleme zazdravlje i okolis. Problem kod fizikalnih i kemijskih metoda
proizvodnje nanocestica srebra je taj da ukljucuje toksi¢ne kemikalije koje su potencijalno

opasne za okoli$ i predstavljaju veliki bioloski rizik (Prabhu i Poulose, 2012.).

Razvoj novih strategija za ispitivanje toksi¢nosti nanocestica i usporedba ucinaka na razlicite
bioloske sustave postao je prioritetni cilj. Neki spojevi u ve¢em rasponu veli¢ina nisu toksi¢ni,
ali mogu biti kad su u nanoveli¢ini (Vazquez-Mufioz i sur., 2017.). Meta-analiza podataka
pokazuje da neovisno o razlikama Sirokog spektra nanocestica srebra, vecina ima inhibicijska
svojstva u istom rasponu koncentracije srebra te su inhibicijska svojstva posljedica otpustanja

iona srebra, a ne karakteristike nanocestica (Vazquez-Mufioz i sur., 2017.) Moguéi toksicki



ucinci nanocestica ovisi o njihovoj koncentraciji, trajanju interakcije sa organizmom ili zivom
tvari, stabilnost bioloskih fluida i kapacitet akumulacije u organima i tkivima. (Sukhanova i
sur., 2018.)

1.1.1 PonaSanje nanocestica u morskim ekosustavima

Ispitivanja uc¢inaka nanocestica srebra u vodenim ekosustavima su od velike vaznosti radi
njihove raznolike uporabe koje na razne nacine mogu dospjeti u vodene ekosustave tijekom
odlaganja otpada ili izlijevanja otpadnih voda (Gambardella i sur, 2015.). Odnos fizio
kemijskih svojstva nanocCestica i ponaSanja u prirodnim vodama ovisi o sljede¢im svojstvima:
kemijski sastav; masa, broj i koncentracija Cestica; povrSinska koncentracija; distribucija
veli¢ine; specifi¢na povrsina; zeta potencijal; povrSinska kontaminacija i stabilnost (Kleine i
sur., 2008). Nanocestice srebra mogu se agregirati i/ili otopiti se u vodenom okolisu, §to moze
odredivati sudbinu, transport i toksi¢nost takvih nanocestica (Gambardella i sur., 2015.).

Ponasanje i toksi¢nost nanocestica u morskoj vodi je jako razli¢it u odnosu na slatku vodu,

¢ak i pri visokim koncentracijama (Mantraga i Corsi, 2012.).

Morski okoli§ je luznatiji, ima veéu ionsku jakost, veliku raznolikost koloida i prirodne
organske tvari. Obalni donos i atmosfersko taloZzenje mogu doprinijeti kontaminaciji morskog
ekosustava. U moru mijenjaju se fizikalno kemijska svojstva s dubinom koja moze utjecati na
agregaciju i kemiju koloida (npr. termoklina) (Kleine i sur., 2008.). U morskoj vodi
aglomeracija, agregacija i precipitacija utjeCu na ponaSanje nanocestica (Mantraga i Corsi,
2012.), a mogu rezultirati talozenjem i akumulacijom nanocestica u sedimentu te mogu
toksi¢no utjecaj na bentoske i sedentarne organizme (Kleine i sur., 2008.). Agregati polako
tonu prema morskom dnu, osim ako ne naidu na znacajne promjene u temperaturi, ionskoj
jakosti i prirodnoj organskoj tvari (Mantraga i Corsi, 2012.), ali jo§ nije jasno da li se
akumuliraju na prijelazu toplih i hladnih struja ili su akumulirani od strane biote. Potencijalni
rizik od nanocestica mogu imati pelagi¢ne vrste u tim zonama (vertikalne migracije kod tuna)
ili bentonski organizmi prilikom akumulacije nanoCestica iz sedimenta. Rizik takoder moze
postojati prilikom akumulacije nanocestica u povrSinskom sloju oceana gdje povrSinska
napetost moze zarobiti nanocestice i1 time ugroziti morske sisavce i ptice (Kleine i sur., 2008.)
(Slika 2.). Transformacija nanocCestica i biodostupnost organizmima ovise o lokalnim

kemijskim svojstvima odredenog podrucja. Transformacija ukljucuje fizicke, kemijske,



fotokemijske i bioloske reakcije unutar organizma. Nacin i u kojoj mjeri nanocestice stupaju u
interakciju s abioti¢kom i biotickom komponentom, $to ukljucuje i mogucénost da postanu
nositelji i drugih ekoloskih onecis¢ivaca i/ili zagadivaca, trebao bi biti cilj kod istrazivanja

morskog okolisa (Mantraga i Corsi, 2012.).
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Slika 2. Shematski dijagram moguce sudbine nanocestica u morskom okolisu i rizik izloZenosti organizama (Klein
sur., 2008.)

1.1.2 Mehanizmi unosa nanocestica i u¢inci na zive organizme

Organizmi koji zive u kontaminiranom okoliSu, inkorporirati ¢e nanocestice u svom tijelu
uglavnom preko crijeva (probavnim sustavom) s mogucnoscu distribucije nanocestica u druge
sustave u tijelu (Kleine i sur., 2008.), a nanocestice se unose u tijelo oralnim putem, preko
povrsine koze, disnim sustavom koji je kontaminiran nanocesticama (Sukhanova i sur.,

2018.).



Veli¢ina nanocestica uvelike odreduje kako ¢e nanocestice do¢i u interakciju s transportnim i
obrambenim mehanizmom stanica i tkiva. Interakcija utje¢e na kinetiku njihove distribucije i
akumulacije u tijelu (Sukhanova i sur., 2018.). Nanocestice mogu uci u stanice difuzijom
preko stani¢éne membrane te endocitozom (Kleine i sur., 2008.), a mogu biti transportirane u
stanice mehanizmima transcitoze (Sukhanova i sur., 2018.). Staniéna membrana je
polupropusna membrana koja ima vaznu ulogu u stani¢nim funkcijama, kao $to je regulacija
stani¢nog transporta, transdukcija energije 1 unatarstani¢ne komunikacije (Kleine i sur.,

2008.).

Veli¢ina nanocestica od 1 do 100 nm usporedive su s veli¢inom globularnih proteina (2-10
nm), dijametrom DNA helix uzvojnice (2 nm) i debljinom stani¢ne memebrane (10 nm) $to
im omogucuje neometan transport U stanice i1 stani¢ne organele. Nanocestice manje od 5 nm
uobic¢ajeno prodiru u stani¢ne barijere putem translokacije, dok vece nanocestice ulaze u
stanicu fagocitozom, makropinocitozom i specifi¢nim ili nespecifiénim mehanizmima. In vivo
eksperimenti su pokazali da nanocestice manje od 10 nm brzo $ire po cijelom organizmu, dok
su vece nanocestice (50-250 nm) pronadene u jetri, krvi i1 slezeni. To objaSnjava da tijelo ima
specifican obrambeni sustav koji mononukleranom fagocitozom sprjecava Sirenje nanocestica
u druge dijelove tijela. Mala veli¢ina nanocestica dozvoljava ima da udu kroz epitel u limfu i
krv te se transportiraju preko optjecajnog sustava u dijelove organe i tkiva ukljucujuéi mozak,

srce, jetru, bubrege, koStanu srZ i Ziv€ani sustav (Sukhanova i sur., 2018.).

Nanocestice mogu indirektno uzrokovati oSte¢enje membrane preko reaktivnih Kisikovih vrsta
(ROS) koji mogu oksidirati duple veze masnih kiselina u procesima lipidne peroksidaze u
membrani fosfolipida. Povec¢ana propusnost membrane uzrokuje veéi osmotski stres na
stanice ili ometa prilikom preuzimanja nutrijenta. Peroksidirane masne Kkiseline mogu
potaknuti reakcije koje stvaraju druge slobodne radikale koji dovode do jo$ vecih oStecenja u
stanicama narucito DNA. Toksi¢ne interakcije izmedu nanocestica i1 proteina povezane su ili s
fizikalnim interakcijama nanocCestica s proteinima ili nanoCesticama koje proizvode ROS i

druge stetne radikale (Kleine i sur., 2008.).



Nanocestice mogu uzrokovati (Slika 3.):

o oksidaciju i formaciju ROS ili drugih slobodnih radikala

J oStecenje stanicne membrane

o oStecenje citoskeleta

J poremecaji unutarstanicnog transporta

o poremecaji transkripcije DNA i o§te¢enja DNA te mutageneze

o ostecenje mitohondrija i poremecaje metabolizma $to dovodi do neravnoteze u
energiji

. apaptoza

o promjene u strukturi membranskih proteina i transportu tvari u i iz stanice

ukljucujuéi i unutarstanicni transport

aktiviranje sinteze upalnih mediatora i smetnje pri normalnim mehanizmima

stani¢nog metabolizma kao i metabolizam tkiva i organa (Sukhanova i sur., 2018.).

Slika 3. Mehanizmi ostecenja stanica uzrokovanih djelovanjem nanodestica. 1) fizikalna o§te¢enja membrane;
2) stukturalne promjene u citoskeletnim elementima; 3.)transkripcija i oksidativna oStecenja DNA; 4)
o$te¢enje mitohondirja; 5) promjene u funkcioniranju lizosoma; 6) reakcije reaktivnih kisikovih vrsta; 7)
promjene u funkcioniranju membranskih proteina; 8) sinteza upalnih faktora i mediatora (Sukhanova i sur.,
2018.).



Mnoge nanocestice nisu prepoznate od obrambenog mehanizma tijela ili stanice i moze do¢i
do znacajne akumulacije letalnih koncentracija u organima i tkivima. Vodeni beskraljesnjaci
koji se hrane filtriranjem su posebno ugrozene utjecajem nanocestica jer imaju razvijen sustav
preuzimanja Cestica makro i nano veli¢ina koji je sastavni dio fizioloskih funkcija

unutarstani¢ne probave i stani¢nog imuniteta (Sukhanova i sur., 2018.).

Gambardella 1 sur., 2015 istrazivali su toksi¢ne ucinki nanocCestica srebra na morske
ekosustave analiziraju¢i ucinke na vrstama beskraljeSnjaka koji pripadaju razli¢itim trofickim
razinama, od primarnih proizvodaca do sekundarnih potrosaca. Koristili su skupine: alge
Algae (Skeletonema costatum i Dunelia teriolecta), zarnjaci Cnidaria (Aurelia aurata), raci
Crustacea (Artemia salina i Amphibaanus amphitrite) i bodljikasi Echinodermata
(Paracentrotus lividus). Ispitivanjem ovih organizma htjeli su prosiriti znanje uéinka
nanocestica srebra na morski ekosustav analiziraju¢i razli¢ite odgovore kao §to je rast alga;
nepokretnost meduze i frekvenciju pulsiranja; mortalitet kod rakova Crustacea i ponaSanje
prilikom plivanja; pokretljivost sperme kod morskog jezinca. Rezultati su pokazali da je
meduza Aurelia aurita najosjetljivija vrsta od svih ispitivanih organizama, dok su najotpornije
larve vrste Artemia salina. U istrazivanju su zakljucili da izlaganje AgNP toksi¢no za sve
organizme ovisno o dozi i da nanocCestice srebra mogu utjecati na razliitim trofickim

razinama u morskom ekosustavu. (Gambardella i sur., 2015.).

1.2. Permetrin

Pesticidi su posebna grupa stresora, jer su jedine kemikalije koje su namjerno unesene u
okoli§ s namjerom da izazovu toksi¢ne ucinke (DeLorenzo i Fulton, 2012.). Primjena velikog
broja pesticida klju¢no je za poljoprivredu radi kontrole Stetocina i bolesti koje uzrokuju
ostecenja biljnih produkata (Khazri i sur., 2015.). Cilj koristenja pesticida je pronalazak
kemikalija koje ¢e imati efektivan utjecaj na specificnu Stetnu ciljnu vrstu (DelLorenzo i
Fulton, 2012.) ali ugrozavaju i mnoge ne ciljne organizme (Khazri i sur., 2015.). Kako bi
stresor imao sposobnost da izazove Stetne ucinke i pritom imao rizi¢ne posljedice, stresor
mora biti u kontaktu s ekoloSkom komponentom dovoljno dugo i pri dovoljnoj visokoj
koncentraciji da bi izazvao uc¢inak. Proces ispitivanja ekoloSkog rizika procjenjuje mogucénost
pojave ekoloskih uc¢inaka koji su rezultat izlozenosti jednom ili viSe stresora (DelLorenzo i

Fulton, 2012.)
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Slika 4. Struktura permetrina (Zhan i sur., 2018.).

Struktura permetrina (Slika 4.) dobivena je od prirodno dostupnog piretroida (iz biljke
Tanacetum cinerariifolium (Slika 5.). Prvi su je otkrili Elliott Janes i suradnici 1970. godine u
Londonu, na Rothamsted institutu za istrazivanja. Permetrin je nesistematski piretroidni
insekticid koji se koristi u agronomiji (DeLorenzo i Fulton, 2012.) komercijalno je u upotrebi
i U urbanim sredinama, a toksican je za insekte i sisavce (Harp, 2014.). Permetrin je insekticid
sa Sirokim spektrom upotrebe za suzbijanje termita; ektoparazita kod zivotinja; u losionima i
Samponima za tretiranje nametnika usi i Suge; za tretiranje uniforma vojnika i za suzbijanje
bolesti koje se prenose insektima; Siroko je rasprostranjen za suzbijanje komaraca (Harp,
2014.), prisutan je u antivegetativnim (antiobrastajnim) bojama za brodove (DeLorenzo i
Fulton, 2012.). Koristi se u obliku dima, prasine, vlaznog praha, koncentrirane emulzije i u

obliku koncentrata malog volumena (Harp, 2014).

Slika 5. Tanacetum cinerariifolium (Yamashiro i sur., 2019.).



1.2.1 PonaSanje permetrina u morskom ekosustavu i utjecaj na organizme

Obalna podrucja i estuariji podlozna su unosu permetrina. Prekomjerno koristenje pesticida u
obalnom podruc¢ju rezultira unosom smjesa raznih pesticida u more. Smjesa predstavlja jos
jedan oblik nesigurnosti u procjeni rizika jer su mnogi pesticidi pokazali sposobnost
povecanja toksicnosti 1 sinergisticki ucinak. Da bi se poboljSala pouzdanost u ispitivanjima
obalnog rizika, treba prosiriti pracenje obalnih i estuarijskih ekosustava. Predvidanje rizika
takoder ¢e poboljsati razumijevanje toksi¢nih ucinaka pesticida permetrina na rane faze

zivotih ciklusa vrsta (DeLorenzo i Fulton, 2012.).

Ove kemikalije predstavljaju ozbiljan problem za zdravlje ljudi i ekosustava zbog hidrofobne
i lipofilne prirode, §to znaci da imaju visoki stupanj biodostupnosti kod biljaka i zivotinja.
Bioakumuliraju se u masnim stanicama zivih organizama i biomagnificiraju se kroz
hranidbeni lanac (Firth i sur., 2019.). Permetrin ima visoku akutnu toksi¢nost za akvati¢ne

organizme (Firth i sur., 2019.), posebice za beskraljesnjake (EU Comission, 2012.).

Permetrin je neurotoksikant, a glavni mehanizam djelovanja ovog spoja je hiperstimulacija
zivéanog sustava Koji blokira kretanje natrijevog iona kroz ziv€anu membranu (DeLorenzo i
Fulton, 2012.). Naponski natrijev kanal (Slika 6.) (eng. VGSC- voltage gated sodium channel)
smatra se glavnim ciljanim mjestom djelovanja permetrina. Permetrin ima uc¢inak aksonskog
inhibitora i veze se na proteine u zivcima koji stimuliraju daljni rad Zivaca (EU Comission,
2012.). Osim toga, ima ucinke na integralne proteine ATPaze u neuralnoj membrani (Khazri i
sur., 2015.) te inhibiraju¢e ucinke na aktivnost acetil kolinesteraze koja ima klju¢nu ulogu u
ziv€anom prijenosu. Kod insekata i drugih beskraljeSnjaka permetrin uzrokuje usporavanje
zatvaranja naponskog natrijevog kanala $to ima za posljedicu produljeno propustanje natrija i
ponavljanje ziv€ane stimulacije aksona (Harp, 2014.). Istrazivanja su pokazala da permetrin i
drugi derivati proizvode reaktivne kisikove vrste (ROS) i uzrokuju oksidativan stres. ROS
moze reagirati s bioloskim makromolekulama §to dovodi do enzimske inhibicije, lipidne

peroksidacije i oste¢enja DNA (Khazri i sur., 2015.).
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Slika 6. Biokemijski putevi u naponskom natrijevom kanalu (VGSC). AChE, enzim acetilkolinesteraza; ACh,
acetilkolin; AchT, transporter acetilkolina; ChT, transporter kolina; AcOH, octena kiselina. (David i sur., 2013.).

IzloZenost organizama toksikantima rezultira indukcijom antioksidativnih enzima, Stite¢i
ciljne molekule protiv oksidativnog oSteCenja. Oksidativni stres nastaje kada je prisutna
neravnoteza u omjeru bioloSkih oksidansa ili antioksidanata, a moze dovesti do promjene
lipida i proteina. Abnormalna generacija slobodnih radikala moZe dovesti do oSte¢enja stanica
1 smatra se vaznim signalom oksidativnog oSte¢enja. Stoga, razli€iti organizmi mogu
stimulirati antioksidativnu enzimsku aktivnost kao §to je superoksid dismutaza (SOD) ili
katalaza (CAT) koji mogu rastaviti vodikov superoksid kako bi se smanjio oksidativni stres.
Ti enzimi djeluju zajedno kako bi eliminirali reaktivne vrste kisika koje imaju potencijalan
toksi¢ni ucinak na stani¢ne lipide, proteine i DNA. Permetrin mijenja fluidnost lipidne baze
stanicne membrane 1 hidrofobnim interakcijama izmedu proteina i lipida mogu promijeniti
konfiguracije proteina (kontrola propusnosti stani¢ne membrane) koje utjeCu na brzinu

prijenosa i enzimsku aktivnost (Khazri i sur., 2015.).

Zbog lipofilnih svojstva permetrin ima tendenciju da se akumulira u masnom tkivu (EU
Comission, 2012.). Dokazano je da se visoke koncentracije permetrina i njegovih derivata
mogu bioakumulirati kod S$koljkaSa. Permetrin lako prolazi kroz Skrge i akumulira se
probavom direktnim ili indirektnim putem (Khazri i sur., 2015.), ali su i kopneni i vodeni
organizmi pokazali sposobnost izlu¢ivanja permetrina putem ekskrecije (EU Comission,

2012.). Zbog lipofilnog karaktera imaju visoki stupanj adsorbcije preko Skrga ¢ak i pri niskim
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koncentracijama koja dovodi do visoke osjetljivosti riba (Khazri i sur., 2015.) te su uoceni

ucinci na reprodukciju riba i prezivljavanje (EU Comission, 2012.)

1.3. Mediteranska dagnja, Mytilus galloprovincialis

Carstvo: Animalia
Koljeno: Mollusca
Razred: Bivalvia
Red: Mytiloida
Porodica: Mytilidae
Rod: Mytilus

Vrsta: galloprovincialis (Lamark, 1819)

: Posteriorni aduktor misi¢
Posteriorno

Dorzalno

Anteriorno

| Anteriorni aduktor mitié |

Slika 7. Vanjski izgled i unutarnja grada mediteranske dagnje, Mytilus galloprovincialis (Paiva, 2014.).
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Mediteranska dagnja, Mytilus galloprovincialis je skoljkas koji pripada rodu Mytilus.
Skoljkadi roda Mytilus §iroko su rasprostranjeni u toplim morima gdje brzo kolonizira

umjereno tople i suptropske obale (Hockey i Schurink, 1992.) te u hladnijim vodama na

sjevernoj i juznoj hemisferi (Seed i Suchanek, 1992.) (Slika 8.).

s Y.

W Mytilus trossulus

W Mmytilus edulis ]

" Mytilus galloprovincialis ,}
Muytilus californianus ) _'J/
Mytilus coruscus f »

W mytilus platensis

B mytilus chilensis

Slika 8. Geografska distribucija vrsta roda Mytilus. (Gaitan-Espitia i sur.., 2016.).

Vrste roda Mytilus se najées¢e pojavljuju u intertidalnim staniStima na zasti¢enim ili
izloZenim stjenovitim obalama i uglavnom su odsutne na muljevitim ili pjes¢anim podru¢jima
(Hockey i Schurink, 1992.), ponekad su nadene u izobilju i u subtidalnim stanistima (Seed i
Suchanek, 1992. ). Ova ograniena distribucija je najceS¢e kontrolirana bioloskim
C¢imbenicima predacije i kompeticije. Gornje distribucijske granice za Mytilus spp. su
konstantne za duZi vremenski period. Fizioloska tolerancija na ekstremne temperature i
isuSenje predstavljaju najvaznije ¢imbenike u odredivanju gornjih granica distribucije za
populacije Mytilus galloprovincialis na kamenitim obalama. Naseljavanje i kretanje u
pukotine ili bazene omogucuje bolju zastitu dagnji od fizikalnih utjecaja temperature i
susenja, iako takva podru¢ja mogu takoder stititi skoljkase od utjecaja olujnih valova. U¢inci
takvih mikrostaniSta povecavaju prezivljavanje SkoljkaSa Donje zonalne granice distribucije
(eng. lower zonational limits) za mnogu sesilnu faunu, ukljucujuci i skoljkase, pokazalo se da
su pod velikim utjecajem bioloSkih ¢imbenika, posebno predacije. Najznacajnije predatorske
vrste su morske zvijezde (npr. morske zvijezde roda Pisaster (Slika 9.)) koje odreduju donju

granicu distribucije za M. galloprovincialis i druge vrste roda Mytilus (Seed i Suchanek,

1992.).
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Slika 9. Morska zvijezda Pisaster ochraceus i dagnja Mytilus californianus (https://www.nps.gov/pore/learn/
nature/intertidal.htm).

Proucavanje prirodnih reproduktivnih ciklusa su klju¢na za istrazivanje dinamike populacija
kako bi se bolje razumjela biogeografija i specijacija. Vrste roda Mytilus se sezonski

razmnozavaju (Seed i Suchanek, 1992. ) i imaju visoku brzinu stope rasta i plodnosti (Griffith

i sur., 1992). Nakon mrijesta i vanjske oplodnje,larvae skoljkasa su privremeni dio

meroplanktona te su pasivno nosene valovima i vodenim strujama (Seed i Suchanek, 1992.).

M. galloprovincialis ima razli¢ite utjecaje na troficku dinamiku u ekosustavu, ukljucujuéi
brzo uklanjanje partikularne tvari iz vodenog stupca. Radi velike brzine filtracije, dagnja
moze potroiti hranu drugim filtratroskim organizmima. Pri gusto¢i od 5000 jedinki po m?,

zajednica M. galloprovincialis filtrira 11 ™* vode po satu. (Griffiths i sur., 1992).

Zajednica ili kolonija dagnji ¢ine strukturno slozena staniSta te pruzaju utociSte raznolikoj
zajednici organizama €iji sastav 1 abundancija ovisi o starosti 1 strukturalnoj kompleksnosti
staniSta 1 njegove zonalne rasprostranjenosti. U zajednicama M. galloprovincialis ¢esto se
koloniziraju juvenilni akvatiéni puZevi i raznolika infaunalna zajednica beskraljeSnjaka
(Griffiths i sur., 1992.). M. galloprovincialis pokazuje nekoliko karakteristika tipi¢nih za
agresivnu invazivnu vrstu, ali njezina invazivnost na makrofaunu nije odredena. Najvaznije
karakteristike vrste su brzi rast pri razlicitim temperaturama mora, visoka plodnost, otpornost

na isusivanje i dominantni kompetitori za staniste (Hockey i Schurink, 1992.)
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1.3.1 Modelni organizam Mytilus galloprovincialis

Dagnja se siroko koristi kao modelni organizam u ekotoksikoloskim istrazivanjima (Khazri i
sur.,2015.), te za razna fizioloSka, biokemijska i geneticka istraZivanja biomonitoring obalne
kvalitete vode (Seed i Suchanek, 1992. ), procjenu onecis¢enja obalnih podrucja (Khazri i
sur., 2015.), ali i u terenskim i laboratorijskim eksperimentima (Domouhtsidou i sur., 2004).
Zbog svoje distribucije, sedentarnog nacina zivota, prehrane putem filtriranja vode, dugog
zivotnog vijeka, dagnje se koriste kao bioindikatorska vrsta za procjene toki¢nosti pesticida

(Khazri i sur., 2015.) te za proucavanje zajednickih bioloskih odgovora na okolisne

kontaminante ukljucujuéi i nanogestice (Canesi i Prochazkova, 2014.).

Biomarkeri se koriste za procjenu kvalitete ekosustava i omogucéuju otkrivanje ranih
bioloskih promjena koje mogu rezultirati dugotrajnim fiziolo§kim poremeéajima u organizmu
(Domouhtsidou i sur., 2004). Stabilnost lizosomalne membrane predstavlja biomarker opceg
stresa na Siroki raspon zagadivaca i vrlo je pouzdan i osjetljiv u studijama biomonitoringa
(Domouhtsidou i sur., 2004). Kod ispitivanja neurotoksi¢nosti pesticida, ispituje se aktivnost
enzima acetilkolinesteraze u tkivima morskih organizama kao biomarker ranog odgovora
izloZenosti. Prezivljavanje na zraku ili stres na stres test ,,SOS“ pokazatelj je opceg
fizioloskog stanja skoljaka, odnosno pokazatelj je opéeg stresa na razini cijelog organizma te
se koristi u monitoringu oneciS¢enih obalnih podruc¢ja. Prednost koriStenja SOS testa za
pracenje homeostaze organizma, jest u tome Sto je njegova izvedba jeftina i jednostavna . U
testu se mjeri vrijeme prezivljavanja (LTso) dagnji izloZzenih na zraku, a prije toga su bile
izlozene nekom oneciS¢enju/toksikantu.. Istrazivanja su pokazala da su dagnje izlozene

onecis¢enju umrle na zraku mnogo ranije nego neizlozene dagnje (Ayad i sur., 2011.).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je ispitati toksi¢ne ucinke insekticida permetrina u prisustvu srebrnih
nanocestica kod dagnji Mytilus galloprovinciallis pomo¢u SOS testa, biomarkera stabilnosti

lizosomalne membrane i aktivnosti enzima acetil kolinesteraze.

e SOS testom, odnosno prezivljavanjem na zraku, ispitivalo se opée fioziolosko stanje
jedinki

e Stabilnost lizosomalne membrane koristio se kao biomarker stresa na membranu stanice,

induciran insekticidom permetrinom u prisustvu srebrnih nanocestica (AgNP).

e Aktivnost enzima acetil kolinesteraze ispitivala se u skrga dagnji kao biomarker
izlozenosti pesticidima kako bi se dokazalo djelovanje na neurotransmitere i prijenos

ziv€anih signala u stanicama.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Kemikalije

Za izradu ovog zavrSnog rada koristio se insekticid permetrin (dobavljaca Unichem)
(w=1,05%; 10,5 g/L) i nanocCestice srebra koncentracije 50 mg/L (dobavljata SIGMA).
Ostale kemikalije koje su se koristile su od dobavljaca Sigma-Aldrich, Kemika, Roth i Fluka.

e Kemika: srebrov nitrat, natrijev klorid, magnezijev sulfat, kalijev klorid, homogenizacijski
pufer TRIS (0.1 M tris-hidroksimetil aminometan),

e Sigma-Aldrich: natrijev citrat (w=1%), kalcijev klorid, natrijev hidroksid, sigmacote,
poly-L-Lysine, BSA (Albumin, protein iz govedeg seruma), Bradfordov reagens, di-metil-
sulfooksid (DMSO)

e Roth: Hepes pufer, Ellmanov reagens (5,5-ditiobis-2-nitrobenzojeva kiselina ili DTNB u
TRIS puferu)

e Fluka: supstrat za acetilkolin (ATC, acetiltiokolin), prah neutralnog crvenila

Tijekom eksperimenta koristila se destilirana voda i ultradista voda (18.2 MQ-cm) dobivena

na CIM Rovinj iz TKA GenPure sustava za dobivanje ultraciste vode.

3.2 Sinteza nanodestica srebra

Nanocestice srebra sintetizirane su na nacin da se izvagana koli¢ina od 0,0062 g srebrena
nitrata (AgNO3) otopila u tikvici sa 36 mL ultraciste vode. Tikvica sa otopinom se zagrijavala
na magnetskoj mijesalici gdje se otopina zagrijavala do klju¢anja. Prilikom pojave prvih
mjehuri¢a dodano je 1,8 mL natrijevog citrata (1% w/v). Natrijev citrat se dodaje za stvaranje
omotaca oko nanocestica srebra kako ne bi doslo do koagulacije u morskoj vodi. Kada je
postignuta promjena boje u Zutu, tikvica je maknuta s grijata te se ostavila na sobnoj

temperaturi na hladenje.
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Slika 10. Disperzija nanod&estica srebra dobivenih u laboratoriju za morsku nanotehnologiju i biotehnologiju (CIM,
Rovinj).

3.3 SOS test

U ozujku dagnje, dobivene iz Limskog kanala, stavljene su na aklimatizaciju u bazen s
proto¢nom morskom vodom tijekom 48 sati. Nakon aklimatizacije dagnje su ocis¢ene od
obrastaja i sedimenta te su rasporedene u devet aeriranih bazena tako da je u svakom bazenu
bilo 30 dagnji. Svakoj je dagnji potrebno minimalno 0,75L morske vode kako bi prezZivjele
tijekom 24h te je stoga svaki bazen napunjen s 22,5 L morske vode (slika 10., A). U prvom
bazenu nalazila se kontrolna skupina dagnji koja nije bila tretirana dok su dagnje u preostalih
osam bazena bile tretirane razli¢itim koncentracijama i kombinacijama nanocestica srebra i
insekticida permetrina. Kombinacije su sljedece: Al, A2, P1, P2, A1P1, A2P2, A1P2, A2P1;
pri cemu Al (50 ppb; 50 pg/L) 1 A2 (5 ppb; 5 pg/L) oznacuju viSu i nizu koncentraciju
nanocestica srebra, dok P1 (100 ppb; 100 pg/L) i P2 (1 ppb; 1ug/L) oznacuju visu i nizu
koncentraciju insekticida permetrina. Dagnje su bile izloZene toksikantu tijekom 24h. Nakon
24h dagnje su se izvadile iz bazena i postavile su se u devet polistirenskih kutija (slika 10., B).

Tijekom iducih 30 dana broj umrlih i prezivjelih dagnji svakodnevno se brojao u isto vrijeme.
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Slika 10. A) Tretiranje dagnji rasporedenih u 9 bazena (kontrola, A1, A2, P1, P2, A1P1, A2P2, A1P2, A2P1);
B) postavljanje dagnji u polistirenske kutije za izvedbu SOS testa

3.4. Odredivanje stabilnost lizosomalne membrane

3.4.1 Priprema radne otopine i neutralnog crvenila

Za pripremu radne otopine (Slika 11.) otopilo se 4.77g Hepes pufera, 25.48 g NaCl, 13.06g
MgSO4, 0.75g KCI i 1.47g CaCl2 u 1L destilirane vode. Boca se stavila na magnetsku
mijesalicu dok se svi kristali nisu otopili. Nakon otapanja kristala, otopina se aerirala 15 min.
U meduvremenu se pripremila 1M otopina NaOH, te se zatim pH radne otopine prilagodila
pomoc¢u NaOH do ph 7.3 uz konstanto mijeSanje i provjeravanje pH vrijednosti pomocu
digitalnog pH-metra. Pripremljenu otopinu trebalo je skladistiti na hladnom, ali prije uporabe

radne otopine otopinu je bilo potrebno dovesti do sobne temperature.
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Slika 11. Kemikalije potrebne za pripremu radne otopine.

Priprema Stok otopine otapanjem 20 mg praha neutralnog crvenila sa 1 mL di-metil-
sulfooksid (DMSO). Stok otopinu je potrebno svaki put svjezu pripremiti prije analize. U
Eppendorf tubicu se stavi 955 pL radne otopine (koja je prethodno dovedena na sobnu
temperaturu) i 5 pL Stok otopine neutralnog crvenila. Kad se ne koristi, neutralno crvenilo se
skladi$ti na hladnom 1 u mraku jer je otopina fotosenzibilna, odnosno gubi svoja svojstva na

svijetlu.

3.4.2 Odredivanje stabilnosti lizosomalne membrane

Dagnje su otvarane na ventralnoj strani (Slika 7.), oprezno i pomocu $kara, kako se ne bi
oStetio misi¢ aduktor (slika 7.) te kako bi se izbjegnulo razlijevanje hemolimfe i lizosomalnih
stanica. Dagnja se otvarala tek nekoliko milimetara koliko je potrebno za prolazak igle do
mi$ica. Nakon otvaranja dagnje meduljusturna tekucina se ocijedila i potom se hemolimfa
uzela pomocu igle i Sprice, dok je u Sprici prethodno dodano 0.5mL radne tj. fizioloske
otopine. Hemolimfa je uzeta iz miSi¢a aduktora iz posteriornog dijela dagnje (slika 7.) koje su
bile in vivo izlozene toksikantu 24 sata. Za ispitivanje Koristile su se tri dagnje po

koncentraciji, a za svaku dagnju napravio se triplikat uzorka.

19



Izvadena hemolimfa stavljena je u silikoniziranu eppendorf tubicu, tretirana je sa sigmacote
(SIGMA). Sigmacote djeluje kao silikonski zastitni sloj koji sprjecava lijepljenje lizosomalnih
stanica iz hemolimfe na stjenku tubice. Na predmetno stakalce je stavljeno 2uL Poly-L-
Lysina (SIGMA) i uz pomo¢ pokrovnog stakalca raSiren je po predmetnom stakalcu.
Predmetno stakalce je potom stvaljeno u vlaznu komoru 30 minuta na suSenje . Poly-L-Lyisin
omogucuje lijepljenje lizosomalnih stanica na predmetno stakalce. Na predmetno stakalce
dodano je 40 pL uzorka hemolimfe i predmetno stakalce je opet stavljeno u vlaznu komoru na
30 minuta kako bi se lizosomalne stanice mogle zalijepiti. Oprezno se ocijedio viSak
hemolimfe stavljaju¢i stakalce u bocnu poziciju. Na uzorak dodano je 40 pL neutralnog
crvenila pritom pazeci da neutralno crvenilo dospije u svaki dio uzorka. Stakalce je odlozeno
u tamnu i vlaznu komoru na 15 minuta. Na predmetno stakalce postavljeno je pokrovno
stakalce i uzorak se prvih sat vremena mikroskopirao svakih 15 minuta, a potom svakih 30
minuta iduca dva sata. Broj stanica koji se po tripletu brojao bio 100, a gledao se odnos
izmedu normalnih stanica i stanica koje su ispustile neutralno crvenilo. Cilj je odrediti
vrijeme pri kojem 50% lizosoma u uzorku stanica otpusSta neutralno crvenilo u citosol.
Povecana stopa otpustanja neutralnog crvenila iz lizosoma u citosol upucuje na veci stani¢ni

stres radi zagadenja 1 utjecaja toksikanta.

3.5 Odredivanje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze

Za odredivanje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze koristila su se 2 skupa uzorka dagniji.
Prva skupina dagnji bila je kroz 24 sati in vivo izlozena toksikantima, dok je druga in vivo
bila izlozena 48 sati. Za svaku koncentraciju koristile su se 3 dagnje, a za analizu aktivnosti
enzima acetilkolinesteraze koristilo se tkivo Skrgi (slika 7.) i aktivnost enzima odredena je
prema Ellman-ovoj metodi. Dagnje su otvarane tako $to im je prerezan misi¢ aduktor. Nakon
otvaranja dagnji, izvadene su im Skrge koje su potom stavljene u eppendorf tubicu i na

temperaturu od -80°C.

Zaledeno tkivo Skrgi ru¢no je homogenizirano u epruveti pomoc¢u homogenizacijskog TRIS
pufera (0.1M tris-hidroksimetil aminometan, pH 8, temp +4 °C) u omjeru 1:3. Homogenat
Skrgi je centrifugiran na 10 000g, na +4°C u trajanju od 30 minuta. Supernatant je uzet

pomocu pipete i prebacen u drugu eppendrof tubicu te je pohranjen na -80 °C.
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Aktivnosti enzima acetilkolinesteraze mjeri se u mikrotitratskim plo¢icama u koje je redom
dodano 50uL uzorka, 200 puL Ellmanovog reagensa i na kraju 50 puL supstrata acetilkolina
(ATC). Ukupni volumen reakcijske smjese je 300ulL. U ,,BLANK* jazicu nije dodan uzorak
za ispitivanje nego je dodano 50uL pufera, dok je u svaku treéu paralelnu jazicu dodan
supstrat. Apsorbancija ,,BLANK* jazice oduzima se od svih ostalih, a apsorbancija jazice u
kojoj nema supstrata oduzima se uz ,,BLANK* kod svih ostalih jazica koje imaju supstrat i
ispitan uzorak. Apsorbancija je Citana na valnoj duljini od 405 nm. Aktivnost enzima

acetilkolinesteraze odredena je prema izrazu:

AA i
Apche = (ﬁ) * Vreakcijske smjese * 1000 cxdxV

(e =13.3 cm? umol ™, d = 1 cm)

3.5.1 Odredivanje koncentracije proteina prema Bradfordu

Za odredivanje koncentracije ukupnih proteina u tkivu Skrgi, za enzim acetilkolinesteraze,
koristila se metoda prema Bradfordu. Metoda opisana prema Bradfordu (Bradford, 1976.)
koristi se kvantitativno odredivanje koriste¢i proteinom iz govedeg seruma, albumin. Za
izradu standardne krivulje koristio se aloumin, a pripremljena je poc¢etna standardna otopina, s
destiliranom vodom, koncentracije 2mg/ml. Standardna krivulja koristi se za odredivanje
koncentracije proteina u uzorku (slika 12.). Razrijedenja BSA za izradu standardne otopine
bila su: 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0, 1.5 i 2.0 mg/ml. U svaku jazicu dodano je SuL svakog
razrjedenja, SpuL uzorka 1 250uL. Bradfordova reagensa. Mikrotitarska plocica je inkubirana 5
minuta u mraku. Nakon inkubacije mjerena je na valnoj duljini od 620 nm. Za odredivanje
koncentracije protiena u uzorcima acetilkolinesteraze razrijedeni su 3 puta sa destiliranom

vodom.
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Slika 12. Standardna krivulia za odredivanije koncentracije proteina prema Bradfordovoj metodi.

4. REZULTATI
4.1 SOS test

Pratilo se prezivljavanje tretiranih dagnji kroz 30 dana izlozenosti zraku (stres na stres) . U
rezultatima (Slika 13.) dvije ispitane skupine su se znacajno razlikovale (interval pouzdanosti
od 95%), a to su skupine Al koja je tretirana nanoCesticama srebra koncentracije 50 pg/I,
skupina A1P1 tretirana sa 50 pg/l nanocesticama srebra i insekticidom permetrinom
koncentracije 100 pg/l. Treéa skupina koja se istiCe je skupina tretirana permetrinom
koncentracije 100 pg/l koja je pokazala najbolje prezivljavanje od svih ispitivanih skupina.
Sliéno prezivljavanje od 8,5 dana, u odnosu na kontrolu ima skupina tretirana s
koncentracijom permetrina 1pg/l (P2). Najduze prezivljavanje od 10 dana, u odnosu na
kontrolu registrirano je kod skupine tretirane koncetracijom P1. Skupine s neSto nizim
prezivljavanjem u odnosu na kontrolnu skupinu su redom: A1P2, A2, A2P1 i A2P2, a

prezivljavanje tih skupina je bilo 8 dana (Slika 14).
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Slika 13. Graficki prikaz LTso, SOS testa tretiranih dagnji Mytilus galloprovincialis. Skupine trenirane s
koncentracijama Al i A1P1 pokazuju znacajne razlike u odnosu na kontrolu (* intervala pouzdanosti od 95%).
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Slika 14. Prezivljavanje dagnji Mytilus galloprovincialis na zraku u odnosu na vrijeme. Krivulja A prikazuje
prezivljavanje dagnji kontrolne skupine i dagnji tretiranih samo nanocesticama srebra ili insekticida permetrina,
dok krivulja B prikazuje prezivljavanje kontrolne skupine dagnji i onih tretiranih kombinacijama nanocestica
srebra i permetrina.

4.2 Stabilnost lizosomalne membrane

Rezultati stabilnost lizosomalne membrane iz hemolimfe dagnje dobivene brojanjem stanica
koje su otpustile neutralno crvenilo iz lizosomalnih stanica u citosol (Slika 15.) prikazani su
na Slici 16.

Otpustanje neutralnog crvenila u citolsol iz stanice kod kontrole iznosi 120 minuta. Dobivene
vrijednosti pokazuju da najvecu stabilnost stanica imaju dagnje koje su bile tretirane
nanocesticama srebra koncentracije A2, odnosno 5 pg/l. Najmanju stabilnost lizosomalne
membrane imaju dagnje tretirane kombinacijom A1P1 ( koncentracija permetrina od 100 ug/I
i nanocestica srebra 50 pg/l) i vrijeme stabilnosti je 40 minuta. Zatim slijede dagnje tretirane
A1l (koncentracija nanocestice srebra 50 pg/l) i A1P2 (koncentracija nanocestica srebra 50
ug/l; koncentracija permetrina 1 pg/l). Razmatraju¢i koncetraciju, najduzi labilizacijski

period imaju dagnje tretirane koncentracijom A2 koji iznosi 90 minuta.
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Slika 15. Obojani hemociti hemolimfe dagnje Mytilus galloprovinciallis . Prikaz kompromiranih stanica i
otpustanje neutralnog crvenila u citolsol. Crvenim strijelicama su oznacene stanice koje su otpustile neutralno
crvenilo iz stanice, a plavim strelicima su oznaCene stabilne stanice.
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Slika 16. Vrijeme otpustanja (labilizacijski period) neutralnog crvenila iz stanice u citosol dagnje Mytilus
galloprovincialis po koncentracijama nanocestica srebra (5 ili 50 pg/L ), permetrina (1 ili 100 pg/L) i
kombinacijama.

4.3 Odredivanje aktivnosti enzima acetilkolinesteraze

Aktivnost enzima acetil kolinesteraze u vremenu po koli¢ini proteina za kontrolu je 12,85
nmol mint mg.prot?. Kod izlaganja dagnji toksikantima tijekom 24 sata vidi se najveca
aktivnost enzima u vremenu po koli¢ini proteina kod koncentracije P2, dok je najmanja
aktivnost enzima pri koncentracijama Al i A1P2. Aktivnost enzima u vremenu po koli¢ini
proteina za koncentraciju P2 iznosi 17,53 nmol min"* mg.prot?, za koncentraciju Al iznosi
10,67 nmol mint mg.prot?, a za koncentraciju A1P2 je 9,05 nmol min* mg.prot™. Aktivnost
enzima u vremenu po koli¢ini proteina koja je najsli¢nija kontroli je kod dagnji tretiranih P1 i
A1P1. Aktivnost enzima kod dagnji tretiranih koncentracijom P1 iznosi 12,63 nmol min*

mg.prot, a za koncentraciju A1P1 je 11,57 nmol min™ mg.prot™,

Nakon izlaganja dagnji toksikantima tijekom 48 sati aktivnost enzima u vremenu po koli¢ini
proteina za kontrolu iznosi 13,28 nmol min™ mg.prot™ a vidi se najveéa aktivnost enzima kod
koncentracije A2P1 dok je najmanja pri koncentracijama P1 i A1P2 (Slika 17.). Aktivnost
enzima u dagnji izlaganim koncentraciji A2P1 je 21,85 nmol mint mg.prot; za P1 iznosi
7,83 nmol min? mg.prot?, a za koncentraciju A1P2 iznosi 8.23 nmol min* mg.prot?. Za

uzorke tretiranih dagnji koncentracijama A2 i A2P2 enzimatska aktivnost je najsli¢nija
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kontroli, a iznose 12,07 nmol min™ mg.prot™ za koncentraciju A2 i 12.28 nmol min™ mg.prot
! za koncentraciju A2P2.
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Slika 17. lzmjerene aktivnosti enzima po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje Mytilus galloprovincialis nakon
izlozenosti toksikantima tijekom 24 i 48 sati.
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5. DISKUSIJA

Dagnje su u svojem litoralnom staniStu na prvoj liniji izloZenosti onec¢is¢enju koji dolazi s
kopna, kao $to su na primjer ispiranje voda s poljoprivrednih povrSina (pesticidi i umjetna
do razrjedivanja u moru. Kod bentonskih organizama kao Mytilus galloprovincialis, koji
nastanjuje medio- i gornji dio infra- litorala postoji potencijalni rizik direktnog kontakta ili
ingestije kontaminirane suspendirane tvari i ¢esticama sedimenta koje dolaze s kopna (Ayad i
sur, 2011.).

Organizmi koji se hrane filtriranjem mogu koncentrirati kemikalije u svom tkivu i do tisuc¢u
puta vise od koncentracija u vodenom stupcu. (Donkin i sur., 1997.). Mytilus spp. su ciljana
skupina organizama za procjenu toksi¢nosti nanocestica zbog njihovog kapaciteta da filtriraju
veliki volumen vode i akumuliraju partikularnu tvar i ksenobiotike koje se distribuiraju kroz
njihova tkiva i stani¢ne komponente (Gomes i sur., 2014.). Kao filtratorski organizmi,
Skoljkasi imaju sposobnost da prenose nanocestice kroz organe i stanice, gdje se hvatanje i
gutanje (ingestija) smatraju glavnim putevima unutarnjeg izlaganja. Jednom izloZena, stanica
¢e unijeti nanocestice fagocitozom, pinocitozom, endocitozom i direktnom penetracijom ili
kroz ionske kanale, ovisno o veli¢ini ¢estice (Gomes i sur., 2013.). Dva mehanizm mogu se
desiti istovremeno $to moze rezultirati sinergistickim ucincima (npr. endocitoza i transport

kroz ionski kanal) (Ale i sur., 2019.).

Prezivljavanje na zraku ili stres na stres test (,,SOS* test), je pokazatelj opceg ucinka stresa
na razini cijelog organizma, a dagnje izlozene one¢is¢enju ugibaju na zraku mnogo brze od
onih koje nisu izlozene (Ayad i sur., 2011.). Iz rezultata se moze zakljuciti da nanocestice
srebra mogu imati toksi¢ne ucinke na dagnje na razini cijele jedinke. Kod rezultata dobivenih
proucavanjem djelovanja insekticida permetirna na dagnje pokazuju razlicite, suprotne i

nejasne uc¢inke od onih uzrokovanih nanocesticama srebra.

Tijekom izvedbe SOS testa, ucinak nanocestica srebra na prezivljavanje dagnji vidljiv je kod
visoke koncentracije i kod kombinacije s visokom koncentracijom permetrina. Suprotno tome,
dagnje tretirane najviSom koncentracijom insekticida permetrina imaju najbolje
prezivljavanje, dok se prezivljavanje tretiranih dagnji nizom koncentracijom permetrina ne
razlikuje bitno od prezivljavanja kontrolnih jedinki. Kod skupine dagnji tretiranih niskom
koncentracijom nanocesticama srebra i ostale tri skupine koje su tretirane kombinacijom

nanocestica srebra i permetrina, ne vidi se velika razlika u prezivljavanju. Stoga se moze
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pretpostaviti da permetrin koncentracije 1 pg/l nema znacajne toksi¢ne ucinke na razini cijele
jedinke tj. utjecaj na opée zdravlje jedinke. Veée prezivljavanje jedinki tretiranih s visokom
koncentracijom permetrina, u odnosu na prezivljavanje jedinki tretiranih niskom
koncentracijom permetrina, moze upucivati na to da dagnje pri visokim koncentracijama
razvijaju obrambene mehanizme zastite ili da SOS test nije dovoljno osjetljiv na utjecaje

permetrina.

Ayad i sur. (2011.) istrazivali su uéinke piretroidnog insekticida (Cypermetrin) na aktivnost
zatvaranja ljuStura, formaciju bisusnih niti i prezivljavanje na zraku kod dagnje Mytilus
galloprovincialis. Dagnje su tijekom 24 sata bile izloZzene toksikantu, bile su tretirane
koncentracijama 50, 100, 200, 400 i 800 pg/l. SOS test pokazao je da ove koncentracije nisu
bile toksi¢ne za Mytilus galloprovincialis. Kod svih ispitivanih koncentracija varijacije u
prezivljavanju bile su vrlo male, ¢ak i pri visokim subletalnim dozama. Dokazano je da
Piretroidni insekticid utjeCe na aktivnost zatvaranja ljustura, a ucinak je bio vidljiv s duljim
vremenom izlaganja pri nizim koncentracijama ili pri kra¢im vremenom izlaganja i vec¢im
koncentracijama. Formiranje bisusnih niti je mjerilo metabolicke aktivnosti 1 fizioloskog
stanja $koljkasa, a rezultati pokazuju da je sposobnost Mytilus galloprovincilais za stvaranjem
novih bisusnih niti smanjena kod svih koncentracija, posebno pri visokim koncentracijama
(Ait Ayad i sur., 2011).

Gowland i sur. (2002.) ispitivali su isti insekticid za prezivljavanje Mytilus edulis. Rezultati
su pokazali da visoke doze cypermetrina, ¢ak i pri 1000 pg/l 1 izloZzenosti tijekom 16 dana
toksikantu, nisu znacajno utjecali na prezivljavanje Mytilus edulis. Cypermetrin takoder nije
utjecao na stabilnost lizosomalne membrane i zadrzavanje neutralnog crvenila, §to upucuje da
piretrodini insekticidi nemaju akutnu citotoksi¢nost (Gowland i sur., 2002). U usporedbi s
rezultatima stabilnosti lizosomalne membrane ovog zavr$nog rada, moze se pretpostaviti da u
prisutnosti nanocestica srebra permetrin povecava svoju toksicnost u stanicama. Takoder,
ispitivanje opceg fizioloskog zdravlja dagnji putem SOS testa pokazalo je da dagnje nisu
toliko osjetljive za ispitivani pesticid. Za ispitivanje opée homeostaze dagnji mogli bi se

koristiti neki drugi parametri za procjenu stanja, kao na primjer stvaranje bisusnih niti.

Skrge su primarni organ za respiraciju i digestiju, filtriranjem vode sekundarno sudjeluju u
obrani tijela i stanica od utjecaja ksenobitika (Ale i sur., 2019.), u izravhom su kontaktu s
nanocCesticama srebra ili S Ag’, $to ih ¢ini podloznijim oksidacijskom stresu i posljedi¢no
oksidacijskim oSte¢enjima (Gomes i sur., 2014.). Nakon izlaganja $koljkasa nanocesticama
srebra u kratkom vremenu ili nakon kroni¢nog izlaganja uoceno je nekoliko Stetnih u¢inaka.
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UocCena je destabilizacija lizosomalne membrane uzrokovana interakcijom Ag* iona sa
fosfolipidnim dvoslojem, fagocitoza, oksiradikalna produkcija, oSte¢enje DNA i apoptoza,
disfunkcija hemocita (Ale i sur., 2019.), tockaste mutacije, kromosomske fragmentacije, i

prekomjerna proizvodnja ROS-ova (Gomes i sur., 2013.).

Nanocestice unesene u tijelo filtracijom kroz skrge tijekom hranjenja, nakupljaju se u
probavnoj zlijezdi i djelomi¢no se transportiraju u hemolimfu, §to moze utjecati na
obrambene funkcije i imunitet Skoljkasa (Ale i sur., 2019.). Nanocestice utje¢u na veliki broj
funkcionalnih parametara u hemocitima Mytilus galloprovincialis od lizosomalne funkcije do
fagocitozne aktivnosti (Canesi 1 Prochazkova, 2014.). Lizosomalni sustav je stani¢na
komponenta koja je vrlo osjetljiva na prisutnost zagadenja, a vaznost lizosoma lezi u
degradacijskoj ulozi stani¢nih i vanstani¢nih makromolekula pomoc¢u hidrolitickih enzima
(proteaze, lipaze,nukleaze, fosfataze). OsteCenja lizosoma cCesto ukljucuje gubitak i
destabilizaciju cijelovitosti njegovih membrana, $to dovodi do funkcionalnih promjena i na
kraju oslobadanja hidrolitickih enzima u citosol te stani¢ne nekroze. Negativna posljedica
promjena u lizosomima je poremeéaj intracelularne probave , koja brzo utjeCe i na
prehrambeni (melaboli¢ki) sustav stanice i cjelokupnog organizma (UNEP, 1999.).
Pretpostavlja se da se kod filtratorskih organizama dogada izvanstanicno otapanje AgNP,
popraceno unosom i digestijom u kiselu endosomalnu ili lizosomalnu sredinu te oslobadanje

slobodnih Ag* toksi¢nih iona u lizosomu (Ale i sur., 2019.).

Kod ispitivanja stabilnosti lizosomlane membrane jasno se vide razlike ispusStanja neutralnog
crvenila iz stanice u citosol kod hemolimfe dagnji tretiranih nanocCesticama srebra visoke 1
niske koncentracije. Stabilnost lizosomalne membrane kod visoke koncentracije (Al) iznosi
45 minuta, dok je kod niske (A2) 90 minuta. Dagnje tretirane koncentracijama permetrina P1 i
P2 stabilnosti su slicne i1 iznose 55 minuta za koncentraciju P1, a za P2 60 minuta. Za
kombinacije A1P1 (40 minuta), A2P1 (45minuta) i A1P2 (50 minuta) moze se pretpostaviti
da nanocCestice srebra i permetrina imaju sinergisticke ucinke ili da prisutnost jednog

toksikanta povecava toksican ucinak drugog.

Franzellitti i sur. (2010.) ispitivali su vrijeme potrebno za razvoj sindroma stresa kod dagnji
tijekom izlaganja u zagadenoj laguni. Dagnje Mytilus galloprovinicalis su bile u zagadenom
(teski metali, PAH, PCB, PVC) podrucju u Italiji, obalna laguna Pialassa Baiona. Dagnje su
izloZene zagadenju u periodu od 2, 4, 7, 14 i 30 dana. Kod dagnji izlozenih 2, 4 i 7 dana nisu
uocene velike razlike u odnosu na neizloZene jedinke (vrijeme stabilnosti lizosomalne
membrane bilo je 25 minuta). Velike promjene u stabilnosti lizosomalne membrane
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primijeCene su kod dagnji koje su izlozene 14 do 30 dana gdje je vrijeme zadrzavanja
neutralnog crvenila u hemocitama reducirana na 10 minuta. Smanjenje stabilnosti lizosomalne
membrane upucuje na pogorSano zdravstveno stanje jedinki. Uocili su korelaciju izmedu
stabilnosti lizosomalne membrane i drugih odgovora na stres; smanjenjem stabilnosti
povecala se akumulacija lipofuscina i1 koli¢ina metalotioneina. Biomarkeri su pokazali
konstantan trend s povecanjem trajanja izloZenosti. lako su dagnje iznimno tolerantne na
temperaturne promjene, temperatura moze drasticno utjecati na metabolizam enzimatsku
aktivnost, na fiziologiju cijelog organizma, rast, stopu filtracije, apsorpciju hrane,
prezivljavanje, razmnozavanje, distribuciju i abundanciju vrste (Franzellitti i sur., 2010.).
Vrijeme i uspjes$nost reprodukcije usko su vezani za temperaturu i dostupnost hrane. Kad je
toplije, dagnje ulazu manje energije u reprodukciju te je manje energije potrebno za fiziolosku

obranu organizma.

Domouhtsidou i sur. (2004.) zakljucili su da ekstremni fiziko kemijski uvjeti kao $to je
temperaturni stres, hipoksija, razdoblje gladi i nizi salinitet mogu utjecati na vrijednosti
stabilnosti lizosomalne membrane, kao i1 prirodni ¢imbenici hormonske regulacije tijekom
reproduktivnog ciklusa. U znanstvenom radu ispitivali su ucinke teskih metala Cd, Zn, Cu i
Pb na dagnjama koje su sakupljene u listopadu i lipnju na 6 razlicitih lokacija. Veéina teskih
metala je pokazala pove¢anu akumulaciju u lipnju u odnosu na listopad, te su takoder uocene
sezonske fluktuacije kod stabilnosti lizosomalne membrane s manjim vrijednostima u
listopadu. Sezonske promjene parametara mogu utjecati na promjene u bioloSkoj 1
lizosomalnoj aktivnosti koje su povezane s povecanjem fitoplanktona u lipnju, ali mogu biti i

rezultat reorganizacije unutarnjih stanica i tkiva tijekom ili nakon mrijesta.

Duroudier i sur. (2021.) takoder su ispitivali stabilnost lizosomalne membrane u razli¢itim
sezonama. Za istrazivanje Koristila se probavna zlijezde Mytilus galloprovincialis. Dagnje su
hranjene tretiranim makroalgama nanocesticama srebra koncentracije 1 pg/l (u proljece) 1
10 pg/l (u proljece i jesen). U istrazivanju primije¢eno je da u proljece i jesen akumulacija
srebra bila je znacajna, ali veéa akumulacija srebra zabiljezena je u jesen. Ove razlike mogu
biti zbog fizioloskih promjena, promjena temperature, koli¢ine hrane 1 saliniteta. Manje
akumuliranog srebra mogu biti povezano s povecanjem mase dagnji tijekom razvoja gameta
koji se dogodio u proljece. Promjene u stabilnosti lizosomalne membrane bile su znacajne u
proljece i jesen pri koncentraciji od 10 pg/l. Pri koncentraciji od 1 pg/l u odnosu na kontrolu u

prolje¢e nisu uocili znaCajne promjene iako je primijecen trend smanjenja stabilnosti
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lizosmalne membrane Sto dokazuje da niske koncentracije takoder mogu utjecati na opce

zdravstveno stanje dagnji.

Tocan mehanizam djelovanja pesticida jo$ treba razjasniti, ali mehanizam njegovog utjecaja
na insekte moze pruziti korisne informacije (Donkin i sur., 1997.). Permetrin ima inhibirajuéi
ucinak na aktivnost aceti Ikolinesteraze (AChE), potice ionski protok membrane i igra klju¢nu
ulogu u neuronskom procesu (Sellami i sur., 2012.). Toksi¢ni uéinak permetrina je preko
naponskog natrijskog ionskog kanala, koji je esencijalan za transmisiju signala kroz Ziv¢ane
stanice (Donkin i sur, 1997.) i neuralnoj membrani kao ciljnom mjestu djelovanja (Ayad i
sur.,, 2011.). Drzanje naponskog natrijskog ionskog kanala otvorenim, uzrokuje
depolarizaciju membrane, sinaptiCke smetnje, ponavljaju¢e ispuStanje Sto dovodi do
pretjerane stimulacije. Ti mehanizmi djelovanja mogu biti pocetne tocke razumijevanja
ucinka permetrina na zatvaranje ljustura. U€inci kao 1 postupni odgovor dagnji na toksicni
stres ovise 0 koncentraciji toksikanta (Ayad i sur., 2011.). Prijasnja su istrazivanja pokazala
da izlozenost permetrinu poti¢e oksidativni stres kod dagnji (Khazri i sur., 2015.), kao i
toksicnost koja se o€ituje U aktivnosti hranjenja kod dagnji, za §to je potrebna minimalna

koli¢ina permetrina da prouzro¢i narkoti¢ne ucinke kod hranjenja (Donkin i sur., 1997.).

Rezultati ispitivanja aktivnosti acetil kolinesteraze biljeZe povecanje aktivnost enzima kod
skupine tretiranih permetrinom nize (1 pg/l) 1 viSe koncentracije (100 pg/l) tijekom 24 sata, uz
smanjenje aktivnosti enzima tretiranih dagnji nakon 48 sati. Povecana aktivnost nakon
izlaganja tijekom 48 sati, u odnosu na izlaganje tijekom 24 sata, vidi se kod skupina tretiranih
kombinacijama A2P1 (5 mg/l AgNP i 100 mg/l permetrina), A2P2 (5 mg/l AgNP i 1 mg/l
permetrina) i nizom koncentracijom srebra A2 (5 mg/l). Oba obrasca ponaSanja aktivnosti
enzima mogu ukazivati na toksi¢nost, odnosno uzrokuju poremecaj u ravnoteZi enzimske
aktivnosti. Inhibicija aktivnosti enzima acetil kolinesteraze upucuje na vecu toksi¢nost, te
predstavlja klasi¢an odgovor na ucinak toksikanta. Organizam reagira na toksikant na nacin
da sprjecava inhibiciju enzima. Promjene u enzimskoj aktivnosti mogu biti posljedica
promjena u abiotickim 1 biotickim parametrima, sezonske promjene, koli¢ini dostupne hrane

il moze biti povezana s godiSnjim reproduktivnim ciklusom dagnji.

Sellami i sur. (2014.) su u istrazivanju djelovanje permetrina na inhibiciju aktivnosti enzima
acetil kolinesteraze. Istrazivanje se provodilo na Skoljkasu Ruditapes decussatus koji je bio
izloZen permetrinu koncentracijama 50, 100 i 150 pg/l u razdoblju od 5, 10,15, 20 i1 25 dana.
Znacajne razlike u inhibiciji enzima uocene su nakon 10 dana izloZenosti koncentracijama od
100 1 150 pg/l. Maksimalna inhibicija bila je uo¢ena nakon izlaganja od 25 dana kod najvece
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koncentracije. Permetrin inducira oksidativni stres, a inhibira aktivnost enzima acetil
kolinesteraze (Sellami i sur., 2014.). Enzim acetil kolinesteraza hidrolizira neurotransmiter
acetilkolin u kolinergi¢noj sinapsi centralnog i perifernog ziv€anog sustava (Sturm i sur,
2007.), inhibicija enzima acetil kolinesteraze je biomarker ranog odgovora na ekoloski rizik
(Dellali i sur., 2004). Permetrin moZe promijeniti obrasce ponaSanja biomarkera. Kod
njegovog preuzimanja iz okoliSa moze se ponasati na dva nafina u organizmu; moze
uzrokovati male promjene pri niskim koncentracijama ili velike ucinke pri viSim
koncentracijama (Sellami 1 sur., 2014). U njihovoj studiji zakljucili su da ucinci permetrina na
aktivnost acetil kolinesteraze ovisi o vremenu izlozenosti. Zabiljezeno je da permetirn ima
sposobnost vezanja na Cestice u vodi i U sedimentu koji povecavaju njegovu biodostupnost
(Sellami i sur., 2014.). U ispitivanju odgovora acetil kolinesteraze u dagnji Mytilus
galloprovincialis, Peri¢ i sur. (2017.) odredivali su u¢inke klorpirifosa (CHP, koncentracije:
0,03, 0,1, 5,101 100 pg/L ), benzopirena (0,01, 0,5, 1, 10, 100 pg/L), Cd (0,2, 1, 2.5, 10, 100 1
200 pg/L) i Cu (0,2, 2, 10, 15, 20, 50 i 100 ug/L). Rezultati su pokazali da su se svi
kontaminanti akumulirali u probavnoj Zlijezdi dagnje. Uocena je inhibicija aktivnosti enzima
acetil kolinesteraze pri koncentraciji CHP 0,1 pg/L, §to upucuje na osjetljivost biomarkera
kod izlozenosti dagnji klorpirifosu. Inhibicijski u€inci na aktivnost enzima acetil kolinesteraze
uoceni su 1 kod bakra pri koncentracijama od 15 1 100 pg/L. Rezultati su pokazali da ucinci
benzopirena 1 Cd nemaju inhibirajuée ucinke na aktivnost enzima acetil kolinesteraze.
Nedostatak odgovora aktivnosti enzima na benzopiren, autori su objasnili neodgovaraju¢im
izabranim tkivom ili uvjetima izloZenosti, a nedostatak odgovora/rezultata kod Cd objasnjava

se kao rezultat detoksikacijskih mehanizama metalotioneina (Peri¢ 1 sur., 2017.).
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6. ZAKLJUCAK

Uslijed sve vece upotrebe pesticida u obalnim i priobalnim podrucjima te eksponencijalnom
proizvodnjom i upotrebom nanocestica, njihov utjecaj na okoli§ i morske ekosustave ostaje
nepoznat, kao i mehanizmi djelovanja na organizme. Ovaj rad ispituje toksi¢ne ucinke
insekticida permetrina u prisustvu nanocestica srebra razlicitih koncentracija i kombinacija na
mediteransku dagnju Mytilus galloprovinicalis. Procjena toksi¢nih ucinaka provodila se na
razini opéeg zdravlja jedinki (SOS test), na razini stanica (stabilnost lizosomalne membrane) i
reakcija unutar stanica (aktivnost enzima acetilkolinesteraze). Rezultati SOS testa upucuju na
toksi¢no djelovanje nanocestica srebra, dok permetrin pospjeSuje prezivljavanje dagnji
izloZenih zraku. Rezultati dobiveni ispitivanjem stabilnosti lizosomalne membrane pokazuju
da nanocestice srebra i permetrin uzrokuju promjene u stabilnosti. Bitno je napomenuti da
drugi biotic¢ki i1 abioti¢ki faktori mogu utjecati na stabilnost lizosomalne membrane, te da
mogu djelovati sinergisticki iako je tesko definirati utjecaj na promjene u lizosomima. Kod
odredivanja aktivnosti enzima acetilkolinesteraze uoceno je povecana aktivnost tijekom
izlaganja od 24 sata, te smanjena kod izlaganja tijekom 48 sati. Prisutan je i obrnuti trend,
smanjena aktivnost tijekom izlaganja od 24 sata i povecanje aktivnosti kod izlaganja 48 sati.
Oba ponasanja aktivnosti enzima mogu predstavljati toksi¢nost. Inhibicija aktivnosti enzima
acetilkolinesteraze predstavlja klasi¢an odgovor na ué¢inak toksikanta. Promjene u enzimskoj
aktivnosti mogu biti posljedica promjena u abioti€¢kim 1 biotickim parametrima, sezoni,
koli¢ini dostupne hrane ili moZe biti povezana s godisnjim i reproduktivnim ciklusom dagnji,

Sto je bitno uzeti u obzir tijekom buducih istrazivanja.
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