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1. UVOD

1.1. Nanotehnologija

Nanotehnologija je nova interdisciplinarna grana znanosti koja ukljucuje manipulaciju
atoma i molekula na nano skali te je jedno od vodecih podrucja istrazivanja moderne znanosti
(Ramakrishna i Rao 2011). lako same nanocestice nisu novo otkri¢e, sustavno dizajnirani
nanomaterijali pojavljuju se tek unazad nekoliko desetlje¢a (Gupta 1 Xie 2018). Pojam
nanotehnologije prvi put spominje Richard P. Feynman 1959. godine u svom poznatom
predavanju “There’s Plenty of Room at the Bottom” (Khan i sur. 2017). Od tada,
nanotehnologija je dozivjela revolucionarna ostvarenja na razli¢itim znanstvenim podrucjima.
Nove i jedinstvene kemijske, opticke, mehanicke, magnetske i bioloSke osobine nanomaterijala,
¢ine ih pozeljnima u industriji (Ramakrishna i Rao 2011).

Predznak nano (gr¢. nanos — patuljak) odnosi se na materijale koji veli¢inom variraju u
rangu od 1 do 100 nanometara te kao takvi imaju nova i specifi¢na fizikalna, kemijska i bioloska
svojstva. Dva su faktora koja uvjetuju nova razli¢ita svojstva od materijala ne-nano veli¢ine:
povrsinski efekt 1 kvantni efekt. Ovi faktori utjecu na reaktivnost materijala kao 1 na njihova
mehanicka, opticka, elektricna 1 magnetska svojstva. Udio atoma na povrsini kod nanocestica
je povecan zbog Cega, nasuprot materijalu ne-nano veli¢ine, imaju vecu povrsSinu i broj Cestica
po jedinici mase. Atomi smjesteni na povrsini imaju manje susjednih atoma nego materijali ne-
nano veli¢ine, §to sa smanjenjem veli¢ine Cestice rezultira manjom energijom vezanja po atomu

(Buzea i sur. 2007).

1.1.1. Nanocestice

Jedinstvena fizikalno-kemijska svojstva omogucavaju nanocesticama razliitu
aplikaciju, no ista ta svojstva dovode do jedinstvenog fizioloskog odgovora u bioloSkim
sustavima. Zbog svoje veli¢ine lako prolaze kroz fizioloske barijere nakon Cega imaju
mogucénost kretanja kroz organizam dolaze¢i do organa i tkiva gdje potencijalno mogu utjecati
na stani¢ne procese (Buzea i sur. 2007). Usprkos Sirokoj upotrebi nedovoljno je informacija o
toksicnom utjecaju nanocestica na ljude i okoli$. I dok su pozitivni utjecaji nanotehnologije
Siroko razvikani, potencijalna prijetnja i rizik za ljude 1 okoli§ tek pocinju biti interes
istrazivanja. Potrebne su detaljne studije dugoro¢nog utjecaja nanocestica da bi se reducirali

moguci rizici (Ramakrishna i Rao 2011).



1.2. Nanocestice srebra

Snazna antibakterijska svojstva samog metala ali i srebrovih soli odavno su poznata. U
formi koloida srebro se koristi vise od 100 godina, no tek nedavni napredak tehnologije otvorio
je vrata novim nacinima primjene srebra u njegovom nano obliku. Nanocestice srebra
(engl. AgNP — Ag nanoparticles) imaju jedinstvene kemijske, termalne, elektri¢ne i opticke
karakteristike, a zbog velikog odnosa povrsine nasuprot volumena imaju bolja antimikrobna
svojstva od ne-nano materijala. Mnoge studije usmjerene su na njihova antimikrobna svojstva
od kojih veliku korist imaju tekstilna industrija i zdravstvo pa danas mozemo naci proizvode
poput odjece, katetera, zavoja i antisepti¢kih sprejeva s nanocesticama srebra. Medutim, isti
mehanizmi koji stoje iza antimikrobnih svojstava ovih nanocestica povezani su i S njihovim
citotoksi¢nim i genotoksi¢nim svojstvima. lako mehanizmi toksi¢nosti nisu jo§ u potpunosti
razjaSnjeni, istrazivanja pokazuju da AQNP induciraju oksidativni stres, mutacije,
kromosomske aberacije, prekide na DNA zavojnici i mnoga druga o$tecenja stani¢nih struktura

(Souza i sur. 2016).

1.2.1. Mehanizam unosa nanodestica u stanice

Nacin unosa AgNP moze se razlikovati od stanice do stanice. Difuzija, fagocitoza i
endocitoza samo su neki od potencijalnih nacina (Slika 1). Unos nanocestice, njezina lokacija
u stanici i sposobnost kataliziranja oksidativnih produkata ovisi o obliku i veli¢ini same Cestice
(Ramakrishna i Rao 2011). Ve¢e AgNP ili one koje su agregirale u mediju u stanicu ulaze
fagocitozom, dok manje nanocestice mogu uéi alternativnim putevima kao $to su direktna
penetracija kroz ionske kanale, aktivni ili pasivni transport (Akter i sur. 2018). Mehanizam
kojim nanocCestica ulazi u stanicu bez specifi¢nih receptora na njihovoj povrSini smatra se
pasivnim ulaskom ili adhezivnhom interakcijom. Ovakav ulazak moze biti iniciran van der
Waalsovim silama, elektrostatskim nabojem, steri¢nim interakcijama ili efektom medufazne
napetosti te ne rezultira stvaranjem vezikula. Nakon ovakvog ulaska u stanicu nanocestica nije
u fagosomu (koji bi pruzio odredenu zastitu od kemijskih reakcija s organelima), nego ima

direktan pristup stani¢nim proteinima i organelima (Ramakrishna i Rao 2011).



1.2.2. Mehanizam nanotoksi¢nosti

Postoji veliki broj publikacija koje opisuju in vitro i in vivo eksperimente s
nanoCesticama srebra. Rezultati ukazuju da citotoksiCnost i genotoksi¢nost ovisni o
koncentraciji, veliini, obliku, trajanju izlaganja i okoliSnim uvjetima. Takoder, oblagujuci
agensi koji su nekovalentno vezani za nanocestice da bi smanjili njihovu toksi¢nost mogu se
otpustati u okoli$ ili bioloski medij sa i bez interakcija s bioloSkim makromolekulama ili
anorganskim i organskim ionima ¢ine¢i nanocCestice u mediju nestabilnima. Aglomeracija
Cestica, povrSinska oksidacija i oksidacija nastalog srebrovog oksida uzrokuje otpustanje Ag” i
AgP $to u konacnici rezultira akumulacijom iona srebra u okolisnom ili bioloskom mediju i
unutar stanice kroz difuziju ili endocitozu uzrokujuci disfunkciju mitohondrija.

AgNP moze uéi u interakciju sa proteinima stani¢éne membrane 1 aktivirati signalne
puteve koji dovode do generacije ROS-a, koja zatim dovodi do oSte¢enja proteina i nukleinskih
kiselina. Takoder snazni afinitet srebra za sumpornim ostacima dovodi do inhibicije stani¢ne

proliferacije i apoptoze (Slika 1) (Akter i sur. 2018).
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Slika 1. Nacini unosa nanocestica srebra u stanicu i potencijalni mehanizmi toksic¢nost

uzrokovane istima (preuzeto i modificirano prema Akter i sur. 2018).



Mnoge studije sugeriraju da je toksi¢nost AgNP uzrokovana upravo oksidativnim
stresom. Ulazak AgNP, mehanizmom takozvanog ,,Trojanskog konja“, moze uzrokovati
povecéanu produkciju ROS-a otpuStanjem iona sa nanocestice $to za posljedicu ima aktivaciju
puteva stani¢ne smrti kao $to su p53, AKT i MAPK. Povecana produkcija ROS-a uzrokuje
regulaciju ukupnog AKT, koji uzrokuje poveéanje kinaze p38. U isto vrijeme Smanjenje
ekspresije polimeraze poli-ADP-riboze rezultira znacajnim povecanjem ekspresije kaspaze-3.
H2X, p-p53 i ukupnog p53.

Mitohondrij je bitan centar za signal apoptoze. AgNP moze utjecati na permeabilnost
membrane uzrokujuéi narusavanje njezina integriteta Sto moze dovesti do apoptoze regulirane
JNK (Jun amino-terminalna kinaza) (Slika 2). Gubitak membranskog potencijala regulira Bcl-
2, BAX 1 otpustanje citokroma C u citosol. JNK je ¢lan MAPK obitelji i participira u apoptozi
putem fosforilacije Bcl-2. Otpustanje citokroma C u citosol inicira kaskadu koja dovodi do

inicijacije kaspaze 3 (Akter i sur. 2018).
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Slika 2. Indukcija apoptoze stanice izazvana povecanom koli¢inom ROS-a u stanici

(preuzeto i modificirano prema Akter i sur. 2018).



1.3. Nanotoksikologija

S obzirom da se javila potreba za spoznajom toksi¢nih u¢inaka novonastalih materijala
razvila se i nova grana toksikologije koja se bavi toksikologijom nanocestica. NanocCestice
pokazuju toksi¢na svojstva koja nisu videna kod veéih Eestica. Sto je estica manja, veéi je
omjer povrsine i volumena zbog Cega je veca kemijska reaktivnost i bioloska aktivnost. Zbog
velike se povrsine nanocestice trenutno adsorbiraju na tkiva i fluide makromolekula s kojima
se susrecu. Ovakve interakcije mogu utjecati na regulatorne mehanizme enzima i drugih
proteina (Ramakrishna i Rao 2011). U zadnje vrijeme raste zabrinutost zbog toksi¢nosti i
utjecaja AgNP na okoliS. Povecana pozornost koja im se pridaje uzrokovana je upravo
poveéanom proizvodnjom i sve Sirom upotrebom (Batchelor-McAuley i sur. 2014).

Dio utjecaja nanocestica na okoliS mozemo proucavati u sklopu terestricke
ekotoksikologije, znanosti o okolisnim polutantima, koji utjeCu na organizme ovisne o tlu i
njihov okoli§. Organizmi tla mogu biti izloZeni nano¢esticama putem koze, oralno, inhalacijom
ili kroz hranidbeni lanac. Dva vazna procesa upravljaju kretanjem polutanata kroz hranidbenu
mrezu: bioakmumulacija i biomagnifikacija. Razumijevanje ovih procesa, kao i razlicitih
nacina izlaganja polutantima, bitno je za shvacanje potencijalnog toksi¢nih efekata. Toksi¢ni

odgovori procjenjuju se standardnim labaratorijskim protokolima (Fairbrother and Hope 2005).

1.4. Biokemijski markeri kao indikatori stresa

Biokemijski markeri bioloski su parametri koje se objektivno mjere i procjenjuju kao
indikatori normalnih bioloskih procesa, patogenih procesa, farmakoloskih ili toksikoloskih
odgovora. Imaju veliku vrijednost u procjenama sigurnosti prilikom in vitro studija u kulturama
tkiva ali i in vivo studijama s animalnim modelima. (Atkinson i sur. 2001). Medu enzimima
koji se najcesce koriste kao biokemijski markeri su acetilkolin-esteraza, katalaza i glutation S-

transferaza.

1.4.1. Acetilkolinesteraza (AChE)

Acetilkolinesteraza uz acetikolin (ACh) i njegove receptore sudjeluje u prijenosu
akcijskog potencijala izmedu sinapsi zivaca ili neuromuskularnih sinapsi. AChE je vezan za
vanjsku membranu ziv¢anih stanice koja je okrenuta prema sinapsi i stupa u akciju kada je ACh,

potaknut akcijskim potencijalom, otpuSten iz presinaptickog Zivca. ACh difundira kroz



sinapticku pukotinu i1 veze se za ACh receptore koji izmedu ostalog otvaraju ionske kanale za
ulazak K* u postsinapti¢ki Zivac ili miSiénu stanicu. Fizioloska funkcija ovog enzima je
hidroliziranje razgradnje acetilkolina ¢ime prekida prijenos zivéanog impulsa (Quinn 1987)
(Slika 3).
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Acetilkolin Octena kiselina Kolin

Slika 3. Hidroliza acetilkolina (preuzeto i prilagodeno prema Web 1).

1.4.2. Katalaza (CAT)

Katalaze ili hidroperoksidaze jedni su od najistrazivijih enzima. Sveprisutnost ovog
enzima, lakoc¢a testiranja i jeftini supstrat H2O2 Cine ga atraktivnim za biokemijska i
molekularna istrazivanja. Reakcija koju katalizira je razgradnja dvije molekule vodikovog

peroksida na dvije molekule vode i kisik (Slika 4).

0,

_/

2H,0, =< = 2H,0

Katalaza

Slika 4. Razgradnja vodikovog peroksida pomocu katalaze (preuzeto i prilagodeno prema

Web 2).

Njena fizioloska uloga je uklanjanje H2O>, reaktivne kisikove jedinke (ROS), prije nego nasteti

samoj stanici (Chelikani i sur. 2004).

1.4.3. Glutation S-transferaza (GST)

Enzimska detoksifikacija ksenobiotika klasificira se u tri razdvojene faze. Faza | i Il

ukljucuju konverziju lipofilnih, nepolarnih ksenobiotika u vodotopive molekule koje su manje

6



toksi¢ne i lakSe ih je eliminirati iz stanice. Fazi I uglavnom pripadaju mikrosomalni proteini
citokrom P450 sistema, koji su odgovorni za mnoge reakcije od kojih je najvaznija oksidacija.
Enzimi druge faze kataliziraju konjugaciju aktiviranih ksenobiotika na endogene vodotopive
supstrate kao $to su glicin, UDP-glukoroni¢na kiselina i reducirani glutation (GSH). Treca faza
odnosi se na transport i eliminaciju konjugata (Sheehan i sur. 2001).

Glutation S-transferaza bitan je enzim druge faze detoksifikacije koji se ve¢inom nalazi
u citosolu. Ovaj enzim katalizira konjugaciju aktiviranih ksenobiotika na reducirani glutation
(GSH). GST moze katalizirati nukleofilne aromatske supstitucije, Michael-ove adicije na alfa i
beta- nezasi¢ene aromatske ketone i epoksi reakcije, koje sve rezultiraju formacijom GSH

konjugata (Slika 5).

SH
I Ksenobiotik (X)

| | }
NHo o~ -~ "\n”\\‘/\”\/( OOH +

COOH O

Glutation

GST

(0]

('S—X
1 |
e A NH__-COOH

T N NH v‘

COOH 0

NH

Glutation - S - Konjugat

Slika 5. Konjugacija ksenobiotika na reducirani glutation pomocu Glutation S-transferaze

(preuzeto i prilagodeno prema Web 3).

GSH-ksenobiotski konjugat previse je hidrofilan da bi slobodno difundirao iz stanice pa
se transportira van pomocu nekoliko razli¢itih mehanizama, nakon Cega se prevodi u

merkapturi¢nu kiselinu i izlu¢uje (Sheehan i sur. 2001).



1.5. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi kako razlicite veli¢ine nanocestica srebra (35, 50-
60 i 150 nm) utjecu na reprodukciju vrste Enchytraeus albidus te kakav utjecaj veli¢ina
nanocestica ima na aktivnost biokemijskih markera acetilkolinesteraze (AChE), katalaze (CAT)

i glutation S-transferaze (GST) kod navedene vrste.



2. MATERIJALI | METODE

2.1. Eksperimentalni organizam

Organizmi iz porodice Enchytraeidae, osobita roda Enchytraeus, ekoloski su relevantne
vrste Cesto koristene za ekotoksikologka istrazivanja. Cesto ih se moZe pronaéi i u tlima u
kojima nema gujavica. Koriste se za laboratorijska istrazivanja kao i za istrazivanja izvan njega.
Mnoge vrste enhitreja lake su za uzgoj i rukovanje, a test reprodukcije traje samo Sest tjedana
(OECD, 2015).

2.1.1. Sistematska pripadnost eksperimentalnog organizma

Sistematska pripadnost vrste Enchytraeus albidus (Henle, 1837) prikazana je u
Tablici 1.

Tablica 1. Sistematska pripadnost vrste
Enchytraeus albidus (Henle, 1837)

Carstvo Animalia

Koljeno Annelidae

Razred Clitellata

Red Enchytraeida

Porodica Enchytraeidae

Rod Enchytraeus

Vrsta Enchytraeus albidus (Henle, 1837)

2.1.2. Biologija i ekologija eksperimentalnog organizma

E. albidus (Henle, 1837) jedna je od prvih opisanih vrsta iz ove porodice. Smatra se
oportunisti¢kim, litoralnim organizmom koji se lako moze pronaci u raspadnutim algama i
travama na morskim obalama ili u vrtnim kompostima. Lako se uzgaja u kulturama i u danasnje
vrijeme ima velik ekonomski znac¢aj kao popularna hrana za ribe te kao modelni organizam u

znanstvenoj zajednici. Koristi se u mnogim bioloskim istraZivanjima diljem svijeta te se moze



pronaci Siroki spektar publikacija koji se bave ekologijom, fiziologijom, genetikom i
toksikologijom vrste.

E. albidus (Slika 6) bijele je do zZuc¢kaste boje, duzine 20-35 mm s 2-5 ravnih ili lagano
savijenih Cetina u snopu. Klitelum se nalazi na XII-XIII koluti¢u. Tri para Zdrijelnih zlijezda i
dorzalne zile nalaze se od XIV-XVIII koluti¢a. Velike sjemene vreéice protezu se prema I1X
koluti¢u. Sjemenovodi su 5-8 puta duzi nego Siroki te se protezu do XXI koluti¢a (Erséus i sur.
2019).

Jedinke koriStene za ovo istrazivanje uzgojene su u laboratorijskoj kulturi na Odjelu za

biologiju.

Slika 6. Vrsta Enchytraeus albidus (Henle, 1837) (izvor: Web 4).

2.2. Ispitivana tvar

Spolno zrele jedinke E. albidus izlagane su nanocesticama srebra veli¢ine 35, 50-60 i
150 nm te srebrovom nitratu (AgNO3) koji je sluzio kao pozitivna kontrola utjecaja iona srebra.

Fizikalno-kemijska svojstva koriStenih nanocestica srebra prikazana su u Tablici 2.
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Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva koristenih nanocestica

Prosjecna veli¢ina Cestice 35 nm (TEM) 50 — 60 nm ~150 nm (SEM)
Molekularna teZina 107.87 amu 107.87 amu 107.87 amu
Cistoéa 99.5 % 99.9 % 99.95 %
Raspon veli¢ina Cestica 0-100 nm (TEM) / /
Specifi¢na veli¢ina povrsine | 30-50 m? /g (BET) | ~12 m? /g (BET) /

Boja siva crna tamno siva
Morfologija Cestice sferi¢an oblik sferi¢an oblik | priblizno sferi¢no
Gustoca 10.5 g/cm?® 10.5 g/cm?® 10.49 g/cm?®
Tocka taljenja 1535°C 1535°C

2.3. Reprodukcijski test enhitreida

Test reprodukcije s enhitreidama provodi se prema standardiziranom OECD protokolu
(OECD, 2015). Protokol je dizajniran s ciljem procjene utjecaja testne supstance na
reprodukciju enhitreja, E. albidus, u tlu.

Odrasle enhitreje izloZene su odredenom rasponu koncentracija nanocestica srebra
(Tablica 3.), koji je bio odreden na temelju informacija iz prijasnjih radova (Gomes i sur. 2013;
Gomes i sur. 2015; Topuz i Gestel 2015; Ribeiro i sur. 2015; Bicho i sur. 2016; Gomes i sur.
2017; Topuz i Gestel 2017; Maria i sur. 2018; Lobe i sur. 2018; Nyoka i sur. 2018). Trajanje
testa je Sest tjedana. Nakon prva tri tjedna uklanjaju se odrasle jedinke na kojima ¢e se mjeriti
biokemijski markeri. Nakon sljedeca tri tjedna, prebrojavaju se juvenilne jedinke koje su se
izlegle iz kokona. Broj juvenilnih jedinki koje su se izlegle u tretiranim uzorcima usporeduje

se sa kontrolom u svrhu utvrdivanja uc¢inka testne supstance (OECD, 2015).

Tablica 3. Koncentracije koristene u eksperimentu

AgNOs 35, 50-60, 150 nm
mag/kg mg/kg

K 0 0

C1 15 150

c2 30 300

C3 45 600

C4 60 900

C5 90 1000
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2.3.1. Priprema supstrata za izlaganje E. albidus nano¢esticama

Sastav umjetnog tla, u kojem su se nalazili organizmi, jest sljedeci:
— 10 % treseta,
— 20 % gline (udio kalonita ve¢i od 30 %),
— 1% CaCOs,
— 69 % pijeska,
— pH6.0 £05i

— vlaznost 60% od maksimalnog retencijskog kapaciteta tla (engl. WHC — water
holding capacity).

Medij za izlaganje pripremao se suhim mijeSanjem umjetnog tla i odredene koli¢ine
AgNP u PVC vre€icama tijekom 10 minuta kako bi se postigla homogenost. Sadrzaj vrecice se
mijesSao u rukama sve dok vrecica nije postala topla (tada se smatra da je supstrat homogen).

Za svaku koncentraciju napravljeno je pet replika, te se u svaku testnu posudu dodalo
20 g pripremljene mjeSavine. Postupak je ponovljen za sve koncentracije. U kontrolne testne
posude dodan je samo supstrat (umjetno tlo).

U sve testne posude dodano je 0,05 g usitnjene zobi kao hrana organizmima tijekom
trajanja eksperimenta, te 6 mL vode kako bi se dobila vlaznost od 60% maksimalnog
retencijskog kapaciteta. Tlo je zatim promijesano nakon Cega su testne posude zatvorene
plasti¢nim poklopcima S probusenim rupicama koje omogucavaju razmjenu plinova izmedu
uzoraka i atmosfere. Pripremljene testne posude su stavljene u klimatizirani prostor (20 °C) na
24 sata prije dodavanja organizama.

2.3.2. Izlaganje E. albidus nanoc¢esticama srebra

Iz uzgojnih posuda u vadene su odrasle jedinke vrste E. albidus. Sve izdvojene jedinke
su pregledavane pod lupom gdje se trazila naznaka odraslosti u obliku kliteluma. U svaku testnu
posudu pripremljenu prethodnog dana stavljano je po 10 jedinki (ukupno 300 jedinki u 30
posuda). Posude su zatim pojedinacno izvagane, te nasumicno poslagane u klimatizirani prostor
na temperaturu od 202 °C. Jednom tjedno tijekom ukupno tri tjedna im je nadoknadivana
voda izgubljena evaporacijom te dodavano 0,05 g usitnjene zobi nakon ¢ega je mijenjan

raspored posuda (Slika 7).
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Slika 7. Testne posude unutar kojih se nalazi tlo s organizmima

(fotografija: Tea Galinovic).

2.3.3. Uklanjanje odraslih jedinki

Nakon tri tjedna iz testnih posuda, pomocu histoloske iglice sa zakrivljenim vrhom,
vadile su se odrasle jedinke (Slika 8). Izvadene jedinke stavljane su u mikroepruvete. Nakon
Sto je supstrat dobro pregledan vracen je u posudu. Mikroepuvete s organizmima zatim su
izvagane i stavljene na led. Postupak se ponavljao za svaku posudu posebno.

Slika 8. Odrasle jedinke u testnim posudama (fotografija: Tea Galinovié).
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2.3.4. Prebrojavanje juvenilnih jedinki

Nakon ukupno Sest tjedana prebrojavaju se juvenilne jedinke i kokoni. Prethodnog dana
organizmi u posudama fiksiraju se etanolom (5 mL po replici) te se dodaje 2 cm vode i nekoliko
kapi Bengal red boje (1 % otopina u etanolu) nakon ¢ega se komponente pazljivo promijesaju.
Sljedeceg dana jedinke su obojane u intenzivno ruzicastu boju zbog ¢ega su lako uocljive (Slika
9). Sadrzaj posuda se pomocu sita ispire vodom nakon ¢ega se uzorci prebacuju u Petrijeve

zdjelice koje se zatim pregledavaju pod lupom.

Slika 9. Juvenilna jedinka pod lupom nakon fiksacije i bojanja (fotografija :Tea Galinovi¢).

2.4. Mjerenje biokemijskih markera

Od odraslih jedinki izvadenih nakon tri tjedna izlaganja pripremljena je
postmitohondrijska frakcija (S9) za spektrofotometrijsko mjerenje aktivnost:
— Katalaze (CAT)
— Glutation S-transferaze (GST)
— Acetilkolin esteraze (AChE)

Jedinke E. albidus izvagane su te homogenizirane u kalij-fosfathom puferu (pH 7,2) u
omjeru 1 : 20 (masa tkiva : volumen pufera). Homogenat je prenesen u oznac¢enu rashladenu
mikroepruvetu koja je centrifugirana na 9000 x g pri temperaturi od +4 °C. Nakon centrifuge
supernatant (S9 frakcija) je prenesen u ohladene krio mikroepruvete. Ovako pripremljen uzorak
pohranjuje se u hladnjak na -80°C do mjerenja.
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2.4.1. Acetilkolin esteraza (AChE)

Aktivnost acetilkolin esteraze mjerena je metodom prema Ellman i sur. (1961).
Acetiltiokolin (ACh) se enzimatski hidrolizira pri ¢emu nastaje acetat i tiokolin. Nastali tiokolin
reagira sa Ellmanovim reagensom 5,5'-Ditio-bis-(2-nitrobenzojevim) anionom (DTNB), a kao

produkt nastaje Zuto obojeni anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline (TNB).

acetilkolin — tiokolin + acetat

tiokolin + ditiobisnitrobenzoat — anion 5-tio-2-nitrobenzojeve kiseline

Apsorbancija je mjerena na 412 nm u staklenoj kiveti tijekom 30 sekundi. Brzina porasta

apsorbancije proporcionalna je aktivnosti AChE u uzorku.

2.4.2. Katalaza (CAT)

Aktivnost katalaze mjerena je metodom prema Claiborne i sur. (1985). Katalaza je
enzim koji je uklju¢en u detoksifikaciju vodikovog peroksida H2O>, reaktivnih kisikovih jedinki
(ROS) koje su toksiéni produkti normalnog aerobnog metabolizma, kao i patogene produkcije
ROS-a. Enzim katalaza (CAT) katalizira razgradnju dviju molekula H2O2 na dvije molekule

vode.

2H,0— 02+ 2H0

Razgradnja vodikovog peroksida prati se na 240 nm tijekom 30 sekundi, a razlika u apsorbanci

po jedinici vremena mjera je aktivnosti enzima.

2.4.3. Glutation S-transferaza (GST)

Aktivnost glutation-S-transferaze mjerena je metodom prema Habig i sur. (1974).
Glutation S-transferaza katalizira konjugaciju L-glutationa sa CDNB (1-kloro-2,4-

dinitrobenzenom) kroz tiolnu skupinu L-glutationa:

GSH + CDNB — GS-DNB konjugat + HCI
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Produkt reakcije GS-DNB konjugat apsorbira pri 340 nm. Brzina porasta apsorbancije direktno

je proporcionalna aktivnosti GST u uzorku.

2.5. Statisticka obrada podataka

Svi dobiveni podaci obradeni su u R softveru za statisticku obradu podataka (R core
Team, 2019). Za testiranje podataka na normalnu distribuciju koristen je Shapiro-Wilks test.
Kako su testiranjem utvrdena statisticki znaCajna odstupanja od normalne distribucije za
testiranje razlika izmedu pojedinih eksperimentalnih skupina koriSten je Kruskal-Wallis test. U
slucaju dobivanja znacajnosti, za testiranje razlika u odgovoru biokemijskih markera u odnosu
na kontrolu koriSten je test viSestruke usporedbe Gao (Gao i sur., 2008) (engl. Nonparametric
multiple test procedure for many-to-one comparisons) dostupan unutar R paketa nparcomp
(Konietschke i sur., 2015). Za testiranje razlika u odgovoru biokemijskih markera izmedu
pojedinih veli¢ina nanaocestica koristen je test viSestruke usporedbe Gao cs (Gao i sur., 2008)
(engl. Nonparametric multiple test procedure for all-pairs comparisons).Statisticka analiza

provedena je na razini znacajnosti p=0.05.
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3. REZULTATI

3.1. Reprodukcijski test

Nakon obrade podataka statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolu, odnosno
inhibicija reprodukcije u testu s AgQNO3 pokazala se ve¢ pri koncentraciji od 30 mg/kg (C2) te
pri koncentraciji od 45 mg/kg (C3), 60 mg/kg (C4) i 90 mg/kg (C5) mg/kg (Slika 10).
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Slika 10. Utjecaj AgNOs na relativni broj juvenilnih jedinki E. albidus pri razli¢itim

koncentracijama. Zvjezdicom (*) je oznacena statisticki znacajna razlika (p=0.05).

AgNP veli¢ine 35 nm nisu statisti¢ki znac¢ajno utjecale na reprodukciju (Slika 11), dok
je kod AgNP velic¢ine 50-60 nm doslo do znacajne inhibicije samo pri koncentraciji od 1000
mg/kg (C5) (Slika 12).
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Slika 11. Utjecaj AgNP velic¢ine 35 nm na relativni broj juvenilnih jedinki E. albidus

pri razli¢itim koncentracijama.
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Slika 12. Utjecaj AgNP velic¢ine 50-60 nm na relativni broj juvenilnih jedinki E. albidus pri

razli¢itim koncentracijama. Zvjezdicom (*) je oznaCena statisticki znacajna razlika (p=0.05).
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Kod Ag Cestica veli¢ine 150 nm reprodukcija je statisticki znacajno inhibirana pri

koncentraciji od 300 mg/kg (C2), 600 mg/kg (C3), 900 mg/kg (C4) i 1000 mg/kg (C5) (Slika

13).
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Slika 13. Utjecaj Ag Cestica veli¢ine 150 nm na relativni broj juvenilnih jedinki E. albidus

pri razli¢itim koncentracijama. Zvjezdicom (*) je oznacena statisti¢ki znac¢ajna razlika

(p=0.05).

Standardiziranjem relativnog broja juvenilnih jedinki u odnosu na odrasle rezultati se
ne mijenjaju (Slika 14, Slika 15, Slika 16, Slika 17).
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Slika 14. Utjecaj AgNOs na relativni broj juvenilnih jedinki u odnosu na relativni broj

odraslih jedinki E. albidus pri razli¢itim koncentracijama. Zvjezdicom (*) je oznacena

relativni broj juvenilnih / broj odraslih

14

1.0

06

02

statisticki znacajna razlika (p=0.05).
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Slika 15. Utjecaj AgNP veli¢ine 35 nm na relativni broj juvenilnih jedinki u odnosu
na relativni broj odraslih jedinki E. albidus pri razli¢itim koncentracijama.
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Slika 16. Utjecaj AgNP veli¢ine 50-60 nm na relativni broj juvenilnih jedinki u odnosu
na relativni broj odraslih jedinki E. albidus pri razli¢itim koncentracijama. Zvjezdicom (*) je

oznacena statisti¢ki znacajna razlika (p=0.05).
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Slika 17. Utjecaj AgNP veli¢ine 150 nm na relativni broj juvenilnih jedinki u odnosu
na relativni broj odraslih jedinki E. albidus pri razli¢itim koncentracijama. Zvjezdicom (*) je

oznacena statisti¢ki znacajna razlika (p=0.05).
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3.1.1. Usporedba utjecaja veli¢ine nanocestica

Utjecaj AgNP veli¢ine 50-60 i 150 nm na reprodukciju se razlikuje pri koncentracijama
od 300 mg/kg (C2) (Slika 18) i 900 mg/kg (C4) (Slika 19), dok se pri koncentraciji od 1000
mg/kg (C5) (Slika 20) razlikuje utjecaj AgNP veli¢ine 351 150 nm.
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Slika 18. Utjecaja razlicitih veli¢ina Ag Cestica pri koncentraciji 300 mg/kg na relativni broj
juvenilnih jedinki E. albidus. Statisticki zna¢ajne razlike oznacene su razli¢itim slovima

(p=0.05).
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Slika 19. Utjecaj razli¢itih veli¢ina Ag Cestica pri koncentraciji 900 mg/kg na relativni broj

juvenilnih jedinki E. albidus. Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim slovima

(p=0.05).
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Slika 20. Utjecaj razlicitih veli¢ina Ag Cestica pri koncentraciji 1000 mg/kg na relativni broj
juvenilnih jedinki E. albidus. Statisticki znacajne razlike oznacene su razli¢itim slovima

(p=0.05).
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3.2. Biokemijski markeri

KoriStene koncentracije AgNO3 ali i1 svih veli¢ina AgNP nisu znacajno utjecale na
aktivnost acetilkolinesteraze (Slika 21, Slika 22, Slika 23, Slika 24) i katalaze (Slika 25, Slika
26, Slika 27, Slika 28). Usporedba aktivnosti enzima kod razli¢itih veli¢ina AgNP takoder nije

dala znacajnu razliku.
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Slika 21. Aktivnost AChE nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNOs.

Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 22. Aktivnost AChE nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNP

veli¢ine 35 nm. Vrijednosti su izraZene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 23. Aktivnost AChe nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNP

veli¢ine 50-60 nm. Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 24. Aktivnost AChE nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama Ag

Cestica veli¢ine 150 nm. Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 25. Aktivnost CAT nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNO:s.

Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 26. Aktivnost CAT nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNP veli¢ine

35 nm. Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 27. Aktivnost CAT nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNP veli¢ine

50-60 nm. Vrijednosti su izraZene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 28. Aktivnost CAT nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama Ag Cestica

veli¢ine 150 nm. Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.

Aktivnost glutation S-transferaze se statisticki znacajno promijenila samo nakon
izlaganja AgNP veli¢ine 50-60 nm pri koncentracijama 300 mg/kg (C2) , 900 mg/kg (C4) i
1000 mg/kg (C5) (Slika 31). Nakon izlaganja AgNOs (Slika 28), AgNP 35 nm (Slika 30) i
AgNP 150 nm (Slika 32), aktivnost GST se nije statistiki znac¢ajno promijenila.
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relativha aktivnost GST

Slika 29.

relativna aktivhost GST
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Aktivnost GST nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNO:s.

Vrijednosti su izraZene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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koncentracija Ag - 35 nm

Slika 30. Aktivnost GST nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama AgNP veli¢ine

35 nm. Vrijednosti su izraZene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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Slika 31. Utjecaj AgNP veli¢ine 50-60 nm na aktivnost enzima GST kod jedinki E. albidus.

Zvjezdicom (*) je oznacena statisticki znacajna razlika (p=0.05).
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koncentracija Ag - 150 nm

Slika 32. Aktivnost GST nakon 21 dan izlaganja razli¢itim koncentracijama Ag Cestica

veli¢ine 150 nm. Vrijednosti su izrazene kao relativne u odnosu na kontrolu.
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4. RASPRAVA

Snazna antimikrobna svojstva srebra 1 njegovih soli poznata su od davnina. Pocetkom
devedesetih godina 20.stolje¢a srebro se u koloidnoj formi pocinje Koristiti za tretiranje
otvorenih rana $to otvara trziSte za mnoge medicinske proizvode kao Sto su kateteri, zavoji i
antisepticki sprejevi sa nanocesticema srebra (Arora i sur. 2008). Danas znamo da srebro
djeluje inhibirajuce na preko 650 mikroorganizama (Ahmed 1 sur. 2016), no iako je toksicnost
na ljude znacajno slabija u odnosu na mikrobe (Arora i sur. 2008), isti mehanizmi koji im
omogucavaju antimikrobnu djelatnost su oni koji mogu uzrokovati citotoksi¢nost i kod drugih
organizama (Souza i sur. 2016). Poveéana proizvodnja proizvoda koji sadrze nanocestice
uzrokuje i povecani depozit nanocestica u okoliSu. Sve veca koli¢ina nanocestica u okoliSu
moze imati negativan utjecaj na organizme u njemu, zbog ¢ega je njihova toksi¢nost postala
vazno pitanje danasnjice.

Nanocestice su pokazale vise puta bolja katalitiCka svojstva i elektromagnetske
sposobnosti, §to ih ¢ini reaktivnijim od ne-nano materijala. Sintetizirane AgNP mogu varirati u
veliCini, obliku i1 ostalim karakteristikama. Pokazalo se da veli¢ina ima klju¢nu ulogu u
aktivnosti nanoCestica. Raspon koncentracija takoder je vazan faktor koji utje¢u na indukciju
toksicnosti (Akter i sur. 2018).

U ovom radu kao eksperimentalni organizam koristena je E. albidus, jedna od najvecih
vrsta enhitreja koja moze narasti do 35 mm u duljinu. E. albidus je kozmopolitska vrsta koja se
moze pronaci u morskim, slatkovodnim i terestrickim staniStima, ve¢inom u dekompostirajucoj
organskoj tvari. Komercijalno je dostupna kao hrana za ribe (OECD, 2015). Zbog svoje
dostupnosti i lakog rukovanja idealna je za istrazivanja o polutantima u tlu.

Smanjenje reproduktivne sposobnosti parametar je koji nam moze ukazati na Stanje
organizma. U provedenom istraZivanju izlaganje nanocesticama srebra pokazalo je negativni
utjecaj na reproduktivni uspjeh vrste E. albidus. Pri ¢emu se pokazalo da je reproduktivni uspjeh
ovisan o koncentraciji odredene veli¢ine kao 1 0 samoj veli€ini nanocestica.

lako su upotrebljavane koncentracije AgNOz bile znatno manje od koncentracija AgNP
te s obzirom da je AgNOs pokazao statisticki znac¢ajnu inhibiciju reprodukcije u odnosu na
kontrolu ve¢ pri koncentraciji C2 (30 mg/kg) mozemo zakljuciti da srebro u obliku nitrata ima
toksi¢nije djelovanje nego u obliku nanocestica. Ovaj zaklju¢ak potvrduju i prijasnja
istrazivanja (Gomes i sur. 2013; Topuz i Gestel 2015; Ribeiro i sur. 2015).

Osim potencijalnog utjecaja na odrasle jedinke, inhibiciju reprodukcije pomocu

nanocCestica i iona srebra mogla su prouzrokovati i oStecenja na membrani kokona sa smrtnom
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posljedicom za embrio. Prelazak membrane kokona i oste¢enje embrionskog tkiva otpuStanjem
Ag" iona takoder je moguca opcija. Neke studije predlazu da nanocestice u embriju mogu
utjecati na ekspresiju gena sto za posljedicu moze imati abnormalan razvoj i u konacnici smrt.
Takoder moguce je da su juvenilne jedinke imale slabiju stopu prezivljavanja nakon izlijeganja
koja moze biti uzrok odgodenog djelovanja vecih nanocestica (Bicho i sur. 2016).

Koristene koncentracije nanocestica veli¢ine 35 nm nisu znacajno utjecale na
reprodukciju u odnosu na kontrolu iako razlicite studije ukazuju na to da manje ¢estice uzrokuju
vecu toksicnost. U prilog tome ide studija Carlson i sur. (2008) gdje su koristene hidrokarbonom
oblozene nanocestice veli¢ine 15 1 55 nm, koja je pokazala da su manje Cestice izazvale vise
ROS- u stani¢noj liniji makrofaga. U istrazivanju Wang i sur. (2014) AgNP, oblozene citratom,
veli¢ine 20 nm pokazale su vecu toksi¢nost od onih veli¢ine 110 nm na nacin da su generirale
akutnu neutrofilnu upalu u plu¢ima misa.

No istrazivanju Kaba i sur. (2015) pokazalo je da veli¢ina ne igra ulogu kada su u pitanju
tumorske stanice (HeLa i U937) Sto bi moglo biti pripisano Cinjenici da interakcije AgNP
variraju i ovisno o tipu organizma. Istrazivanja praga toksic¢nosti razli¢itih veli¢ina nanocestica
pokazalo je da je toksi¢nost ovisna o veli¢ini kod specifi¢nih stani¢nih linija ali 1 da ta vrijednost
nije uvijek ovisna samo o veli¢ini. Stoga hipoteza da manje nanocestice pokazuju vecu biolosku
aktivnost u odnosu na vece zahtjeva vise dobro utvrdenih dokaza da bi bila prihvacena (Akter
i sur. 2018). Ovakvi rezultati idu u prilog rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju gdje
nanocestice veli¢ine 50-60 nm, u odnosu na kontrolu, inhibiraju reprodukciju pri najvecoj
koristenoj koncentraciji (1000 mg/kg). A Cestice srebra veli¢ine 150 nm inhibiraju reprodukciju
ve¢ pri koncentraciji od 300 mg/kg Sto ukazuje na to da se toksi¢nost povecava s veliCinom
cestice.

Velike NP lakse ulaze endocitozom nego male NP. Po ulasku NP se redistribuiraju
ovisno o nasljednom uzorku vezikula tijekom mitoze stanice. Pretpostavlja se da je
nasljedivanje organela stohasticno sa nasumic¢nom distribucijom NP izmedu stanica kceri.
Postoji konsenzus o sposobnosti NP da ostanu u stanici nekoliko generacija zbog ¢ega, nakon
mitoze, samo dio stanica posjeduje NP. Postojanje NP u unutarstani¢nom okoliSu nekoliko
generacija ugrozava odrzivost te linije, dok dio populacije stanica bez NP prolazi kroz normalnu
mitozu i omogucava ponovno uspostavljanje normalne populacije stanica. Velike nanocestice
imaju manje atoma na povrsini zbog ¢ega je teze odvojiti povrSinske ione od same strukture.
Nasuprot njima male Cestice otpustaju vise Ag”. Stoga nakon nekoliko generacija stanice koje
sadrZe veliki broj malih, viSe reaktivnih NP ulaze u apoptozu, dopustajuci stanicama bez AgNP

da obnove populaciju stanica. U slucaju velikih NP stanice ne podlijezu apoptozi u toj kolicini,
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zbog Cega stanine linije s AgNP imaju vecu stopu prezivljavanja ali s potencijalnim
kromosomskim mutacijama i genotoksi¢nim oste¢enjima (Souza i sur. 2016).

Toksi¢nost AgNP pod utjecajem je varijacije veliCine Cestica §to se o€ituje u ovom radu,
no isto tako razlike u toksi¢nosti ovisne su o koncentraciji pojedine veli¢ine Cestica. Pa tako pri
koncentraciji od 300 mg/kg postoji razlika u utjecaju na reprodukciju kod veli¢ina 50-60 i 150
nm. Pri koncentraciji od 900 mg/kg postoji razlika izmedu nanocestica veli¢ine 50-60 i 150
nm, dok pri koncentraciji od 1000 mg/kg postoji razlika u utjecaju na reprodukciju izmedu
veli¢ina 351 150 nm.

Koristenjem molekularnih markera takoder se dobiva uvid u bioloski u¢inak i toksi¢nost
analizirane tvari. Rezultati mjerenja razine GST pokazuju pojacanu aktivnost kod nanocestica
veli¢ine 50-60 nm pri koncentraciji C2, C4 i C5ali ne i C3.

Poznato je da izlaganje nanocesticama srebra inducira proizvodnju ROS-a. Takoder je
poznato da AgNP imaju sposobnost oksidirati do Ag™, no nije poznato u kojoj mjeri sama
nanocestica izaziva ROS, a koliko su za to zasluzni Ag* ioni. Vecina organizama ima razvijen
mehanizam antioksidativne obrane s ciljem balansiranja prirodno nastalog ROS-a. Taj
mehanizam ukljucuje enzime kao $to je katalaza, koja je direktno ukljuéena u uklanjanje ROS-
a, i glutation S-transferazu (GST), koja sudjeluje u antioksidativnoj aktivnosti glutationa kroz
konjugaciju ksenobiotika (Gomes i sur. 2015).

Do oksidativnog stresa u stanici dolazi kada generacija ROS-a premasuje stani¢ne
antioksidativne kapacitete. Osim oStecenja stani¢nih proteina, lipida i DNA povecana koli¢ina
ROS-a moze biti okidac koji dovodi do programirane stani¢ne smrti, odnosno apoptoze (Park 1
sur. 2011). GSH je jedan od kljuénih endogenih antioksidativnih Cistaca koji ima sposobnost
reducirati ROS. Stoga se GSH antioksidativni sustav smatra kriticnom obranom u
prezivljavanju stanice. AgNP mogu povecati koli¢inu unutarstaniénog ROS-a redukcijom
razine GSH kroz inhibiciju enzima koji sintetiziraju GSH. S obzirom da je poznato da GSH
ulazi u interakciju s ionima te da ima visok afinitet za Ag, moguce je da je se vezao direktno za
Ag" ione kao odgovor na oksidativni stres. Do povecane aktivnost GST doslo je radi potrebe
za konverzijom GSH u GSSG.

Statisticki neznacajne promjene zamijecene u odgovoru katalaze u odnosu na kontrolu
sugeriraju na manje izrazen odgovor ove stanicne obrane u usporedbi s GST. No, duzi period
izlaganju AgNP (u slu¢aju ovog istrazivanja, 3 tjedna) moze uzrokovati visoku razinu stresa ili
oStecenja uzrokovanu koristenim koncentracijama, Sto moze dovesti do kolapsa ili poremecaja

mehanizma antioksidativne obrane i posljedicno promjene katalaze koja nije statisticki
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znacajna u odnosu na kontrolu. Moguce je da bi se povecana aktivnost katalaze mogla
zabiljeziti u kra¢im testovima (Gomes i sur. 2015).

Acetilkolinesteraza (AChE) uz acetikolin (ACh) i njegove receptore sudjeluje u
prijenosu akcijskog potencijala izmedu sinapsi zivaca ili neuromuskularnih sinapsi. Fizioloska
funkcija ovog enzima je da hidrolizira razgradnju acetilkolina s ¢ime prekida prijenos ziv€anog
impulsa. Vezanjem inhibitora na aktivno mjesto enzima neke tvari onemogucuju njegovu
kataliticku ulogu, sto dovodi do nakupljanja acetilkolina u sinapsama ili neuromuskularnim
pukotinama (Quinn 1987). S obzirom da ni jedna veli¢ina nanocestica kao ni AgNO3 nisu
pokazali statistiCki znaCajne promjene aktivnosti AChE u odnosu na kontrolu mozemo

zakljuciti da ovaj enzim nije ciljna struktura AgNP.
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5. ZAKLJUCAK

Razlika utjecaja velicine nanocestica srebra utvrdena je pomocu reproduktivnog testa te
mjerenjem sljede¢ih biokemijskih markera: acetilkolin-esteraza (AChE), katalaza (CAT),

glutation S — transferaza (GST). Nakon provedenih testova utvrdeni su sljedeéi zakljucci:

— Izlaganje nanocCesticama srebra pokazalo je negativni utjecaj na reproduktivni uspjeh
enhitreja vrste E. albidus, pri ¢emu se pokazalo da je reproduktivni uspjeh ovisan o
koncentraciji kao i o samoj veli¢ini nanocestica.

— Koristene koncentracije nanocestica veli¢ine 35 nm nisu znacajno utjecale na
reprodukciju u odnosu na kontrolu.

— Nanocestice veli¢ine 50-60 nm, u odnosu na kontrolu, inhibiraju reprodukciju samo pri
najvecoj koristenoj koncentraciji (1000 mg/kg).

—  Cestice srebra veli¢ine 150 nm, u odnosu na kontrolu inhibiraju reprodukciju veé¢ pri
koncentraciji od 300 mg/kg.

— Pri koncentraciji od 300 mg/kg postoji razlika u utjecaju na reprodukciju kod veli¢ina
50-60 i 150 nm.

— Pri koncentraciji od 1000 mg/kg postoji razlika u utjecaju na reprodukciju izmedu
veli¢ina 351 150 nm.

— Pri koncentraciji od 900 mg/kg postoji razlika izmedu nanocestica veli¢ine 50-60 i 150
nm.

— Koristene koncentracije svih veli¢ina nanocCestica nisu znacajno utjecale na aktivnost
enzima AChE i CAT.

— Pojacanu aktivnost enzima GST uzrokovale su samo nanocestice veli¢ine 50-60 nm pri
koncentracijama 300, 900 i 1000 mg/kg.

— Usporedba aktivnosti enzima kod razli€itih veli¢ina nanocestica nije dala znaCajnu

razliku.
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