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1. UVOD

1.1. Nastanak polimerne nanocestice

OneciSc¢enje plastikom postalo je jedan od kljucnih ekoloskih problema danasnjice. Nepravilno
odlaganje plasticnog otpada razli¢ite veliCine, oblika i polimernog sastava rezultiralo je
njihovim otkrivanjem diljem svijeta, ukljucuju¢i prirodne ekosustave (Rai et al., 2021).
Pronadeni su 1 u udaljenim podru¢jima poput Antarktika (Weller et al., 2017) , planinskim
vrhovima (Free et al., 2014) 1 dubokim oceanima (Courtene-Jones et al., 2017), postajuci
dostupni za konzumaciju Sirokom rasponu organizama (npr. zooplankton, Skoljkasima,
rakovima, ribama i kitovima). Nedavne studije procjenjuju da se 3 do 23 milijuna tona
plasticnog otpada godisnje ispire kiSom i rijekama iz kopnenih u morske ekosustave ili se
izravno ispusta u obalne vode (Borrelle et al., 2020; Kaandorp et al., 2023). Vecina plasti¢énog
otpada s kopna dolazi od ambalaza, dok predmeti povezani s ribolovom mogu ¢initi do 70 %
tezine ukupnog plasti¢nog otpada morskog podrijetla (Kershaw, 2016). Bez obzira na izvore,
onecisc¢enje plastikom stavlja oceane pod znatan pritisak jer su ujedno i krajnji primatelji veéine
zagadivaca iz okoliSa, §to izravno utjece na zakiseljavanje oceana i porast temperature. Takoder,
plastika u okoliSu prolazi kroz razgradnju ili fragmentaciju nakon kemijskih, fizic¢kih i bioloSkih
procesa, stvarajuéi plasticne Cestice, ukljucujuci mikroplastiku (raspon veli¢ine 1-1000 um) i

nanoplastiku (1-1000 nm) (Gigault et al., 2018).

Iako je poznato da se nanoplastika ispusta u okoli§, podaci o njihovoj razini u okolisu jo$ uvijek
nedostaju zbog ogranienja analitickih tehnika povezanih s njthovom malom veli¢inom
(Bouwmeester et al., 2015). Nanoplastika posjeduje jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva
koja im omogucuju prolazak kroz bioloske barijere koje utjeu na rad stanica i bioakumulaciju
(Kolandhasamy et al., 2018). Eksperimenti provedeni u laboratorijskim uvjetima pokazali su
da izloZenost nanoplastici razli¢ite veli¢ine 1 polimernog sastava moze inducirati negativne
ucinke ukljucujuci pojavu oksidativnog stresa 1 modulaciju ekspresije gena, dok su uocene 1
promjene u ponasSanju (smanjena aktivnost plivanja), reprodukciji (manji broj potomaka) 1 rastu
1 razvoju (urodene malformacije) vodenih organizama (Rist et al. , 2017; Zaki & Aris, 2022).
Gutanje mikro i nanoplastike identificirano je u nizu vrsta od dagnji do sisavaca, s vise od 220
vrsta s razlicitih trofickih razina koje konzumiraju plasticni otpad u prirodi, a predvida se da ¢e
99% svih vrsta morskih ptica gutati mikro i nanoplastiku do 2050. (Wilcox et al., 2015; Lusher
et al., 2017a; Ter Halle et al., 2017). Utjecaj morskih organizama moZe ubrzati prijenos

mikroplastike s povr§ine mora kroz vodeni stupac na morsko dno putem izmeta i morskog



snijega ili izmedu trofickih lanaca putem grabezljivaca (Farrell & Nelson, 2013.; Setila et al.,

2014).

Industrija proizvodi primarnu mikro i nanoplastiku, ukljucujuci Cestice polistirena (Shim et al.,
2018). Primarni izvori tih Cestica su: kozmeticki proizvodi, lijekovi, boje, kao 1 medicinski i
elektronicki uredaji (Koelman et al., 2015). Nanocestice se takoder oslobadaju
visokotemperaturnim inzenjerskim procesima (Snopczynski et al., 2009). Ostali primarni izvori
su tvornice za proizvodnju plasticne ambalaze (De Falco et al., 2018). Sekundarni izvori su
Cestice plastike koje se pod fizickim i kemijskim procesima raspadaju u manje jedinice. To su
Cestice isprane sa sintetiCkih vlakana i oslobodene kao rezultat nepravilnog gospodarenja

plasticnim otpadom.

Jedna od najceS¢e koriStenih vrsta plastike je polistiren (PS) — produkt polimerizacije
monomera stirena. Koristi se za proizvodnju stiropora i drugih proizvoda kao §to su igracke,
CD-ovi 1 poklopci za Salice. Studije in vivo 1 in vitro sugerirale su da polistirenske nanocestice
(PS-NP) mogu prodrijeti u organizme kroz kozu, di$ni 1 probavni trakt, nakon ¢ega ulaze kroz
stanicne membrane i ¢ine interakciju sa stani¢nim strukturama. Mogu se taloziti u zivim
organizmima i akumulirati dalje duz hranidbenog lanca. Ovisno o tipu stanice, NP se mogu
prenositi pinocitozom, fagocitozom ili se transportirati pasivno. Trenutno ne postoje studije
koje bi ukazale na kancerogeni potencijal PS-NP. S druge strane, PS monomer (stiren) je
Medunarodna agencija za istrazivanje raka (IARC) klasificirala kao potencijalno kancerogenu

tvar (klasa kancerogenosti B2).

PS Cestice se koriste kao modelne Cestice u studijama ucinka karakteristi¢nih povrSina Cestica
na razli¢ite bioloske parametre, jer se mogu lako sintetizirati u Sirokom rasponu veli¢ina. NP
karakterizira ve¢i odnos povrSine prema volumenu, Sto ima vazan ucinak na njihovu
reaktivnost. Zbog svoje veli¢ine i1 oblika te raznih modifikacija povrSine, PS-NP se Siroko
koriste u tehnoloskim i biomedicinskim primjenama. Modifikacije kemijske povrSine NP od
kljucne su vaZnosti za topljivost 1 trajnost u bioloSkim agensima, kao 1 za biodistribuciju 1
biokompatibilnost (Xia et al., 2008). Biokompatibilnost je svojstvo zbog kojeg se PS Siroko
koristi za proizvodnju laboratorijske opreme 1 biomedicinskih uredaja. Ovo svojstvo takoder

odlucuje da ovaj spoj ne bi trebao negativno utjecati na bioloSke sustave.



1.2. Modelni organizam

Jedan od glavnih problema s kojima se ¢ovjeCanstvo suocava je zagadenje 1 njegovo razorno
djelovanje na Zive organizme. Cesto je te§ko procijeniti toksi¢nost pojedinih tvari ili proizvoda
jer se otkrije prekasno, kada se ve¢ pocinju akumulirati i prenose genotoksicne i
imunotoksikoloSke ucinke kroz generacije. Iz tog razloga, jedan od interesa istrazivacke
zajednice je pronaci odgovarajuce zivotinjske modele koji se mogu koristiti kao toksikoloski
bioindikatori i takoder razviti dovoljno osjetljive tehnike za otkrivanje nakupljanja toksic¢nih
spojeva i istovremeno biti isplativi i laki za manipulaciju (Ladhar-Chaabouni & Hamza-Chaffai,

2016).

Dagnje su se intenzivno koristile kao idealni bioloski indikatori u pracenju trendova
antropogenog oneciscenja u obalnim vodama zbog svojih posebnih karakteristika (Beyer et al.,
2017). Kao jedna od prvih organizama koristenih za procjenu ekoloske kakvoce morske vode
(Goldberg, 1975), dagnje zadovoljavaju gotovo sve potrebne kriterije za korisnu
bioindikatorsku vrstu. Prvo, dagnje su globalno rasprostranjene, lako dostupne i imaju visoku
toleranciju na Sirok raspon okoliSnih parametara ukljucujuéi salinitet, temperaturu, razine kisika
i dostupnost hrane (Bayne, 1976). Nadalje, kao reprezentativni bentoski filtratori, dagnje mogu
ucinkovito akumulirati kemijske oneciS¢ivace iz morske vode kako bi osigurale integrativnu
mjeru koncentracije i bioraspoloZivosti onec¢iS¢ujucih tvari morske vode in situ (Beyer et al.,
2017). Dagnje su hrana i staniSte mnogim drugim vrstama, tvore¢i vazne veze izmedu
pelagickih i bentoskih ekosustava. Oni takoder djeluju kao transportni put morskih zagadivaca
do visih trofickih razina u obalnom morskom prehrambenom lancu (Strand & Jacobsen, 2005).
Mytilus galloprovincialis odabrana je za ovu studiju jer se ova vrsta naSiroko koristi kao
bioindikator u studijama pracenja razli¢itih okoliSnih kontaminanata u ekotoksikoloSkim i
radioekoloskim istrazivanjima (Franco ef al., 2016), a Medunarodno vijece za istrazivanje mora
predloZilo ju je za pracenje onecis¢enja mikroplastikom 1 nanoplastikom u morskom okoliSu
(Brate et al., 2018). M. galloprovincialis ima svjetsku distribuciju 1 visoku komercijalnu
vrijednost. Kao ¢esto konzumirani proizvod, ova vrsta moze predstavljati vazan put ulaska

zagadivala u ljude.

1.3.Biomarkeri oksidativnog stresa

Antioksidativni obrambeni enzimi igraju vaznu ulogu u stani¢nim antioksidativnim

obrambenim sustavima 1 Stite od oksidativnog oSte¢enja uzrokovanog reaktivnim kisikovim
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vrstama (ROS). Skoljkasi pokazuju razli¢ite promjene u enzimskoj antioksidativnoj obrani
nakon izlaganja zagadiva¢ima (Regoli et al., 2002a, Regoli et al., 2002b). Enzimski testovi
ukljucuju laboratorijske metode za identificiranje prisutnosti i koliine specificnog enzima u
organizmu, tkivu ili uzorku. Primjeri takvih enzima ukljucuju katalazu, glutation - S -
transferazu i1 glutation reduktazu, koji su uz metabolicki proces lipidne peroksidacije sluzili kao
biomarkeri u ovom istrazivaCkom radu za procjenu zagadenja jedinki vrste Mytilus

galloprovincialis nanoplastikom.

Katalaza, enzim koji izaziva (katalizira) reakciju kojom se vodikov peroksid (H20-), razgraduje
na vodu i kisik. Pronadena u velikoj mjeri u organizmima koji zive u prisutnosti kisika, katalaza
sprjeCava nakupljanje i Stiti stani¢ne organele i tkiva od oSteCenja peroksidom, koji
kontinuirano nastaje brojnim metabolickim reakcijama. lako je prvenstveno lokalizirana u

peroksisomima , takoder je prisutna u kloroplastima, citosolu 1 mitohondrijima.

Glutation transferaze (GST; poznate 1 kao glutation S-transferaze) glavni su enzimi
detoksikacije faze Il koji se nalaze uglavnom u citosolu. Glutation S- transferaze su
multifunkcionalni proteini koji $tite stanicu od oStecenja toksicnim egzogenim i endogenim
spojevima katalizirajuéi njihovu konjugaciju na reducirani glutation. Stovise, oni takoder sluZe
kao vezni proteini za niz organskih tvari kao S$to su citotoksicni proizvodi lipidne peroksidacije,
ukljucujuéi lipidne hidroperokside i reaktivne karbonile. Takvi bi spojevi uzrokovali oSte¢enje

membrane u odsutnosti GST-a.

Glutation reduktaza katalizira redukciju glutation disulfida (GSSG), uz sudjelovanje NADPH
kao donora elektrona. Budu¢i da je GR odgovoran za regeneraciju reduciranog glutationa
(GSH), tijekom detoksikacije peroksida i slobodnih radikala nastalih u mitohondrijima, smatra
se da je ovaj enzim vaZan za antioksidacijsku zaStitu, kao 1 za odrzavanje redoks potencijala

stanice.

Peroksidacija lipida je mehanizam kojim lipide napada ROS s dovoljno energije za stvaranje
organskog radikala koji reagira s kisikom 1 rezultira peroksilnim radikalom. Slobodni radikali
napadaju nezasi¢ene masne kiseline u lipidnoj membrani na nacin da izvlace atom vodika iz
lipida ostavljajuci za sobom lipidni radikal 1 pokre¢uci lan¢anu reakciju posredovanu kisikom
koja ostavlja membranu prozetu lipidnim hidroperoksidima. Budu¢i da peroksidacija lipida ima
znacajan potencijal pridonijeti u patogenezi brojnih bolesti, inicijacijom slobodnih radikala, $to
rezultira promijenjenim funkcijama receptora, gubitkom fluidnosti membrane i promjenama

propusnosti. Malondialdehid (MDA) je jedan od glavnih produkata peroksidacije membranskih
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lipida, a nastaje razgradnjom polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA). MDA je vrlo reaktivan
1 toksi¢an nusprodukt peroksidacije lipida jer moZe reagirati sa stanicnim komponentama kao
MDA u stanicama i tkivima Cesto koristi kao pokazatelj oksidativnog stresa, buduci da odrazava
stupanj peroksidacije lipida 1 oSteenja posredovana ROS-om. Smatra se biomarkerom
oksidativnog stresa jer je njegovo nakupljanje indikativno za povecanu peroksidaciju lipida i

proizvodnju ROS-a.

1.4. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog rada je ispitati sposobnost bioakumuliranja polistirenske nanoplastike te analizirati
njen ucinak na enzimske i neenzimske mehanizme antioksidativnog stresa u organizmu dagnje
M. galloprovincialis. Poseban naglasak je na procjeni promjene u aktivnosti antioksidativnih
enzima i metabolickih procesa, radi boljeg razumijevanja potencijalnih toksi¢nih ucinaka

nanoplastike na morske organizme.

2. MATERIJALI I METODE
2.1. Kemikalije

Sve kemikalije su kupljene od Sigma Aldrich (St. Louis, MO, SAD) i koristene su kako su
primljene. Ultraistu vodu (18,2 MQ-cm) osigurao je TKA GenPur sustav (TKA
Wasseraufbereitungssysteme GmbH, Niederelbert, Njemacka).

2.2. Sinteza PSNPs

Otopljena je odredena masa natrijevog dodecilsulfata u 40 ml ultraciste vode (Milli-Q).
Emulziji je dodano aliquot stirena 1 Nile Red boja te se zatim magnetski mijesala 30 min.
Sonificirana je ultrazvu¢nom sondom (Bandelin Sonoplus 4100, nominalna snaga 100 W)

koriste¢i 90% amplitude kroz 17 min (slika 2.1.).
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Slika 2.1. Prikaz (a) ultrazvu¢nog generatora i (b) sonotroda za prijenos mehanicke vibracije.

Emulzija je zatim prebacena u trogrlu tikvicu, te je dodano kalijevog persulfata. Reakcijska
smjesa je zagrijavana 3 h (Slika 2.2.), nakon ¢ega je suspenzija ohladena na sobnoj temperaturi
(22°C) 1 prebacena u epruvetu omotanu aluminijskom folijom kako bi se sprijeCio utjecaj

svjetlosti na Nile Red.



Slika 2.2. Aparatura i reakcijska posuda za sintezu polimernih nanocestica. S lijeve strane

nalazi se cjevcica koja dovodi dusik, a s desne strane termometar.

2.3. Karakterizacija PSNPs

2.3.1. Rasprsenje svjetlosti

Raspodjela veli¢ine Cestica za nanoCestice u ultra Cistoj vodi odredena je dinamickim
rasprSenjem svjetlosti (eng. dynamic light scattering, DLS), s hidrodinamickim promjerima
(dn) danim na temelju izracunate distribucije veli¢ine volumena. Podaci su prikupljeni za
disperzije nanocCestice u kivetama od 10 mm polistirol/polistiren na Malvern-Panalytical
Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK), s intenzitetom rasprsene svjetlosti zelenog lasera (532 nm)
mjerenom pod kutom od 173°. Uzorci su mjereni barem 10 puta, a podaci su obradeni softverom

Zetasizer v 6.32.



2.3.2. Elektronska mikroskopija

Morfologija i veli¢ina nanocestica istrazivana je elektronskom mikroskopijom, a podaci su
prikupljeni na skeniraju¢em elektronskom mikroskopu JEOL JSM 7000F (Tokyo, Japan).
Napon ubrzanja postavljen je na 10 kV, a radna udaljenost bila je 4 mm, sa slikama snimljenim
sa sekundarnog detektora elektrona (SEI). Prije snimanja uzorci su naneseni tankim zlatnim

omotacem u uredaju za naparavanje PECS Gatan 682.

2.4.Testni organizmi

U svrhu istrazivanja koristene su dagnje iz uzgajalista u Limskom zaljevu (N 45.13286, E
13.6349). i prebaceni su proto¢nim bazenima vanjskog dvorista Centra za istrazivanje mora
Instituta Ruder Boskovi¢ u Rovinju. Uzorkovano je 70 jedinki slicnih dimenzija koje su
donesene u laboratorij te potom ostrugane i ociS¢ene. U laboratoriju pod kontroliranim
uvjetima, temperature i svjetlosti, postavljeno je 10 bazena unutar kojih je smjesteno 7 jedinki.
Napunjeni su s 5 L morske vode po tretmanu, odnosno 0,75 L po dagnji (Slika 2.4.). U bazenima
su postavljene pumpe sa zrakom kako bi dagnjama bila osigurana dostupnost kisika.

Temperatura vode iznosila je 18°C, a salinitet S-38 za vrijeme trajanja eksperimenta.



Slika 2.4. Dagnje unutar bazena (s aeracijom) su medusobno odvojene kako bi se sprijecilo

njihovo spajanje bisusnim nitima.

Baze eksperimenta podijeljene su u dvije glavne skupine: jedna bez dodatka hrane (mikroalgi)
i jedna s dodatkom hrane (mikroalga Dunaliella salina, koncentracije 4x10° stanice mL-!). U
prvoj skupini jedan bazen je sluzio kao kontrolna skupina u kojoj nisu bila prisutna polimerne
nanodestice. U preostalih &etiri bazena dodano je 1 mg L sintetizirane nanoplastike.
Ekspozicija za prvi bazen trajala je 24 h, nakon ¢ega su dagnje secirane. Slicno za ostala tri
bazena, dagnje su sakupljene i secirane nakon 48 h, 72 h i 96 h. Dagnje iz netretiranog
kontrolnog bazena sakupljene su nakon 96 h. Isti postupak proveden je u pet bazena u kojima
su dagnje tretirane polimernim nanocesticama hranjene mikroalgama, tj. kontrolni bazen
sadrzavao je mikroalge bez nanoplastike, dok je u ostala Cetiri bazena dodana smjesa mikroalgi
i nanoplastike. Svaki dan skupljano je 7 dagnji, dok su netretirane kontrolne dagnje sakupljane
nakon 96 h. Skrge svake jedinke podijeljene su na &etiri jednaka dijela i spremljene u epruvetice,
koje su zatim bile prebacene u teku¢i dusik. Kasnije su Skrge bile pohranjene na temperaturi od

-80°C za daljnje analize.



2.5. Bioloski testovi
2.5.1. Aktivnost katalaze (CAT)

Pripremljen je natrijev fosfatni pufer (0.02 M, pH 7) na nacin da je 0.774 g natrijevog fosfata
dibazi¢nog heptahidrata (Mw 268.07 g mol-') 1 0.291 g natrijevog fosfata monobazicnog
monohidrata (Mw 147.99 g mol -') dodano u 200 ml destilirane vode. pH je iznosio priblizno
7. Dodano je 0.25 mL triton X-100, te je dodano jo$ destilirane vode kako bi totalni volumen

iznosio 250 mL.

Tkivo $krge je vagano pojedinacno i potom prebaeno u stakleni Potter — Elvehjem
homogenizator. Zbog niske gramaze tkiva (oko 50 mg), dodano je 3 x volumena natrijev
fosfatnog pufera koji je drzan u ledu. Homogenizator je takoder drzan u ledu, te je tkivo
homogenizirano na nacin da je podizan i spusStan duz teflonskog tu¢ka 10 puta. Nakon je
homogenat prebacen u 1.5 mL Eppendorf tubu 1 drzan je u ledu. Uzorci su centrifugirani na
10000 g, na 4°C 1 30 min. Nakon centrifugiranja bio je prisutan talog i supernatant koji se
ispipetirao u nove eppendorf tube pazeci da talog ne poremeti proces. Supernatant je prebacen
u manje eppendorf tubice koje su netom prije ubacivanja u tekuci dusik probijene iglom na

poklopcu kako nebi doslo do otvaranja. Nakon su prebacene na -80°C.

Pripremljen je kalijev fosfatni pufer (50 mM, pH 7) tako da je 1.168 g dibaznog kalijevog
fosfata (Mw 174.18 g mol -') 1 0.789 g monobaznog kalijevog fosfata (Mw 136.09 g mol -')

dodano u 250 mL destilirane vode.

Otopina vodikovog peroksida je pripremljena dodaju¢i 0.34 mL 30% vodikovog peroksida u
99.66 mL kalijevog fosfatnog pufera. U kvarcnu kivetu dodano je 20 uL uzorka tkiva i 780 pL

fosfatnog pufera. Otopina je naglo mijeSana 5 s.

Dodano je 700 pL otopine vodikovog peroksida, mijeSano je brzo i odmah stavljeno u
spektrofotometar. Smanjenje apsorbancije zbog kataliticke razgradnje vodikovog peroksida

mjerilo se 30 s na valnoj duljini od 240 nm.
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Aktivnost enzima dobivena je prema formuli:
AcAr=( AA/vrijeme) ¢ V ukupni volumen * 1000 / € * d * V uzorak
A = smanjenje apsorbancije
V ukupni volumen = 1500 pL
V uzorak =20 uL
e=43.6 M cm’!

d=1cm

2.5.2. Aktivnost glutation — s — transferaze (GST)

Pripremljen je pufer kalijev fosfat-EDTA (50 mM, 1 mM Na2EDTA, pH 7,4) dodavanjem 606
mg dvobaznog kalijevog fosfata (Mw 174,18 g mol-') 1 207 mg kalijevog fosfata monobazi¢nog
(Mw, 136,09 g mol™!) u 80 ml destilirane vode. Potom je otopljeno 37 mg dihidrata dinatrijeve
soli etilendamintetraoctene kiseline (Mw 372,24 g mol-') u puferskoj otopini i dopunjen je
konaéni volumen do 100 ml. pH je iznosio 7,4. Skrzno tkivo, prebageno je u Potter-Elvehjem
homogenizator i dodan 3x volumen (m/v) pufera za homogenizaciju kalijevog fosfata i EDTA.
Homogenizator je drzan u ledu, te je tkivo homogenizirano podizanjem i spustanjem teflonskog
tucka 10 puta. Dobiveni homogenati su prebaceni su u eppendorfove epruvete od 1,5 ml nakon
cega su ubaceni u centrifugu na 10000 g i +4°C 30 min. Supertanant je ispipetiran u

eppendorfove epruvete, zamrznut u teku¢em dusiku 1 odrzavan na -80°C.

Za CDNB (1-Chloro-2,4-dinitrobenzene) otopljeno je 12 mg CDNB (Mw 202,55 g mol-') u 0.6
ml apsolutnog etanola. Dobivena otopina je prebacena u alikvotu od 600 pL i zamrznuta na -20
°C.

Za otopinu reduciranog glutationa otopljeno je 31 mg GSH (Mw 307,32 g mol-') u 0.5 ml

destilirane vode, $to je potom prebaceno u 300 puL alikvotu i zamrznuto na -20 °C.

Za pripremu reakcijskog pufera, otopljeno je 0.6397 g natrijevog fosfata dibazi¢nog
dodekahidrata (Mw 268,07 g mol™) i 0.4435 mg monobazi¢nog natrijevog fosfata monohidrata
(Mw 137,99 g mol!) u 50 ml destilirane vode.
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Reakcijska smjesa je pripremljena dodavanjem 500 pL otopine CDNB 1 250 uL GSH u 49,25
mL reakcijskog pufera. U jazice mikrotitarske plo¢e dodano je 5 pL uzorka i zatim 295 pL
reakcijske smjese. Reakcijska smjesa i uzorci su inkubirani 1,5 min, nakon Cega se mjerila

apsorbancija svakih 30 s tijekom 5 min na valnoj duljini od 340 nm.
Aktivnost enzima izraCunava se formulom:

AGST = ( AA/vrijeme) * V ukupni volumen * 1000 / € * d * V uzorak
A = smanjenje apsorbancije
V ukupni volumen = 300 pL
V uzorak =5 pL
£=9.6x10>° M!cm!

d=1cm

2.5.3. Aktivnost glutation reduktaze (GR)

Pripremljen je pufer kalijev fosfat-EDTA (50 mM, 1 mM Na2EDTA, pH 7.4) dodavanjem 606
mg dvobaznog kalijevog fosfata (Mw 174,18 g mol-') 1 207 mg kalijevog fosfata monobazi¢nog
(Mw, 136,09 g mol-') u 80 ml destilirane vode. Potom je otopljeno 37 mg dihidrata dinatrijeve
soli etilendamintetraoctene kiseline (Mw 372,24 g mol-') u puferskoj otopini i dopunjen je
konaéni volumen do 100 ml. pH je iznosio 7,4. Skrzno tkivo, prebageno je u Potter-Elvehjem
homogenizator i dodan 3x volumen (m/v) pufera za homogenizaciju kalijevog fosfata i EDTA.
Homogenizator je drzan u ledu, te je tkivo homogenizirano podizanjem i spustanjem teflonskog
tucka 10 puta. Dobiveni homogenati su prebaceni su u eppendorfove epruvete od 1,5 mL nakon
cega su ubaceni u centrifugu na 10000 g 1 4 °C 30 min. Supertanant je ispipetiran u

eppendorfove epruvete, zamrznut u teku¢em dusiku 1 odrzavan na -80°C.
Otopljeno je 6 mg glutation disulfida (Mw 612,63 g mol™") u 1,2 mL destilirane vode.

Otopljeno je 1 mg NADPH-tetranatrijeve soli (Mw 833,40 g mol™') u 1,2 mL natrijev fosfatnom
puferu (100 mM, pH 7,4) Za pripremu pufera otopljeno je 270 mg natrijevog fosfata dibazi¢nog
dodekahidrata (Mw 358,14 g mol™") i 34 mg monobazi¢nog natrijevog fosfata monohidrata (Mw
137,99 g/mol) u 10 ml destilirane vode, pH je iznosio 7,4.
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U jazice mikrotitarske ploce dodano je 100 pL pufera kalijev fosfat-EDTA, 100 uL otopine
glutation disulfida, 20 puL uzorka i 10 pL otopine NADPH. Smanjenje apsorbancije mjeri se

svakih 30 s tijekom 10 min na valnoj duljini od 340 nm.
Aktivnost enzima izraCunava se formulom:
AGR = ( AA/vrijeme) * V ukupni volumen * 1000 / &€ * d ¢ V uzorak
A = smanjenje apsorbancije
V ukupni volumen = 230 pL
V uzorak =20 puL
£=622x10° M! cm!

d=1cm

2.5.4. Lipidna peroksidacija

Analiza koli¢ine produkata lipidne peroksidacije, odnosno TBARS-a (reaktivne tvari
tiobarbiturne kiseline, eng. thiobarbituric acid reactive substances), odradena je po sljedeéoj
metodi. U alikvotu od 150 uL supernatanta je dodan u 1 mL reakcijskog pufera (15% TCA,
0,1% BHT 1 0,375% TBA prethodno otopljeno u 2 mL 12 M HCI). Otopina je inkubirana na 95
°C 15 minuta, ostavljena da se ohladi na sobnoj temperaturi. Potom je otopina centrifugirana
na 3000 g tijekom 15 minuta na 4 °C. Razine peroksidacije lipida su odredene mjerenjem
apsorbancije na 530 nm (slika 2.5.4.). Kalibracijska krivulja je pripremljena koriStenjem

1,1,3,3-tetrametoksipropana (TPA) u reakcijskom puferu.
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Slika 2.5.4. Mikrotitarska ploca koja pokazuje razli¢ite kolicine MDA (ruziCaste boje) zbog
peroksidacije lipida.

2.6.0dredivanje koncentracije proteina

Uzoreci su razrijedeni 20x dodavanjem 5 plL uzorka u 95 pL ultraciste vode. Pufer je razrijeden
na isti na¢in dodatkom 5 pL pufera u 95 pL ultraciste vode. Pripremljene su serije otopina
govedeg serumskog albumina (BSA) u puferu u rasponu koncentracija 0,005-2,000 mg mL™".
Pomijesano je 5 uL uzorka ili BSA otopine s 250 pL Bradfordovog reagensa i inkubirano 45
min. Izmjerene su apsorbancije uzoraka, BSA otopine i pufera na valnoj duljini od 595 nm.
Kalibracijska krivulja je nacrtana pomocu vrijednosti apsorpcije BSA te su iz toga odredene

koncentracije proteina u uzorcima.

2.7. Statisti¢ka analiza

Prikupljeni podaci testirani su na odstupanja (eng. outlier) Grubbsovim testom. Podaci su
naknadno testirani na normalnost distribucije Shapiro-Wilkovim testom i homogenost varijance
Bartlettovim testom, nakon cega je slijedila parametarska ANOVA, s razlikama znacajnosti
utvrdenim Dunnettovim post hoc testom, ili neparametrijska Kruskal-Wallisova ANOVA
pra¢ena Dunnovim testom. Obrada podataka provedena je pomocu softvera Graphpad Prism 9

(GraphPad Software LLC, La Jolla, CA).
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3. REZULTATI
3.1. Karakterizacija PSNPs

Raspodjela polistirenskih nanodestica (100 mg L™ u ultragistoj vodi) po veli¢ini s obzirom na
volumen prikazano je na slici 3.1. a), uz izvrsnu ponovljivost dobivenu za raspodjelu veli¢ina

u deset uzastopnih mjerenja.

Size Distribution by Volume

QO T s R R R R

Volume (Percent)

1000 10000

Size (d.nm)
Record 21: LNO1 100ppn 1 Record 22: LNO1 100ppn 2 —— Record 23: LNO1 100ppn 3
— Record 24: LNO1 100ppn 4 — Record 25: LNO1 100ppn 5 — Record 26: LNO1 100ppn 6
———  Record 27: LNO1 100ppn 7 ——— Record 28: LNO1 100ppn 8 ——— Record 29: LNO1 100ppn 9
Record 30: LNO1 100ppn 10

Slika 3.1. a) Graficki prikaz raspodjele polistirenskih nanocestica po veli€ini s obzirom na

volumen.

Mjerenjem metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti (DLS) utvrdeno je da nanocestice imaju
hidrodinamicki promjer od 54,37 + 0,50 nm, dok vrh predstavlja 100% prisutnih nanocestica,
sto ukazuje da nema prisutnih aglomerata. Nadalje, izmjereni zeta potencijal od -37,2 + 3,4 mV

ukazuje na dobru elektrostati¢ku odbojnost izmedu nanocestica i stabilnost disperzije.
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Mjerenje
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o

average
SD

du/ nm
54.86
54.05
55.00
54.41
53.90
54.37
54.76
53.59
54.21
54.38
54.37
0.50

100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00
100.00

0.00

Tablica 3.1. a) Prikazani podaci odnose se na hidrodinamicki promjer disperzije PSNPs u Milli-

Q vodi.

Morfologija sintetiziranih polimernih nanocestica odredena je na temelju skeniraju¢ih

elektronskih mikrografija i utvrdeno je da su sfernog oblika, s karakteristicnim naborima na

povrsini koje podsjecaju na oblik “maline* (Slika 3.1.b)). Promjeri nanocestica bili su relativno

ujednaceni, 49,86 + 6,40 nm (Tablica 3.1.b)) 1 neSto manji od promjera izmjerenth DLS

metodom. To je u skladu s ¢injenicom da DLS mjeri hidrodinamicki promjer, koji ukljucuje 1

vodensti solvatacijski omota¢ oko nanocestica, sto nije vidljivo elektronskom mikroskopijom.
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Slika 3.1.b) Skenirajuca elektronska mikrograf prikazuje PSNPs snimljene sa sekundarnog

detektora elektrona (SEI).

Mjerenje d/nm Mjerenje d/nm
1 63.3 9 46.5
2 53.8 10 43.7
3 47.4 11 49.2
4 39.7 12 59.2
5 56.8 13 50.1
6 47.1 14 49.5
7 53.1 15 43.1
8 45.5

average 49.86
SD 6.40

Tablica 3.1.b) Prikazani podaci odnose se na stvarni promjer PSNPs mjereni iz SEM

mikrografa.
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3.2. Rezultati aktivnosti katalaze

Aktivnost enzima katalaze izrazena je po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje M.
galloprovincialis, a podaci za skupinu bez dodatka hrane prikazani su u obliku grafa (Slika 3.2.
a)). Najveca zabiljezena aktivnost unutar grupe koja nije hranjena zabiljezena je u kontrolnoj
grupi, gdje iznosi 3,83 umol min~' mg~'. Ovaj podatak ukazuje na najvisu razinu CAT aktivnosti
u uzorku koji nije bio izloZen stresoru. Nakon 24 sata izlaganja PSNPs, CAT aktivnost opada i
iznosi 1,36 umol min' mg™'. UocCava se znatno smanjenje aktivnosti u odnosu na kontrolnu
grupu, Sto ukazuje na reakciju organizma na toksikante. Nakon 48 sati ponovno raste te iznosi
3,19 umol min™ mg™', te se priblizava vrijednosti kontrolne grupe. Ovaj podatak ukazuje na
mogucu prilagodbu organizma nakon dva dana izloZenosti. Nakon 72 sata, primijecena je
najmanja aktivnost s iznosom od 0,38 pmol min™' mg™', §to je znaajno smanjenje u usporedbi
s prethodnim mjerenjima. Ovaj podatak ukazuje na vrlo nizak odgovor enzima nakon tri dana
izlaganja. U konacnici, nakon 96 sati, aktivnost katalaze iznosi 1,52 pmol min™ mg™, §to

predstavlja blagi porast u odnosu na prethodno mjerenje, ali i dalje ostaje niza od kontrolne

vrijednosti.
Skupina bez dodatka hrane
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kontrola 24h 48h 72h 96h

Slika 3.2. a) Izmjerene aktivnosti katalaze po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje M.

galloprovincialis nakon izloZenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana.
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Podaci za skupinu s dodatkom hrane izrazeni su na Slici 3.2.b). Najveca zabiljezena CAT
aktivnost takoder je zabiljezena u kontrolnoj skupini, s 2 % vrijednosti od kontrole unutar
skupine koja nije imala pristup hrani. Iznosi 7,45 pmol min™! mg™'. Takoder je primije¢eno
veliko odstupanje od prosjecne vrijednosti. Nakon 24 sata izlaganja PSNPs , CAT aktivnost
opada i iznosi 2,66 pmol min"' mg. Za razliku od skupine bez pristupa hrani, nakon 3 dana
izlaganja PSNPs CAT aktivnost se smanjuje. Ujedno je to 1 najniza zabiljezena CAT aktivnost
s iznosom od 0,22 pmol min™' mg'. Nakon 72 sata CAT aktivnost raste, ali neznacajno, te
iznosi 0,83 pmol min™' mg™"'. U konacnici, nakon 96 sati CAT aktivnost se ponovno smanjuje,
a iznos od 0,47 pmol min' mg™' najslicniji je iznosu aktivnosti nakon 48 sati. Nagli pad
aktivnosti tokom ekspozicije u usporedbi s kontrolom ukazuje na znacajnu reakciju organizma

na PSNPs.

Skupina s dodatkom hrane
12

10

AcAT/ pmol min-' mg-1

: — W

Kontrola 24 h 48 h 72 h 96 h

Slika 3.2. b) Izmjerene aktivnosti katalaze po koli¢ini proteina u tkivu skrga dagnje Mytilus
galloprovincialis nakon Izlozenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana unutar

skupine koja je nahranjena mikroalgama vrsta D. salina.
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3.3. Rezultati aktivnosti glutation —S— transferaze

Aktivnost enzima glutation-s-transferaze izrazena je po koliCini proteina u tkivu Skrga dagnje
M. galloprovincialis, a podaci za skupinu bez dodatka hrane prikazani su u obliku grafa (Slika
3.3. a)). Vrijednosti GST-a su poprili¢no vise od vrijednosti CAT aktivnosti. Najvisa GST
aktivnost u skupini koja nije hranjena zabiljezena je u kontroli, s vrijednosti od 29,37 umol min
"'mg™!. Nakon 24 sata aktivnost enzima u vremenu po koli¢ini proteina se smanjuje, i iznosi
22,81 umol min™! mg™!, $to ukazuje na utjecaj nanodestica na tkiva. Nakon 48 sati GST aktivnost
prati opadajuci trend s iznosom od 17,58 umol min' mg™'. Nakon 72 sata izmjerena je najniza
koncentracija GST-a u vremenu po koli¢ini proteina i priblizno je 2x manja od kontrole. Mala
standardna devijacija (p<0.01) ukazuje na statisticki znacajan rezultat s iznosom od 12,64 umol
min™! mg"! Nakon 96 sati primijecen blagi porast GST aktivnosti u odnosu na prethodni dan, a

iznos od 19, 82 umol min™' mg™" najsli¢niji je onom nakon drugog dana ekspozicije.

Skupina bez dodatka hrane
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Slika 3.3. a) Izmjerene aktivnosti glutation —S— transferaze po koli¢ini proteina u tkivu skrga

dagnje M. galloprovincialis nakon izlozenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana.
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Aktivnost enzima glutation-s-transferaze izrazena je po koliCini proteina u tkivu Skrga dagnje
M. galloprovincialis, a podaci za skupinu s dodatkom hrane prikazani su u obliku grafa (Slika
3.3. b)). Najveca zabiljezena GST aktivnost je ponovo primije¢ena u kontroli s iznosom od
27,89 umol min™! mg™!, te je malo niZa od kontrole unutar skupine bez prisutne hrane. Nakon
24 sata zabiljezen je pad aktivnosti GST, koji je bitno nizi od aktivnosti izmjerene nakon 24
sata u skupini bez prisutne hrane, s iznosom od 16,36 pmol min mg™'. Nakon 48 sati GST
aktivnost se ne mijenja, §to ukazuje na to da PSNPs nisu drasti¢no utjecale na organizam, kao
Sto je opisano u gornjim grafovima. Takoder je vrijednost vrlo slicna GST aktivnosti nakon 48
sati u skupini bez pristupa hrani. Nakon 72 sata zabiljezen je blagi porast GST aktivnosti $to
ukazuje na moguéu prilagodbu organizma na djelovanje toksikanta. Iznos od 19,21 pmol min’!
mg! najsli¢niji je kontrolnoj skupini. Nakon 96 sati ponovo je primije¢en pad GST aktivnosti,

s iznosom od 14,18 pmol min™ mg™', koja je ujedno najmanja aktivnost izmjerena tokom

ekspozicije.
Skupina s dodatkom hrane
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Slika 3.3. b) Izmjerene aktivnosti glutation—S—transferaze po koli¢ini proteina u tkivu Skrga
dagnje M. galloprovincialis nakon Izlozenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana, i

koji su istovremeneno nahranjene mikroalgama D. salina.
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3.4. Rezultati aktivnosti glutation reduktaze

Aktivnost enzima glutation reduktaze izrazena je po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje M.
galloprovincialis, a podaci za skupinu bez dodatka hrane prikazani su u obliku grafa (Slika 3.4.
a)). Aktivnost enzima GR u vremenu po koli¢ini proteina u kontroli iznosi 1,16 pmol pmol
min~' mg’, i za razliku od CAT i GST , kontrola nema najvecu zabiljezenu aktivnost. Nakon
24 sata izlaganja PSNPs, GR aktivnoat se smanjuje i iznosi 0,94 umol min-1 mg-1. Takvo
ponasanje zajednicko je svim enzimima, dok je za GR to ujedno i najniza opazena aktivnost.
Nakon 48 sati aktivnost blago raste, 1 iznosi 1, 23 pmol min™' mg'. Nakon 72h zabiljezena je
najve¢a GR aktivnost s iznosom od 1,42 pmol min' mg™. Nakon 96 sati izlaganja toksikantu,
GR aktivnost se ponovo smanjuje, s iznosom od 1,19 umol min-1 mg-1. Sve u svemu, GR

aktivnost je poprilicno niza usporedujuci s CAT 1 GST u obje skupine.

Skupina bez dodatka hrane
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Slika 3.4. a) [zmjerene aktivnosti glutation reduktaze po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje

M. galloprovincialis nakon Izlozenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana.
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Aktivnost enzima glutation-s-transferaze izrazena je po koliCini proteina u tkivu Skrga dagnje
M. galloprovincialis, a podaci za skupinu s dodatkom hrane prikazani su u obliku grafa (Slika
3.4.b)). Aktivnosti su veée u odnosu na skupinu bez prisustva hrane. GR aktivnost u kontrolnoj
skupini s iznosom od 1,37 umol min™' mg™" je ujedno najniza opazena aktivnost unutar skupine
s dodatkom hrane, 1 vrijednosti su sli¢ne kontroli u skupini bez hrane. Nakon 24 sata primijecen
je nagli porast GR aktivnosti, s iznosom od 2,25 pmol min~' mg'. Takvo ponasanje enzima nije
opazeno kod CAT i GST. Nakon 48 sati izlaganja PSNPs aktivnost naglo pada na iznos od 1,58
umol min-1 mg-1. Nakon 72 sata GR aktivnost blago raste, s iznosom od 1,72 umol min™' mg".
Nakon 96 sati izlaganja ponovo je primijecen nagli porast GR aktivnosti, te s iznosom od 2,44

umol min™ mg™ ¢ini najvecu zabiljeZzenu aktivnost u skupini koja je imala pristup hrani.

Skupina s dodatkom hrane

24 h 48 h 72h 96 h
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3.5.Rezultati lipidne peroksidacije

Koncentracija MDA izrazena je po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje M. galloprovincialis,
a podaci za skupinu bez dodatka hrane prikazani su u obliku grafa (Slika 3.5. a)). Rezultati
lipidne peroksidacije pokazali su znacajne koncentracije MDA u obje skupine. Opazeno je
postepeno smanjenje koncentracije od kontrolne skupine, sa znacajnim opadanjem nakon 48
sati, nakon ¢ega koncentracija raste. MDA koncentracija u kontrolnoj skupini iznosila je 5,33
pumol mg™'. Nakon 24 sata koncentracija MDA se smanjuje, s iznosom od 3,86 umol mg™!, koji
je slican iznosu nakon 24 sata unutar skupine s dodatkom hrane. Nakon 48 sati pirimjecen je
pad koncentracije MDA, s iznosom od 3,18 umol mg”, $to je ujedno najniza zabiljeZena
koncentracija MDA. Nakon 72 sata MDA koncentracija se naglo poveéava, $to je zajednicko
unutar obje skupine, na 5,74 umol mg™!. Nakon 96 sati opaZena je najveéa koncentracija s
iznosom od 6,76 pmol mg™!. Velike standardne devijacije ukazuju na rasprsenost rezultata, koji

nisu statisti¢ki znacajni.
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Slika 3.5.a) Izmjerene aktivnosti MDA po koliini proteina u tkivu Skrga dagnje M.

galloprovincialis nakon IzloZzenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana.
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Koncentracija MDA izrazena je po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje M. galloprovincialis,
a podaci za skupinu s dodatkom hrane prikazani su u obliku grafa (Slika 3.5. b)). Rezultati
imaju nizu standardnu devijaciju od skupine bez dodatka hrane, Sto ukazuje na statisticki
znacajne rezultate. MDA koncentracija u kontrolnoj skupini iznosila je 2,52 pmol mg™!. Nakon
24 sata koncentracija MDA se blago povecala, s iznosom od 3,97 umol mg™!, §to ukazuje na
vece ostecenje tkiva u odnosu na kontrolu. Nakon 48 sati primijecen je pad koncentracije MDA,
s iznosom od 2,62 pmol mg'koji je vrlo slian kontrolnoj skupini. Nakon 72 sata MDA
koncentracija se naglo poveéava na 8,55 pmol mg™'. Nakon 96 sati koncentracija je vrlo sli¢na
onoj prethodnom danu, s iznosom od 8,69 pmol mg™!. Takvi podaci ukazuju na bitno osteéenje

unutar tkiva uzrokovano utjecajem PSNPs.
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Slika 3.5.b) Izmjerene aktivnosti MDA po koli¢ini proteina u tkivu Skrga dagnje M.
galloprovincialis nakon IzloZenosti polistirenskim nanocesticama tijekom 4 dana, 1 koji su

istovremeneno nahranjene mikroalgama D. salina.
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3.6.Bioakumulacija PSPNs

Rezultati mjerenja kalibracije za razliCite koncentracije PSNPs u vodenoj otopini dobiveni su
pomocu fluorescencije Nile Reda (Slika 3.6.1.). Nile red ima ekscitacijski pojas centriran na
530 nm i Siroki emisijski pojas oko 610 nm, iako ekscitacijske i emisijske valne duljine uvelike
ovise o kemijskom okruzenju oko boje. Koncentracije se krecu od 0,01 mg L-' do 100 mg L-'.
Poveéanjem koncentracije PSNPs, od 0,01 mg L do 100 mg L, intezitet fluorescencijske
emisije na valnoj duljini od 612 nm (Aex 530 nm) se takoder povecava (Slika 3.6.2.). Vrijednost
koeficijenta korelacije (R=0,9997) ukazuje na linearnu vezu izmedu koncentracije PSNPs i
inteziteta fluorescencije (Aem 612 nm) (Slike 3.6.2.). Nagib pravca (y = 107,1x) predstavlja

kalibracijski faktor proporcionalnosti izmedu koncentracije i fluorescencije.
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Slika 3.6.1. Spektri emisije (Aex 530 nm) za razli¢ite koncentracije PSNPs.
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Slika 3.6.2. Kalibracijska krivulja prikazuje zavisnost intenziteta fluorescencije 1 koncentracije
PSNPs.

Emisijski spektar (AEX 530 nm) probavljenog tkiva Skrga pokazuje veéi intenzitet
fluorescencije na svim valnim duljinama zbog prisutnosti niza molekularnih vrsta u usporedbi
s PSNP-ovima rasprSenim u ultra ¢istoj vodi (Slika 3.6.3.). Medutim, kontrolni uzorak ima
primjetno manji intenzitet fluorescencije u odnosu na tretirani uzorak, $to moze ukazivati na
akumulaciju Nile Red (odnosno PSNPs-ova) unutar tkiva. Na temelju izmjerene fluorescentne
apsorbance na 612 nm i primijenjene kalibracijske krivulje, izracunata je koncentracija PSNP-
a, dok je bioakumulacija procijenjena usporedbom mase PSNP-a u tkivu s ukupno dodanom
koli¢inom. Masa PSNP-a po gramu Skrga takoder je izracunata kako bi se kvantificirala
distribucija nanocestica u tkivima. Bioakumulacija predstavlja procijenjenu koli¢inu PSNP-a u
tkivima u odnosu na inicijalno dodanu koli¢inu u bazen. Masa PSNP-ova u tkivu Skrga iznosi

80,851 pg g-'. Bioakumulacija iznosi 5%.
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Slika 3.6.3. Graficki prikaz emisijskih spektara fluorescencije uzoraka tkiva dagnji (kontrolni
i tretirani) i PSNPs (10 mg L-1).

28



4. RASPRAVA

Stvaranje 1 eliminacija ROS-a u tijelu u normalnim uvjetima su u ravnotezi. Prilikom stresnih
situacija ili tjelesnog oStecenja dinamicka ravnoteza moze biti poremecena, $to rezultira
povecanim razinama ROS-a. Visoke razine ROS-a mogu uzrokovati peroksidaciju lipida i
oSteCenje membrane, a time i utjecati na organizam (Lushchak, 2011). Stoga se putevi
posredovani ROS-om cCesto smatraju mehanizmima kojima strane tvari ili stresovi utjecu na
organizme. Prethodne studije pokazale su da nanoplastika moze potaknuti stvaranje ROS-a u
rotiferima (Jeong et al., 2016), algama (Bhattacharya et al., 2010) i kopepodima (Jeong et al.,
2017) te izazvati oksidativni stres kod morskih bakterija (Sun et al., 2018).

Kad je rije¢ o aktivnosti enzima CAT, u ovom zavr§nom radu nakon 4 dana tretmana s PSNPs
uocljiv je znacajan pad aktivnosti CAT. Inhibicija aktivnosti enzima CAT uslijed tretiranja s
PSNPs dokazano je u prethodnim istraZivanjima. Gongalves et al. (2022.) procijenili su uc¢inke
polistirenske nanoplastike (10 pg L -'; 50 nm nPS) na tkiva Mytilus galloprovincialis nakon 21
dana izlaganja. Podaci navode da je aktivhost CAT-a bila preoptere¢ena u Skrgama i
hepatopankreasu, gdje promatrana inhibicija predstavlja nemoguénost uklanjanja vodikovog
peroksida koji nastaje kao rezultat nPS izloZenosti. CAT aktivnost u Skrgama dagnji izloZenih
nPS-u bila je znacajno izraZena i razlikuje se od neizlozenih dagnji tijekom cijelog razdoblja
izlaganja, dok se smanjenje aktivnosti primijetilo tek nakon 7 dana. Nasuprot tome, podaci za
druge vrste otkrili su povecanje CAT aktivnosti ili nisu zapazili nikakve promjene. Kod vrste
M. coruscus (nPS; 70 nm; 3,64 x 10° Cestica/L; 14 dana) nisu uocene znacajne promjene u
probavnoj zlijezdi (Wang et al., 2021), a sli¢ne rezultate dobili su Ribeiro et al. (2017.) kod
Skoljkasa vrste S. plana nakon izlaganja mikroplastici (PS; 20 um; 1000 pg L-'; 14 dana).
Nasuprot tome, PS mikrosfere (2 um; 10, 10* 1 10°¢ Cestica/L; 7 dana) te mikroplastika PE 1 PP
(<400 pum; 10 dana) uzrokovali su povecanje aktivnosti CAT kod M. coruscus (Wang et al.,
2020) te u Skrgama i1 probavnim Zlijezdama SkoljkaSa iz roda Mytilus (Revel et al., 2019).
Studije o uc€inku starenja i veli¢ine jedinki na aktivnost CAT u dagnjama doveli su do razli¢itih
rezultata, jer je taj ucinak specifican za vrstu, spol, tkivo 1 starost. Nekoliko je autora otkrilo
smanjenje u CAT aktivnosti tijekom starenja u dagnji Mytilus edulis (Viarengo et al., 1991).
Naprotiv, Sukhotin et al. (2002.) pronasli su smanjenje CAT aktivnosti specificno za tezinu
unutar zasebnih starosnih grupa M. edulis. Ovo otkri¢e ukazuje na to da u studijama gdje je
zabiljezeno smanjenje aktivnosti CAT povezano s dobi, zapravo moze biti posljedica povecanja
veli¢ine Skoljkasa zbog starenja. Istrazivanja Borkovi¢ et al. (2004.) pokazala su povecanje

specificne 1 ukupne aktivnosti enzima CAT kod vrste M. galloprovincialis prikupljenih tokom
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svibnja, §to je vjerojatno povezano s povecanom metabolickom aktivnoscu uslijed sezonskog
porasta temperature i intenzivne reproduktivne aktivnosti. Takvi rezultati objasnjavaju visoke
razine CAT u kontrolnim skupinama. Aktivnost GST-a prati isti koncept kao katalaza, s
najviSom aktivnosc¢u enzima unutar kontrolnih skupina. Gongalves et al. (2022.) opisali su isti
opadajuci trend, s naglim porastom nakon 21. dana ekspozicije. S druge strane, aktivnost GST-
a je porasla u Skrgama vrste Scrobicularia plana, a smanjena u probavnoj zlijezdi nakon
izlozenosti mikroplastici (20 um; 1000 pg L -'; 14 dana) (Ribeiro ef al., 2017). Takvi podaci
ukazuju na vaznost procjene veliCine Cestica na nanoskali, jer se njihovo ponasanje i
posredovana toksi¢nost razlikuju. Veli¢ina mikroplastike smatra se jednim od najvaznijih
¢imbenika koji utje¢e na njezin unos, translokaciju i eliminaciju od strane dagnji. To se moze
pripisati Cinjenici da je gutanje Cestica ograni¢eno gradom i veli¢inom tijela. Primjerice,
hvatanje Cestica ograniceno je veli¢inom i sloZenoS¢u laterofrontalnih trepetljika (Ward i
Shumway, 2004). Takoder je primijeceno da dagnje gutaju manje Cestice (Wang et al., 2021).
Ucinkovitost hvatanja pokazuje rastuéi trend s povecanjem veliCine Cestica iznad 1 pm do
maksimalne u¢inkovitosti (blizu 100%) pri veli¢ini od 2,5-3,5 um (Ward et al., 2019a). Jedno
od mogucih objasnjenja je da se nanoplastika moze pasivno progutati zajedno s protokom vode
unato¢ niskoj u¢inkovitosti hvatanja. Jedna je studija takoder pokazala razliite obrasce kretanja
mikroplastike kroz Skrge dagnji ovisno o veli¢ini PS kuglica izmedu 1, 2 um i 200 nm (Merzel
et al.,2019). Rezultati studije Liu ef al. (2019b) na obi¢noj vodenbuhi Daphnia pulex pokazuju
da uz povecanje koncentracije nanoplastike, razine ekspresije GST, SOD, CAT, GPx se
smanjuju, ¢ime se smanjuje antioksidativna obrana. Niska koncentracija nanoplastike uzrokuje
prekomjernu proizvodnju ROS-a, dok visok sadrZzaj ROS-a izazvan visokim koncentracije
nanoplastike mogu nadvladati antioksidativne sustave 1 izazvati znacajna oksidativna oStecenja
1 gubitak kompenzacijskih mehanizama, potiskujuéi tako antioksidativno djelovanje (Liu et al.,
2018). Ovi rezultati potvrduju razlike u toksicnosti nanoplastike 1 mikroplastike, sugerirajuci
da manja veli¢ina plasti¢nih Cestica dovodi do vece toksi¢nosti za Skoljkase. Takoder,
koncentracije koje su koriStene mogu imati znacajnu ulogu u toksi¢nosti koju plasti¢ne Cestice
ispoljavaju kod Skoljkasa, jer Sto je veca koncentracija, veéa je vjerovatnoca
agregacije/aglomeracije u morskoj vodi, §to povecava veli¢inu agregata i moguce smanjuje
sposobnost organizma da ih unese. Stoga je vazno napomenuti kako su prethodna istraZivanja

s drugim NP koristila ipak nesto nize koncentracije nego u ovom radu (1 mg L-).

Studije su pokazale da mikroplastika stupa u interakciju s mikroalgama, poticuéi stvaranje

heteroagregacije sastavljene od mikroplastike, mikroalgi 1 egzopolisaharida (Lagarde et al.,
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2016; Long et al., 2017). Ovaj proces moze promijeniti gustocu, velicinu i bioraspolozivost
mikroplastike (Lagarde ef al., 2016). Daljnje agregiranje nanoplastike takoder moze poboljsati
unos od strane dagnji (Ward & Kach, 2009). Prema dobivenim rezultatima dagnje nisu
ucinkovito razlikovale mikroalge od mikroplastike, te ih smatraju hranom niske vrijednosti.
Usporedbom neuhranjene skupine sa skupinom koja je imala pristup hrani, uoc¢ena je razlika u
vrijednostima aktivnosti CAT-a i GST-a. Aktivnost ovih enzima bila je smanjena u skupini
hranjenoj mikroalgama, $to sugerira poboljSani nutritivni unos u odnosu na skupinu koja nije
bila hranjena. U studiji Rist ez al. (2017.) opisana je interakcija cestica i mirkoalgi na organizmu
Daphnia magna. Optereenje Cesticama bilo je znatno smanjeno u prisutnosti hrane: za 78%
kod cestica od 100 nm i za 98% kod cCestica od 2 mm, u usporedbi s gutanjem cestica bez
prisutne hrane. Moguc¢i razlog za to je Sto su plasti¢ne Cestice u mediju 'razrijedene' stanicama
algi (ukupan broj stanica algi i plasti¢nih Cestica bio je gotovo Sest puta veci nego broj samih
plasti¢nih cestica), $to prirodno dovodi do manjeg gutanja Cestica. Takoder, koncentracija
Cestica u mediju se smanjuje zbog aktivnije filtracije, ¢ime dolazi do taloZenja Cestica u fecesu.
Drugi moguci mehanizam mogao bi biti odredeni stupanj selektivne ishrane. Dok neke studije
opisuju Daphnia magna kao potpuno neselektivnog filtratora (DeMott, 1986), drugi su
primijetili odredenu selektivnost (DeMott, 1995; Kirk, 1991). Kirk (1991) otkrio je selektivno
hranjenje fitoplanktona s ¢esticama gline, $to je opisano kao pasivna selektivnost jer zivotinje
manje ucinkovito hvataju te Cestice, umjesto da ih aktivno odbijaju. Takoder je primijeceno da
D. magna moze razlikovati Cestice razlicite tvrdoce 1 povrSinskih svojstava (DeMott, 1995).
Kod aktivnosti GR enzima primijecen je rast nakon 72h u skupini bez hrane, i nakon 96h u
skupini koja je hranjena mikroalgama. Vrijednosti su vrlo niske usporedujuci s aktivnos¢u GST-
a, Sto moze ukazivati na to da glutationski sustav sudjeluje u detoksikaciji peroksida. Niska GR
aktivnost moze ukazivati na to da nema dovoljno dostupne energije u obliku NADPH koji je
potreban za regeneraciju glutationa. Takoder je moguce da je visoka koncentracija GST-a mogla
iscrpiti zalihe glutationa, posebno ako je postojala konstantna izloZenost oksidansima i
peroksidima. Kada je obrambeni sustav antioksidansa preoptere¢en, membranski lipidi nisu
iskljuceni od napada zaostalog ROS-a, Sto dovodi do peroksidacije lipida (LPO). Taj
mehanizam dovodi do gubitka integriteta membrane i stani¢ne smrti. Visoke koncentracije

MDA ukazuju upravo na to, te su ujedno najvise koncentracije izmjerene nakon 72h i 96h.

Iako je u okruZenju bila prisutna visoka koncentracija toksikanata, bioakumulacija je iznosila
svega 5%. Moguce je da je smanjena sposobnost filtracije uslijed starosti organizma, dovela do

manjeg unosa PSNPs. Takoder postoji mogucnost da je doSlo do akumulacije u drugim
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organima, poput hepatopankreasa. Uz to, izbacivanje Cestica putem fecesa 1 pseudofecesa

moglo je doprinjeti smanjenju koncentracije toksikanata u organizmu.

5. ZAKLJUCAK

Dagnje su jedan od najcesce koriStenih organizmima za biomonitoring uc¢inaka nanomaterijala
poput nanoplastike i njezinih karakteristika. U M. galloprovincialis, 1 mg L -' PSNPs promjera
54,37 +/- 0,50 nm uzrokovale su preoptereceni antioksidativni sustav i dovele do oksidativnog
osteCenja u Skrgama. Inhibicija antioksidativne obrane moze biti rezultat ROS-a koji je
generiran toksi¢no§éu PSNPs, uzrokujudi vrlo niske aktivnosti enzima katalaze, glutation -S-
transferaze i glutation reduktaze. Visoke koncentracije MDA u tkivu ukazuju na zna€ajnu razinu
oSte¢enja nastalu mehanizmom lipidne peroksidacije, Sto sugerira da je koncentracija PSNPs
bila previsoka zbog ¢ega je ROS nadjacao antioksidativni sustav dagnje. Visoke koncentracije
enzima u kontrolnim skupinama upuéuju na lose zdravstveno stanje uzrokovano staro$¢u
jedinki, Sto je moglo utjecati na njihovu ukupnu fiziolosku otpornost i reaktivnost. Nije
primije¢ena znacajna razlika izmedu neuhranjenih skupina 1 onih koje su imale pristup hrani,
iako je CAT 1 GST aktivnost smanjena kod skupina hranjenim mikroalgama vrste D. salina.
Masa PSNP-ova u tkivu Skrga iznosila je 80,851 pg g-!, dok je bioakumulacija iznosila 5%,
takoder uzrokovana staroS¢u jedinki i smanjenom sposobnoscu filtracije. Ovaj rad potvrduje da
su dagnje korisni bioindikatori i dobar model za procjenu bioloskih ucinaka polistirenske
nanoplastike. Vazno je razumjeti ponasanje i toksi¢nost nanoplastike prema morskoj bioti radi
predvidanja buducih ucinaka na okoli§ 1 razvoj strategija za oCuvanje 1 zaStitu ekosustava,

ukljucujuéi covjeka.

6. SAZETAK

Nanoplastika postaje sve veca globalna briga, a njeni Stetni u¢inci na morske organizme su jo$
uvijek neistrazeni. Ovaj rad procijenio je u¢inke polistirenske nanoplastike (1 mg L-'; 54,37 nm
PSNPs) na dagnjama vrste Mytilus galloprovincialis tokom 4 dana izlaganja. Organizmi su
podijeljeni u dvije skupine pri ¢emu je jedna bila hranjena mikroalgama vrste Dunaliella salina,
dok druga nije imala pristup hrani. Toksi¢nost je procijenjena antioksidativnim enzimima

(katalaza (CAT), glutation reduktaza (GR)), enzimom biotransformacije (glutation — S —
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transferaza (GST)) i1 oksidativnim oStecenjem (LPO) u Skrgama. Niske aktivnosti enzima CAT,
GST i GR tokom ekspozicijskog vremena ukazuju na previsoku koncentraciju PSNPs u
vodenom okoli$u, uzrokujuéi indukciju ROS-a koji je nadjaao antioksidativni obrambeni
sustav. Takvo ponasanje potvrdeno je visokom koncentracijom MDA kao biomarkera
oksidativnog stresa, nakon 72h i 96h ekspozicije. Nisu bile prisutne primjetne razlike izmedu
hranjene skupine i skupine bez pristupa hrani. Bioakumulacija je iznosila 5%. Potrebna su

daljnja istrazivanja o u¢incima nanoplastike na vodenim organizmima kako bi se razumjeli

ABSTRACT

Nanoplastics are becoming an increasing global concern, and their harmful effects on marine
organisms remain underexplored. This study assessed the effects of polystyrene nanoplastics (1
mg L-'; 54.37 nm PSNPs) on the mussel Mytilus galloprovincialis during a 4-day exposure
period. The organisms were divided into two groups, one of which was fed microalgae of the
species Dunaliella salina, while the other had no access to food. Toxicity was assessed using
antioxidant enzymes (catalase (CAT), glutathione reductase (GR)), a biotransformation enzyme
(glutathione S-transferase (GST)), and oxidative damage (LPO) in the gills. The low activities
of CAT, GST, and GR enzymes during the exposure period indicate an excessive concentration
of PSNPs in the aquatic environment, causing the induction of ROS, which overwhelmed the
antioxidant defense system. This was further confirmed by increased levels of malondialdehyde
(MDA), a biomarker of oxidative stress, after 72 and 96 hours. No significant differences were
observed between the fed and unfed groups. Bioaccumulation was measured at 5%. Further
research is necessary to assess the long-term ecological risks posed by nanoplastics on marine

biodiversity and ecosystem functioning.
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