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POPIS KRATICA

Au zlato (od lat. Aurus)

Ag srebro (od lat. Argentum)

AgNP nanocestice srebra

AUNP nanocestice zlata

CYS cistein

GSH glutation

HAUCI,4 zlatni hidroklorid (kloroauri¢na kiselina)

AgNO3 srebrov nitrat (srebrov(l) nitrat)

SM standardni medij za kulture (od eng. Standard Medium)

CYSnanoAg nanocestice srebra stabilizirane cisteinom

GSHnanoAg nanocestice srebra stabilizirane glutationom

CYSnanoAu nanocestice zlata stabilizirane cisteinom

GSHnanoAu nanocestice zlata stabilizirane glutationom

DCFH-DA diklorodihidrofluorescein diacetat (od eng. dichlorodihydrofluorescein diacetate)
DHE dihidroetidij (od eng. dihydroethidium),

mBCl monoklorobiman (od eng. monochlorobimane)

PBS fosfatni pufer (od eng. Phosphate Buffered Saline)

ECso efektivha koncentracija koja uzrokuje smrtnost 50% populacije (od eng. Half

maximal effective concentration)
Cl interval pouzdanosti (od eng. Confidence Interval)

LOAEL najmanja koncentracija koja uzrokuje odgovor testne populacije (od eng. Lowest
observed adverse effect level)

NOAEL najveca koncentracija pri kojoj nema vidljivog odgovora u testnoj populaciji (od
eng. No observed adverse effect level)

ROS reaktivne vrste kisika (od eng. Reactive Oxygen Species)
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1. UVOD

1.1. Nanotehnologija

Nanotehnologija je grana tehnologije kojoj je cilj razvoj i istrazivanje funkcionalnih
materijala, struktura i uredaja nanometarskih dimenzija (1-100 nm) (Seetharam i Sridhar, 2007). Ova
grana tehnologije je postigla gotovo revolucionarnu brzinu napretka te predstavlja obecavajucu
buducnost tehnoloskog napretka 21. stoljeca (Roco, 1999).

U svojem poznatom predavanju pod nazivom ,,There's Plenty of Room at the Bottom®, 1959.
god., americki fizicar i dobitnik Nobelove nagrade, Richard Feynman, potaknuo je znanstvenu
zajednicu na razmis$ljanje o potencijalnim moguénostima manipulacije pojedina¢nih atoma kako bi
stvorili nove materijale nanodimenzija (Poole i Owens, 2003). Tada je pokrenuo novo razdoblje u
znanosti i tehnologiji gdje je fokus stavljen na nanorazinu (Maynard i sur., 2006).

Nanocestice, nanotube, nanokompoziti, nanokristali, fulereni i dendrimeri neki su od primjera
tvorevina nanotehnologije zbog svoje mnogostruke primjene u biotehnologiji, kozmetici,
poljoprivredi, farmaceutskoj industriji, elektronici itd. Njihova ubrzana proizvodnja neminovno
oznacava njihovu interakciju s bioloskim sustavima te unos u okolis. Stoga je vazno provoditi
istrazivanja toksikoloskih ucinaka nanocestica, procjene njihovih rizika i sigurnosti za ljude,

zivotinje i okolis (Singh i Nalwa, 2007).

1.2. Nanocestice

Europska komisija, u svojem obracanju Europskom parlamentu, Vije¢u i Gospodarskom i
socijalnom odboru 2013. god., je donijela izvjestaj kojim nanomaterijale i nanocestice definira na
sljede¢i nacin: ,,Nanomaterijal je definiran kao prirodni, slucajni ili proizvedeni materijal, Koji
sadrzava Cestice u nevezanom, agregiranom ili aglomeriranom stanju te u kojem 50% ili vise Cestica,
u jednolikoj velicinskoj raspodjeli, ima jednu ili vise vanjskih dimenzija u rasponu od 1 do 100 nm.
U posebnim uvjetima, gdje postoji zabrinutost za okolis, zdravlje, sigurnost ili kompetitivnost,
granica od 50% se moze pomaknuti na granicu od 1 do 50 % (Bondarenko i sur., 2013). U svrhu
lakseg shvacanja nanodimenzija Slika 1. prikazuje odnose veli¢ina poznatih tvari kao $to su vlas
kose, crvena krvna stanica (eritrocit), bakterija Escherichia coli (Migula, 1895), virus humane

imunodeficijencije  (HIV), hemoglobin te buckminsterfuleren u wusporedbi s veli¢inom

nanomaterijala.
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Slika 1. Ljestvica veli¢ine poznatih tvari u usporedbi s veli¢inama nanomaterijala (preuzeto i

prilagodeno iz Feldmann i Goesmann, 2010).

Nanocestice imaju posebna fizicko-kemijska svojstva koja se mogu podijeliti u tri grupe:
svojstva ovisna o povrsini Cestica, svojstva ovisna o veli€ini ¢estica 1 kvantni ucinci ovisni o veli¢ini
Cestica.

Velika kataliticka mo¢ nanocestica-katalizatora, izuzetna kemijska reaktivnost nanocestica,
Lotus ucinak gdje se vlaga odbija od povrSine nanocestica te povrSinska provodljivost oksida
nanocestica primjeri su svojstava ovisnih o povrsini Cestica.

Opticki transparentni slojevi (npr. pigmenti, tankoslojne elektrode), interferencijski uéinci,
superparamagnetizam nanocestica neki su od primjera svojstava ovisnih o veli¢ini ¢estica.

Kvantni ucinci ovisni o veli¢ini Cestica su pojave kada elektronske strukture nanocestica ovise
o njihovoj veli¢ini. Oni se dogadaju pri prijelazu atoma ili molekula, to¢no odredenih razina energije,
u rasprSene sastave atoma. Pomak plazmonske resonance nanocestica zlata te boja i luminiscencija
kvantnih tocaka-poluvodi¢a ovisnih o veli¢ini Cestica dva su primjera tih u¢inaka (Feldmann i
Goesmann, 2010).

Sve nabrojano pokazuje znac¢aj i mnogostruke prednosti nanocestica za znanstvena istraZivanja
I boljitak tehnologije. Stoga ne ¢udi $to se ve¢ upotrebljavaju ili istrazuju za sljedece: interakcije
nanocestica i biomolekula, biosenzore (kolorimetrijske, fluorescentne, elektrokemijske), sustave za

primjenu lijekova, oslikavanje u biomedicini itd. (De i sur., 2008).



1.2.1. Nanocestice srebra

Nanocestice srebra (Slika 2.) su poznate po svojim antimikrobnim svojstvima zbog ¢ega se
danas upotrebljavaju u raznim proizvodima gotovo bez zadrske unato¢ malom broju istrazivanja 0
njihovom utjecaju na okoli§ (Blinova i sur., 2013). Uz antimikrobna, kataliticka i plazmonska
svojstva, ¢ine ih jednim od najkoriStenijih, proizvedenih nanocestica u potrosackim proizvodima i
medicinskoj primjeni (UIm i sur., 2015). Kako bi jasnije prikazala ovu pojavu, baza podataka
,Woodrow Wilson* nabrojala je 1317 proizvoda na bazi nanosrebra na danasnjem trzistu. Od tog
broja 311 ih sadrzi same nanocestice srebra. Takoder, prema provedenom istraZivanju godi$nje Se u

svijetu proizvede priblizno 500 t nanosrebra (Blinova i sur., 2013).

e

. a

Slika 2. Fotografija nanocestica srebra stabiliziranih citratom snimljena primjenom

transmisijske elektronske mikroskopije.

Upravo zbog njihove Siroke upotrebe one dolaze u okoli§ putem otpadnih voda, iz odlagalista
otpada ili iz industrijskih postrojenja (Stensberg i sur., 2014). Stoga je nuzno prikupiti relevantne
znanstvene informacije o njihovom utjecaju na zdravlje ljudi i okoli§. Vecina istrazivanja vezanih uz
nanosrebro se jos uvijek provodi na bakterijama, posebno Escherichia coli radi njegovog pozeljnog

antibakterijskog svojstva u svrhu primjene, a ne radi procjene rizika (Blinova i sur., 2013). Medutim,



sve veci broj istrazivanja usmjeren je prema ispitivanju ucinka nanosrebra na razli¢ite organizme,
posebno vodene kraljeSnjake, beskraljesnjake i biljke (Ulm i sur., 2015).

Nakupljanje nanosrebra u okolisu uslijed sve veée primjene proizvoda koji sadrze srebrne
nanocCestice jo§ je jedan razlog za brigu i potice znanstvenike da proucavaju mehanizme njihove
moguce toksi¢nosti. Pri ovakvim istrazivanjima uobicajeno se toksi¢nost nanosrebra usporeduje S
toksi¢nosti ionskog oblika srebra. Razlog lezi u ¢injenici da se antibakterijsko djelovanje nanosrebra
temelji upravo na kontinuiranom otpustanju iona srebra s povrSine nanosrebra. Do sada je u
znanstvenoj literaturi opisano da nanosrebro izaziva genotoksi¢nost, poti¢e apoptoze (kontrolirane
stani¢ne smrti) te izaziva oksidativni stres. Znacajan broj autora ovakvo djelovanje pripisuje ionima
srebra koji se oslobadaju s povrSine nanosrebra te se taj mehanizam naziva mehanizmom
, Trojanskog konja“. Medutim, jo§ uvijek nema dovoljno znanstvenih podataka iz kojih se sa
sigurno$¢éu moze utvrditi tocan mehanizam toksi¢nosti nanosrebra.

U buduénosti, veci broj istrazivanja na bioloskim i okoli§nim ucincima nanocestica pomoci ¢e
razumijevanju njihovog akutnog kao i kroni¢nog ucinka na zdravlje ljudi i ekoloSke sustave
(Stensberg i sur., 2014).

1.2.2. Nanocestice zlata

Elementarno zlato odlikuje inertnost, mala toksi¢nost i biokompatibilnost. Na nanorazini se
ovakva, pozitivna slika ipak mijenja. Nanocestice zlata (Slika 3.) predmet su kontradiktornih
rezultata viSe istrazivanja buduci da velik broj studija pokazuje netoksi¢nost nanozlata, ali znacajan
broj govori u prilog njihovoj toksi¢nosti. Neovisno o varijabilnosti dostupnih podataka,
opéeprihvaéeno je misljenje kako su nanocestice zlata toksi¢ne u in vitro i in vivo uvjetima (Fratoddi
i sur., 2014).



Slika 3. Fotografija nanocestica zlata stabiliziranih citratom snimljena primjenom

transmisijske elektronske mikroskopije.

Nanocestice zlata su vrlo stabilne metalne nanocestice §to im daje odredenu prednost u odnosu
na druge metalne nanocestice (Daniel i Astruc, 2004). Uz stabilnost, moguénost manipuliranja
veli¢inom Cestica omogucava stvaranje raznolikih oblika (npr. nanokapsula i nanostapica) dok
moguénost povrsinske stabilizacije otvara put dizajna ovih nanocestica u razli¢ite svrhe (Fratoddi i
sur., 2014). Nanocestice zlata nisu podlozne otapanju ili znacajnim promjenama veli¢ine i oblika pri
tipi¢nim okoli$nim ili biolo§kim uvjetima (Bozich i sur., 2014). Zbog svih tih svojstava, nanocestice
zlata se vec¢ uvelike koriste u raznim podru¢jima znanosti, tehnologije te posebice u medicini, kako u
terapijskim tako i u dijagnostiCkim sustavima (Fratoddi i sur., 2014). Nalaze se i na Listi
proizvedenih nanomaterijala (,, List of Representative Manufactured Nanomaterials ‘) Koji bi trebali
iza¢i ili ve¢ jesu na trziStu, predstavljenoj od strane Organizacije za ekonomsku suradnju i razvoj
(OECD - od eng. Organisation for Economic Cooperation and Development) (Skjolding i sur.,
2014).

Zbog naglog rasta trziSta nanomaterijala, vazno je povecati koli¢inu znanja o njihovim

bioloskim ué¢incima i moguc¢em toksi¢nom djelovanju (Alkilany i Murphy, 2010).



1.3. Stabilizacijski omotaci nanocestica

Primije¢eno je kako bioloski i okoliSni uc¢inak metalnih nanocestica ovisi o prirodi
stabilizacijskog omotac¢a (Jurasin i sur., 2016). Stabilizacijski omotaci oznacavaju modifikacije
povrSine nanocestica tako Sto se povrSina nanocestica oblaze razli¢itim molekulama koje onda
odreduju identitet i svojstva takvih modificiranih nanocestica (Bozich i sur., 2014). Osim §to takva
stabilizacija povrSine povecava stabilnost nanocestica kako ne bi doSlo do njihova nakupljanja
(aglomeracije), ona moze doprinijeti i povecanju biokompatibilnosti nanocestica. U bioloskim
otopinama proteini se obi¢no vezu za povrSinu nanocCestica uslijed djelovanja elektrostatskih,
rasprsujucih i kovalentnih sila pa nastaje tzv. proteinska kruna (korona). Istrazivanja pokazuju kako
priroda i Koncentracija tih proteina utjeCu na ulazak nanocestica u bioloske sustave, na njihovu
biodistribuciju, a mozZe dovesti i do nezeljenih nuspojava. Razli¢iti omota¢i mogu ¢ak utjecati na
citotoksi¢nost i povrsinski naboj nanocestica (Jurasin i sur., 2016). Pomocu razli¢itih tehnika,
nanocestice se mogu stabilizirati razli¢itim ligandima kao S$to su male molekule, surfaktanti
(povrsinski aktivne tvari), dendrimeri, polimeri i biomolekule. Biomolekule su znacajne, U odnosu na
sinteticke materijale, zato Sto mogu sluziti kao uéinkovita dostava biomolekula na ciljano mjesto bez

povecanja citotoksi¢nosti (Mout i sur., 2012).

1.3.1. Glutation

Glutation (GSH), ¢ija je kemijska struktura prikazana na Slici 4., je tripeptid sastavljen od
glutaminske kiseline, cisteina i glicina. Najvaznija funkcija GSH je antioksidativna aktivnost u
biljnim i zivotinjskim stanicama. Sintetizira se u citosolu stanica i prenosi u razli¢ite unutarstani¢ne
organele gdje je potreban (Lushchak, 2011). U molekuli glutationa, cistein sadrzi vrlo reaktivnu
tiolnu skupinu (-SH), koja omogucuje reduciranje metalnih soli. Uz -SH skupinu, glutation se sastoji
i od amino (-NHy) i karboksilnih (-COOH) funkcionalnih skupina preko kojih se ova molekula moze
povezivati s drugim molekulama. Ve¢ je ranije pokazano da se GSH moze vrlo ucinkovito

primijeniti kao stabilizacijski omota¢ nanocestica (Balavandy i sur., 2014).
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Slika 4. Kemijska struktura tripeptida glutationa (preuzeto i prilagodeno iz Lushchak, 2011).

1.3.2. Cistein

Cistein, ¢ija je kemijska struktura prikazana na Slici 5., je aminokiselina koja spada u
skupinu aminokiselina koje sadrze sumpor. U toj skupini se nalaze jo$ i metionin, taurin i
hemocistein. Cistein i metionin su znacajni, jer su jedine aminokiseline iz te skupine koje se
ugraduju u proteine. Aminokiseline koje sadrze sumpor su zanimljive, jer je sumpor
elektronegativniji od kisika (s kojim dijeli pripadnost istoj skupini periodnog sustava elemenata) $to
takve aminokiseline ¢ini manje hidrofobnima (Brosnan i Brosnan, 2006). Uz to, tiolna skupina
cisteina doprinosi velikoj reaktivnosti ove molekule pa ona ima razne funkcije u organizmima:
kataliticka, regulacijska funkcija, stabilizacija struktura i vezanje kofaktora (Marino i Gladyshev,
2012). Uz vec¢ nabrojane povoljne karakteristike, otkriveno je i kako cistein bolje stabilizira povrs§inu
nanoCestica nego druge koriStene molekule s tiolnim skupinama S$to dovodi do povecane
luminiscencije takvih nanocestica. K tome, njegove bioloski aktivne, terminalne skupine imaju
potencijal za ciljanje odredenih stanica S§to ga cCini povoljnom molekulom za istrazivanje i

stabilizaciju nanocestica (Chatterjee i sur., 2006).
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Slika 5. Kemijska struktura molekule cisteina (preuzeto iz Brosnan i Brosnan, 2006).



1.4. Oksidativni stres

Kisik omogucava odvijanje aerobnog metabolizma putem oksidativne fosforilacije u
mitohondrijima sto stanicama daje energiju. Medutim, naglom ili prevelikom potro$njom kisika u
stanicama nastaju slobodni radikali koji se jo§ nazivaju i reaktivnim kisikovim vrstama (ROS, od
eng. Reactive Oxygen Species), a u svojoj vanjskoj elektronskoj ljusci imaju barem jedan nespareni
elektron. Takvi radikali su Stetni, jer mogu reagirati s makromolekulama (npr. DNK) i izazvati Stetne
promjene u njihovoj strukturi ili pak dovesti do lipidne peroksidacije, tj. oksidacije polinezasi¢enih
masnih Kiselina u staniénim membranama §to dovodi do smanjene fluidnosti stani¢nih membrana
(Kerksick i Willoughby, 2005). U stanicama postoje zastitni mehanizmi koji se bore protiv slobodnih
radikala pa su pri normalnim fizioloskim uvjetima procesi u kojima nastaju radikali uravnotezeni s
antioksidacijskim procesima koji sprecavaju njihovo stvaranje (Lushchak, 2011).

Najces¢e ROS vrste su superoksidni radikal, hidroksilni radikal, vodikov peroksid, dusikov
oksid, lipidni alkoksil i peroksilni radikal (Slika 6.). Superoksidni radikal ¢esto nastaje tijekom
oksidativne fosforilacije, a za njegovo uklanjanje zasluzni su enzimi superoksid dismutaze. Vodikov
peroksid nastaje iz superoksidnog radikala, a uvrstava se u ROS vrste, jer iz njega lako nastaje
hidroksilni radikal. Glavna razlika izmedu vodikovog peroksida i ostalih radikala je ta §to on moze
prolaziti kroz stani¢énu membranu $to ga Cini jo§ opasnijim. Medutim, enzim katalaza razgraduje
veliku koli¢inu vodikovog peroksida koji se nade unutar stanica stvaraju¢i molekulu vode kao
nusprodukt. Hidroksilni radikal, koji moze nastati iz vodikovog peroksida, najopasniji je slobodni
radikal zbog svoje velike reaktivnosti. U prisutnosti prijelaznih metala, poput iona bakra ili zeljeza,
moze napraviti izravnu Stetu na proteinima, lipidima ili nukleinskim kiselinama (Kerksick i
Willoughby, 2005).
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Razni enzimi i biomolekule unutar organizama imaju funkciju obrane od slobodnih radikala.
Oni se joS nazivaju i antioksidansima. Enzimi superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i
glutation S-transferaza primjeri su antioksidativnih enzima. Glutation je tripeptid koji ima vaznu
antioksidativnu ulogu zbog izravnih reakcija s razli¢itim reaktivnim vrstama, ali i sa spojevima nastalim
tijekom lipidne peroksidacije (Lushchak, 2011). Zastitni mehanizmi vrlo uspje$no brane organizam od
ROS vrsta kada stanice nisu pod prevelikim stresom. Medutim, kada su stanice izlozene previsokim
koncentracijama stetnih kemikalija ili kroz duze vrijeme, antioksidativni obrambeni sustav u stanicama
se nije u stanju oduprijeti stvaranju velikog broja radikala te nastaje stanje tzv. oksidativnog stresa
(Kerksick i Willoughby, 2005).

1.5. Ekotoksikoloska istrazivanja nanocestica

Ekotoksikoloska istrazivanja nanoCestica uglavnom se provode na jednostavnim modelnim
sustavima kao S§to su stani¢ne kulture ili jednostani¢ni organizmi. Mnogo je manje istraZivanja
provedeno na viSim organizmima poput vodozemaca, gmazova i ptica ili visih biljaka. Unato¢ velikom
broju objavljenih istraZzivanja na ekotoksikoloSkim ucincima nanocestica jo§ uvijek je mnogo
nepoznanica 0 mehanizmu njihova djelovanja. Manjkavi su podaci o mehanizmima transporta i
biodegradacije nanocestica ili njihova djelovanja s bioloskim materijalima koji bi ith mogli eliminirati
(Seetharam i Sridhar, 2006). Znanstvenici su ostavili otvorenom i mogucnost biomagnifikacije

nanocestica u hranidbenom lancu (Nowack i Bucheli, 2007; Fabrega i sur., 2011). 1z do sada objavljenih
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znanstvenih podataka ocCigledno je da sintetizirane nanocestice poti¢u oksidativni stres, Stetno djeluju na
stanicne membrane 1 nukleinske kiseline, destabiliziraju i oksidiraju proteine i utjeCu na otpustanje
toksicnih tvari. U stanice mogu u¢i difuzijom, endocitozom ili adhezijom, no ne i ionskim transportom
zbog svoje veli¢ine (Bhatt i Tripathi, 2011).

Istrazivanja na ekotoksikolo$kim ucincima nanocestica srebra pokazuju kako one negativno
utjecu na razvoj riba u ranim stadijima i uzrokuju deformacije ledne mozdine, aritmiju te nakupljanje
Cestica u Skrgama i jetrenom tkivu (i time smanjuju sposobnost ribe da se odupre niskim
koncentracijama kisika i dovode do oksidativnog stresa). Mlade jedinke zebrice (Danio rerio Hamilton,
1822) i japanske medake (Oryzias latipes Temminck i Schlegel, 1846) pokazale su vec¢u toksi¢nost hano
u odnosu na ionski oblik srebra. Mali broj istrazivanja provedenih na algama pokazao je kako nanoAg
nije toksi¢no u koncentracijama koje se smatraju dovoljnima za onecisé¢enje vodenih sustava; i to na alge
Chlamydomonas reinhardtii (P. A. Dangeard, 1888) i Thalassiosira weissflogii ((Grunow) G. Fryxell i
Hasle, 1977). Drugo istrazivanje je kod vrste Chlamydomonas reinhardtii ukazalo na to da je, za tu algu
nanoAg toksic¢nije nego ista koli¢ina ionskog srebra. Vrsta Caenorhabditis elegans (Maupas, 1900) je
podlozna smanjenju reprodukcijskog potencijala i oksidativnom stresu kada je izloZzena nanoAg dok je
ono za trepetljikasa-papucicu (Paramecium caudatum Ehrenberg, 1833) toksi¢no kada je stabilizirano
neionskim surfaktantom Tween 80. Istrazivanja na mikrobima su kontradiktorna. Jedna smatraju kako su
veli¢ina i oblik nanoAg zasluzni za toksi¢nost, a druga kako glavni toksi¢ni u¢inak potjece od otpustenih
iona srebra. S obzirom na brojne razlike izmedu vrsta bakterija tesko je donijeti opCeniti zakljucak iz
dobivenih informacija. Jo$ jedan primjer to predoc¢ava. Istrazivanja Kima i sur. (2007) su pokazala da su
gram pozitivne bakterije otpornije na nanoAg manjih veli¢ina dok su Yoon i sur. (2007) pokazali upravo
ioni srebra za heterotrofne. Nadalje, izlozenost estuarijskog sedimenta povecanim koncentracijama
nanoAg kroz 30 dana nije utjecala na bakterijske zajednice, bioraznolikost i brojnost mikroorganizama u
vodenom stupcu (Fabrega i sur., 2011).

Podaci o toksi¢nosti nanocestica zlata (nanoAu) u istrazivanju koje je je usporedivalo uéinke
nanoAg i nanoAu na kalifornijsku pastrvu (Oncorhynchus mykiss Walbaum, 1792) pokazuju da je
toksi¢nost bila ovisna o koncentraciji za obje vrste nanocestica. Plava dagnja (Mytilus edulis Linnaeus,
1758) nakupljala je nanoAu vec¢inom u probavnom sustavu gdje je doslo i do lipidne peroksidacije. U
algi Scenedesmus subspicatus (Chodat, 1926) nanoAu se pric¢vrstilo na stani¢nu membranu i uzrokovalo
smetnje u protoku tvari kroz membranu. NanoAu primijenjeno na ovoj vrsti bioakumuliralo se nakon
sedam dana u $koljkaSu krupnorebrastoj kotarici (Corbicula fluminea Miiller, 1774), i to u Skrznim i

probavnim epitelnim stanicama gdje je doslo do povecanja razine metalotioneina i oksidativnog stresa
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(Lapresta-Fernandez i sur., 2012). Kako je vidljivo iz svega navedenog, ekotoksikoloska istrazivanja na
metalnim nanocesticama cesto su kontradiktorna i nedostatna pa je nuzno prikupiti $to viSe dodatnih 1

sustavnih znanstvenih informacija o moguc¢im u¢incima nanomaterijala u ekosustavima.

1.5.1. Vodenbuha kao modelni organizam

Modelni organizmi su sastavni dio vecine znanstvenih istrazivanja. Oni Se odabiru zbog
karakteristika poput lakoce manipuliranja, niske cijene, kratkog generacijskog vremena i velike
dostupnosti kako bi se proucavali odredeni bioloski procesi. Proucavanjem ovih organizama mozemo
saznati mnogo o njihovom medudjelovanju s bioloskim sustavima i prenijeti saznanja na srodne
organizme (Edison i sur., 2016).

Vodenbuha (Daphnia magna Straus, 1820) (Slika 7.) je organizam koji pripada potkoljenu
rakova (Crustacea), podredu rasljoticalaca (Cladocera). Ovaj podred ¢ine prvenstveno slatkovodni
organizmi vrlo bitni kao dio zooplanktona. Obi¢no su malih veli¢ina od 0.2 do 6 mm u prosjeku (Forrd i
sur., 2008). Nekoliko vrsta vodenbuha ima segmentirano tijelo koje se sastoji od dvodijelnog oklopa,
nazvanog karapaks. Takoder, imaju nekoliko parova udova koji se nazivaju filopodima na ¢ijim
krajevima su dlacice ili sete. Pomocu filopoda stvaraju struju vode koja im pomaze da zatim setama
uhvate Cestice hrane i primaknu ih ustima (Reynolds, 2011). Hrane se Cesticama hrane u rasponu
veli¢ina od 0.4 do 40 um; obi¢no algama, bakterijama, ali i organskim i anorganskim ¢esticama (Baun i
sur., 2008). K tome, imaju jedno slozeno oko (Forré i sur., 2008). Na glavi imaju jedno
jednosegmentirano ticalo (uniramnu antenu) te jedno dvosegmentirano ticalo (biramnu antenu).
Nadalje, usni aparat im se sastoji od donje Celjusti (mandibule) i gornje Celjusti (maksile) koja je
podijeljena na dva dijela. Prva maksila je razvijena i sadrzi par seta dok je druga zakrzljala. Posljednji
segment tijela (telzon) ,,nosi“ dvije kandze te se na kraju tijela nalazi i zavr$na bodlja (terminalna;

apikalna bodlja) (Mittmann i sur., 2014).
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Slika 7. Fotografija vodenbuhe (preuzeto i prilagodeno iz Roberts i sur., 2007).

Vodenbuhe se mogu razmnozavati na dva nacina - spolno i nespolno - ovisno o okolisnim
uvjetima (Slika 8.). Naj¢esce se razmnozavaju partenogenezom sto podrazumijeva da Zenke nespolno
stvaraju diploidna jajaSca iz kojih se vecinom razvijaju Zenke. Pri spolnom razmnoZavanju, a ono je
karakteristiéno za nepovoljne okoliSne uvjete, Zenke stvaraju haploidna jajasca koja oploduju muzjaci
(Harris i sur., 2011). Jajasca se razvijaju u leznom prostoru koji se nalazi na lednom dijelu Zenkina tijela
podno karapaksa (Mittmann i sur., 2014). Spolnim razmnozavanjem nastaje par jajasca obavijenih
modificiranim karapaksom te nastaje struktura koja se naziva epifija. U toj strukturi jajasca prezivljavaju
nepovoljne uvjete. S druge strane, nespolnim razmnoZavanjem nastaju jajasca koja nakon potpune
embriogeneze (razvitak jajaSca nakon oplodnje) zenka izbacuje iz leznog prostora u okolis. Ona se

nazivaju neonatima te dalje razvijaju u odrasle jedinke (Harris i sur., 2011).

O
(jaje, 2n)
( dijapauzna jaja . 2n)

Nespolno razmnozavanje Spolno razmnozavanje

Slika 8. Zivotni ciklus vodenbuha (preuzeto i prilagodeno iz Shaw i sur., 2008).
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Razlozi zbog kojih je vodenbuha odabrana kao modelni organizam u ekotoksikoloSkim
istrazivanjima su brojni. Najvazniji su mozda njena velika brojnost, uloga u prehrambenom lancu te
geografska distribucija. Rod Daphnia se moze naci u $arolikim vodenim sustavima $irom svijeta.
Upravo ovo im je odredilo sudbinu kao indikatorske vrste slatkovodnih rijeka i ribnjaka gdje pad
brojnosti te populacije ukazuje na okoli$ne probleme. Cinjenica da se mogu razmnozavati nespolno
isto je vrlo bitna, jer omogucava odrzavanje populacije istovrsne genetske podloge koje se mogu
usporedivati neovisno o vrsti tretmana koristenog u istrazivanjima (Shaw i sur., 2008). S obzirom na
prehranu fitoplanktonom i kratko generacijsko vrijeme vodenbuhe imaju visok populacijski rast.
Njihovu ulogu u prehrambenom lancu Kkarakteriziraju prehrana fitoplanktonom, ucinak na kruzenje
hranjivih tvari i uloga plijena za sekundarne konzumente. Dinamika izmedu vodenbuha i njihove hrane
— fitoplanktona - odreduje sezonsku prozirnost vode dok prehrana mikrobima odreduje biomasu i
strukturu mikrobnih zajednica. Vodenbuha je vrlo hranjiva, jer ima visok udio fosfora pa je plijen
predatornim beskraljeSnjacima (invertebratima) i ribama koje se prehranjuju planktonom
(planktivornim ribama) (Miner i sur., 2012). Takoder, imaju i velik ekonomski zna¢aj. Naime,
vodenbuhe se koriste u akvakulturi za prehranu riba ili kontroliranje brojnosti fitoplanktona, a mogu
biti i prijenosnici parazita koji predstavljaju prijetnju zdravlju ljudi (Forré i sur., 2008).

Prema REACH (od eng. Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of
Chemicals) regulativi, za sve kemikalije koje se na godis$njoj razini proizvode u koli¢ini vecoj od jedne
tone nuzno je provesti ekotoksikoloska ispitivanja. Vazan segment takvih istrazivanja je utjecaj takvih
kemikalija na vodene sustave. Jedan od standardnih testova za takva ispitivanja jest HRN EN 1SO
6341:2013 test ,,Odredivanje inhibicije pokretljivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) -
Test akutne toksi¢nosti“ (ISO 6341:1996+Cor 1:1998; EN ISO 6341:1996+AC:1998).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Glavni cilj istrazivanja provedenih tijekom izrade ovog diplomskog rada bio je istraziti u¢inak
stabilizacije povrsine nanocestica zlata i srebra s tiolnim biomolekulama (glutation i cistein) na njihovu
toksi¢nost u vodenom okoliSu primjenom standardiziranog ekotoksikoloSkog modela vodenbuhe.

Za postizanje glavnog cilja, posluzili su nam specifi¢ni ciljevi istrazivanja koji su ukljucivali:

1) odrediti efektivnhu koncentraciju koja uzrokuje smrtnost 50% populacije (ECso), najmanju
koncentraciju koja uzrokuje odgovor testne populacije (LOAEL, od eng. Lowest Observed Adverse
Effect Level) te najvecu koncentraciju pri kojoj nema vidljivog odgovora (NOAEL, od eng. No Observed
Adverse Effect Level) nakon 24 i 48 h za svaki pojedini ispitivani nano i ionski oblik srebra i zlata na
testni organizam vodenbuhe;

2) utvrditi razinu oksidativnog stresa u vodenbuhama tretiranim s razli¢ito stabiliziranim nanoc¢esticama
srebra i zlata mjerenjem biomarkera oksidativnog stresa: razine peroksidnih radikala, razine superoksid
radikala te razine glutationa u tretiranim u usporedbi na kontrolne neonate vodenbuha;

3) usporediti toksi¢ni ucinak nano oblika srebra i zlata s njihovim ionskim oblicima primjenom
tretmana pomocu srebrovog nitrata i zlatnog hidroklorida.

Rezultati ovog istraZivanja doprinijet ¢e boljoj procjeni potencijalnih rizika primjene i uporabe

nanodestica srebra i zlata na okolis.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Metode sinteze nanocestica

Sve koriStene nanocestice sintetizirao je student Fran Ivankovi¢ s Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta u Zagrebu. Sinteza nanocestica moze se provesti pomocu dvije glavne metode. Nazivi tih metoda

‘

su ,, top-down*“ i ,, bottom-up ““. Postoje i razliite kategorije koje im se mogu pripisati ovisno o odabiru
reaktanata pri sintezi, a to su konvencionalna ili nekonvencionalna metoda te zelena ili ne-zelena metoda
(El-Badawy i sur., 2010).

,, Top-down“ metoda (Slika 9.) ukljucuje stvaranje cestica ili materijala nanometarskih
dimenzija iz vece koli¢ine istovrsnog materijala primjenom tehnika usitnjavanja (Daraio i Jin, 2012).
Ovisno o materijalu, metode mogu biti mehanicke, kemijske, elektrokemijske (Singh i sur., 2010). Primjeri
su fotolitografija i litografija elektronskim snopom (Daraio i Jin, 2012).

,, Bottom-up *“ metoda (Slika 10.) se temelji na stvaranju nanomaterijala preslagivanjem atoma ili
molekula kroz nukleaciju i rast (EI-Badawy i sur, 2010). Laserska piroliza te atomska ili molekularna

kondenzacija primjeri su metoda koje se koriste u tu svrhu (Daraio i Jin, 2012).

— - 8
- - A

Krupan materijal Sitne Cestice

Slika 9. Shematski prikaz ,,top-down* metode (preuzeto i prilagodeno iz Singh i sur., 2010).
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Atomi ili molekule Jezgrice Nanocestice

Slika 10. Shematski prikaz ,,bottom-up* metode (preuzeto iz Singh i sur., 2010).
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3.1.1. Sinteza nanocestica zlata i srebra

U istrazivanju smo koristili nanocestica srebra i zlata obloZene cisteinom i glutationom (CYS- i
GSHnanoAg te CYS- i GSHnanoAu) koje su pripravljene prema modificiranom protokolu Anambige i sur.
(2013), te Lia i sur. (2009). Sve nanocestice su pripravljene u laboratoriju Jedinice za analiticku
toksikologiju i mineralni metabolizam Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada, a pripravio ih
je student Fran Ivankovi¢.

U sintezama su Koristeni AgNO3, HauCls, NaBH4, CYS, GSH i ultracista voda. AgNOs i
HAUCI4 sluzili su kao prekursori metalnih iona; NaBH4 kao reducens; CYS i GSH kao stabilizatori te
ultracista voda kao otapalo. Sinteza prikazana na Slici 11., primjenjiva za sve ispitivane vrste, odvijala se
na sljede¢i nacin: u staklenu tikvicu koja je sadrzavala 25 mL ultraciste vode postupno je dodavan
prekursor metalnih iona (AgNOg ili HAuCls). Nakon dodatka prekursora dodan je reducens (NaBHs) uz
brzo mijeSanje tijekom 20 minuta. Sljedeci korak je bio postupno dodavanje stabilizatora. Reakcijska
smjesa se neprekidno mijeSala na magnetskoj mijesalici pri sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta
(lvankovi¢, 2016).

. OQ 0
AgNO5+NaBH, mijesati Ag GSH Ag
mijesati %

Slika 11. Shematski prikaz sinteze nanocestica srebra (preuzeto i prilagodeno iz Li i sur., 2009).

3.2.  Metode karakterizacije nanocestica

Sve koriStene nanocestice okarakterizirao je student Fran Ivankovi¢ s Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta u Zagrebu.

3.2.1. Atomska apsorpcijska spektroskopija

Atomska apsorpcijska spektroskopija (AAS-od eng. Atomic Absorption Spectroscopy) je
instrumentalna metoda kojoj je cilj izmjeriti koncentraciju odredenog kemijskog elementa u ispitivanom
uzorku mjerenjem apsorbirane radijacije koju je kemijski element apsorbirao (Garcia i Baez, 2012). Kako
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bi bilo mogucée izmjeriti koliko je svjetlosti kemijski element apsorbirao uzorak se prethodno mora
atomizirati. Atomizacija se postize dovodenjem toplinske energije uzorku koji se zatim razlaze na
slobodne atome (Beaty i Kerber, 1993). Izvor toplinske energije je grafitna pe¢. Osnove metode temelje se
na apsorpciji svjetlosti kemijskog elementa ¢iji elektroni prelaze iz osnovnog u pobudeno stanje pri cemu
emitiraju foton svjetlosti odredene energije. Budu¢i da atomi kemijskog elementa imaju specifi¢nu
elektronsku strukturu samim time i apsorbiraju svjetlost to¢no odredenih valnih duljina pa i imaju
karakteristi¢an spektar. Ovo svojstvo omogucava izratun koncentracije kemijskog elementa preko ,,Beer-
Lambertovog zakona®, jer je apsorbancija proporcionalna koncentraciji elementa (Garcia i Baez, 2012).

,,Beer-Lambertov zakon* je sljedeci:

log—=c¢-¢c-I
0g - c

gdje je lo intenzitet ulazne svjetlosti, | intenzitet izlazne svjetlosti, ¢ koeficijent molarne ekstinkcije, c
molarna koncentracija te | duljina puta svjetlosti dok log (lo/l) predstavlja apsorbanciju, A;, pri odredenoj
valnoj duljini, A (Sheehan, 2009). Atomski apsorpcijski spektrometar naziv je uredaja koji se koristi pri
ovoj metodi. Nakon §to se uzorak atomizira plameno, izvor svjetlosti propusta svjetlost odredenih valnih
duljina preko monokromatora te se emitirana svjetlost detektira obi¢no na fotomultiplikacijskoj cijevi. Ona
pretvara svjetlosni signal u elektri¢ni (Garcia i Baez, 2012). Ova se metoda koristila za odredivanje ukupne
koncentracije Ag ili Au u pripravljenim suspenzijama nanoAg i nanoAu koje su koriStene u

ekotoksikoloskim ispitivanjima na modelu vodenbuhe (Ivankovi¢, 2016).

3.2.2. Dinamicko rasprsenje svjetlosti

Dinamicko rasprSenje svjetlosti - DLS (od eng. Dynamic Light Scattering) - je instrumentalna
metoda koja se koristi kako bi se odredila veli¢ina i distribucija veli¢ina Eestica u koloidnim suspenzijama
(Xu, 2002; Hoo i sur., 2008). Fotonska korelacijska spektroskopija (od eng. Photon Correlation
Spectroscopy), kako ovu metodu jo$ i nazivaju, smatra se ,hidrodinamickom™ metodom, jer mjeri
,hidrodinamicke“ parametre kao $to su translacijski i/ili rotacijski difuzijski koeficijent pa se oni teorijski
usporeduju sa veli¢inom i oblicima &estica (Pecora, 2000). Cestice koje se nalaze u otapalima kreéu se
nasumic¢no tzv. ,.Brownovim gibanjem* (Hoo i sur., 2008). Ovakvo gibanje uzrokuje varijacije u
intenzitetu rasprSene svjetlosti koja prolazi kroz suspenziju (Pecora, 2000). Veli¢ina Cestica izratunava se
pomocu ,,Stokes-Einstenove jednadzbe* koja glasi:

D = kT/6mnRn
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gdje je D difuzijski koeficijent, k Boltzmannova konstanta, T temperatura, » viskozitet otapala i Rn
hidrodinamicki polumjer Cestica u otopini. Mjerenja dinamickog rasprSenja svjetlosti provode se uz pomo¢
instrumenta s laserom koji usmjerava svjetlost na uzorak pa se izlazna svjetlost usmjerava na
fotomultiplikacijsku cijev te dalje obraduje digitalno. Moderni instrumenti koriste opti¢ka vlakna kako bi
usmjerili ulaznu svjetlost te ,,prikupili“ izlaznu svjetlost (Pecora, 2000). U ovom istrazivanju je DLS
metoda primijenjena za odredivanje veli¢ine CYS- i GSHnanoAg, te CYS- i GSHnanoAu (Ivankovié,
2016).

3.2.3. Elektroforetsko rasprSenje svjetlosti

Jo$ jedna u nizu metoda, elektroforetsko rasprsenje svjetlosti - ELS (od eng. Electrophoretic
Light Scattering) sluzi za odredivanje povrSinskog naboja koloidnih ¢estica u vodenom mediju. Zbog
svojih malih dimenzija koloidne Cestice imaju veliku specifiénu povrsinu §to zna¢i da postoji zna¢ajno
medudjelovanje izmedu njihove povrSine i okolnog medija. RasprSenje Cestica i stabilnost suspenzije
ovisni su o tom medudjelovanju. Uz kemijski sastav, povrSinski naboj i grada povrSine nabijenih Cestica
vazni su za karakterizaciju povrSine tih Cestica preko parametra koji se naziva zeta potencijalom (¢).
Nabijena Cestica u suspenziji privlaci ¢estice suprotnog naboja koje oko nje stvaraju tzv. Sternov sloj. No,
Cestica i dalje privla¢i na sebe ione suprotnog naboja, ali se one medusobno odbijaju kao $to ih odbija i
Sternov sloj. Time stvaraju jo$ jedan sloj oko Cestice-difuzni sloj. Dva sloja zajedno ¢Cine tzv. elektricni
dvostruki sloj. Zamisljena ravnina izmedu Sternovog sloja i vanjske granice difuznog sloja odreduje zeta
potencijal. Ovaj parametar nije lako izmjeriti pa se mjeri neizravno preko elektroforetske mobilnosti
Cestica (brzina kretanja Cestica pod utjecajem elektri¢ne energije) pomocu Dopplerovog ucinka. On
uzrokuje razli¢ite frekvencije rasprSene svjetlosti s Cestica nego $to je bila frekvencija ulazne svjetlosti iz
Cega se moze izraCunati brzina Cestica, a time i zeta potencijal (obi¢no Henryjevom jednadZbom i
Smoluchowskijevom aproksimacijom). ELS uredaj se sastoji od izvora svjetlosti, le¢a koje usmjeravaju
svjetlost, komore s uzorkom na koju je prikljucen izvor struje, le¢a koje ,,skupljaju® izlaznu svjetlost,
detektora, korelatora; nakon ¢ega se podaci obraduju digitalno (Xu, 2002). U ovom istrazivanju je ELS
metoda primjenjena za odredivanje povrsinskog naboja CYS- i GSHnanoAg, te CYS- i GSHnanoAu
(Ivankovi¢, 2016).
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3.2.4. Transmisijska elektronska mikroskopija

Transmisijska elektronska mikroskopija (TEM) je instrumentalna metoda u kojoj se Koristi
medudjelovanje snopa elektrona i uzorka kako bi mogli dobiti fotografiju uveéanog uzorka u svrhu
njegova proucavanja (Ma i sur., 2006). Metoda se zasniva na Cinjenici da se elektroni ponaSaju poput
valova pa se u vakuumu emitiraju i ubrzavaju. Ubrzavanjem dolazi do smanjenja njihove valne duljine i
kao takvi mogu pro¢i nekoliko um kroz uzorak. U kristalima se oni ogibaju (difraktiraju) od atomskih
ravnina te je moguce prikazati tzv. elektronski difrakcijski uzorak. Uredaj koji se koristi pri ovoj metodi
naziva se transmisijskim elektronskim mikroskopom (Egerton, 2005). On za razliku od pretraznog
elektronskog mikroskopa stvara fotografiju u dvije dimenzije (Stadtlander, 2007). Elektronski pistolj je
zasluzan za emitiranje elektrona odredene brzine u vakuum (Ma i sur., 2006). Ovdje elektroni prolaze kroz
uzorak, ogibaju se te vizualiziraju pomocu leé¢a i digitalne obrade (Egerton, 2005). U ovom istrazivanju je

ELS metoda primijenjena za vizualizaciju CYS- i GSHnanoAg te CYS- i GSHnanoAu (Ivankovi¢, 2016).

3.3.  Priprema otopina i fluorescentnih proba

U istrazivanju smo Koristili otopine nanocestica zlata (nanoAu) i srebra (nanoAg) stabilizirane
tiolnim biomolekulama — glutationom (GSH) i cisteinom (CYS) - koje su bile sintetizirane i
karakterizirane u Laboratoriju za analiticku toksikologiju 1 mineralni metabolizam Instituta za
medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu. U pripremi izvornih (stock) otopina nano i ionskih
oblika srebra i zlata koristili smo svjeze pripravljene CYS- i GSHnanoAg, CYS- i GSHnanoAu, HauCl,
i AgNO3z poznatih koncentracija te ultracistu vodu tipa I dobivenu procis¢avanjem iz Milli-Q uredaja
(Merck Millipore, Njemacka). Alikvote testnih otopina poznatih koncentracija uzimali smo iz
pripremljenih izvornih otopina pomoc¢u automatskih pipeta. U prvom dijelu istrazivanja smo radili
triplikate za akutni test toksi¢nosti na vodenbuhama nakon 24 i 48 h dok smo u drugom dijelu radili
devet replikata za akutni test toksicnosti na vodenbuhama nakon 24 h neposredno prije mjerenja razine
biomarkera oksidativnog stresa. Mjerenja razine biomarkera oksidativnog stresa utvrdivali smo pomocu
fluorescentnih proba diklorodihidrofluorescein diacetata (DCFH-DA, od eng.
dichlorodihydrofluorescein diacetate), dihidroetidijuma (DHE, od eng. dihydroethidium), i

monoklorobimana (mBCI, od eng. monochlorobimane) (Sigma-Aldrich, Njemacka) to¢no odredenih
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koncentracija koje smo pripremili razrjedivanjem pojedine probe u 0.1 M fosfathom slanom puferu
(PBS, od eng. Phosphate Buffer Saline) pH 7.4.

3.4. Akutni test toksi¢nosti

Akutni test toksi¢nosti prema standardiziranoj metodi HRN EN ISO 6341:2013 (,,Odredivanje
inhibicije pokretljivosti Daphnia magna Straus (Cladocera, Crustacea) - Test akutne toksi¢nosti®)
proveli smo u Laboratoriju za ekotoksikologiju Nastavnog zavoda za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija
Stampar u Zagrebu. Populacija vodenbuha (Daphnia magna Straus, 1820) kupljena je od tvrtke
MicroBio-Tests Inc. (Mariakerke, Belgija). Vodenbuhe su bile uzgojene u standardnom mediju za
kulture (SM) koji je sadrzavao 294 mg/L CaCl,x2H20, 123.25 mg/L MgSO4x7H20, 64.75 mg/L
NaHCOs i 5.75 mg/L KCl pri pH 7.8 + 0.5. Temperatura medija odrzavana je na 20 = 1 °C. Tretman
neonata vodenbuha zapoceli smo 72 + 2 h nakon njihova izlijeganja otopinama CYS- i GSHnanoAg,
CYS- i GSHnanoAu, HAuCl4, te AgNOz. Tijekom tretmana vodenbuhe nisu dobivale hranu ni ikakve
dodatke. Tretmane smo provodili u staklenim epruvetama. U svaku epruvetu smo stavili 10 mL otopine
medija u koji smo zatim dodali odredeni alikvot testnih otopina te 5 neonata vodenbuhe. Tretmane smo
provodili primjenom razli¢itih koncentracija nano i ionskog oblika srebra i zlata kako slijedi:
CYSnanoAg u rasponu od 5 do 1000 ng Ag/L; GSHnanoAg u rasponu od 5 do 750 pg Ag/L;
CYSnanoAu u rasponu od 5 do 5000 pug Au/L; GSHnanoAu u rasponu od 5 do 5000 pug Au/L; AgNO3 u
rasponu od 0.1 do 10 ug Au/L; te HAuCls u rasponu od 0.5 do 50 ug Au/L. Nakon 24 i 48 h vizualnim
opazanjem smo istraZili imobilizaciju ili abnormalnosti ponasanja vodenbuha te smo zabiljeZili broj
prezivjelih vodenbuha normalnog ponaSanja 1 broj mrtvih vodenbuha. Pokus smo ponovili Sest puta u tri

replikata.
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3.5. Mijerenje razine biomarkera oksidativnog stresa

Mjerenja razine biomarkera oksidativnog stresa (razine peroksidnih radikala, razine superoksid
radikala, te razine glutationa) radili smo pri onim koncentracijama tretirajuéih otopina pri kojima su sve

vodenbuhe preZivijele.

3.5.1. Dikloro-dihidro-fluorescein diacetat

Dikloro-dihidro-fluorescein diacetat ili DCFH-DA je biomarker koji se koristi pri odredivanju
koncentracije vodikovog peroksida prilikom mjerenja razine oksidativnog stresa. DCFH-DA moze uéi u
stanice gdje ga endogene esteraze cijepaju te nastaje nefluorescentni spoj-DCFH. Ovaj spoj ne moze
izaéi iz stanice, a prilikom oksidacije reaktivnim vrstama kisika iz njega dalje nastaje vrlo fluorescentni
spoj DCF (Slika 12.). Valne duljine su odredene za ovaj spoj i iznose 498 nm za ekscitaciju i 522 nm za
emisiju (Held, 2015) (Ulm i sur., 2015). Emitirana fluorescencija spoja DCF proporcionalna je

koncentraciji vodikovog peroksida (Wang i Joseph, 1999).
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Slika 12. Shematski prikaz reakcija kojima nastaje fluorescentni spoj DCF iz

nefluorescentnog spoja DCFH-DA (preuzeto i prilagodeno iz Held, 2015).
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3.5.2. Dihidroetidij

Poput spoja DCFH-DA i dihidroetidij ili DHE je nefluorescentan dok ne oksidira uslijed
reakcije s reaktivnim vrstama kisika. U prisustvu superoksidnog radikala, DHE oksidira u
fluorescentan spoj naziva 2-hidroetidij (Ulm i sur., 2015) (Slika 13.). Ovaj spoj fluorescira crvenom

svjetlo$¢u, a odgovaraju mu valne duljine od 535 nm za ekscitaciju i 635 nm za emisiju (Held, 2015).

Slika 13. Prikaz reakcije nastajanja 2-hidroetidija iz DHE uslijed oksidacije superoksidnim radikalom
(preuzeto i prilagodeno iz Held, 2015).

3.5.3. Monoklorobiman

Sli¢no spojevima DCFH-DA i DHE, spoj monoklorobiman ili mBCI je nefluorescentan prije
nego $to konjugira sa tiolnim molekulama male molekularne mase te stvara tzv. fluorescentne adukte
(Slika 14.). Ovim molekulama pripada i glutation pa se mBCl ¢esto koristi kao biomarker koncentracije
glutationa u stanicama. Fluorescentni adukti se nakupljaju u jezgri stanica te fluoresciraju plavu

svjetlost. Pripadaju im valne duljine od 394 nm za ekscitaciju i 490 nm za emisiju (Held, 2015).

O O O O
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I | | > | 7 ]
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Nefluorescentan kemijski spoj Fluorescentan kemijski spoj

Slika 14. Prikaz nastanka fluorescentnog adukta konjugacijom mBCl-a s tiolnom molekulom

(preuzeto i prilagodeno iz Held, 2015).
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3.5.4. Postupak odredivanja razine oksidativnog stresa u vodenbuhama

Promjenu u razini peroksidnih radikala u tretiranim u odnosu na netretirane vodenbuhe
odredili smo primjenom DCFH-DA boje, promjenu u razini superoksid radikala primjenom DHE boje,
a promjenu u razini glutationa primjenom mBCI boje. Staklenom pipetom smo premjestili prezivjele
vodenbuhe na tri mikrotitarske plocice s 96 jazica. Svaka plocica je bila namijenjena za jednu od tri
mjerene fluorescentne probe: DCFH-DA, DHE i mBCI (Sigma-Aldrich, Njemacka). U svaku jazicu
smo stavili po pet neonata vodenbuha za svaku koncentraciju u tri replikata. Mikropipetom smo
izvukli medij u kojem su vodenbuhe tretirane, isprali smo vodenbuhe s 0.1 M PBS puferom pH 7.4 te
uklopili kona¢no vodenbuhe u 200 pL istog pufera. Nakon toga smo uzorke homogenizirali pomoc¢u
ultrazvu¢ne sonde Soniprep 150 (MSE Ltd, UK), dodali 20 pL odredene fluorescentne probe u
odgovaraju¢u mikrotitarsku plocicu te inkubirali na sobnoj temperaturi tijekom 30 minuta. Kona¢na
koncentracija fluorescentnih boja u svakoj jazici bila je 20 uM za DCFH-DA i DHE te 50 mM za
mBCI. Nakon inkubacije, fluorescenciju svake boje smo o¢itali na ¢itatu mikrotitarskih plo¢ica Victor
™ (Perkin Elmer, Massachusetts, SAD). Akutni test toksi¢nosti za svrhu daljnjeg odredivanja razine

oksidativnog stresa smo ponovili tri puta u devet replikata.

3.6. Statisticka obrada podataka

Podatke dobivene istrazivanjem obradili smo u programima Excel 2016 (Microsoft
Corporation, Redmond, SAD) i STATISTICA v12 (StatSoft Inc., Tulsa, SAD). Istrazivanje je
provedeno u najmanje tri replikata te su rezultati obradeni kao srednje vrijednosti + standardna
devijacija. ECso vrijednosti smo odredili pomoc¢u logit analize. Standardnu devijaciju i interval
pouzdanosti odreden na 95% dobili smo pomoc¢u studentovog t - testa. Statisticku znacajnost smo

odredili pri P <0.05.
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4. REZULTATI
4.1. Karakteristike nanocCestica srebra 1 zlata
Karakteristike nanocestica odredio je student Fran Ivankovi¢ s Farmaceutsko-

biokemijskog fakulteta u Zagrebu. Metodom elektroforetskog rasprsenja svjetlosti koloidne otopine
nanocCestica srebra i zlata su pokazale kako su stabilne, jer ih karakterizira ¢ potencijal nizi od -40

mV (Slika 15).
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Slika 15. Graficki prikaz zeta (C)-potencijala nanocestica srebra u Milli-Q vodi

(preuzeto iz Ivankovi¢, 2016).

Metodom dinamickog rasprSenja svjetlosti odredena je distribucija veli¢ina nanocestica s
obzirom na volumen pomocu parametra - hidrodinamickog promjera (dH): stabilne vrste nanoAg,
stabilizirane s CYS i/ili GSH ve¢inom su pokazale monomodalnu distribuciju veli¢ina dok su
ekvivalentne, stabilne vrste nanoAu pokazale bimodalnu distribuciju veli¢ina (Slika 16.) (Ivankovi¢,
2016).
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Slika 16. Dijagram distribucije veli¢ina GSHnanoAg 2 (preuzeto iz Ivankovi¢, 2016).

Transmisijskom elektronskom mikroskopijom je odredeno kako su sve vrste nanocestica zlata i

srebra bile sfernog oblika (Slika 17.).

Slika 17. TEM fotografije koristenih nanocestica zlata i srebra: a) CYSnanoAg,
b) GSHnanoAg, c)CY SnanoAu, d) GSHnanoAu (preuzeto iz Ivankovié, 2016).
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4.2. Akutni test toksi¢nosti nakon 24 1 48 h

Vrijednosti ECso prikazane su u Tablici 1. Rezultati dobiveni akutnim testom toksi¢nosti
ukazuju na drasti¢no vecu toksi¢nost ionskih oblika srebra i zlata pri puno manjim koncentracijama
nego $to su to pokazale nanoAg ili nanoAu stabilizirane cisteinom ili glutationom. lonski oblik Ag*
toksican je ve¢ pri koncentraciji od 1.06 pg Ag/L, dok je EC50 za CYSnanoAg odreden kod 347.6 ug
Ag/L, za GSHnanoAg 152.5 ug Ag/L; sve unutar 24 h. Puno nize ECso vrijednosti zabiljezene su
nakon 48 h za sve ispitivane vrste Ag i Au. Kada gledamo njihove odnose toksi¢nosti, mozemo reci
CYSnanoAg.

Zanimljivi su rezultati koje smo dobili za nanoAu. Ove nanocestice nisu pokazale toksi¢nost
na vodenbuhama niti pri najvecoj primijenjenoj koncentraciji od 5000 pg Au/L (5 mg Au/L). Stoga, za
njih nismo uspjeli odrediti ECso vrijednosti.

Tablica 1. Toksi¢nost nanocestica zlata i srebra stabiliziranih cisteinom i glutationom te ionskih oblika
zlata i srebra na vodenbuhe. Vrijednosti ECso Su izrazene kao srednje vrijednosti £ SD (s 95% Cl u

zagradama) i to u ug Ag ili Au/L. / oznacava kako ECso vrijednosti nisu dobivene.

Ispitivana vrsta (raspon

Koristenih koncentracija) Vrijeme izloZenosti (h) ECs0(95% CI)
CYSnanoAg (5 - 1000 pg/L) 24 347.6 + 5.39 (344.19 - 364.39)
48 193.1 +5.20 (192.73 - 206.39)
GSHnanoAg (5 - 750 pg/L) 24 152.5 +6.20 (150.76 - 166.14)
48 119.0 +5.79 (116.92 - 131.31)
CYSnanoAu (5 - 5000 png/L) 24 /
48 /
GSHnanoAu (5 - 5000 pg/L) 24 /
48 /
Ag* (0,1 - 10 pg/L) 24 1.06 £ 5.69 (0 - 12.75)
48 0.97 +5.13 (0 - 11.74)
AU (0,5 - 50 pg/L) 24 12,7+ 6.23 (12.15 - 27.61)
48 10.4 +6.19 (8.63 - 24.01)
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4.3. Razine biomarkera oksidativnog stresa

4.3.1. Razina glutationa

Upotreba monoklorobimana (mBCI) kao biomarkera razine glutationa dala je sljedece
rezultate: uz ionske vrste, Ag* i Au®*, i poveéanje njihove koncentracije vezano je poveéanje razine
glutationa u vodenbuhama. Primjetno je kako je kod Ag* znatno vecée povecanje razine glutationa pri

manjoj koncentraciji u odnosu na Au®* (Slika 18.).

Razina glutationa dobivena koristenjem fluorescentne probe mBCl
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Slika 18. Graficki prikaz razine srednjih vrijednosti razine glutationa = SD u ispitivanim vrstama
dobiven koristenjem fluorescentne probe mBCI. Vrijednosti na y-osi su izrazene kao postotak
kontrole dok su na x-osi koncentracije ispitivanih vrsta u pg Ag ili Au /L. K oznacava kontrolnu

vrijednost.

Vrijednosti razine glutationa u vodenbuhama kod CYSnanoAg pokazuju smanjenje s
povecanjem koncentracije ove vrste. Rezultate koje smo dobili za vrstu GSHnanoAg (iz tri
replikata)nije moguce interpretirati budu¢i da pri koncentracijama od 50 ug Ag/L i 100 pg Ag/L
nismo uspjeli dobiti reprezentativan uzorak. Samim time, nismo mogli izracunati standardnu
devijaciju pa ¢emo te rezultate izuzeti. Ako bismo zakljucke temeljili samo na rezultatima

koncentracija 5 pg Ag/L i 10 pg Ag/L mogli bismo re¢i kako ova ispitivana vrsta pokazuje trend
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povecanja razine glutationa s povec¢anjem koncentracije (no ovakav zakljucak nije reprezentativan za
tu vrstu). Vrste CYSnanoAu i GSHnanoAu slijede slican trend povecanja razine glutationa sa
srednjom koncentracijom (100 ug Au/L), a zatim smanjenje s najvecom koncentracijom (500 pg
AU/L). Gledaju¢i cjelokupan graf, mozemo zakljuciti kako vrste CYSnanoAg i GSHnanoAg
pojedina¢no pokazuju razli¢ite trendove u odnosu jedan na drugoga dok vrste CYSnanoAu i

GSHnanoAu pokazuju relativno sli¢ne trendove (Slika 19.).
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Slika 19. Graficki prikaz srednjih vrijednosti razine glutationa + SD (iz tri replikata) u ispitivanim
vrstama dobiven koriStenjem fluorescentne probe mBCI. Vrijednosti na y-osi su izrazene kao
postotak kontrole dok su na x-osi koncentracije ispitivanih vrsta u pg Ag ili Au /L. * oznacava
statisticki znacajno razliitu vrijednost u odnosu na kontrolu (P<0.05). K oznacava kontrolnu

vrijednost. * oznacava statisti¢ki znacajno razli¢itu vrijednost u usporedbi s kontrolnom vrijednosti.

4.3.2. Razina peroksidnih radikala

Koristenjem diklorodihidroflourescein diacetata dobili smo podatke za razinu peroksidnih
radikala u vodenbuhama. Kod vrste Ag" mozemo primijetiti neznatno povecanje razine peroksidnih
radikala s poveéanjem koncentracije dok se razina peroksidnih radikala kod vrste Au** smanjuje s

povecanjem koncentracije (Slika 20.).
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Razina peroksidnih radikala dobivena koristenjem fluorescentne probe DCFH-DA
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Slika 20. Graficki prikaz srednjih vrijednosti razine peroksidnih radikala + SD (iz tri replikata) u
ispitivanim vrstama dobiven koristenjem fluorescentne probe DCFH-DA. Vrijednosti na y-osi su
izrazene kao postotak kontrole dok su na x-0si koncentracije ispitivanih vrsta u ug Ag ili Au/L. K
oznacava kontrolnu vrijednost. * oznacava statisti¢ki znacajno razlicitu vrijednost u usporedbi s

kontrolnom vrijednosti.

Rezultati koje smo dobili za vrste CYS- i GSHnanoAg, te CYS- i GSHnanoAu dovode do
zakljucka kako su s obzirom na razine peroksidnih radikala u odnosu na koncentracije one zasebni
entiteti. Nijedna vrsta ne pokazuje sli¢an trend neovisno o njihovoj sli¢nosti tj. radi li se o istoj vrsti
nanocestica s razli¢itim stabilizatorom. Vrsta CYSnanoAg ima povecanu razinu peroksidnih radikala
pri 20 ug Ag/L dok daljnjim povecanjem koncentracija pokazuje smanjenje razine istih radikala.
Vrste GSHnanoAg i GSHnanoAu pokazuju smanjenje razine peroksidnih radikala s povecanjem
koncentracije. Suprotno, vrsta CYSnanoAu pokazuje povecanje razine peroksidnih radikala s

povecanjem koncentracije (Slika 21.)
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Razina peroksidnih radikala dobivena koristenjem fluorescentne probe DCFH-DA
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Slika 21. Graficki prikaz srednjih vrijednosti razine peroksidnih radikala + SD (iz tri replikata) u
ispitivanim vrstama dobiven koristenjem fluorescentne probe DCFH-DA. Vrijednosti na y-osi su
izrazene kao postotak kontrole dok su na x-0si koncentracije ispitivanih vrsta u ug Ag ili Au /L. K
oznacava kontrolnu vrijednost. * oznacava statisti¢ki znacajno razlicitu vrijednost u usporedbi s

kontrolnom vrijednosti.

4.3.3. Razina superoksidnih radikala

Fluorescencijom probe DHE dobili smo rezultate razine superoksidnih radikala u
vodenbuhama. lonski oblik Ag* pokazuje smanjenje razine superoksidnih radikala s povecanjem
koncentracije. Vrsta Au®* pokazuje poveéanjem razine superoksidnih radikala sa srednjom

koncentracijom (1 pug Au/L) koju slijedi smanjenje razine tih radikala pri vecoj koncentraciji (Slika
22.)
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Razina superoksidnih radikala dobivena koristenjem fluorescentne probe DHE
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Slika 22. Graficki prikaz srednjih vrijednosti razine superoksidnih radikala + SD (iz tri replikata) u
ispitivanim vrstama dobiven koriStenjem fluorescentne probe DHE. Vrijednosti na y-osi su izraZzene
kao postotak kontrole dok su na x-osi koncentracije ispitivanih vrsta u ug Ag ili Au /L. K oznacava

kontrolnu vrijednost.

Rezultati razine superoksidnih radikala pokazuju sli¢nost s rezultatima razine peroksidnih
radikala u tome $to se ispitivane vrste i ovdje medusobno razlikuju. Vrsta CYSnanoAg odrzava
relativno jednolike razine superoksidnih radikala s povec¢anjem koncentracije dok se kod vrste
GSHnanoAg njihova razina drasticno smanjuje sa srednjom koncentracijom (10 pg Ag/L) te
ponovno povecava s posljednjom koncentracijom (50 ug Ag/L). Smanjenje razine superoksidnih
radikala s povecanjem koncentracije mozemo primijetiti kod vrste CYSnanoAu. Vrsta GSHnanoAu
ima povecane razine ovih radikala pri srednjoj koncentraciji (100 pg Au/L) dok se kod posljednje
koncentracije (500 ug Au/L) ona smanjuje (Slika 23.)
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Razina superoksidnih radikala dobivena koristenjem fluorescentne probe DHE
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Slika 23. Graficki prikaz srednjih vrijednosti razine superoksidnih radikala = SD (iz tri replikata) u
ispitivanim vrstama dobiven koriStenjem fluorescentne probe DHE. Vrijednosti na y-osi su izrazene
kao postotak kontrole dok su na x-osi koncentracije ispitivanih vrsta u ug Ag ili Au /L. * oznacava
statisticki znacajno razli¢itu vrijednost u odnosu na kontrolu (P<0.05). K oznacava kontrolnu

vrijednost. * oznacava statisticki znacajno razliitu vrijednost u usporedbi s kontrolnom vrijednosti.
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5. RASPRAVA

Rezultati koje smo dobili i koji jasno pokazuju vecéu toksiénost Ag* iona u odnosu na Au®*
ione, nanoAu i nanoAg u skladu su s prijasnjim istrazivanjima (Li i sur., 2010). Kao $to je prikazano
u Tablici 2. vidljivo je kako medijan veceg broja istraZivanja za akutni test toksi¢nosti na rakovima u
prisustvu ionskog oblika Ag iznosi 0.85 ng Ag/L (Bondarenko i sur., 2013) sto je vrlo sli¢no nasem

rezultatu koji iznosi 0.97 ug Ag/L nakon 48 h.

Tablica 2. Medijan ECso vrijednosti za akutni test toksi¢nosti na rakovima izrazen u mg/L ili mg
metala/L s brojem istraZivanja, u zagradama, iz kojih su vrijednosti bile izra¢unate (preuzeto i

prilagodeno iz Bondarenko i sur., 2013).

Grupa organizama Medyan EC50 vryednost1 za odredenu Medyan EC50 vryjednosti za odredenu
1spitivanu vrstu nanocestica u mg/L (broj podataka)  1spitivanu vrstu metala u L (broj podataka)

Ag NPs CuO NPs Zn0 NPs Ag salt Cu salt Zn salt

Crustacea 001 (17) 2.1(8) 2.3 (10) 0.00085 (8)  0.024 (8) 1.3 (6)

U vecem broju istrazivanja vrijednosti ECso za nanoAg na vodenbuhe se nalaze izmedu 1 i
50 ug Ag/L (Slika 24.) (Bondarenko i sur., 2013) dok su na$i rezultati za vrste CYSnanoAg i
GSHnanoAg nesto visi; 193.1 i 119.0 pg Ag/L. Moguce je kako odabir stabilizacijskih omotaca
odreduje, u ovom slu¢aju smanjuje toksi¢nost. Rezultati su pokazali i kako ECso vrijednost za Au®*
ione iznosi 10.4 ug Au/L (0.0104 mg Au/L) nakon 48 h sto je takoder sli¢no vrijednosti 0.002 pg
AU/L (2 mg Au/L) u istrazivanju koje su proveli Li i sur. (2010). U akutnom testu toksi¢nosti nismo
koristili koncentracije vece od 5000 ug Au/L (5 mg Au/L) za nanoAu koje se pokazalo vrlo
netoksi¢nim. Istrazivanje Pokhrel i sur. (2013) pokazalo je kako zbog afiniteta cisteina za Ag" ione,
nastaju kompleksi cisteina s monovalentnim Ag* ionima u otopini AgNQOs te su vodenbuhe tako bile

zaSti¢ene od potencijalnih toksi¢nih u¢inaka Ag" iona. Time bi se mogla objasniti i manja toksi¢nost

CYSnanoAg u odnosu na GSHnanoAg.

30



»

Crustacea

Iznimno toksiéno Vrlo toksiéno Toksiéno Stetno Neklasificirano
oL
oo Alge
-
a: Ag NPs

¢ Ribe

Nematoda

Baktenje
o
4" Gljivice
“aaa

-
3 ~  Stanice sisavaca jn vitro

ﬁ Vibrio fischeri

B 0.0001 0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

Slika 24. Piktogram medijana ECsg vrijednosti + minimalne i maksimalne vrijednosti (iz veceg broja
istrazivanja) za testne vrste s pripadaju¢om legendom. Na X-0si su koncentracije nanosrebra u mg
Ag/L. Razlic¢ite boje unutar piktograma predstavljaju kategorizaciju toksi¢nosti prema EU-Direktivi
93/67/EEC (preuzeto i prilagodeno iz Bondarenko i sur., 2013.).

Vodenbuhe pod utjecajem ionskih vrsta Ag* i Au®* sliéno reagiraju na stres. Poveéanje
intenziteta fluorescencije s povecanjem koncentracije ukazuje na ubrzano stvaranje glutationa i
potvrduje prisutstvo oksidativnog stresa u vodenbuhama (Slika 18.). Rezultati dobiveni primjenom
fluorescentne probe DCFH-DA ukazuju na malo drugaciju sliku. Povecanje intenziteta fluorescencije
(peroksidnih radikala) povecava se s povecanjem koncentracije u vrste Ag* kao i kod probe mBCl
dok se kod vrste Au** intenzitet fluorescencije smanjuje s poveéanjem koncentracije (Slika 20.).
Mozemo pretpostaviti kako se vodenbuhe u prisustvu Au®* vrste brze prilagodavaju $to je u skladu s
rezultatima koji je odreduju kao manje toksi¢nu vrstu od vrste Ag* (Tablica 1.). Fluorescentna proba
DHE (kao biomarker superoksidnih radikala) dala je sasvim drugadije rezultate nego ve¢ spomenute
probe. 1z prikazanih rezultata je vidljivo kako se intenzitet DHE fluorescencije smanjuje s
poveéanjem koncentracije Ag*, a kod Au®* se intenzitet poveéava sa srednjom koncentracijom (1 pg
AU/L) te smanjuje s posljednjom koncentracijom (5 pg Au/L) (Slika 22.). Utjecaj Au®** iona kao
manje toksic¢ne vrste je i u ovom slucaju vidljiv kroz relativno brzo smanjenje superoksidnih radikala
od strane organizma. Smanjenje razine superoksidnih radikala s pove¢anjem koncentracije vrste Ag*
dovodi do pretpostavke kako je njihovo smanjenje rezultat neizravnog nastanka peroksidnih radikala

iz superoksidnih radikala (Kerksick i Willoughby, 2005).
31



Intenzitet fluorescencije svih KkoriStenih proba kod vrste CYSnanoAg smanjuje se s
povecanjem koncentracije Sto je ekvivalentno smanjenju glutationa, peroksidnih radikala te
superoksidnih radikala (Slika 19., Slika 21., Slika 23.). Ovakvo opazanje moglo bi biti rezultat
kompleksacije cisteina s Ag" ionima i smanjenje toksi¢nosti (Pokhrel i sur., 2013.). Utjecaj vrste
GSHnanoAg, pri koriStenju proba DCFH-DA i DHE ponovno bi mogli objasniti dinamikom izmedu
superoksidnih i peroksidnih radikala (Slika 21., Slika 23.). Rezultati probe mBCIl bi za vrstu
CYSnanoAu i GSHnanoAu mogli oznacavati prisutnost jednolike razine stresa s povecanjem
koncentracije (Slika 19.). S druge strane, dinamika superoksidnih i peroksidnih radikala vidljiva je u
rezultatima proba DCFH-DA i DHE za iste vrste (Slika 21., Slika 23.).

VVodenbuhe su vrlo osjetljivi organizmi i tesko je s njima rukovati. U istrazivanjima se koriste
vodenbuhe nastale nespolnim razmnozavanjem koje su genetski klonovi. Neovisno o tome moguce
je da u ponovljenom nizu pokusa neke jedinke koje su manje otporne uginu pri odredenim
koncentracijama koje su se za njih u prethodnim serijama pokazale nesmrtonosnima. Stoga je
potrebno napraviti veci broj serija pokusa s ve¢im brojem jedinki kako bi se dobili reprezentativni
uzorci (no i u velikom broju ponovljenih pokusa moze se dogoditi da pojedine vodenbuhe uginu).
Upravo je ovo razlog §to pri mjerenju oksidativnog stresa pomocu fluorescentne probe mBCI nismo
uspjeli dobiti reprezentativan uzorak za vrstu GSHnanoAg (Slika 19.). Nadalje, rezultate dobivene
mjerenjem razine oksidativnog stresa napravili smo u triplikatima i izrazili ih kao postotak od
kontrolne vrijednosti. Ovo smo napravili kako bi ujednacili razlike medu podacima koje su u
ovakvim istrazivanjima neizbjezne, jer proizlaze iz razlika izmedu vodenbuha kao zasebnih jedinki.
Rezultati mjerenja razine oksidativnhog stresa mogu ukazati na biokemijske promjene unutar
organizma, no za $ire razumijevanje ekotoksikoloskih u¢inaka na odredeni organizam potrebna su
daljnja ispitivanja. Za potpuniju sliku ucinka stabilizacije nanoCestica zlata i srebra tiolnim

biomolekulama bilo bi dobro usporediti ih 1 s nestabiliziranim nanocesticama zlata 1 srebra.
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6. ZAKLJUCAK

lonska vrsta Ag* pokazala se najtoksi¢nijom vrstom od svih ispitivanih vrsta.

lonska vrsta Au** manje je toksi¢na od vrste Ag®, no obje su vrste toksi¢nije od svih ostalih ispitivanih

nano vrsta.
Vrste GSH- i CYSnanoAu pokazale su se netoksi¢nima.

Dobiveni rezultati jasno ukazuju da vrsta tiolnog stabilizacijskog omotaca utjeCe na toksi¢nost

.....

omotaca.
Upotreba fluorescentnih proba je potvrdila prisutnost oksidativnog stresa u svim ispitivanim vrstama.

Rezultati koristenja probe mBCIl, DCFH-DA i DHE ukazuju na manju razinu oksidativnog stresa u
vrste Au®" nego vrste Ag® §to je u skladu s rezultatom njene toksi¢nosti dobivene akutnim testom

toksi¢nosti.
Rezultati proba DCFH-DA i DHE ukazuju na dinamiku izmedu peroksidnih i superoksidnih radikala.

Rezultati svih koristenih proba ukazuju na smanjenu razinu oksidativnog stresa u vrste CYSnanoAg.

Pretpostavka je kako je moguca kompleksacija cisteina s Ag" ionima $to smanjuje toksi¢nost.

Vrsta GSHnanoAg pokazuje najvecu razinu oksidativnog stresa od svih nano vrsta $to je u skladu s

rezultatom njene toksic¢nosti dobivene akutnim testom toksi¢nosti.
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8. ZIVOTOPIS

Moje ime je Ema Pasari¢ek. Rodena sam 1. sije¢nja 1993. god. u Zagrebu. U Zagrebu sam
zavrdila OS ,Ivana Cankara“ i XVI. gimnaziju (dvojeziéni smjer). lako sam pohadala jezi¢nu
gimnaziju, oduvijek me interesirala biologija; posebno ekologija. Stoga sam i upisala studij Znanosti
o okoliSu na Prirodoslovno-matematiCkom fakultetu SveudiliSta u Zagrebu. Tijekom studija
sudjelovala sam, uz kolege, na ,,Noc¢ima biologije* s radionicama na temu ,,Prehrane Zivotinja“ i
,.Zivotinje-superjunaci te na radionici u Zooloskom vrtu grada Zagreba. Kroz ova dogadanja
pokusali smo mladim populacijama pribliziti znanost na zanimljiv i zabavan nacin. Preddiplomski
studij zavr$ila sam 2014. god. s radom na temu ,,Utjecaj rijeke Po na riblje populacije Sjevernog
Jadrana® pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Petra Kruzica.

Tijekom diplomskog studija Znanosti o okoliSu probudilo se moje zanimanje za podrucje
ekotoksikologije nakon jednog od predavanja lzv. prof. dr. sc. Domagoja Diki¢a na kolegiju
Toksikologija okolisa. Pretpostavljam kako je moj interes potaknulo opcenito razmisljanje o
povezanosti ¢ovjeka i okolisa kroz osjetljivu mrezu kojom su isprepleteni. Ona je vrlo ranjiva pa ju
treba zastiti, a prije svega probuditi svijest ljudi kako imamo velik utjecaj na prirodu koje smo i mi
mali dio i koja nas odrzava na zivotu. Ksenobiotici koji se sve ¢eS¢e mogu pronaéi u Covjeku i
okolidu ve¢inom su rezultat upravo antropogenog djelovanja. Covjek mora zauzvrat pokusati o¢uvati
to bogatstvo koje nije nepresusno pa tako i ja smatram da moram dati svoj doprinos. Nakon odabira
ekotoksikologije, stru¢nu praksu sam odradila u Nastavnom zavodu za javno zdravstvo ,,Dr. Andrija
Stampar u Zagrebu pod mentorstvom mr. sc. Lee Ulm, prof. biolog. i kem. u Laboratoriju za
ekotoksikologiju, no bila sam i gost u raznim drugim Laboratorijima istog Zavoda. Zahvalna sam §to
je vodenje mog rada prihvatila dr. sc. lvana Vinkovi¢ Vréek i postala mi mentorica koja se izmedu
ostalog bavi istrazivanjima ekotoksikologije nanocestica, vrlo popularne teme u dana$nje vrijeme.
Nanocestice imaju Siroku primjenu, ali procjene rizika njihovog utjecaja na okoli$ su rijetke i trebaju
se jos istraziti. Upravo zato zelim biti dio ovakvih istrazivanja kako bismo sprijecili odnosno
pravovremeno otkrili potencijalne, nezeljene posljedice. Takoder, bila sam sudionik konferencije
MODENA (“Modelling Nanomaterial Toxicity”’) u Zagrebu koja se odrzala na temu istrazivanja
nanomaterijala koju je organizirala mentorica. Prijavila sam se i na Simpozij o biologiji slatkih voda
u organizaciji Hrvatskog udruZenja slatkovodnih ekologa gdje ¢e biti i teme iz podrucja

ekotoksikologije cemu se veselim.
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9. PRILOZI

Prilog 1. T-test srednjih vrijednosti ispitivanih vrsta s intervalom pouzdanosti (SV-srednja
vrijednost, SD-standardna devijacija, N-broj vrijednosti, SE-standardna pogreska, CI_-donja granica
intervala pouzdanosti, Cly-gornja granica intervala pouzdanosti, DF-stupnjevi slobode).

Ispitivana ClL Clu p-
vrsta SV SD N SE (95%) (95%) t - vrijednost DF vrijednost
CYgfr?NP 10200 | 5300 | 5 |2410| 3408 | 16792 4,190 4 0,014
CYisAt?NP 6833 | 5200 | 5 |23 | 0375 | 13202 2,938 4 0,042
GSAAINP | 5050 | 6196 | 5 | 2771 | 4743 | 13643 2,147 4 0,008
GSZSAENP 5117 | 5794 | 5 |2501 | 2077 | 12311 1,975 4 0,120
Agr2sh | 4633 | 5687 | 5 | 2543 | 2428 | 11,694 1,822 4 0,143
Agt4sh | 4400 | 5128 | 5 | 2203 | -1,968 | 10,768 1,018 4 0,127
Au24h | 7,180 | 6226 | 5 | 2784 | -0850 | 14,910 2,579 4 0,061
Autdgh | 5920 | 6101 | 5 | 2769 | -1767 | 13,607 2,138 4 0,099

Prilog 2. Srednje vrijednosti izrazene kao postotak kontrole s pripadaju¢im vrijednostima standardne
devijacije dobivene, u istrazivanju, koristenjem fluorescentne probe mBClI (SD-standardna
devijacija, K-kontrola).

Ispitivana | Koncentracije %
vrsta (ng/L) kontrole | SD

K 0 100.00 [ 3.74

106.25 8.34
10 109.39 6.21
GSHnanoAg 50 87 52
100 107.62
50 100.95 3.56
CYSnanoAu 100 101.92 6.56
500 98.42 1.43
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Prilog 3. Srednje vrijednosti izrazene kao postotak kontrole s pripadaju¢im vrijednostima standardne
devijacije dobivene, u istrazivanju, Koristenjem fluorescentne probe DCFH-DA (SD-standardna

devijacija, K-kontrola).

Ispitivana Koncentracije %
vrsta (ng/L) kontrole SD
K 0 100.00 3.96
5 97.63 6.14
GSHnanoAg 10 90.67 9.91
50 83.71 13.58
100 44.46 12.20
50 88.22 9.15
CYSnanoAu 100 91.14 14.18
500 95.02 8.52

Ag* 0,1 88.37 | 14.15
0,5 89.55 9.86

Prilog 4. Srednje vrijednosti izrazene kao postotak kontrole s pripadaju¢im vrijednostima standardne
devijacije dobivene, u istrazivanju, koriStenjem fluorescentne probe DHE (SD-standardna devijacija,

K-kontrola).
Ispitivana Koncentracije %
vrsta (ng/L) kontrole SD
K 0 100.00 7.73
5 119.09 0.29
GSHnanoAg 10 101.21 7.36
50 108.00 6.28
50 106.53 5.99
CYSnanoAu 100 102.03 5.05
500 98.85 5.27
Ag* 0,1 108.16 10.26
9 0,5 9515 | 6.03




