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1. Uvod

1.1. Farmaceutici u vodenim ekosustavima

Niske koncentracije sintetskih farmaceutika kao $to su receptni i bezreceptni lijekovi,
opojne droge i lijekovi za Zivotinje, mogu se pronadi u vodenim ekosustavima diljem svijeta
zbog njihove Siroke upotrebe i neucinkovitog uklanjanja iz komunalnih otpadnih voda. Uz
Zivotni standard povecava se i oCekivana Zivotna dob ljudi koji zbog toga troSe sve vise
lijekova. Takoder, lijekovi postaju cjenovno dostupniji, pogotovo u zemljama u razvoju, zbog
Cega se ocCekuje da ce se kolicina farmaceutika koji zavrSavaju u okoliSu u buducénosti
nastaviti povecavati (Kummerrer, 2010). U povrsinskim vodama njihove se koncentracije
kre¢u od ng/L do nekoliko pg/L, a u korelaciji su s gustocom naseljenosti podrucja, volumenu
vodenog tijela u kojem se nalaze i s tehnologijama koristenim za uklanjanje iz komunalnih
otpadnih voda. Na odredenim tockama npr. u blizini tvornica lijekova koncentracije
farmaceutika u vodi mjere se u mg/L (Brodin i sur. 2014). U susnim podrucjima svijeta
povremene tekudice Cesto ovise o dotoku otpadnih i industrijskih voda $to znaci da su vodeni
organizmi stalno izloZzeni visokim dozama farmaceutika (Ford i Fong 2016). Zajednicka
osobina vedini vrsta farmaceutika je da su dizajnirani tako da brzo djeluju i izlu¢uju se iz
ljudskog tijela bez potpune razgradnje pa u vodene ekosustave uz metabolite dospijevaju i
farmakoloski aktivne komponente, npr. 75% antibiotika koristenih u Njemackoj izluéi se iz
tijela nepromijenjeno (Kummerrer, 2010). Zabiljezene koncentracije farmaceutika u vodama
uglavnom su puno niZze od poznatih toksi¢nih koncentracija, ali mogu imati sub-letalne

ucinke na vodene organizme pri okoliSno relevantnim koncentracijama (Brodin i sur. 2014).

1.2. Antidepresivi i amfetamin

Neki od najceSée koristenih farmaceutika su antidepresivi, grupa lijekova koja se
koristi za lijeCenje stanja kao Sto su depresija, anksioznost ili bipolarni poremedaj. Prepisuju
se sve €esée te ih koristi 1 od 10 osoba. U upotrebi je Sirok raspon antidepresiva podijeljenih

prema mehanizmu djelovanja: triciklicki antidepresivi, selektivni inhibitori ponovne pohrane



serotonina, selektivni inhibitori ponovne pohrane noradrenalina, selektivni inhibitori
monoaminooksidaze. Triciklicki antidepresivi bili su prvi ucinkoviti antidepresivi, otkriveni u
pedesetim godinama, a utjecu na metabolizam serotonina i noradrenalina u sinapsama (Ford
i Fong, 2016; Taylor, 2005). Nortriptilin koji je koristen u ovom istraZivanju spada u ovu

skupinu.

Najc¢esSce koristena skupina antidepresiva su selektivni inhibitori ponovne pohrane
serotonina (SSRI; eng. Selective serotonin reuptake inhibitors) koji djeluju putem receptora
za ponovnu pohranu serotonina i podizu njegove razine u sinapsama. SSRI u usporedbi s
ostalim vrstama antidepresiva imaju poboljSana svojstva jer su selektivniji i uzrokuju manje
nuspojava koje mogu nastati zbog djelovanja na viSe sustava neurotransmitera. Citalopram,
koriSten za istrazivanje u ovom radu spada u ovu skupinu antidepresiva (Ford i Fong, 2016;

Sagud, 2002).

Amfetamin je opojna droga koja djeluje na metabolizam dopamina, povecava stopu
sinteze i smanjuje razgradnju te inhibira njegovu ponovnu pohranu, sto uzrokuje povisene
koncentracije dopamina u sinapsama. Postoji i moguénost djelovanja na serotoninske
receptore koja bi u konacnici prouzroCila jednake ucinke kao nortriptilin i citalopram. U
sisavaca je dokazana interakcija amfetamina i serotoninskih receptora, dok kod rakova jos ne

postoje dokazi takve interakcije (Daberkow i sur. 2013).

Serotonin (5-hidroksitriptamin, 5-HT) je triptamin graden od indolskog prstena, sa
hidroksidnom grupom na 5 C-atomu i postranim karboksil-amid lancem (Slika 1). Siroko je
(Miick-Seler i Pivac, 2011). U rakova serotonin ima ulogu u kretanju, pokretima probavnog
sustava, ponaSanju u opasnosti, agresivnom ponaSanju i kontroli izluCivanja
hiperglikemijskog hormona (Sosa i sur. 2004). Serotoninski sustav je evolucijski oCuvan t;j.
kraljesnjaci i beskraljeSnjaci imaju receptore i transportere serotonina koji dijele zajednicke
pretke. Zbog toga lijekovi koji moduliraju razine serotonina u ljudi mogu djelovati i na druge
vrste te postoji zabrinutost da SSRI mogu imati utjecaj na ne-ciljane organizme u vodenim

ekosustavima (Tierney i sur. 2016).
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Slika 1. Struktura serotonina (preuzeto iz Miick-Seler i Pivac, 2011).

1.3. Utjecaj farmaceutika na slatkovodne organizme

Nakon 4 tjedna izlaganja sjevernoameri¢ke vrste ribe Pimephales promelas SSRI
antidepresivu fluoksetinu u rasponu koncentracija od 100 ng/L do 100 pg/L zabiljeZene su
promjene u reproduktivnom ponasanju muzjaka. Ve¢ pri okoliSno relevantnoj koncentraciji
od 1 ug/L dolazi do promjena u gradnji gnijezda, obrambenom ponasanju i izbjegavanju
predatora. Pri viSim koncentracijama muZjaci pokazuju agresiju i izoliraju se. Pri najvecoj
koncentraciji (100 ug/L) smanjena je stopa proizvodnje jaja zbog ugibanja Zenki uzrokovanog

pojatanom agresivnosti muzjaka (Weinberger i Klaper, 2014).

Izlaganjem ranih Zivotnih stadija jedinki Sarana (Cyprinus carpio) triciklickim
antidepresivima amitriptilinu, nortriptilinu i klomipraminu kroz 30 dana, dolazi do povecanog
mortaliteta, morfoloskih anomalija, patoloskih promjena mozga, srca i bubrega, te pojacane

lipidne peroksidacije (Sehonova i sur. 2017).

Izlaganje slatkovodne vrste sSkoljkasSa, raznolike trokutnjace (Dreissena polymorpha),
okolisno relevantnim (20 i 200 ng/L) koncentracijama fluoksetina kroz 6 dana, prouzrodilo je
smanjenje broja oocita kod Zenki za 40-70% i smanjenje gustoce spermatozoida za 21-25%.
Ovakav negativni utjecaj na fekunditet moze uzrokovati smanjenje veli¢ina populacija u

prirodi (Lazzara i sur. 2012).

Deseteronozni rakovi Oronectes rusticus izloZzeni fluoksetinu pokazali su znacajne
promjene u stopi rasta i u ponasanju. lzvagani i izmjereni rakovi su izlagani fluoksetinu u

rasponu od 0-500 pg/L do presviacenja, te ponovno vagani i mjereni dva tjedna nakon



presvlacenja. Jedinke izloZzene koncentraciji 500 ug/L pokazale su pojacan rast, vecu tjelesnu
masu i duZinu karapaksa. Za procjenu utjecaja na ponasanje rakovi su izlagani
koncentracijama od 0 ug/L, 2 ug/L, 200 ug/L ili 500 ug/L fluoksetina kroz 10 dana, nakon
¢ega su pokazali znac¢ajno smanjenu koli¢inu kretanja u odnosu na kontrole (Tierney i sur.

2016).

SSRI antidepresiv Citalopram pri okolino relevantnim koncentracijama (1 pg/L)
uzrokovao je smanjenu koli¢inu i brzinu kretanja mramornog raka Procambarus virginalis

(Buric i sur. 2018).

Signalni rakovi izloZeni okolisSno relevantnoj koncentraciji od 1 pg/L analgetika
tramadola kroz 21 dan pokazali su smanjenu koli¢inu i brzinu kretanja u odnosu na kontrolnu

grupu kao i pojac¢ane promjene ritma otkucaja srca kod izloZzenosti stresu (Lozek i sur. 2019).

1.4. Oksidativni stres

S obzirom da je cilj ovog istrazivanja odrediti utjecaj farmaceutika na fiziologiju
rakova, jedan od ispitivanih fizioloskih pokazatelja je razina oksidativnog stresa. Mjerenjem
razine biomarkera oksidativnog stresa nastojimo odrediti uzrokuju li farmaceutici prisutni u

vodenim ekosustavima oksidativni stres u ne-ciljanim organizmima.

Reaktivni oblici kisika (ROS) produkt su normalnog stani¢cnog metabolizma. U malim
koli¢inama su uobicajeni i imaju pozitivan utjecaj na stanic¢ni odgovor i imunosnu funkciju,
dok u velikim koli¢inama u stanici uzrokuju oksidativni stres, proces koji moze ostetiti DNA,
RNA i ostale makromolekule. U reaktivne oblike kisika spadaju slobodni radikali koji imaju
jedan ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj ljusci zbog ¢ega su nestabilni i reagiraju s
makromolekulama, oStecuju njihovu strukturu i mijenjaju prvobitnu funkciju, a to su
hidroksilni, superoksidni i peroksilni radikali. Osim slobodnih radikala tu spadaju i ne-
radikalni oblici kisika kao Sto su singletni kisik, vodikov peroksid, ozon itd. koji u organizmu

takoder mogu izazvati reakcije oksidacije (Pham-Huy i sur. 2008).

Organizam se protiv oksidativnog stresa bori pomocu antioksidansa koji neutraliziraju
visak slobodnih radikala, Stite stanicu i tako sprjecavaju nastanak bolesti. Antioksidansi mogu

biti proizvedeni u organizmu ili uneseni hranom, a dijele se na enzimatske (superoksid
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dizmutaza, katalaza, glutation peroksidaza i glutation reduktaza) i ne-enzimatske
antioksidanse (glutation, L-arginin, vitamini C i E, karotenoidi, flavonoidi itd.) Dok se u
organizmu zbog stresnih uvjeta poremeti ravnoteza izmedu koli¢ine oksidansa i
antioksidansa, nastaje oksidativni stres koji se moZe odrediti mjerenjem biomarkera kao Sto
su vodikov peroksid, superoksidni radikal, karbonili, nitrotirozin, malondialdehid (MDA), iz

plazme ili krvi standardiziranim postupcima (Pham-Huy i sur. 2008; Birben 2012).

Lipidna peroksidacija je proces u kojem najéesée hidroksilni radikal uzrokuje
ostecenja visestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Odvija se u tri etape: inicijacija, propagacija
i terminacija. Zapocinje napadom reaktivnog oblika kisika (ROS) koji izdvaja atom vodika iz
metilenske skupine ¢ime nastaju slobodni lipidni radikali. U aerobnim uvjetima spajanjem
lipidnih radikala s kisikom nastaju peroksilni radikali koji uzrokuju lan¢anu reakciju jer mogu
eliminirati vodik iz bilo koje druge molekule, pa tako i ponovno iz visestruko nezasicene
masne kiseline ¢ime nastaju lipidni hidroperoksidi i reaktivni ugljikovi radikali koji nastavljaju
reakciju (faza propagacije). Razgradnjom lipidnih hidroperoksida nastaju konacni produkti
peroksidacije, aldehidi, ketoni i ugljikovodici (Slika 2). Jedan od produkata lipidne

peroksidacije je malondialdehid (MDA) koji sluzi kao biomarker i €iji smo sadrzaj mjerili u

ovom radu (Stefan i sur. 2007).



vi$estruko nezasi¢ena masna kiselina

RH e = — oduzimanje H*

R’ N=\=/\___/ konjugirani dien koji apsorbira na 234 nm
L

peroksi radikal (oduzima H'od druge masne kiseline
5to dovodi do lan¢ane reakcije)

lipidni hidroperoksid - fragmentira se u aldehide,

ROOH }M ukljuéujuéi MDA i ostale produkte polimerizacije
I
H

Slika 2. Shema lipidne peroksidacije (preuzeto i prilagodeno iz Gutteridge 1995).

1.5. Hiperglikemija

Tipicni odgovor mnogih vodenih organizama na Stetne fizikalno-kemijske promjene u
okoliSu je hiperglikemija. Zbog interakcije zagadivaca ili nekog njegovog metabolita s
biokemijskim procesima vaznim za kontrolu homeostaze i fizioloskih procesa, taj zagadivac
na organizam ima toksi¢ni ucinak. Kod rakova izloZzenost stresorima u okoliSu mozZe za

posljedicu imati povecanu koli¢inu cirkuliraju¢eg hiperglikemijskog hormona (cHH,
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Crustacean hyperglycemic hormone). Utjecaj organskog i anorganskog zagadenja na funkcije
regulirane hormonima u rakova puno se istrazuje jer takvi slu¢ajevi mogu biti koristeni kao
biomarkeri zagadenja u okoliSu. Teski metali i organska zagadenja imaju dokazano negativan
utjecaj na hormonima regulirane funkcije kao Sto su razmnoZavanje, presvla¢enje i nivo

glukoze u hemolimfi, koji ¢éemo i pratiti u ovome radu (Lorenzon i sur. 2005).

Najvaznije komponente neuroendokrinog sustava rakova s ocnim stapkama su
neurosekretorne strukture u ocnim stapkama. Razina glukoze u hemolimfi regulirana je
hiperglikemijskim hormonom (cHH) koji se sintetizira u x-organu, klasteru neurona
lokaliziranih u meduli terminalis o€ne stapke. Transportira se i skladisti u zavrSecima aksona
koji formiraju neurohemalni organ (sinus gland, SG) iz kojeg se cHH egzocitozom otpusta u
hemolimfu. NajvaZnija funkcija cHH je regulacija razine glukoze u hemolimfi, a ukljucen je jos
i u razmnozavanje, presvlacenje, metabolizam lipida i odgovor na stres. Otpustanje cHH iz
neuroendokrinih tkiva u rakova kontrolirano je serotoninom. Stres u okolisu (npr. hipoksija ili
izlaganje zagadivac¢ima) uzrokuje otpustanje serotonina i cHH iz o¢nih stapki ¢ime se povisuje
njihova razina u hemolimfi. Serotonin dodatno inducira otpustanje cHH iz neurohemalnog
organa u hemolimfu. cHH zatim djeluje na ciljne organe tako da otpustaju vise glukoze nego

Sto je uobicajeno i dolazi do hiperglikemije (Lorenzon i sur. 2005).

1.6. Signalni rak, Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852)

Kao modelni organizam za ovo istraZzivanje izabran je signalni rak (Pacifastacus
leniusculus) jer su deseteronozni rakovi najvedi beskraljesnjaci u slatkovodnim ekosustavima
i vazna su karika u prehrambenim mrezama. Signalni rak (Slika 3) obitava u rijekama i
jezerama umjerenog klimatskog podrucja. Autohtona je vrsta u sjeverozapadnom SAD-u i
jugozapadnom dijelu Kanade, a unesen je u juznije dijelove Amerike i Europu gdje zbog svoje
agresivnosti kojom ugrozZava zavi¢ajne vrste rakova, predstavlja invazivhu stranu vrstu
(Kouba i sur. 2014). Uz to, brzo raste i ima velik fekunditet te je prijenosnik uzroc¢nika racje
kuge (Aphanomyces astaci) na koju su sjevernoamericke vrste rakova imune, a europske su
podloZne zarazi. Zbog ovih karakteristika prisutan je u velikom broju zemalja Europe (29) i

smatra se najuspjesnijom stranom invazivnom vrstom rakova u Europi (Kouba i sur. 2014).



U Hrvatsku je signalni rak uSao iz Slovenije rijekom Murom, iz koje se proSirio u Dravu
(Hudina i sur. 2009). Od 2012. zabiljeZen je i u Korani, u koju je ilegalno unesen, te se Siri
uzvodno i nizvodno (Hudina i sur. 2017). Rijeka Korana krska je rijeka Savskog sliva, cije
izvoriste se nalazi unutar Nacionalnog parka Plitvicka jezera, dok se us¢e nalazi na podrucju
grada Karlovca. U rijeci Korani i njezinim pritocima prisutne su tri od ukupno Cetiri zaviéajne
vrsta rakova u Hrvatskoj: Astacus astacus (Linnaeus, 1758), Astacus leptodactylus
(Eschscholtz, 1823) i Austropotamobius torrentium (Schrank, 1803) (Maguire i Gottstein
2004; Hudina i sur. 2013), te stoga Sirenje signalnog raka na ovom podrucju predstavlja

veliku prijetnju zavicajnoj astakofauni.

Slika 3. Signalni rak, Pacifastacus leniusculus (Dana, 1852)

autor: Sandra Hudina



2. Ciljistrazivanja

Cilj istrazivanja bio je utvrditi imaju li odabrani farmaceutici (antidepresivi citalopram i
nortriptilin i opojna droga amfetamin) utjecaj na odredene fizioloSke pokazatelje u invazivne
strane vrste signalnog raka. S obzirom da odabrani farmaceutici djeluju na metabolizam
serotonina, a kod deseteronoznih rakova serotonin kontrolira otpustanje hiperglikemijskog
hormona zaduzenog za kontrolu razine glukoze u hemolimfi, za istrazivanje su izabrani
sljededi fizioloski pokazatelji: razina serotonina u cerebralnim ganglijima i razina glukoze u
hemolimfi. Uz to, da bih utvrdila mogu li farmaceutici uzrokovati oksidativni stres u ne-
ciljanim organizmima, mjerila sam i razinu markera oksidativnog stresa: malondialdehida.
Dobiveni rezultati pokazat ¢e utjece li zagadenje farmaceuticima na fiziologiju signalnih

rakova i tako potencijalno modificira njihov invazivni uspjeh.

3. Materijali i metode

3.1. Odabir farmaceutika za istrazivanje

Spojevi za istrazivanje izabrani su u sklopu projekta Utjecaj zagadenja na invazivni
uspjeh strane vrste slatkovodnog raka, prije eksperimentalnog dijela projekta koji je tema
ovog rada. lzabrani su na temelju podataka o njihovoj zastupljenosti na 10 mjernih postaja
duz hrvatskog dijela toka rijeke Save (podaci o koncentracijama 546 organskih zagadivala
dobiveni od Hrvatskih voda), u kombinaciji s podacima o potencijalnim ucincima spojeva na
modelni organizam. Podaci o potencijalnim ucincima prikupljeni su pregledom javno
dostupnih ekotoksikoloskih baza podataka ToxCast i ECOTOX. Na taj nacin odredeni su
prioritetni spojevi koji su prisutni u rijeci Savi i mogu imati potencijalni u¢inak na fiziologiju

signalnog raka, antidepresivi citalopram i nortriptilin i opojna droga amfetamin.



3.2. Prikupljanje rakova i laboratorijsko istrazivanje

Rakovi su ulovljeni pomocu LiNi vr§a s mamcem na rijeci Korani na postaji Ladvenjak (Slika 4).
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Slika 4. Postaja Ladvenjak na rijeci Korani s prikazanim smjerovima Sirenja signalnog raka i

nizvodnom i uzvodnom frontom (oznacene crvenom bojom)

Za eksperiment koristeni su neozlijedeni muZjaci u stadiju izmedu presvlacenja.
Rakovi su zatim dopremljeni na Zoologijski zavod Prirodoslovno-matematickog fakulteta u
Zagrebu. U laboratoriju su izvagani digitalnom vagom te su im pomi¢énom mjerkom izmjereni

odredeni morfometrijski parametri: ukupna duzina tijela, od vrha rostruma do telzona, i
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duZina karapaksa, od trna iza oka do kraja karapaksa. Rakovi su zatim smjesteni svaki u svoj
akvarij, s po 1 litrom vode sobne temperature koja je stalno aerirana (Slika 5). Temperatura
je odrzavana konstantnom (20 °C) kao i rezim osvjetljenja (12:12 noc¢:dan). Akvariji su bili
vizualno odijeljeni jedan od drugog ¢ime se sprjecava interakcija rakova i stvaranje hijerarhije
(Goessmann i sur. 2000) Sto je bilo vazno zbog paralelno provodenih pokusa vezanih uz
ponasanje. Hranjeni su svaki drugi dan peletima za pridnene ribe (Nutrafin max). Nakon

perioda prilagodbe od 14 dana zapoceli smo izlaganje rakova farmaceuticima.

Slika 5. Rakovi u akvarijima

Spojevi za analizu nabavljeni su od ovlastenih zastupnika (Biovit, Medic) koji su
ovlasteni za uvoz i distribuciju te su osigurali sve potrebne dozvole. Rakove sam izlagala
spojevima (citalopram, nortriptilin ili amfetamin) tijekom 7 dana tako da sam dodavala
odredenu koncentraciju spoja pipetom u vodu akvarija. Postojale su dvije mogude
koncentracije: i) okoliSno relevantna (niska) i ii) terapeutska (visoka, utvrdena prema
postoje¢éim podacima o koncentraciji spojeva u plazmi pacijenata), to¢ne koncentracije

pojedinog spoja u vodi prikazane su u tablici 1.
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Kako bismo poboljsali topljivost spojeva prema uputama proizvodaca prvo smo ih
otopili u 96 % etanolu. Te mati¢ne otopine drzali smo u hladnjaku u bo¢icama tamnog stakla.
Svaki dan smo razrjedivanjem matic¢nih otopina vodom visoke Cistoce pripremali dnevne

otopine, za svaki pojedini spoj i koncentraciju, koje ¢emo koristiti taj dan (Tablica 1).

Po 1 ml dnevne otopine dodavali smo u 999 ml vodovodne vode koja je bila aerirana
u akvariju na sljededi nacin: u menzuri od 1000 ml izmjerili smo 1 | vode, pipetom oduzeli 1
ml i vodu ulili u akvarij. Zatim smo pipetom u vodu akvarija dodali odredeni spoj pri cemu
smo par puta isprali nastavak pipete u vodu. Svakom od tri spoja bilo je izloZzeno 8 rakova na
nizoj i 8 na visoj koncentraciji. Za svaki spoj i koncentraciju postojao je i jednaki broj
kontrolnih jedinki koje su bile drzane u istim uvjetima, ali smo im umjesto otopina spojeva u
vodu dodavali ekvivalentnu koli¢inu otopine etanola. Svaka izloZena grupa ima svoju zasebnu
kontrolnu grupu (npr. grupa izlozena visokoj koncentraciji citaloprama ima kontrolnu grupu
za visoku koncentraciju citaloprama) zbog paralelno provodenog pokusa vezanog uz
ponasanje rakova u kojem je bilo vazno da svaka jedinka ima svoj odredeni par podjednake

veli¢ine i mase.

Tablica 1. Koncentracije koristenih spojeva

Ime spoja Cas broj Proizvodac Koncentracija Koncentracija dnevne Koncentracija u

stock otopine u vodene otopine akvariju
etanolu niska/visoka niska/visoka

citalopram 59729-32-7 Sigma- 1g/I 1000pg/1 / 50000 ug/l 1ug/l / 50ug/!

hidrobromid Aldrich

nortriptilin 894-71-3 Sigma- 1g/I 50ug/l / 50000ug/I 50 ng/l / 50 pg/

hidroklorid Aldrich

d amfetamin 51-63-8 Lipomed 0,2g/ 20pg/1 / 100000 pg/l 20 ng/l / 100ug/I

sulfat

3.4. Izolacija organa

Nakon 7 dana izlaganja rakovima sam vadila hemolimfu iglama obloZenima
antikoagulansom heparinom. Hemolimfu sam centrifugirala 2 min na 10 000 g, izdvojila

supernatant tj. heparinsku plazmu i pohranila je u ledenicu na -80 °C, da ostane o¢uvana do
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provedbe analize. Rakovi su zatim stavljeni na nekoliko minuta u ledenicu na pothladivanje
Sto omoguduje ¢vrséu konzistenciju unutarnjih organa i olaksava izolaciju te je u skladu sa
smjernicama o humanom postupanju s rakovima (RSPCA 2018). lzolirala sam
hepatopankreas i cerebralne ganglije svake jedinke i prenijela ih u prethodno oznacene i
izvagane Eppendorf epruvete, koje su zatim ponovno izvagane te je iz razlike u masama
izraCunata masa organa. Hepatopankreasi i cerebralni gangliji takoder su pohranjeni na

-80 °C do provedbe analize.

3.5. Analiza razine serotonina u cerebralnim ganglijima

U mikroepruvete sa smrznutim uzorcima cerebralnih ganglija dodala sam odreden
volumen deproteinizacijske otopine (Tablica 2) (masa uzorka pomnoZzena s deset), te sam
uzorke homogenizirala ultrazvuénim homogenizatorom (Bandelin, Njemacka). Buduci da
ultrazvu¢na sonda prilikom koriStenja zagrijava uzorak, Sto moZe uzrokovati razgradnju
serotonina, koristila sam hladnu deproteinizacijsku otopinu, a mikroepruvetu s uzorkom sam
tijekom homogenizacije drzala u casi s ledom. Trajanje homogenizacije pojedinog uzorka
variralo je do maksimalno 25 sekundi. Nakon homogenizacije, uzorke sam centrifugirala 20
minuta pri 23390 x g i temperaturi od 4 °C. Dobiveni supernatant stavila sam na led prije
analize ELISA-om, a ukoliko ne bih analizirala uzorak odmah nakon pripreme, pospremila bih

ga u zamrzivac na -80 °C.

Tablica 2. Priprema deproteinizacijske otopine za homogenizaciju mozgova.

Komponenta Mr (g/mol)  Pocetna Dodan Dodana Konacna

smjese* koncentracija volumen (mL) masa(mg) koncentracija (mM)
HCIO4 100,46 70% 0,431 - 0,1 M

NazS20s 190,11 - - 3,80 0,4 mM

EDTA 292,24 - - 2,92 0,2 mM

* Ova koli¢ina komponenata smjese dostatna je za 50 mL otopine.
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Prije analize eksperimentalnih uzoraka, testirala sam vise koncentracija homogenata
500, 750, 1000x i, temeljem dobivene standardne krivulje, odlucili da je 600x razrjedenje
najbolje za analizu pomocu ovog kita. Svi su homogenizirani uzorci razrijedeni u otopini za
razrjedenje dobivenoj od strane proizvodaca kompleta za izolaciju serotonina. Konacno

razrjedenje uzoraka bilo je 2400x.

Razine serotonina u homogeniziranom tkivu cerebralnih ganglija odredila sam
pomocu visoko osjetljivog Serotonin ELISA kit-a (Demeditec diagnostics). Nakon pripreme
reagensa prema uputama kompleta za kvantifikaciju serotonina, standardi, kontrole i uzorci
se aciliraju. Zatim slijedi detekcija serotonina pomoc¢u mikrotitarskih plocica na sljedeci
nacin: u jaZzice mikrotitarske plocice pipetira se po 100 ul aciliranih standarda, kontrola i
uzoraka, a zatim se u sve jaZice dodaje po 25 ul serotonin antiseruma. Nakon inkubacije i
ispiranja plocice, u jaZice se dodaje po 100 ul konjugata (kozji anti-zecji imunoglobulini
konjugirani peroksidazom), te nakon ponovne inkubacije i ispiranja, dodaje se supstrat
(tetra-metil-benzidin). Ponovno se inkubira pa u svaku jaZzicu dodaje stop otopina. Promjena
boje u jazicama ocitava se spektrofotometrijski, apsorbancija se ocitava na 450 nm i

usporeduje s standardnom krivuljom ¢ime se odreduje koncentracija serotonina u uzorcima.

3.6. Analiza razine glukoze u hemolimfi

Koncentracija glukoze u hemolimfi odredena je u suradnji s Veterinarskim
fakultetom. Dr. sc. Blanka Beer-Ljubi¢ odredila je koncentraciju iz odmrznute heparinske
plazme na biokemijskom analizatoru Architect c4000 (Abbott, Njemacka) reagensima tvrtke

Abbott.

3.7. Lipidna peroksidacija

Kao pokazatelj intenziteta lipidne peroksidacije koristila sam metodu odredivanja
koncentracije malondialdehida (MDA) u tkivu hepatopankreasa raka. Metoda se temelji na

reakciji malondialdehida nastalog lipidnom peroksidacijom s tiobarbituratnom kiselinom
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(TBA), pri niskom pH i visokoj temperaturi, ¢ime nastaje obojeni kompleks MDA-(TBA)2 (Slika

6) i Cija se apsorbancija ocitava spektrofotometrijski pri 532 nm (Janero, 1990).

0 N
0 0 LN
I Il + 2 |5 2\(

HC — CH, — CH 5 2N
0
MDA TBA

OH OH

1:2 MDA:TBA PIGMENT

Slika 6. Reakcija malondialdehida i tiobarbituratne kiseline (preuzeto iz: Janero, 1990).

Po 200 mg tkiva izvagala sam u Eppendorf epruvete, u svaku dodala kuglicu za
homogenizaciju i homogenizirala uzorke 1 min na 30 Hz. Na uzorke sam dodala 1ml pufera,
te jos jednom ponovila postupak homogenizacije. Uzorke sam zatim centrifugirala 15 min na

20 000 g, prelila u ¢iste Eppendorf epruvete i dodala jos 1 ml pufera.

U staklene semimikroepruvete pipetirala sam 300 pl supernatanta i dodala 700 pl
10%-tne trikloroctene kiseline (TCA). Izradila sam i slijepu probu: 300 pl pufera + 700 pl 10%-
tne trikloroctene kiseline. Sve uzorke centrifugirala sam 3 min na 3000 g pa dodala 600 ul
0,67%-tne tiobarbituratne kiseline (TBA). Sve uzorke i slijepu probu zagrijavala sam u
susSioniku na 95 °C 30 min te ih nakon toga brzo ohladila u vodenoj kupelji. Apsorbanciju
uzoraka mijerila sam spektrofotometrom pri valnoj duljini od 532 nm. Koncentracija
malondialdehida izraZzena je u nmol/g svjeZe tvari, uz ekstinkcijski koeficijent €532 = 156

mM-lecm™.
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3.8. Statisticka obrada podataka

Statisticku analizu podataka provela sam koriste¢i Excel program iz Microsoft Office
paketa i program Statistica (TIBCO Software Inc., SAD). Rezultate svih izmjerenih parametara
izloZzenih jedinki usporedila sam s rezultatima kontrolnih grupa. Shapiro-Wilk testom
provjerila sam normalnost raspodjele podataka za sve mjerene parametre. Ovisno o tome je
li raspodjela normalna ili nije, koriste se parametrijske ili neparametrijske metode analize
varijance. Zbog malog broja uzoraka za svaku pojedinu koncentraciju spoja, distribucija
podataka nije bila normalna te sam koristila iskljuivo neparametrijsku analizu varijance,
Mann-Whitney U test. Statisticki zna¢ajnim rezultatima smatramo one koji se razlikuju na

razini znacajnosti p<0,05.
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4. Rezultati

4.1. Koncentracija serotonina u cerebralnim ganglijima

8 signalnih rakova izlagano je citalopramu u koncentraciji od 1 pg/L i 8 rakova
koncentraciji od 50 pg/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija serotonina u tkivima

cerebralnih ganglija, i usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izlozene.

Na slici 7 vidljivo je kako se koncentracija serotonina u cerebralnim ganglijima rakova
izloZzenih visokim i niskim koncentracijama citaloprama u odnosu na kontrolne grupe
statisticki znacajno ne razlikuje. Isto tako, ne postoji statisticki znacajna razlika u

koncentraciji serotonina izmedu rakova izloZenih niskoj i visokoj koncentraciji citaloprama.
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Slika 7. Koncentracija serotonina (pg 5HT/mI) u cerebralnim ganglijima signalnih
rakova (Pacifastacus leniusculus) izlozenih citalopramu tijekom 7 dana u niskoj (1

ug/L) ivisokoj (50 pg/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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8 signalnih rakova izlagano je nortriptilinu u koncentraciji od 50 ng/L i 8 rakova
koncentraciji od 50 pg/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija serotonina u tkivima

cerebralnih ganglija, i usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izlozene.

Razlika u koncentraciji serotonina u cerebralnim ganglijima rakova izloZenih visokoj i
niskoj koncentraciji nortriptilina u odnosu na njihove kontrolne grupe nije znacajna (Slika 8).
Ipak, zabiljezena je znacdajna razlika u koncentraciji serotonina izmedu jedinki izloZenih
visokoj i niskoj dozi nortriptilina pri ¢emu je koncentracija serotonina bila zna¢ajno veéa kod

jedinki izloZzenih visokim dozama.
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Slika 8. Koncentracija serotonina (pg 5 HT/ml) u cerebralnim ganglijima signalnih
rakova (Pacifastacus leniusculus) izloZzenih nortriptilinu tijekom 7 dana u niskoj (50

ng/L) ivisokoj (50ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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8 signalnih rakova izlagano je amfetaminu u koncentraciji od 20 ng/L i 8 rakova
koncentraciji od 100 pg/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija serotonina u tkivima

cerebralnih ganglija, i usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZzene.

Na slici 9 vidljivo je kako se koncentracija serotonina u cerebralnim ganglijima rakova
izloZzenih visokim i niskim koncentracijama citaloprama u odnosu na kontrolne grupe
statisticki znacajno ne razlikuje. Isto tako, ne postoji statisticki znacajna razlika u

koncentraciji serotonina izmedu rakova izloZenih niskoj i visokoj koncentraciji amfetamina.
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Slika 9. Koncentracija serotonina (pg 5 HT/ml) u cerebralnim ganglijima signalnih

rakova (Pacifastacus leniusculus) izlozenih amfetaminu tijekom 7 dana u niskoj (20

ng/L) ivisokoj (100 ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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4.2. Koncentracija glukoze u hemolimfi

8 signalnih rakova izlagano je citalopramu u koncentraciji od 1 pg/L i 8 rakova
koncentraciji od 50 ug/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija glukoze u hemolimfi i

usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZene.

Na slici 10 vidljivo je kako se koncentracija glukoze u hemolimfi rakova izloZenih
niskim i visokim koncentracijama citaloprama nije statisticki znacajno razlikovala od
kontrolnih skupina. Isto tako nije bilo razlike izmedu koncentracije glukoze u hemolimfi

rakova izlozenih niskim i visokim koncentracijama citaloprama.
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Slika 10. Koncentracija glukoze (mmol/L) u hemolimfi signalnih rakova (Pacifastacus
leniusculus) izloZenih citalopramu tijekom 7 dana u niskoj (1 ug/L) i visokoj (50 ug/L)

koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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8 signalnih rakova izlagano je nortriptilinu u koncentraciji od 50 ng/L i 8 rakova
koncentraciji od 50 pg/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija glukoze u hemolimfi i

usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZene.

Koncentracija glukoze u hemolimfi jedinki izloZzenih visokim koncentracijama
nortriptilina nije se razlikovala znacajno od kontrolne skupine. Statistic¢ki znacajna razlika
postojala je izmedu jedinki izloZzenih niskoj koncentraciji nortriptilina i kontrolne skupine.

IzloZene jedinke imale su statisti¢ki znacajno povisenu razinu glukoze u hemolimfi (Slika 11).
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Slika 11. Koncentracija glukoze (mmol/L) u hemolimfi signalnih rakova (Pacifastacus
leniusculus) izloZzenih nortriptilinu tijekom 7 dana u niskoj (50 ng/L) i visokoj (50
ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama. Stupci oznaceni zvjezdicom statisticki se

znacajno razlikuju (p<0,05).
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8 signalnih rakova izlagano je amfetaminu u koncentraciji od 20 ng/L i 8 rakova
koncentraciji od 100 ug/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija glukoze u hemolimfi i

usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZene.

Koncentracija glukoze u hemolimfi znadajno se razlikovala izmedu izloZenih skupina i
njihovih kontrolnih grupa, i kod niske i visoke koncentracije amfetamina (Slika 12). Pri obje

koncentracije amfetamina, razina je glukoze znacajno smanjena kod izloZzenih skupina.
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Slika 12. Koncentracija glukoze (mmol/L) u hemolimfi signalnih rakova (Pacifastacus
leniusculus) izlozenih amfetaminu tijekom 7 dana u niskoj (20 ng/L) i visokoj (100
ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama. Stupci oznaceni zvjezdicom statisticki se

znacajno razlikuju (p<0,05).
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4.3. Stupanj lipidne peroksidacije

8 signalnih rakova izlagano je citalopramu u koncentraciji od 1 pg/L i 8 rakova
koncentraciji od 50 ug/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija malondialdehida u tkivima

hepatopankreasa i usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZene.

Koncentracija malondialdehida u tkivu hepatopankreasa nije bila znacajno razlicita
izmedu jedinki izloZzenih visokim i niskim koncentracijama citaloprama i njihovih kontrolnih

skupina (Slika 13).
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Slika 13. Koncentracija malondialdehida (nm/g) u uzorcima hepatopankreasa
signalnih rakova (Pacifastacus leniusculus) izlozenih citalopramu tijekom 7 dana u

niskoj (1 pg/L) ivisokoj 50 (ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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8 signalnih rakova izlagano je nortriptilinu u koncentraciji od 50 ng/L i 8 rakova

koncentraciji od 50 pg/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija malondialdehida u tkivima

hepatopankreasa i usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZene.

Na slici 14 prikazano je kako se koncentracija MDA u tkivu hepatopankreasa raka nije

znacajno razlikovala izmedu skupina izloZeni visokim i niskim koncentracijama nortriptilina i

njihovih kontrolnih grupa.
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Slika 14. Koncentracija malondialdehida (nm/g) u uzorcima hepatopankreasa

signalnih rakova (Pacifastacus leniusculus) izlozenih nortriptilinu tijekom 7 dana u

niskoj (50 ng/L) i visokoj (50 ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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8 signalnih rakova izlagano je amfetaminu u koncentraciji od 20 ng/L i 8 rakova
koncentraciji od 100 pg/L kroz 7 dana. Analizirana je koncentracija malondialdehida u

tkivima hepatopankreasa i usporedena s rezultatima kontrolnih grupa koje nisu bile izloZene.

Izlaganje rakova niskim i visokim dozama amfetamina nije uzrokovalo statisticki

znacajne razlike u koli¢ini MDA u odnosu na kontrolne grupe (Slika 15).
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Slika 15. Koncentracija malondialdehida (nm/g) u uzorcima hepatopankreasa
signalnih rakova (Pacifastacus leniusculus) izlozenih amfetaminu tijekom 7 dana u

niskoj (20 ng/L) i visokoj (100 ug/L) koncentraciji i u kontrolnim grupama.
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5. Rasprava

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi utjecaj antidepresiva citaloprama i nortriptilina i
opojne droge amfetamina na odredene fizioloske pokazatelje u signalnog raka: razinu
glukoze u hemolimfi, razinu serotonina u cerebralnim ganglijima i intenzitet oksidativnog
stresa. Ne postoji puno podataka o utjecaju navedenih spojeva na deseteronozne rakove.
Ranija istraZivanja na slatkovodnim rakovima uglavhom su usmjerena na promjene u
ponasanju (Buric i sur. 2018; LoZzek i sur. 2019). Isto tako, podaci koji postoje veéinom se
odnose na puno vece koncentracije spojeva od okoliSno relevantnih te su rakovi Cesto
direktno inicirani spojevima, a ne izloZzeni kroz vodu. U ovom istraZivanju uspjeli smo utvrditi
znacajne utjecaje odabranih farmaceutika na neke fizioloSke pokazatelje ¢ak i u okoliSnim
koncentracijama. Ranija istraZivanja koja su koristila okoliSno relevantne koncentracije
farmaceutika bila su usmjerena na parametre ponasanja, te u radu LoZzek i sur. 2019. na
otkucaje srca kao pokazatelj stresa, ali sustavno pracenje veéeg broja fizioloskih pokazatelja

do sad nije radeno.

5.2. Koncentracija serotonina u cerebralnim ganglijima

Citalopram i nortriptilin su antidepresivi koji djeluju na metabolizam serotonina tako
da mu povecavaju koli¢inu u sinapsama, zbog ¢ega smo ocekivali povisSene razine serotonina

u tkivu cerebralnih ganglija u odnosu na kontrolne grupe (Sagud, 2002).

Rakovi izloZeni citalopramu koji spada u SSRI (selektivni inhibitor ponovne pohrane
serotonina) skupinu antidepresiva imali su lagano poviSenu razinu serotonina u odnosu na
kontrolne grupe i na viSoj i niZzoj koncentraciji, ali razlike nisu statisticki znacajne. Utjecaj

citaloprama na razinu serotonina potencijalno bi se mogao dokazati duljim izlaganjem.

Nortriptilin, triciklicki antidepresiv, isto tako nije uzrokovao poviSenje razina
serotonina izloZenih jedinki u odnosu na odgovarajuée kontrolne grupe. Statisti¢ki znacajna
razlika u koncentraciji serotonina vidljiva je izmedu jedinki izloZenih visokim koncentracijama
nortriptilina i izmedu rakova izloZzenih niskoj, okoliSnoj koncentraciji nortriptilina: rakovi

izloZeni viSoj koncentraciji imaju vise razine serotonina u tkivu cerebralnih ganglija.
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Koncentracija serotonina u cerebralnim ganglijima rakova izloZenih visokoj i niskoj
koncentraciji amfetamina blago je poviSena u odnosu na kontrolne grupe, ali ta razlika nije
znacajna. Kao sto je veé spomenuto, amfetamin primarno djeluje na metabolizam dopamina,
a djelovanje na serotoninske receptore u rakova nije dokazano, pa nedostatak znacajnog

rezultata ne iznenaduje (Daberkow i sur. 2013).

5.1. Koncentracija glukoze u hemolimfi

Koncentracija glukoze u hemolimfi regulirana je hiperglikemijskim hormonom (cHH)
sintetiziranim u x-organu. Otpustanje cHH iz neuroendokrinih tkiva regulira serotonin.
Izlaganje rakova stresu u okoliSu, u ovom slucaju antidepresivima i amfetaminu, trebalo bi
uzrokovati povecanje razina serotonina koje bi onda trebale uzrokovati pojacano otpustanje

cHH i dovesti do povisene razine glukoze u hemolimfi (Lorenzon i sur. 2005).

Rezultati istrazivanja pokazali su da izlaganje citalopramu u niskoj i visokoj
koncentraciji nije imalo utjecaj na razinu glukoze u hemolimfi Sto je i ocekivano jer isto tako
nisam zabiljeZila ni povecanje razine serotonina. Nortriptilin u niskoj koncentraciji (50 ng/L)
uzrokovao je poviSenu razinu glukoze u hemolimfi izloZenih jedinki u odnosu na njihovu
kontrolnu skupinu koja nije bila izlozena. Zanimljivo je da visa koncentracija nortriptilina (50
ug/L) nije pokazala isti trend. Potencijalno objasnjenje je kako odredeni lijekovi kod
optimalne koncentracije izazivaju Zeljeni utjecaj, a kod nizih ili viSih koncentracija ne djeluju
na Zeljeni nacin. Tako Linares i sur. u radu iz 2019. pokazuju da doza kanabidiola (CBD) od
300 mg smanjuje anksioznost kod javnog govora, a doze od 150 mg i 600 mg ne pokazuju

takav ucinak.

Amfetamin je znacajno utjecao na razinu glukoze u hemolimfi, i to suprotno
ocekivanjima, razine glukoze u hemolimfi bile su znacajno manje kod jedinki izloZenih visoj i
nizoj koncentraciji amfetamina naspram kontrola. Amfetamin djeluje na metabolizam
dopamina tako da mu povisuje razine u sinapsama. Djelovanje amfetamina moguce je i na
serotoninske receptore, ali dokazano je samo za sisavce, kod rakova ne postoje dokazi

(Daberkow i sur. 2013). Rezultati utjecaja dopamina na razine glukoze su oprecni, u
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istrazivanju Zou i sur. 2003. injekcije dopamina su uzrokovale povisenje razine glukoze u
hemolimfi deseteronoznog raka Procambarus clarkii, dok je prije provedeno istraZivanje na
istom organizmu (Sarojini i sur. 1995) pokazalo da injekcije dopamina u raka uzrokuju
hipoglikemiju. Potrebno je naglasiti da je u prijasnjim istrazivanjima amfetamin bio unesen u
rakove injekcijski, dok je nase istrazivanje nastojalo prikazati realne uvjete u kojima bi rak bio

izloZzen farmaceuticima putem vode u kojoj Zivi.

Mogu¢ razlog smanjenja razine glukoze kod izloZenih rakova je poveéanje aktivnosti
uzrokovano amfetaminom. U paralelnom istrazivanju utjecaja farmaceutika na ponasanje
rakova dokazano je kako su rakovi izlozeni amfetaminu znacajno viSe vremena provodili u
kretanju (Tarandek i sur. 2019). Smanjenje razine glukoze u hemolimfi vjerojatno je

posljedica povedane aktivnosti izloZenih Zivotinja.

5.3. Stupanj lipidne peroksidacije

Mijerila sam razinu biomarkera oksidativnog stresa (MDA) u tkivu hepatopankreasa
kako bih utvrdila mogu li farmaceutici, koji za ne-ciljane organizme rakove predstavljaju
zagadenje i stres u okolisu, uzrokovati oksidativni stres. Ni jedan od istrazivanih spojeva, u
visokoj ili niskoj koncentraciji nije uzrokovao oksidativni stres te izmjerene razine MDA nisu

bile statisticki znacajno razli¢ite od onih kontrolnih grupa.

Henry i sur. 2004. zabiljezili su toksi¢no djelovanje 5 SSRI antidepresiva (fluoxetin,
fluvoxamin, paroxetin, sertalin i citalopram) na vrstu Ceriodaphnia dubia u koncentracijama
od 0,12 do 3,9 mg/L, a najmanje toksi¢cno djelovanje pokazao je citalopram. Navedene
koncentracije su i do 78 puta vece od koristenih u ovom istrazivanju i veée od koncentracija
koje se pojavljuju u okoliSu. Zbog toga postoji moguénost da bismo mogli dokazati da
farmaceutici u okoliSu uzrokuju oksidativni stres u ne-ciljanim organizmima koristeci veée
koncentracije spojeva za istrazivanje, ali to onda ne bi odgovaralo realnoj situaciji u okolisu.
Takoder, nas je cilj bio ispitati mogu li okoliSno relevantne i terapeutske doze za ljude

uzrokovati oksidativni stres u ne-ciljanim organizmima i pokazalo se da to nije slucaj.
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Isto tako, Tierney i sur. 2016. u svojem istrazivanju dokazali su utjecaj izlaganja
fluoxetinu putem vode na fiziologiju, konkretno stopu rasta deseteronoznog raka Oronectes
rusticus tek pri koncentraciji od 500 ug/L, koja je takoder 10 puta veca od koncentracija

koriStenih u ovom istrazivanju.

U buduéim istrazivanjima potrebno je produziti vrijeme izlaganja rakova spojevima, te
povecati uzorak za svaki pojedini spoj i koncentraciju, kao i istraziti utjecaj na ostale
hormonima regulirane fizioloSke parametre kao $to su rast i razmnoZavanje kako bismo
dobili potpunu sliku o utjecaju okoliSno relevantnih doza farmaceutika na fiziologiju

signalnog raka.
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6. Zakljucak

Kod signalnih rakova izloZenih visokoj koncentraciji (50 ug/L) triciklickog
antidepresiva nortriptilina kroz 7 dana, zabiljezila sam statisti¢ki znacajno
povisenje koncentracije serotonina u cerebralnim ganglijima u odnosu na

grupu izloZenu niskoj koncentraciji (50 ng/L).

Kod rakova izloZenih okolisno relevantnoj koncentraciji nortriptilina (50 ng/L)

zabiljezila sam povisenje razine glukoze u hemolimfi u odnosu na kontrolne

grupe.

Suprotno ocekivanjima, izlaganje amfetaminu u niskoj (20 ng/L) i visokoj (100
ug/L) koncentraciji snizilo je razine glukoze u hemolimfi u odnosu na
kontrolne grupe. Moguc¢ razlog je povecanje razine dopamina u sinapsama Sto
uzrokuje pojacano kretanje i aktivnost rakova i za posljedicu ima smanjenje

razine glukoze u hemolimfi.

Izlaganje okolisno relevantnoj dozi farmaceutika nije prouzrodilo oksidativni

stres u ne-ciljanim organizmima-rakovima.
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e Komunikacijske vjestine ste¢ene poslovima promocija i prodaje, aktivnim sudjelovanjem u
manifestaciji No¢ biologije i demonstraturom na kolegiju Osnove biologije

e Prezentacijske vjestine steCene izlaganjem plakata na 3. Hrvatskom simpoziju o invazivnim
vrstama i predavanjem na 3. Simpoziju o biologiji slatkih voda (SOBS)
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