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1. UVOD

Pojavom nanotehnologije kao discipline, sve je Siri spektar njezine primjene u
razliitim podrucjima ljudskoga djelovanja kao Sto su poljoprivreda, elektronika,
biomedicina, farmaceutska i kozmeti¢ka industrija i sli€no. Korist nanotehnologije u
najvecoj je mjeri prisutna u sposobnosti Cestica na nano skali da daju nova i u
velikom broju slu€ajeva, znatno bolja svojstva materijalima, proSirujuci tako spektar
njihove uporabe. Nanomaterijalom se smatra svaki materijal s barem jednom
vanjskom dimenzijom na nanoskali ili s unutarnjom ili povrSinskom strukturom na
nanoskali, odnosno u rasponu od 1 do 100 nm (ISO / TS 54 80004-1, 2015). Mnoge
nanocCestice i od njih sastavljeni materijali oduvijek su prisutni u prirodi u svim
odjeljcima okoliSa — vodi, tlu i atmosferi, a potje€u uglavnom iz anorganskih izvora
kao Sto su pepeo, ¢ada, Cestice minerala i sumpora. Medutim, uz sve Siru uporabu
nanomaterijala u raznim podrucjima znanosti i tehnologije, u okoliSu se pojavljuje i
sve veca koli€ina umjetno proizvedenih nanocestica (eng. engineered nanopatrticles,
ENPs), koje predstavljaju potencijalan bioloski rizik. Nanomaterijali svojim
koriStenjem, odlaganjem i razgradnjom mogu otpustiti nanocCestice u okolis. Zbog
toga se u suvremenim znanstvenim istrazivanjima na podrucju kemije i biologije sve
CesSce ispituje utjecaj nanoCestica na Zive organizme i njihov utjecaj na ekosustav.
Nedavna istrazivanja dovela su do spoznaje da su toksicni u€inci nanocestica na Zive
organizme ovisni o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima (Sukhanova i sur., 2018;
Khan i sur., 2017). U usporedbi s Cesticama veéih dimenzija, njihova im veliina
znatno olakSava puteve ulaska u Zive organizme i interakciju s njihovim bioloSkim
molekulama, stanicama i organima. Osim toga, nanocestice, a posebice nanocestice
metala, zbog svojih jedinstvenih svojstava i omjera povrSine i volumena znatno
mijenjaju fizikalna, kemijska i bioloSka svojstva materijala s kojima stupaju u
interakciju. Svjetski oceani su krajnji sakupljaCi gotovo svih kemikalija koje Covjek
proizvodi i koristi. Zbog toga, morska toksikologija ima srediSnju ulogu u procjenama
izlozenosti zagadivalima i pruza rano upozorenje na toksi¢ne prijetnje organizmima,
njihovom ekosustavu i Covjeku. Umjetno proizvedene nanocCestice tako postaju i nova
kategorija zagadivala sa ekotoksikoloSkim uc€incima u morskim ekosustavima, jer
Cestice mogu vodenim putevima dospjeti u more (Matranga i sur., 2012). Usporedno
sa sluCajnim ispustanjem nanocCestica u morski okoli§ i izlozenosti morskih

organizama nanocesticama, razvija se i Citav niz novih morskih nanotehnologija, koje



se primjenjuju u proizvodnji i uporabi protuobrastajnih sredstava i sustavima za
uklanjanje oneciS¢enja, a njihova ekoloska sigurnost i odrzivost za morski okoliS su
vrlo upitne (Corsi i sur., 2014). Umjetno proizvedene nanocestice dospijevaju u more
iz razliCitih izvora i razliitim putevima, $to moZe utjecati na njihovu kemijsku strukturu
i posljedi€no, njihovu sudbinu, ponaSanje i toksi¢nost (Klaine i sur., 2008). Posebni
izazov za morske nanoekotoksikologe danas predstavlja identifikacija mogucih
transformacija umjetno proizvedenih nanocestica, interakcija i ponasanje u vodenim
odjeljcima s visokim sadrzajem elektrolita, kao i objasSnjenje specificnih nacina
djelovanja na zive organizme (Buri¢ i sur., 2015). Razvoj nanotehnologija i
nanoproizvoda kontinuirano napreduje, ali nedostatak informacija i podataka koji se
odnose na njihov potencijalni utjecaj na morski okoli§ postavlja ozbiljna pitanja o
rizicima izloZzenosti morskih Zivotinja, a posljedi¢no putem hranidbenog lanca i ljudi
(Matranga i sur., 2012). Sukladno tome, kroz zadnjih nekoliko godina znacajno raste i
broj istrazivanja koja se provode u svrhu otkrivanja mehanizama toksicnosti

nanocestica u morskom okoliSu (Slika 1).
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Slika 1. Broj objavljenih radova na temu ispitivanja toksi¢nosti nanoCestica u morskom okoliSu prema

godini objavljivanja (izvor: www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Na ponasanje i sudbinu umjetno proizvedenih nanoc€estica u morskom okoliSu utjece

niz procesa kao Sto su aglomeracija, agregacija i precipitacija Cestica, promjene
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razliitih fizikalnih i kemijskih ¢imbenika u moru, poput pH, temperature, saliniteta,
ionske jakosti morske vode te koli€ina prirodne organske tvari, kao i interakcije sa
zivim svijetom. Ukoliko nisu prisutne znacCajne promjene temperature, ionske jakosti i
koncentracije prirodne organske tvari u morskoj vodi, agregati nano€estica mogu vrlo
sporo tonuti na dno oceana (Matranga i sur., 2012). Procesi transporta nanoCestica
kroz morski okoli§ uglavnom ostavljaju njihovu strukturu i svojstva nepromijenjenima,
a njihova transformacija i biodostupnost ovise o lokalnim kemijskim uvjetima okoliSa.
Transformacije nanocCestica ukljuCuju fiziCke, kemijske, fotokemijske i bioloSke
reakcije unutar Zivih organizama ili u njihovom prisustvu (Ju-Nam i Lead, 2008).
Toksi¢ni mehanizmi djelovanja nanoCestica vezani su uz njihova fizikalno-kemijska
svojstva u doticaju s bioloskim strukturama. Fizikalni mehanizmi toksi¢nosti direktno
vezani uz veli€¢inu i povrSinske karakteristike nanocestica ukljuCuju poremecaje
strukture staniCnih membrana i membranske aktivnosti, sprieCavanje transportnih
procesa te modifikacije proteina i sprjeCavanje njihovog pravilnog smatanja.
Biokemijski procesi koje nanocCestice dokazano uzrokuju unutar Zivih organizama
ukljuCuju pojacanu proizvodnju reaktivnih vrsta kisika (eng. Reactive oxygen species,
ROS), oksidativna ostecenja, otpustanje toksi¢nih iona, poremecaje u transportnoj
aktivnosti elektrona i iona kroz staniCne membrane i lipidnu peroksidaciju, a ovakve
reakcije posljedi¢no uzrokuju i poremecaje u ranom razvoju organizama i njihovom

imunoloskom odgovoru (Magesky i Pelletier, 2018).

Posebna pozornost u morskim ekotoksikoloSkim istrazivanjima usmijerena je na
prou¢avanje ucinaka nanocestica srebra (AgNP). Sve je ¢e$¢a upotreba nanocestica
srebra u medicinske, prehrambene, zdravstvene, potrosacke i industrijske svrhe,
zbog njihovih jedinstvenih fizi¢kih i kemijskih svojstava. To ukljuCuje posebna opticka,
elektricka i termalna svojstva, koja ih Cine pogodnima za primjenu u razliCitim
proizvodima kao Sto su kozmetiCki proizvodi, dodatci prehrani, elektronicki uredaji,
tekstili, medicinski uredaiji i drugi. Snazan utjecaj na ova svojstva imaju oblik i veli€ina
nanocestica srebra. Osobitu vaznost i najSiri spektar primjene imaju u biomedicinske
svrhe, zahvaljuju¢i antibakterijskim, antivirusnim, antiupalnim i antikancerogenim
svojstvima (Burdusel i sur., 2018). Nekoliko znanstvenih istraZivanja pokazalo je da
se nanocestice srebra iz raznih komercijalnih proizvoda ispustaju u otpadne vode, a
posljedi¢no i u morski okoli§ (Angel i sur., 2013; Kaegi i sur., 2013; Kaegi i sur.,

2011). lako se velik postotak ukupnog srebra, koje je preteZito vezano za razliCite



viv s

srebra u svom topljivom (ionskom) ili partikularnom obliku ipak se oslobada u
kopnene vode i more (Magesky i Pelletier, 2018). Nanocestice srebra flokuliraju u
okoliSima s visokom ionskom jakosti, pa se u morskom okoliSu oCekuje njihova
agregacija i aglomeracija, te oslobadanje aktivnih Ag* iona s njihove povrSine. Vec je
dugo u znanstvenoj zajednici poznata Cinjenica da je srebro vrlo toksi¢no za vodene
organizme, ali ne postoji suglasnost o tome izazivaju li toksine utjecaje same
nanoCestice srebra ili Ag* ioni koji se oslobadaju s njihove povrsine (Siller i sur.,
2013). Kako bi se prepoznalo glavhe mehanizme toksicnosti nanocCestica srebra,
nuzno je daljnje istrazivanje njihovih kemijskih transformacija unutar bioloskih tkiva
(Magesky i Pelletier, 2018). U pokus$aju da se otkriju i sa sigurno$¢u utvrde specificni
toksi€ni mehanizmi i u€inci AgQNP, kao modelni organizmi koriste se mnogi morski

beskraljesnjaci, kao Sto su mekusci, rakovi, mnogocetinasi i bodljikasi.

1.1. Jezinac

1.1.1. Grada tijela jezinca

Jezinci (Echinoidea) pripadaju rodu beskraljeSnjaka iz razreda bodljikasa
(Echinodermata). Organizmi razreda bodljikasa, u koje se ubrajaju zvjezdace,
zmijace, trpovi, stapcari i jezinci, uglavnom su bodljikavi, zrakastosimetri¢ni organizmi
koji zive sjedilackim ili polusjedilackim na€inom Zivota u blizini morskoga dna. Skoro
svi od otprilike 6,000 vrsta bodljikasa koji zive danas (uz 13,000 vrsta poznatih iz
fosilnih zapisa) su morski organizmi; nekoliko vrsta zivi u estuarnim sistemima, a u
slatkoj vodi ih nema (Pechenik, 2015). Njihovu gradu obiljezava pentaradijalna
simetrija — zrakasta simetrija bazirana na pet dijelova, s iznimkom trpova.
Planktonske larve bodljikada su bilateralno simetriCne, a zrakastu simetriju razvijaju
kao sekundarno obiljezje tek tijekom metamorfoze kao prilagodbu na sjedilacki ili
polusjedilacki nacin Zivota. Strana tijela bodljikasa na kojoj se nalaze usta naziva se
usna (oralna), a njoj suprotna strana naziva se vrSna (aboralna). Tijelo im je
podijelijeno na 5 sli¢nih dijelova, poredanih oko srediSnje oralno-aboralne osi, koja
prolazi kroz usta. Obi¢no imaju razvijen cijeli probavni trakt i dobro razvijen celom.
Celom, odnosno sekundarna tjelesna Supljina, podijeljena je u 3 para celomskih
vrecCica koje nastaju tijekom embrionalnog razvoja. Vecina bodljikasa ima dobro

razvijen endoskelet, koji se sastoji uglavhom (do 95%) od kalcijevog karbonata, od
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malenog udjela (do 15%) magnezijevog karbonata i jo§ manjeg udjela drugih soli,
metala u tragovima i organskog materijala. Gradivni materijal endoskeleta nastaje u
specijaliziranim stanicama porijeklom iz embrionalnog mezoderma (Pechenik, 2015).
Glavna karakteristika cijelog razreda bodljikasa je prisutnost vodozilnog
(ambulakralnog) sustava, jedinstvenog sustava koji sudjeluje u kretanju, prehrani,
disanju i izlu€ivanju ovih organizama. Vodozilni sustav se sastoji od niza kanala koji
su izvedeni iz jednog od 3 para celomskih vrec¢ica. Napunjeni su tekucinom,
uglavnom morskom vodom, a iznutra su oblozeni kontraktilnim trepetljikavim epitelom
koji pokreée njihov sadrzaj. Vodozilni sustav zapoc€inje mjehuricem na povrsini tijela
bodljikasa, koji je prekriven rupiastom ploCom koja se naziva sitasta ili madreporna
plo¢a. Preko ovog mjehuri¢a sustav je povezan s okoliSnom morskom vodom. Od
mjehurica prema srediSnjem dijelu organizma silazi kameni kanal, u Ciju stjenku je
ugraden vapnenac, koji povezuje mjehuri¢ s prstenastim kanalom vodozilnog
sustava. Iz prstenastog kanala proteze se pet radijalnih kanala. 1z radijalnih kanala
izlaze naizmjenic¢ni ili parni ogranci koji se razlikuju prema svojim funkcijama. Neki
ogranci zavrSavaju diSnim i osjetilnim izbo€inama, a neki tubularnim strukturama
tankih stijenki koje se nazivaju podiji ili ambulakralne nozice. Prilievom i odljevom
tekuCine kroz vodozilni sustav podiji se produzuju i skracuju i na taj se nacin
organizam pokrece (Pechenik, 2015). Jezinci imaju kruto, najcescée sferi¢no tijelo
kojemu oblik daje Cahura izgradena od kalcijevog karbonata, prekrivena velikim
brojem krutih bodlji, takoder izgradenih od kalcijevog karbonata. Cahura sa svojim
ambulakralnim i meduambulakralnim dijelovima te pri¢vr§¢enim bodljama prikazana

je na Slici 2.
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Slika 2. Prikaz ¢ahure jezinca (izvor: Pechenik, 2015)

Bodlje primarno sluze kao zastita, a kod nekih vrsta su i aktivho ukljuCene u
pokretanje. VecCina vrsta ima dva reda bodlji, dugacke i kratke. PriCvrScuju se za
Cahuru putem zglobova i mogu se brzo pomicati u razli€itim smjerovima kontrakcijom
specijaliziranih misiénih tkiva koja povezuju zglob i bodlju. Cahuru prekrivaju koza i
pricvrS¢ivanju za podlogu, prikupljanju i manipulaciji hranom, te u obrani od
predatora. Kod nekih vrsta, kroz bodlje ili Zljezde povezane s bodljama mogu se
izlu€ivati i toksini. Ako su bodlje slomljene ili oSteCene, popravljaju se ili u potpunosti
zamjenjuju u roku od mjesec do dva (Pechenik, 2015). Osim pomicanjem bodlji,
jezinci se pokrecu i podijima (ambulakralnim nozicama). Podiji jezinaca su posebno
dobro razvijeni i uglavhom imaju ljepljive krajeve. Rasporedeni su vanjskom
povrsinom tijela duz pet dvostrukih redova pora u ambulakralnim plo€ama Cahure.
Ambulakralne ploCe su rasporedene simetricno oko tijela, u trakama koje se pruzaju
od usne do vrdne strane tijela, a odvojene su jedne od drugih meduambulakralnim
podrucjima koja nemaju podije. Specificne regije podija jezinaca mogu djelovati kao
svjetlosni receptori. lako jezinci nemaju nikakvu strukturu sliénu oku, razliCite vrste
jeZzinaca pokazuju odgovor na varijacije u intenzitetu svjetlosti. Otkriveno je da se u

podijima nalaze fotosenzitivni proteini, koji ispunjavaju minimalne zahtjeve za



usmjeravanjem kretanja putem vida. JezZinci se mogu odmicati od svjetlosti
koriStenjem ovih svjetlosnih receptora i vlastite sjene kao alata pomocu kojeg

otkrivaju njezin to€an izvor (Ullrich-Luter i sur., 2011).

Unutar ¢ahure nalazi se celomska Supljina s unutrasnjim organima. Kod jeZinaca,
usna strana tijela, na kojoj se nalaze usta, okrenuta je prema dolje, a vrSna strana,
na kojoj se nalaze spolni otvori i u vecine vrsta crijevni otvor je okrenuta prema gore.
Usna (oralna) strana tijela jezinca prikazana je na Slici 3. VecCina vrsta jeZinaca
posjeduje sloZeni sustav od 5 zubiju i miSi¢a, koji se naziva Aristotelova svjetiljka, a
sluzi za odgrizanje hrane s morskog dna i zvakanje. Zubi Aristotelove svjetiljke se
izbacuju iz usta i pokre¢u u raznim smjerovima. Dubokomorski jezinci koji se hrane
detritusom Kkoriste svjetiljku za razgrtanje mulja. Vrste koje nemaju svjetiljku
uglavnom se hrane sitnim organskim otpadom koji sakupljaju pomo¢u modificiranih
podija, bodlji i usnih nozica, tzv. pedicelarija. Vecina vrsta jezinaca takoder posjeduje
pet pari vanjskih tankih izboc€ina tijela koji se nazivaju sSkrge, rasporedenih oko usta.

One imaju glavnu ulogu u izmjeni plinova kod jeZinaca koji ih posjeduju.

pedicelariji

peristomalna
membrana

ploda

zub
ppocgi? . Aristotelove
svjetiljke

Slika 3. Usna strana tijela jeZinca (izvor: Pechenik, 2015)
Jezinci nemaju zeludac. Hrana kroz usni otvor i jednjak prolazi u dugacko zavijeno
crijevo, u kojem se probavlja i absorbira (asimilira). Asimilirana hrana zatim prolazi u
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celomsku tekucinu, slicnu morskoj vodi. Ta je tekucina glavni transporter hrane i
otpada unutar organizma. UnutrasSnja strana celomske Supljine je prekrivena
trepetljikama koje omogucavaju neprestanu cirkulaciju medija. U celomskoj tekucini
nalaze se i slobodno plivaju¢e stanice coelomociti (fagocitni leukociti), koji sluze za

nakupljanje i izlu€ivanje pigmentnih zrnaca (Buri¢, 2018).

lako su jezinci u osnovi herbivori, oni su u stvarnosti omnivori. Hrane se pri€vr§¢enim
ili plutaju¢im morskim travama i algama, a putem mogu konzumirati i detritus i
sedentarne zivotinje, kao Sto su spuzve i mahovnjaci. Takoder je poznato da neke
vrste jezinaca redovito konzumiraju male SkoljkaSe i druge beskraljeSnjake
(Pechenik, 2015). U moguénosti su prezivjeti duge periode s malo ili nimalo hrane, jer
su sposobni regulirati svoju stopu metabolizma i bioloSke funkcije (kao Sto je

reprodukcija) ovisno o uvjetima okoliSa i dostupnosti hrane (Lawrence, 2013).

Na vrsnoj strani tijela jeZinca (Slika 4), oko anusa, nalazi se membrana sa nekoliko
krutih plo€a, od kojih 5 genitalnih sadrzi gonopore kroz koje jezinac izbacuje spermije
ili jajne stanice, a jedna je modificirana u madrepornu plo¢u koja regulira vodozilni
sustav. Cahura je izgradena od niza malih karbonatnih plogica koje se nazivaju
osikuli. Kako jezinac raste, Cahura se istovremeno povecCava u svim smjerovima.
Ovo povecanje veli€ine postize se dodavanjem dodatnog karbonatnog materijala na
marginama postojecih osikula i sekrecijom novih osikula na rubovima “okularnih”

plo€a (eng. ocular plates) koje se nalaze oko anusa (Pechenik, 2015).

madreporna

lo¢a
meduambulakralna P

genitalna
plo¢a

okularna
plo¢a

periprokt

ambulakralna
plo¢a

genitalna plo¢a

Slika 4. Vréna strana tijela jezinca (izvor: Pechenik, 2015).
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Prema izgledu tijela jezinci su podijeljeni u dva podrazreda: pravilnjake (Regularia) i
nepravilnjake (Irregularia). Pravilnjaci imaju gotovo savr$enu sferi¢nu simetriju i mogu
se kretati u bilo kojem smjeru. Primjeri naj¢esScih i najdostupnijih pravilnjaka koji zive
u Jadranskom moru su jezinac Arbacia lixula, jezinac Paracentrotus lividus i jezinac
Sphaerechinus granularis. Druge vrste pravilnjaka prisutnih u Jadranskom moru
uklju€uju: jezinca Psammechinus microtuberculatus, jeZzinca Echinus acutus, jezinca
Centrostephanus longispinus (Turk, 2011). Nepravilnjaci pokazuju razne stupnjeve
bilateralne simetrije, koja se moze povezati s aktivhostima kopanja kroz pijesak, blato
ili Sljunak. Imaju jasno odredenu anteriornu i posteriornu stranu tijela, pa se kre¢u u
odredenom smjeru. Tijelo im je najCeSCe spljosteno. Kod nepravilnjaka se
ambulakralno podrucje ne proteze u linijjama od usne do vrSne povrsine, vec je
ograniceno isklju€ivo na usnu i vrSnu stranu tijela (Pechenik, 2015). Primjeri
nepravilnjaka koji obitavaju u Jadranskom moru su jezinac Schizaster canaliferus i

jezinac Spatangus purpureus (Turk, 2011).

1.1.2. Reproduktivni sustav i embrionalni razvoj jezinca

Jezinci su odvojenih spolova. Njihove gonade, odnosno spolni organi, nalaze se
slobodne u celomskoj Supljini. Gonade su, osim svoje reproduktivne funkcije, jedini
organi jezinaca koji su sposobni za skladistenje hranjivih tvari. Zbog toga su
reprodukcija i skladiStenje hranjivin tvari kod ovih organizama usko povezani.
Gonade se sastoje od reproduktivnih stanica i stanica za skladistenje, koje se koriste
za razvoj gameta ili kao izvor nutrijenata kada je dostupnost hrane ograni¢ena.
Stanice za skladiStenje takoder imaju sposobnost da fagocitiraju neiskoriStene
reproduktivne stanice nakon mrijesta. Omjer ovih dvaju tipova stanica u gonadama
se mijenja ovisno o fazi reproduktivnog ciklusa. Jezinci se obi¢no mrijeste dva puta
godisnje, na proljece i u ranu jesen, a pojedine vrste se mrijeste tijekom cijele godine
(poput primjerice jezinca S. granularis). Ispustaju spolne stanice u vodeni stupac,
nakon ¢ega se odvija oplodnja. Nakon ispustanja spolnih stanica, jeZinci prolaze kroz
fazu mirovanja u kojoj su gonade uglavhom male. Zatim slijedi povecanje broja
stanica za skladistenje, pa se gonade povecavaju volumenom. Nakon toga se odvija
gametogeneza, tijekom koje se stanice za skladiStenje zamjenjuju reproduktivnim
stanicama. Broj reproduktivnih stanica se povecava do trenutka kada su jeZinci

ponovno spremni za mrijeStenje. Doba godine u kojem se jezinci mrijeste je ovisno o
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okoliSnim ¢imbenicima i moze varirati izmedu geografskih lokacija, pa ¢ak i u manjim
ograni¢enim podrucjima. Sezonske varijacije u temperaturi morske vode, koli€ina
svjetlosti i gustoca populacije su faktori koji dokazano utje€u na reproduktivni ciklus

jezinaca (James, 2018).

Nakon oplodnje jajne stanice jezZinca, oko nje se stvara fertilizacijska membrana koja
okruzuje stanicu u obliku tanke opne. Ona u roku od par minuta postaje Cvrsta i
sprjeCava polispermiju (oplodnju jedne jajne stanice s viSe od jednog spermija).
Nakon stvaranja fertilizacijske membrane dolazi do fuzije jezgara i stvaranja zigote —
haploidna jezgra spermija se spaja s haploidnom jezgrom jajne stanice. Zatim
zapocCinju prve diobe novostvorene zigote. Razvoj iz zigote u zavrsni stadij larve
jezinca prikazan je na Slici 5. Zigota se brazda kroz 10 uzastopnih mitioti¢kih diobi.
Ovim diobama nastaju nove stanice koje se nazivaju blastomere. U prve dvije diobe,
zigota se brazda u smjeru polova. Treca dioba je ekvatorijalna, odnosno okomita u
odnosu na prve dvije. Njome nastaje osam jednakih blastomera: Cetiri gornje koje

predstavljaju animalni pol i Cetiri donje koje oznacCavaju vegetativni pol.

animalni pol 4-staniéni 8-staniéni 16-staniéni

vegetalni pol embrij embrij embrij
Blastula

32-stanicni 64-stani¢na blastula

animalni pol

embrij vegetalna plo¢a

vegetalni pol primarni mezenhim

Pluteus

skeletna
struktura

Gastrula

sekundarni mezenhim usta ektoderm

primarni mezenhim crijevo anus usna Supljina anus

Slika 5. Embrionalni razvoj jezinca (izvor:
http://www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL3530/DEVO 06/devo _06.html)
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Nakon Cetvrte diobe, u 16-stanichom stadiju embrija, stanice su diferencirane prema
veliCini. Daljnjim dvjema diobama nastaje 64-staniCni embrij koji ima oblik kugle i
naziva se morula. Nakon sedme diobe embrij ima 128 stanica i iz morule nastaje
blastula. U stadiju blastule, nakon desete diobe, mladi embrij poCinje sintetizirati
vlastite proteine. Vecina stanica blastule ima trepetljike na vanjskim membranama,
pa se blastula poc€inje rotirati unutar fertilizacijske membrane. Nakon toga stanice
vegetativnog pola pocinju formirati vegetativnu plo€u, a stanice animalnog pola lu¢e
enzim koji razgraduje fertilizacijsku membranu. Embrij izlazi iz membrane i postaje
slobodno plivaju¢a blastula. Zatim slijedi proces gastrulacije kojim blastula postaje
gastrula. Dolazi do premjeStanja stanica blastule i pojavljuju se zametni listi¢i —
ektoderm, mezoderm i endoderm. U podrucju vegetativne ploCe dolazi do uvrtanja
(invaginacije) u unutradnjost blastule, ¢ime nastaje pracrijevo (arhenteron) i formira
se otvor — blastopor, iz kojeg nastaje anus. Usta se otvaraju naknadno na drugom
povrSinskom dijelu gastrule. U zadnjem stadiju gastrule, crijeva i usta su potpuno
formirani i moguca je samostalna prehrana sitnim planktonskim algama.
Produljivanjem gastrule razvija se larva dipleurula, koja je bilateralno simetricna. 1z
dipleurule se razvija larva pluteus, koja ima 4 duga nastavka (,nozica“) prekrivenih
trepetljikama pomocu kojih pliva. Larve slobodno plivaju oko mjesec dana. Pred kraj
licinaCkog razdoblja se pocCinju razvijati skeletne ploCice, zbog kojih pluteus tone na
dno mora, te dolazi do metamorfoze bilateralne larve u pentaradijalnog mladog
jezinca. U prosjeku, morski jezinci dostiZzu spolnu zrelost s oko dvije godine starosti.
Duljina zivotnog vijeka varira od vrste do vrste, a istraZivanja su pokazala da su neke
jedinke stare i preko 200 godina, ne smanjuje im se reproduktivha sposobnost s

godinama i ne pokazuju jasne znakove starenja (Ebert, 2008).

1.1.3. Ekologija jezinaca

Istrazivanje jeZinaca ima veliku vaznost za podrucja poput evolucije, paleontologije,
embriologije i fiziologije. S neSto viSe od 1000 poznatih vrsta, oni predstavljaju
broj¢ano relativno malenu skupinu morskih beskraljeSnjaka, ali unato€¢ tome imaju
istaknutu ekolosku ulogu u morskim zajednicama. Njihov utjecaj na benticke
zajednice u kojima Zive je dobro dokumentiran i ¢esto znaCajan. S obzirom na to da
se u nekim zemljama uzgajaju i izlovljavaju, odredene vrste imaju i ekonomsku
vaznost. Na vrste koje obitavaju u plitkim morima vrlo je izgledan i utjecaj

predvidenog globalnog zagrijavanja oceana. Zbog toga je nuzno ulaganje napora u
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razumijevanje biologije i ekologije, upravljanje i oCuvanje ovih vrsta. JeZinci imaju
bogat fosilni zapis. Broj imenovanih fosilnih svoijti jezinaca deset puta premasuje broj
postojecih (Lawrence, 2013), s prvim nalazima iz razdoblja ordovicija. Danas su
Siroko rasprostranjeni po svim svjetskim oceanima i naseljavaju benticka stanista u
svim klimatskim podrucjima, od tropskih do polarnih. lako vecéina vrsta preferira plitka
mora, moze ih se pronaci i na velikim dubinama. UobiCajena mjesta na kojima zive
su stjenoviti bazeni u plimnoj zoni, stijene izloZzene valovima, livade morskih
cvjetnica, mulj, koraljni grebeni i Sume kelpa. Najznacajniji utjecaj na strukturu
bentickih zajednica u kojima Zive ostvaruju svojim nacinom prehrane kojim
ograniCavaju biomasu viSestani¢nih fotosintetskih organizama. Glavni prirodni
neprijatelji su im rakovi, velike ribe, morske vidre, jegulje, ptice i ljudi. Koli€ina,
kvaliteta i dostupnost hrane te ugrozenost od strane predatora su okoliSni €imbenici
koji u najvecoj mjeri odreduju karakteristike Zivotnog vijeka jezinaca. Izbjegavanje
predatora postizu nastanjivanjem staniSta s visokom energijom vode i kriptiCnim
ponasanjem, $to smanjuje ugrozenost, ali i dostupnost hrane (Lawrence, 2013).

Trenutacno, jeZinci imaju bogate populacije diljiem svijeta te se €ini da im ne prijeti
neposredna opasnost od ugrozenosti ili nestanka pojedinih vrsta. Medutim, u
proSlosti su zabiljezeni dogadaji lokalnih masovnih pomora jeZinaca u slu€ajevima
povecanog zagadenja morskog okoliSa i u slu¢ajevima prekomjernog izlovljavanja od
strane ljudi (npr. Napuljski zaljev, Italija za vrstu A. lixula). lako su oc€ito prilagodljivi
promjenama u okolisu, zbog globalnog zagrijavanja, koje ubrzano povisuje
temperaturu oceana, a posebice plitkih mora u kojima obitava vecina vrsta, jezinci bi

potencijalno mogli postati ugrozeni u buduénosti.

1.1.4. Vrsta jezinca Paracentrotus lividus

Jezinac Paracentrotus lividus je relativno velik morski jezinac. Promjer njegove
Cahure bez bodlji kod najvecih jedinki moze dosedi 7.5 cm. Naziva se joS i ljubiCasti
jezinac, hridinski jeZinac ili jezinac kamenjar. Ima duge ostre bodlje koje su najc¢eSce
tamnoljubiCaste boje, ali mogu biti i smede ili zelene, te Cahuru zelenkaste boje (Slika
6).
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Slika 6. VrSna (aboralna) strana tijela (a) i usna (oralna) strana tijela (b) jezinca P. lividus (izvor:
Wikipedia, https://i.pinimg.com/originals/ef/3d/da/ef3ddab827975027862948a2df3b713e.jpq ).

Rasprostranjen je u Sredozemnom moru i istoénom Atlantskom oceanu, od Skotske i
Irske do juZznog Maroka i Kanarskih otoka, uklju€ujuci otoCje Azore. Posebno je Cesta
vrsta u podrucjima gdje zimska temperatura mora varira izmedu 10 i 15 °C, a ljetna
izmedu 18 i 25 °C, kao $to je zapadno Sredozemno more, obala Portugala i zaljev
Biscayne. Analiza varijacije sekvenci mitohondrijskog gena sugerira da jezinac P.
lividus ima dvije populacije, u zapadnom Sredozemnom moru i u isto€nom
Atlantskom oceanu, te da se jedinke nasumi¢no pare unutar ovih populacija i medu
njima (Duran i sur., 2004). Jezinac P. lividus se uobi¢ajeno pojavljuje u podplimnoj
zoni, u rasponu od srednjeg vodostaja do 20 m dubine i u bazenima omedenim
stijenama u plimnoj zoni. Gornja granica pojavnosti i prezivljavanja odredena je
isusivanjem. U Sredozemnom moru, u kojem su morske mijene niske amplitude,
kada razina mora padne neuobiCajeno nisko, jedinke koje ostaju na suhom vrlo brzo
ugibaju. Planktonske larve podnose puno veci pritisak od odraslih jedinki i mogu

plivati na dubinama i od nekoliko stotina metara (Lawrence, 2013).

U otvorenom moru, jezinac P. lividus se pojavljuje uglavhom na ¢vrstom kamenju i
stijenama, te u livadama morskih cvjetnica kao Sto su vrste Posidonia oceanica i
Zostera marina (Lawrence, 2013). lako im je morska trava Cymodocea nodosa
preferirana hrana, ona za njih ne predstavlja i preferirano staniSte, najvjerojatnije
zbog prisutnosti pijeska medu njezinim busenima koji im oteZava kretanje. Jedinke u
plicem moru puno su izloZenije predatorima i utjecaju valova. Odupiru se negativhom

utjecaju energije valova ukopavanjem u supstrat (npr. pjeS€enjak, vapnenac, granit),
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stvarajuci Supljine u obliku ¢ase u kojima privremeno ili stalno Zive. Takvo ponaSanje
im pruza i zastitu od predatora. Kada je gusto¢a populacije velika, supstrat u koji se
jedinke ukopavaju moze poprimiti strukturu Supljina slicnu sacu. U litoralnim
lagunama jezinac P. lividus moZze Zivjeti i na mekS8im supstratima, kao Sto su krupni
pijesak ili ¢ak blato. Mlade i male jedinke, koje su posebno laka meta predatorima,
kako bi se zastitile stalno Zive u rupama, pukotinama, ispod S§ljunka i stijena, a
ponekad i pod gustim pokrovom viSestani¢nih fotosintetskih organizama. Vece
jedinke se viSe kreCu u potrazi za hranom, nakon ¢ega se mogu i ne moraju vratiti u
skloniSta. NajvecCe gusto¢e pokazuju populacije u plitkim staniStima. Lokalno se
pojavijuju u vrlo gustim nakupinama, najvjerojatnije zbog obrane od predatora,
ishrane i mrijeStenja. Populacije mogu biti stabilne gusto¢e godinama, ali Cesto se
dogadaju brze i dugotrajne promjene u gustoéi velikih jedinki. KratkoroCne i
dugoro€ne promjene u gustoCi populacija smatraju se posljedicama niza razli€itih
faktora, kao $to su neravnomjerni mrijest, gubitci tijekom larvalnog stadija Zivota,
migracije, prirodne promjene u koli€ini predatora, prelov predatora, zagadenje i
bolesti. Hrane se uglavnhom viSestaniCnim fotosintetskim organizmima, ali mogu
postati oportunisti i svejedi, posebice u uvjetima ograniCenih resursa. Ovakvim
ponasanjem i sposobno$¢éu da se preusmjere s preferiranih, ali ograni€enih resursa
na manje preferirane ali brojnije resurse znatno utjeCu na strukturu bentickih
zajednica u kojima Zive, a posebice na gustocu populacija viSestani¢nih fotosintetskih
organizama. Hrane se uglavnom nocu. Jezinac P. lividus €esto prekriva svoju vrSnu
stranu tijela razliCitim predmetima, kao Sto su liS¢e, prazne Skoljke, kamencici,
fragmenti plastike i sli€no (Lawrence, 2013). Smatra se da takvo ponasanje moze biti
u svrhu zastite od svjetlosti, ultraljubi¢astog zraCenja i predatora. U mnogim
zemljama, kao $to su Francuska, ltalija, Spanjolska, Malta i dijelovi Hrvatske, jeZinci
ove vrste se Cesto izlovljavaju, a u nekim sluajevima i izvoze, jer se njihove gonade

smatraju gastronomskim specijalitetom.

Krajem 19. stoljec¢a vrsta P. lividus prepoznata je i usvojena u znanstvenom radu
kao iznimno koristan modelni organizam za razli€ita istrazivanja na podrucju
molekularne, evolucijske i staniCne biologije, a prvenstveno za prouCavanje
embrionalnog razvoja, zbog karakteristika, poput prozirnosti jajnih stanica i embrija,
koje omogucavaju lako izvodenje i pracenje takvih eksperimenata u laboratorijskim

uvjetima (Kanold i sur., 2016; Buri¢ i sur., 2015; Manzo i sur., 2013).
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1.1.5. Jezinci kao modelni organizmi u toksikoloSkim istrazivanjima

Prou€avanje akutne i kroni¢ne toksicnosti na morskim organizmima, posebice na
njihovim ranim razvojnim stadijima, od velike je vaznosti jer pomaze u otkrivanju
stupnja osjetljivosti pojedinih organizama na Sirok spektar zagadivala te u
razumijevanju osnovnih principa kao $to su bioakumulacija unutar pojedinog
organizma, biomagnifikacija kroz prehrambeni lanac te utjecaj fizikalnih i kemijskih
svojstava tvari na razmjer tih procesa. Osim toga, morski organizmi imaju velik
potencijal kao modeli pomocu kojih se moze definirati toksicne mehanizme i u€inke
tvari (Pritchard, 1993).

analize. Mnoga osnovna i primijenjena ispitivanja na ovim organizmima su uvelike
doprinijela znanju na podrucjima kao Sto su embriologija, citologija, biokemija,
fiziologija i molekularna biologija. Ipak, jezinci se naj¢eSce koriste u ispitivanju
toksi¢nosti i procjenama zagadenja mora i kvalitete vode. Kao cesti modelni
organizmi u toksikologiji usvojeni su krajem 20.st. te su na njima testirani brojni
agensi, ukljuCujuci fizikalne i kemijske agense, organske i anorganske kemikalije,
lijekove, toksiCne tvari prirodnog porijekla, industrijske i kuc¢anske otpadne vode i
slicno. Vecina ovih istrazivanja provodi se na embrijima jeZinaca jer su rani razvojni
ali i zato Sto se pokazalo da su embriji jeZinaca sposobni obraniti se od toksi¢nih
agenasa nizom razli€itih biokemijskih puteva unutar organizma (Arslan i Karaarslan,
2016; Banks, 2014). Postoji niz znacajki zbog kojih su jezinci preferirani organizmi u
ispitivanju toksi¢nosti. U brojnim slu€ajevima predstavljaju klju¢nu komponentu
bentiCkih zajednica, te ih sedentarni i oportunistiCki naCin zivota Ccini izrazito
osjetliivima na okoliSno zagadenje. Osim toga, najviSe koncentracije razliCitih
potencijalno toksi¢nih tvari antropogenog porijekla o€ekuju se upravo u priobalnim
morskim stanistima zbog ispiranja tla, ulijevanja rijeka te ispustanja otpadnih voda u
more. Takoder, pripadaju organizmima na viSim razinama trofickog lanca, sto ih Cini
podloZznima procesima biomagnifikacije (Cameron, 2002). Zbog toga se Cesto koriste
kao bioloSki i biokemijski indikatori okoliSnog stresa i lokalnog zagadenja, te u
programima pracenja i procjene rizika okoliSa (Banks, 2014). Poseban interes za

prouCavanje odgovora ovih organizama na okoliSne stresore lezi i u njihovoj
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filogenetskoj poziciji. Jezinci su deuterostomi poput kraljeSnjaka. Zbog ove bliske
srodnosti pokazuju sliCnosti s kraljeSnjacima u vidu fizioloSkih procesa i hormonskih
puteva, a moguce je i da dijele sliCan odgovor na zagadenje, na razini stanica, tkiva i
cijelog organizma, kako s drugim zivotinjskim vrstama tako i s ljudima (Sugni i sur.,
2017, Janer i sur., 2005).

1.1.5.1. Test embrionalnog razvoja jezinca (SUEDT)

Jezinci se ve¢ dugo koriste kao modelni organizmi za istrazivanja u podrucju
embriologije. Zahvaljuju¢i njihovoj dostupnosti, pristupacnosti i jednostavnosti
praéenja embrionalnog razvoja, jajne stanice i embriji jezinaca uvelike su pomogli
znanstvenicima u razumijevanju procesa ishodiSnih oplodnji i stani¢noj diobi, te
drugim morfogenetskim procesima (Banks, 2014). Uz to, embriji jeZinaca pokazali su
opseznu sposobnost prilagodbe u odgovoru na varijacije razliCitih parametara i
eksperimentalnih uvjeta. Test embrionalnog razvoja morskog jezinca (eng. Sea
Urchin Embryonal Development Test, SUEDT) se Cesto koristi kao brz, osjetljiv i
isplativ test za ispitivanje toksi¢nosti i procjene kvalitete vode diliem svijeta. Kao
Siroko rasprostranjeni organizmi, jezinci se Cesto javljaju u vecini morskih okolisa i
lako ih je uhvatiti. Ispustaju veliku koli€inu spolnih stanica u okoli§, te je istrazivanja
moguce provoditi kroz cijelu godinu, izmjenjujuci vrste ovisno o njihovom vremenu
mrijesta. Na Slici 7 prikazana su razdoblja mrijesta, rasprostranjenost i veli€ina jajnih
stanica tri vrste jeZinaca uobiCajenih za provodenje testa embrionalnog razvoja.
Buducdi da jezinci imaju vanjsku oplodnju, postupak oplodnje jajnih stanica se moze
jednostavno obaviti u laboratorijskim uvjetima, a prozirnost embrija omogucava lako
praéenje procesa vezanih uz oplodnju, kao $to je pojava fertilizacijske membrane i
pracenje pojedinih razvojnih stadija. Osim toga, proces oplodnje i razvoja embrija se
odvija vrlo brzo, a troSak provodenja testova nije velik. Kroz kratak vremenski period
moguce je pratiti viSe povezanih procesa, koji ukljuuju oplodnju, mitoticku aktivnost i
razvoj larvi. Jasno su vidljivi poremecaji u reproduktivnoj ravnotezi i embriotoksi¢ni
utjecaji, a test je pokazao visoku osjetljivost na razliCite vrste ispitivanih agenasa
(Esposito, 1986).

BioloSki testovi mogu se provoditi na embrijima, spermijima i jajnim stanicama
jeZzinaca, u standardiziranim laboratorijskim uvjetima, nakon Cega se promatraju

promjene u ranim fazama embrionalnog razvoja, sve do larvalnog stadija pluteusa.
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Larve se izlazu ispitivanim agensima kroz Citav embrionalni razvoj, koji moze trajati
od 48 do 72 sata, ovisno o vrsti. Izlaganje se takoder provodi u razdobljima prije
jezinaca na ispitivani agens i razjaSnjavanja mehanizama djelovanja agensa.
Izlaganje jajnih stanica agensima prije oplodnje moze pruziti dodatne informacije o
sposobnosti zagadivala da izazove nepopravljive abnormalnosti u razvoju (Esposito,
1986.). Biotestovi na spermijima jezinaca pokazali su se izrazito osjetljivim
bioindikatorima zagadenja mora, pokazujuci odgovor na iznimno male koncentracije

zagadivala (Oral i sur., 2017; Gambardella i sur., 2015; Esposito, 1986).

Vrsta Mjesto Sezona Veli¢ina (um)
Arbacia lixula Mediteran; Cijele godine,
atlantska obala osim ljeti (u 79
Sjeverne Afrike; neki juZnom
atlantski otoci; Brazil Mediteranu)
Paracentrotus Mediteran; atlantski Cijele .go.dine_
lividus otoci; sjeverozapadna  0sim ljeti (u 90-100
obala Afrike; Irska i Mediteranu)
Skotska
Sphaerechinus Mediteran i zapadni od Studenog do 98
granularis Atlantski ocean Srpnja

Slika 7. Geografska distribucija, sezona mrijesta i veli€ina jajnih stanica triju vrsta jezinaca (izvor:
Giudice,1973)

Cesto se provode istraZivanja utjecaja razligitih koncentracija odredenih nanoc&estica
na jezince, kao i usporedna istrazivanja ucinka odredenih nanocestica na razliCite
vrste jezinaca, kako bi se utvrdile razlike u njihovoj osjetljivosti i odgovoru. Otkriveni
su razli¢iti u€inci izloZzenosti nanoCesticama (Slika 8). Manno i sur. (2012) izlagali su
larve jeZinca P. lividus nanoCesticama ugljika (CNP). Otkrili su da interakcija larvi s
CNP aktivira jedan od gena koji kontroliraju skeletogenezu i inducira proces
biomineralizacije. Larve su inkorporirale CNP u novi biomaterijal sli¢an biseru, koji
nikada prije nije zapazen kod jeZinaca. Manzo i sur. su 2013. po prvi put ispitivali

utjecaj nanocCestica cinka (ZnNP) na istoj vrsti jezinca. Izlagali su jajne stanice
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nanocCesticama cinka tijekom oplodnje i pratili njihov rani embrionalni razvoj. ZnNP
pokazale su toksi¢ni u€inak u vidu promjene strukture kostura pri manjoj koncentraciji
i potpunom zaustavljanju normalnog larvalnog razvoja pri viSim koncentracijama. Iste
godine, Siller i sur. ispitivali su utjecaj nanogestica srebra na jezinca P. lividus.
Izlagali su embrije razliCitim koncentracijama AgNP i iona srebra (Ag*) 2 sata nakon
oplodnje. Izlaganje AgNP, ovisno o dozi, uzrokovalo je zaostajanje u embrionalnom
razvoju, asimetriju tijela i skracene ili nepravilno razvijene nozice larvi, kao i promjene
u pona$anju, odnosno plivanju. Takoder se pokazalo da su koncentracije AgNP
toksi¢nije od svojih ekvivalentnih doza Ag* iona. Wu i sur. (2015) proveli su ispitivanje
toksiCnosti nanoCestica bakra i nanocCestica cinka izlaganjem embrija jeZinca
Lytechinus pictus nanoCesticama 30 min nakon oplodnje. U oba slu€aja izlaganje pri
manjim koncentracijama pokazalo je povecanje u unutarstani€nim reaktivnim vrstama
kisika, dok izlaganje vecoj koncentraciji nije pokazalo povecanje u nastajanju ROS-a,
mozda zbog prejakog citotoksicnog utjecaja. Torres-Duarte i sur. (2015) izlagali su
embrije jezinca L. pictus nakon oplodnje dvjema razli€itim vrstama nanocestica
bakrovog oksida kroz period od 72 sata, dok embriji nisu dosegli fazu razvijenog
pluteusa. Sintetizirane nanoCestice Cu pokazale su vecu toksi¢nost i otapanje u
usporedbi s manje Cistim, komercijalnim nanoCesticama Cu. Gambardella i sur.
(2015) ispitivali su potencijalnu toksi¢nost nanocCestica silicija (SiO2NP) na jezincu P.
lividus. Mijerili su postotak jajnih stanica oplodenih spermom izlozenom SiO2NP,
postotak anomalija i nerazvijenih embrija i larvi te promjene u enzimatskoj aktivnosti,
pri razli€itim koncentracijama nanocestica. Sposobnost spermija da oplodi jajne
stanice nije bila smanjena niti pri jednoj koncentraciji, ali je znaCajan postotak embrija
pokazao anomalije i zastoj u razvoju. Takoder, SiO2NP uzrokovale su neurotoksi¢na
oStecenja i smanjenje ekspresije acetilkolinesteraze neovisno o dozi. Anold i sur.
(2016) ispitivali su potencijalni toksi¢ni utjecaj nanoCestica nikla na jezincu P. lividus.
Pratili su embrionalni razvoj jezZinaca izlozenih razliitim koncentracijama
nanoCesticama nikla nakon oplodnje kroz period od 48 sati. Nije uoCena smrtnost niti
pri jednoj koncentraciji, ali su nanocestice uzrokovale smanjenje duljine razvijenih

larvi.
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Ostecenje

Nanocestice Ispitivane embrionalnog Uspjednost Ostecenja Ostali utjecaji
koncentracije razvoja oplodnje larvi
C 108 — 10° np/ml + biomineralizacija
10*2 -x10* np/ml + ekspresija ciklofilina
ZnO 105 M + + + transkripcijski odgovor
gena 14-3-3
ZnOi CuO 0.5 ppm + kemosensitizatori;
pojatana konc. MXR
proteina
Razli¢ite CuO 0.5 -5 ppm + promjene redox
potencijala
SiO2 19°° mg/L + + smanjena aktivnost
kolinesteraze
Co, TiOz21 Ag 19t mg/L + + + biomineralizacija
Ag 1-300 g/L + osjetljivost ovisna o vrsti
AgNP vs. Ag* 20 500 g/L +
TiO2 1ili5 pg/L + fagocitoza
Ni 0.03 -3 mg/L + aktiviran mehanizam

internalizacije

Slika 8. Rezultati istrazivanja u€inaka nanocestica na rane razvojne stadije jezinaca (Pagano i sur.,

2017).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja bio je primjenom testa embrionalnog razvoja jezinca ispitati
potencijalnu toksi¢nost nanoCestica srebra (AgNP) na embrionalni razvoj jezZinca
Paracentrotus lividus. Ispitivalo se kako na embrionalni razvoj jezinca, specificno na
duljinu larvi, utjeCe izlaganje zigota nanoCesticama srebra netom nakon oplodnje, te

je pracena uspjesnost embrija u dostizanju stadija pluteusa.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Kemikalije

U ovom zavrSnom radu koriStene su sljedece kemikalije: Stok disperzija nanoCestica
srebra koncentracije 20 mg/L (promjer Cestica 60 nm) i kalijev kromov (lll) sulfat

kupljeni od dobavljaca Sigma-Aldrich.

3.2. Sakupljanje odraslih jedinki i gameta (jajnih stanica i spermija)

Dana 17.5.2017. u uvali Séuza u blizini Premanture sakupljene su odrasle jedinke
jezinca P. lividus u jutarnjim satima za vrijeme oseke. Ukupno deset jedinki
mehanicki je secirano na nacin da su otvorene Skarama uokolo usnog otvora i

utvrden im je spol, a zatim su im izvadene gonade (Slika 9).

Slika 9. Seciranje sakupljenih jeZinaca (osobna arhiva).

Gonade Zenki izvadene su iz Sest jedinki i sakupljene u ¢aSice u koje je prethodno
dodana morska voda (Slika 10). Gonade jezinca P. lividus su naranCaste boje. Nakon
filtriranja kroz fitoplanktonsku mreZicu veliCine pora od 100 um, gonade su
pregledane inverznim mikroskopom pod povec¢anjem od 400x. Dvije jedinke nisu
uzete u obzir za daljnju oplodnju zbog toga Sto su imale nezrele jajne stanice manjeg
oblika i dodatno prisutne necisto¢e u suspenziji jajnih stanica. Muske gonade su
izvadene iz 3 jedinke i stavljene na tanjuri¢ na suho. Sperma jezinca se aktivira u

trenutku doticaja s morskom vodom i kratko ostaje pokretna, pa stoga ne smije doci u
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kontakt s morskom vodom do samog trenutka oplodnje jajnih stanica. Nakon
filtriranja kroz fitoplanktonsku mrezicu, sperma je pregledana inverznim mikroskopom
pod povecanjem od 1000x uz koristenje imerzijskog ulja i ostavljena na suhom u

¢aSicama od 10 mL (Slika 11).

Slika 11. Gonade muzjaka jezinca P. lividus (osobna arhiva).

3.3. Oplodnja jezinaca i tretman sa srebrnim nanoc€esticama

Oplodnja jajnih stanica jezZinaca izvrSena je u Cetiri ¢ase volumena od 500 mL.
Suspenzija jajnih stanica u morskoj vodi razrijedena je do koncentracije od otprilike
1000 stanica/mL. Suspenzija je bila svijetlo Zute boje. Zatim je u svaku od Casa

dodano 0.5 mL razrijedene suspenzije sperme koja se sastojala od 50 pL
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koncentrirane izolirane sperme suspendirane u 4.950 mL filtrirane morske vode.
Morska voda je filtrirana preko filter papira kako bi se iz nje uklonile vece prisutne

Gestice.

Zatim su CaSe ostavljene 30 minuta kako bi se dozvolila uspjeSna oplodnja jajnih
stanica. Nakon 30 minuta uspjeSnost oplodnje je provjerena pod inverznim

mikroskopom i potvrdena pojavom fertilizacijske membrane oko jajnih stanica, a u

pojedinim slu¢ajevima €ak i prvim diobama.

Slika 12. Fotografije zigota P. lividus pod inverznim mikroskopom u razli€itim stadijima: (a) oplodena
jajna stanica okruzena fertilizacijskom membranom; (b) nakon prve diobe; (¢) nakon druge diobe; (d)

zigota u stadiju morule fotografirana 1h i 30 min nakon oplodnje (mjerilo 80 ym) (osobna arhiva).
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U meduvremenu je izvrSen tretman sa AgNP veliCine 60 nm. Kako bi se osiguralo da
su Cestice sasvim rasprSene, prije koristenja Stok disperzija AgNP je sonificirana 30

minuta sonifikatorom naziva Sonorex Digitec, proizvodaca Bandelin.

Eksperiment je izvrSen u 4 mikrotitarske plo¢e s po 4 jazice. Svaka plo¢a odgovarala
je odredenoj konentraciji AQNP: 0 (kontrolni uzorak), 50, 100 i 500 pg/L. Najprije je u
jazice dodan toksikant, odnosno ultracista miliQ voda u kojoj su AgNP suspendirane.
U kontrolnu ploc€u, u svaku od jaZica dodano je 250 yL miliQ vode. U plo¢u koja je
odgovarala koncentraciji toksikanta od 50 pg/L dodano je 25 pL Stok disperzije
AgNP, u plocu koja je odgovarala koncentraciji toksikanta od 100 pg/L dodano je 50
ML disperzije AgNP, a u ploCu koja je odgovarala koncentraciji od 500 ug/L dodano je
250 uL Stok disperzije AgNP. Zatim je u svaku od jazica dodano 9 mL morske vode
filtrirane preko filter papira. Nakon Sto je utvrdena uspjeSna oplodnja, u svaku jaZicu
dodan je 1 mL zigota. Zigote od 4 Zenke i 3 muZjaka su nanoSene u jazice krizanjem

kako je prikazano na Slici 13.

Qe I

Slika 13. Shema dodavanja zigota u jazice.

Nakon 48 sati, larve su fiksirane kalij kromovim (lll) sulfatom i fotografirane na
inverznom mikroskopu Zeiss AxioVert 200. Fotografirano je 38 do 50 larvi po uzorku,

kako bi se naknadno u programu AxioVision mjerila duljina larvi.
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3.4. Statisticka obrada podataka

Rezultati su prikazani kao prosjecna vrijednost + standardna odstupanja, a ispitani su
na normalnost distribucije (Shapiro-Wilkinsovim testom) i homogenost varijance
(Leveneovim testom). Podaci koji su udovoljili tim zahtjevima testirani su
jednosmjernom ANOVA-om nakon cCega je uslijedio post-hoc Tukeyev test. Za
podatke koji nisu zadovoljili prethodne pretpostavke, primijenjen je neparametrijski
pristup, odnosno analiza varijance medu grupama Kruskal-Wallisovim testom i Mann-
Whitney-jevim U testom. Razina statistiCki znaCajne razlike izmedu grupe tretiranih

embrija u odnosu na kontrolne uzorke odabrana je kao p<0.05.
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4. REZULTATI

4.1. Odredivanje utjecaja srebrnih nanoc€estica prema veli€ini larve jezinca

U programu AxioVision izmjerene su duljine ukupno 688 larvi jeZinaca iz Cetiri
skupine uzoraka: kontrolne skupine te skupina tretiranih s koncentracijama od 50,
100 i 500 pg/L AgNP. Duljina larvi u stadiju pluteusa mijerila se od apikalnog vrha
tijela do vrha najduze “nozice” larve, a u slu€aju ranijih razvojnih stadija, mjerio se

promijer tijela (Slika 14).

Slika 14. Mjerenje duljine larvi u stadiju u pluteusa(a) i u stadiju kasne morule (b).

U rezultatima prikazane su veli€inske distribucije larvi jeZinaca unutar Cetiri skupine
uzoraka. U slu€aju kontrolne skupine (Slika 15), gotovo sve jedinke uspjeSno su

dosegle fazu pluteusa.

Kontrolna skupina
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Slika 15. Histogram veli€inske distribucije larvi jeZinaca P. lividus iz kontrolne skupine
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Minimalna duljina larvi unutar ove skupine iznosi 74.17 uym, a maksimalna duljina
182.36 um. Najzastupljeniji su veliCinski interval od 100 do 110 pm i interval od 140
do 150 um, u kojem se razvio najveci broj larvi. Srednja vrijednost duljine je 134.34

pgm, a standardno odstupanje iznosi 26.66 pm.

Unutar skupine tretirane s koncentracijom od 50 pug/L AgNP (Slika 16), sve su jedinke
uspjeSno dosegle fazu pluteusa. Minimalna duljina larvi iznosi 118.44 pym, a
maksimalna duljina 212.41 ym. Vidljivo je povecanje u prosjecnoj duljini jedinki, s
najvecim brojem larvi u veli€inskom intervalu od 170 do 180 ym. Srednja vrijednost
duljine je 170.72 ym, a standardno odstupanje iznosi 16.86 um. Zastupljenost manjih
i vecih veliCinskih intervala u odnosu na onaj s najvecCim brojem larvi je smanjena u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Nije vidljiv negativan utjecaj ove koncentracije

toksikanta na razvoj larvi.
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Slika 16. Histogram veli¢inske distribucije larvi jeZzinaca P. lividus iz skupine tretirane s [AgNP] 50 ug/L

Unutar skupine tretirane s koncentracijom od 100 ug/L AgNP (Slika 17), takoder nije
bilo zaostajanja u razvoju larvi. Minimalna duljina larvi iznosi 117.48 pm, a
maksimalna duljina 232.59 ym. Srednja vrijednost duljine je 184.98 ym, a standardno
odstupanje iznosi 17.1 um. Kao i u slu€aju prethodne koncentracije, nije vidljiv

negativan utjecaj tretmana na razvoj larvi. Najveci broj larvi razvio se u intervalu
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duljine od 180 do 190 um. Vidljivo je dodatno povecanje vrijednosti najzastupljenijeg
intervala duljine u odnosu na kontrolnu skupinu i skupinu tretiranu s 50 pg/L AgNP.
Gotovo sve larve imaju vrijednosti duljine u rasponu od 170 do 210 um, a udio

zastupljenosti larvi u drugim veli€inskim intervalima je vrlo malen.
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Slika 17. Histogram veli¢inske distribucije larvi jeZzinaca P. lividus iz skupine tretirane s [AgNP] 100 ug/L

Unutar skupine tretirane s koncentracijom od 500 ug/L AgNP (Slika 18), jasno je
vidljiv toksi¢ni utjecaj AgNP na razvoj larvi jezinca. Malen broj larvi zaostao je u
stadiju gastrule, vecina larvi je stala s razvojem u stadiju izmedu gastrule i pluteusa

(rana prizma), a samo nekoliko jedinki se razvilo u rani stadij pluteusa.
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Slika 18. Histogram veli¢inske distribucije larvi jezinaca P. lividus iz skupine tretirane s [AgNP] 500 ug/L

Minimalna duljina larvi iznosi 46.82 ym, a maksimalna duljina 118.83 pm. Najveci
broj larvi razvio se u veli€inskom intervalu od 100 do 110 ym. Srednja vrijednost

duljine je 83.86 ym, a standardno odstupanje iznosi 16.73 um.

Raspodijele sve Cetiri skupine uzoraka prikazane su na Slici 19. Svaka od Cetiri
skupine prikazana je box-plot dijagramom. NajviSa oznaka odgovara najvecoj, a
najniza oznaka najmanjoj izmjerenoj vrijednosti u danoj skupini, dok granice
pravokutnika u sredini prikaza govore o medijanu te o granicama kvartila raspodjele.
Osim §to ovaj prikaz jasno ukazuje na ubrzani razvoj i povecéanje veli€ine larvi
tretiranih sa koncentracijama od 50 i 100 pg/L AgNP, te na, suprotno od toga,
usporavanje rasta u skupini tretiranoj sa 500 ug/L AgNP, lako je uoditi da je
raspodjela kontrolne skupine znatno Sira od raspodjela skupina tretiranih
nanoCesticama. Promatranje ovog grafa raspodjele nije dovoljno za donosenje
zakljuCaka, pa je provedena potpunija analiza primjenom odgovarajucih statistickih

metoda.
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Slika 19. Box-plot dijagram distribucija svih ispitivanih skupina larvi jezinaca P. lividus

lako su razlike u distribuciji skupina vidljive iz box-plot dijagrama, provedene su i
statistiCke provjere podataka. Shapiro-Wilkinsovom provjerom, s razinom znacajnosti
postavljenom na 0.05, za kontrolnu skupinu dobivena je vjerojatnost (p-vrijednost)
0.0031, za skupinu tretiranu s 50 ug/L AgNP dobivena je vrijednost 0.0017, za
skupinu tretiranu sa 100 ug/L AgNP dobivena je vrijednost 4.0x10°, a za skupinu
tretiranu s 500 pg/L AgNP dobivena je vrijednost 4.9x10#. Obzirom da su sve
dobivene vjerojatnosti manje od zadane razine znacajnosti, mjerenja ne proizlaze iz
normalnih raspodjela. Zbog toga su provedene daljnje provjere koje se ne oslanjaju
na pretpostavku o normalnoj raspodjeli. Nadalje, Levene-ova provjera medusobne
jednakosti varijanci razli€itih skupina, s razinom znacajnosti zadanom na 0.05,
pokazala je da se varijance skupina znaCajno razlikuju. Neparamtarska ANOVA
Kruskal Walis provjera pokazala je, uz razinu znacajnosti zadanu na p<0.001, da
postoji znacajna razlika izmedu grupa. Provedba Mann-Whitney-jeve -provjere nad
kontrolnom skupinom i skupinom tretiranom s 50 ug/L AgNP, kao i nad kontrolnom
skupinom i skupinom tretiranom sa 100 ug/L i 500 pug/L AgNP, pokazale su da svi

parovi skupina proizlaze iz razli€itih raspodjela (p<0.001).

30



5. RASPRAVA

|z prikazanih rezultata moze se zakljuciti da nanocestice prisutne u morskom okoliSu
mogu nanijeti Stetu organizmima. U provedenom istrazivanju toksikant su bile AgNP
veliCine 60 nm, a njihov uCinak na razvoj larvi jezinca P. lividus ovisio je o
primijenjenoj koncentraciji. 1z prikazanih rezultata vidljivo je da post-fertilizacijsko
izlaganje larvi koncentraciji od 50 ug/L AgNP nije uzrokovalo negativan utjecaj na
organizme, vecC je uoCeno ubrzanje rasta i povecanje veliine larvi u usporedbi s
kontrolnom skupinom. Takoder, pri izlaganju koncentraciji od 100 ug/L AgNP uocen
je sli¢an stimulacijski uCinak, s dodatnim povecanjem srednje veliCine larvi iz ove
skupine za 8.35% u odnosu na skupinu tretiranu s 50 pug/L AgNP. Negativan utjecaj
toksikanta na organizme vidljiv je u veliinskoj distribuciji skupine tretirane s
koncentracijom od 500 ug/L AgNP, koja je uzrokovala usporavanje rasta i smanjenje
veli€ine larvi. Srednja vrijednost larvi iz ove skupine smanjila se za 37.58% u odnosu
na kontrolnu skupinu. U&inak toksikanta pri koncentracijama od 50 i 100 ug/L AgNP,
odnosno uoceno ubrzanje rasta i povecanje veliCine larvi u ovim skupinama u
usporedbi s kontrolnom skupinom, mozZe se objasniti mehanizmom koji se naziva
hormesis (gré. hérmésis — brzo kretanje, spremnost). U toksikologiji, hormesis je
pojam koji se odnosi na adaptivhe odgovore bioloskih sustava na umjerene razine
okoliSnog stresa, kroz koje sustavi poboljSavaju svoju funkcionalnost i potencijalno
toleranciju na veée razine okoliSnog stresa. Organizmi izlozeni razli€itim
koncentracijama odredenog toksikanta pokazuju dvofazni odgovor karakteriziran
stimulacijom rasta i razvoja pri nizim koncentracijama te inhibicijom istih pri viSim
koncentracijama. UzevSi u obzir vaznost procjene odgovora bioloskih sustava,
ovisnih o dozi, na prisutne niske koncentracije umjetno proizvedenih nanocCestica
(ENP) ispustenih u okoli§, ovaj je mehanizam postao bitno podrucje interesa i za
nanoekotoksikologe (lavicoli i sur., 2018). Istrazivanja su pokazala hormeticke
odgovore viSe vrsta ENP na razliCitim razinama bioloSke organizacije, a posebice
AgNP. Tyne i sur. (2015) u svojem su istrazivanju ispitali utjecaj 8 nm AgNP u
koncentracijama od 0 do 4 pg/mL na brojnost potomstva obli¢a vrste Caenorhabditis
elegans kroz period od 72 h. Pri koncentraciji od 0.0625 ug/mL AgNP brojnost
potomstva se povecala (89 i 117 potomaka u prvom i drugom mjerenju) u odnosu na
kontrolnu skupinu (75 potomaka), dok je pri viSim koncentracijama (2, 4 pg/mL
AgNP) brojnost bila znatno smanjenja u odnosu na kontrolnu skupinu. Saggese i sur.

(2016) u svojem su istrazivanju ispitivali utjecaj AQNP na lesepsijsku vrstu morskog
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Skoljkasa Brachidontes pharaonis. Jedinke su izlagane koncentracijama od 2 do 40
Mg/l AgNP kroz period od 8 dana. Stopa disanja jedinki povecéala se pri
koncentracijama od 2 i 40 ug/L AgNP, dok pri koncentraciji od 20 ug/L nije pokazala
povecanje u odnosu na kontrolu. Imajuéi u vidu hormeticki u€inak koji su AgNP pri
niskim koncentracijama izazvale kod drugih organizama, moguce je da se odgovor
jezinaca uocen u ovom radu, pri koncentracijama od 50 i 100 ug/L, takoder moze
objasniti hormetickim utjecajem na razvoj larvi. Medutim, toCni molekularni
mehanizmi ove pojave uzrokovane nanocCesticama jo$ uvijek su nepoznati. Sporno je
jesu li odgovori na tretmane s NP karakterizirani stimulacijom odredenih bioloskih
procesa posljedica hormesis-a ili su u vezi s koli¢inom iona koji se ispustaju s
povrSine nanocCestica. Kada udu u zive stanice, AgNP se oksidativho rastapaju,
mijenjaju svojstva kao $to su masa i morfologija i oslobadaju ione s njihove povrSine.
Time staniCni sadrzaj postaje izlozen slozenoj mjeSavini nanocestica, slobodnih
aktivnih iona i kompleksa iona i liganda, $to otezava identifikaciju oblika srebra koji
izaziva promatrani toksi¢ni ucinak. Odredena su istrazivanja sugerirala da AgNP
unutar stanica djeluju putem takozvanog mehanizma ,Trojanskog konja“. Jednom
kada udu u Zive stanice, AQNP mogu zauzeti ulogu glavnog izvora ionskog srebra.
Reakcijom vodikovog peroksida (H2032), jednog od glavnih unutarstani¢nih reaktivnih
oblika kisika, s nanoCesticama srebra nastaje sve viSe toksi¢nih iona srebra (Hsiao i
sur., 2015). Iz tog razloga se oksidativni stres induciran prekomjernim nastajanjem
reaktivnih vrsta kisika smatra glavnim procesom zasluznim za oSteCenja DNA,
aktivaciju antioksidativnih molekula i inaktivaciju proteina. Pored toga, poznato je da
se u nekim sluCajevima AgNP nakupljaju u unutarstani¢nim odjeljcima, raspadaju
unutar endolizosomalnih vezikula te otpustaju Ag* ione i reagiraju s ionima klora te
antioksidativnim molekulama kao Sto su cistein i glutation (Magesky i Pelletier, 2018).
Drugi predlozeni mehanizam citotoksi¢nosti AQNP uzrocnikom smatra ione Ag* koji
nastaju izvan stanice. Siller i sur. (2013) u svojem su istrazivanju proveli post-
fertilizacijsko izlaganje larvi jezinca P. lividus koncentracijama od 3, 0.3 i 0.03 mg/L
AgNP. Takoder su ispitivali i utjecaj odgovarajucih koncentracija Ag* iona: 0.03,
0.003 i 0.0003 mg/L. Odgovor jezinca ovisio je o primijenjenoj dozi. Tretman s 0.03
mg/L AgNP pokazao je slicne rezultate kao i kontrolna skupina. U tretmanu
ekvivalentom koli¢inom Ag* koja bi bila ispuStena tretirajuéi larve s odgovaraju¢om
koncentracijom AgNP (3 mg/L), ioni su uzrokovali zna¢ajne nedostatke u razvoju larvi

pri koncentraciji od 0.03 mg/L nakon 48 h. Nakon 24 h razvoja pri nizim
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koncentracijama, postotak nerazvijenih larvi bio je oko 20% ili manji. Suprotno tome,
znacajne promjene su uocene pri koncentraciji od 3 mg/L AgNP, gdje niti jedna larva
nije uspjela doseci stadij blastule ili gastrule. Dok su se larve iz kontrolne skupine
kroz 48 h wuspjeSno razvile do stadija pluteusa, oko 93% larvi tretiranih
koncentracijom od 0.3 mg/L AgNP nakon 48 h pokazale su zastoj u stadiju kasne
prizme ili ranog pluteusa, s dobro razvijenim probavnim traktom i tjelesnom
simetrijom, ali s vrlo kratkim ,nozicama“, dok su u nekoliko slu€ajeva uocene i
dodatne skeletne strukture. Spomenuti negativni ucinci na razvoj larvi ne mogu
povezati iskljuCivo s otpustanjem Ag* jer su znacajno jaCi nego pri odgovarajucoj
koncentraciji Ag* samih. Iz rezultata ovog rada zaklju¢eno je da AgNP izazivaju vece
toksi¢ne ucinke na jezinca P. lividus od njima odgovarajucih koncentracija Ag®*. Sli¢an
rezultat potvrden je od strane Buri¢ i sur. (2015) gdje su AgNP, pri niskim
koncentracijama, u nekim slu¢ajevima pokazali veci negativni uinak na embrionalni

razvoj u usporedbi s odgovarajucom masom Ag*.

Saco-Alvarez i sur. (2010) proveli su istrazivanje utjecaja razliCitih abiotiCkih
parametara na rani embrionalni i kasniji larvalni razvoj jezinca P. lividus, u svrhu
optimiziranja parametara koristenih pri provedbi SUEDT. Takoder su definirali kriterije
valjanosti izmjerenih vrijednosti kontrolne skupine, koji sluze kako bi ukazali na
potencijalnu loSu bioloSku kvalitetu testnih organizama. Pri izradi krivulja osjetljivosti
na razliite parametre uzete su u obzir 3 krajnje toCke testa izmjerene 48 h nakon
oplodnje: morfoloski izgled larve (4 dobro razvijene ,nozice®), duljina normalne larve, i
rast larve definiran kao povec¢anje u maksimalnoj dimenziji (normalne larve ili ranijih
razvojnih stadija). Prema tim kriterijima kontrola se smatra valjanom ako srednja
vrijednost duljine larvi premasuje 340 ym. U ovom je istrazivanju srednja vrijednost
duljine larvi iz kontrolne skupine samo 134.34 ym, Cemu je razlog vjerojatno to Sto su
jezinci uzgajani pri nizoj temperaturi $to je rezultiralo sporijim razvojem. Saco-Alvarez
i sur (2010) naveli su da temperatura ima snazan utjecaj na razvoj embirija i rast larvi.
UspjeSan razvoj i rast uo€ava se u rasponu od 18 do 22°C (80-1 00% uspjesnosti u
odnosu na kontrolu), dok je u rasponu od 12 do 16 °C uspjeSnost bila 0 - 30% u
odnosu na kontrolu. U ovom radu, larve su uzgajane pri temperaturi od 18 °C.
Nadalje, rezultati od Saco-Alvarez i sur. (2010) pokazali su da su rani razvojni stadiji
larvi P. lividus jako osjetljivi na promjene saliniteta i pH medija. Raspon saliniteta u

kojem embriji postizu optimalni razvoj je od 30%. do 35%., a pri nizim i viSim
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salinitetima razvoj embrija i rast larvi zna€ajno je smanjen. U ovom radu salinitet je
iznosio 38%. Sto je nakon 48 h, uz niske temperature tijekom razvoja, rezultiralo
malim embrijima. Niz drugih faktora mogao je imati u€inak na razvoj larvi. Isti u¢inak
je utvrden i za pH vrijednosti nize od 7.0 i viSe od 8.5. Suprotno tome, na koli€inu
otopljenog Oz2 nije utvrdena visoka osjetljivost, s uspjeSnim razvojem embrija i larvi u
Sirokom rasponu oko standardne koncentracije otoplienog Oz od 6.2 mg/L i naglim
smanjenjem uspjesnosti razvoja tek ispod 2 mg/L. Neionizirani amonijak prisutan u
mediju pokazao se visoko toksi¢nim za embrije. Snazna inhibicija i nagli pad
uspjeSnosti razvoja embrija uoceni su pri koncentracijama ve¢im od 80 ug/L u

rezultatima Saco-Alvarez i sur. (2010).

Chan i sur. (2015) u svojem su istrazivanju ispitivali utjecaj razliCitih pH vrijednosti
(8.0, 7.6, 7.2) na razvoj i putanje plivanja larvi jezinca S. droebachiensis. Rezultati su
pokazali da su promjene u pH utjecale na rast larvi, ali ne i na stopu mortaliteta i
putanje plivanja. Nizi pH uzrokovao je sporiji rast i morfoloSke promjene u odnosu na
kontrolu, $to bi moglo uzrokovati produljenje pelagi¢kog perioda Zivota larvi te bi tako
preziviele larve mogle izrasti u manje odrasle jedinke. Medutim suprotno
oCekivanjima, ove morfoloSke promjene nisu utjecale na putanje plivanja. U ovome
slu¢aju, larve S. droebachiensis pokazale su snaznu fenotipsku plasti¢nost pod
uvjetima snizenog pH, odnosno poviSene kiselosti medija. Liu i sur. (2006) svoje su
istraZivanje usmijerili na prouavanje uc€inka hranjenja larvi P. lividus razli€itim
vrstama hrane: mikroalgama vrste Dunaliella tertiolecta, kapsuliranom formulom
hrane i koncentriranom pastom algi, te su pratili stopu prezivljavanja i metamorfoze.
Pasta nije podrzala rast larvi. lako su larve pokazale najvecu sklonost prema
mikroalgi D. tertiolecta kao hrani i postigle najbrZzu stopu rasta kada su bile hranjene
ovom algom, nisu zamijeCene znacajne razlike u stopi rasta i metamorfoze izmedu
skupina hranjenih mikroalgom, kapsuliranom formulom ili njihovom kombinacijom.
Larve hranjene kapsuliranom formulom su pod visokom ucestaloS¢u hranjenja
odrzale normalnu stopu rasta, a post-larvalni razvoj je u ovoj skupini bio zna¢ajno
uspjesniji u odnosu na skupinu hranjenu mikroalgom. Ovo su primjeri Kkoji
potkrjepljuju rezultat dobiven u ovom radu, odnosno ukazuju na sposobnost larvi
jeZzinaca da pod utjecajem stresora i ¢imbenika koji nisu karakteristi¢ni za njihov
razvoj u prirodnom okruzenju razvijaju prilagodbe, te u pojedinim sluCajevima ovakvi

Cimbenici pojacavaju funkcionalnost bioloskih puteva unutar organizma i stimuliraju

34



rast i razvoj. S obzirom na to da je u ovom radu pracen razvoj larvi 48h od oplodnje,
ne moze se utvrditi je li u ovom slu€aju najvisa koncentracija AgNP (500 pg/L)
uzrokovala iskljuivo znatno usporavanje rasta ili i mortalitet larvi, te ostaje
nepoznato kako bi se pod utjecajem toksikanta odvijao kasniji razvoj larvi i kakve bi
on daljnje uCinke imao na njihovu morfologiju i ponaSanje u morskom okoliSu,
odnosno bi li se imunoloski sustav, koji obuhvaca razliCite stanicne i podstanicne
obrambene mehanizme, reaktivirao da umanji utjecaj toksikanata kojima su bili

izloZeni embriji u ranoj fazi razvoja.
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6. ZAKLJUCAK

Sa sve vecim razvojem nanotehnologije i pove¢anjem zastupljenosti proizvoda koji
sadrze nanocestice te njihovim ispustanjem u morski okolis, raste i vaznost
istrazivanja negativnih u€inaka nanocCestica na morske ogranizme. Ovaj se rad bavi
istrazivanjem ucinka razliCitih koncentracija nanocCestica srebra (AgNP) na jezinca P.
lividus. Rezultati istrazivanja pokazuju da, unato€ opazenom pozitivnom
stimulacijskom ucCinku AgNP na rast larvi pri manjim koncentracijama, pri veéim
koncentracijama one imaju toksi¢an ucinak i rezultiraju zastojem u razvoju larvi. Ovaj
zanimljiv rezultat, koji se moze povezati s principom poznatim kao hormesis, do sada
nije potvrden u literaturi te ostaje i dalje kontroverzna ideja. Nova istrazivanja vezana
za utjecaj AgQNP na embrionalni razvoj trebaju ukljucivati mjerenja pH, kao i otopljeni
kisik i amonijak kako bi se utvrdilo nacin djelovanja tih abioti¢kih parametara na
brzinu otpustanja Ag* iona s povrSine AgNP kao i utjecaje koji proizlaze s paralelnim
djelovanjem abiotickih faktora i AQNP. Nadalje, na temelju ovih rezultata potrebno je
provesti daljnja istrazivanja kako bi se utvrdio to€an mehanizam interakcije AgNP s
oplodenim jajnim stanicama kao i to¢ni molekularni putevi koji utje€u na embrionalni
razvoj. Takoder, bilo bi korisno provesti usporedno istraZivanje ucinka post-
fertilizacijskog izlaganja AgNP na razvoj i duljinu larvi jezinaca razliCitih vrsta, kako bi

se utvrdile razlike u njihovom odgovoru i osjetljivosti na ispitivani toksikant.
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Bioloski u€inci srebrnih nanocestica na larvalni razvoj jezinca Paracentrotus

lividus
LUCIA ILIJIC
Institut Ruder Boskovi¢, Centar za istrazivanje mora, G. Paliaga 5, 52210 Rovinj
SAZETAK

Nanocestice srebra (AgNP) imaju Siroku primjenu u medicinske, prehrambene,
zdravstvene, potroSacke i industrijske svrhe. S obzirom na sve veéu zastupljenost
proizvoda koji sadrze AgNP ocCekuje se i sve vela optereCenost okoliSa ovim
nanocCesticama, te raste vaznost istrazivanja koja se bave njihovim utjecajem na zZive
organizme. Cilj ovog rada bio je ispitati potencijalnu toksi¢nost AgGNP na larvalni
razvoj jezinca Paracentrotus lividus primjenom testa embrionalnog razvoja jezinca
(SUEDT). Oplodene zigote jeZinaca izlozene su koncentracijama od 50, 100 i 500
Mg/L AgNP te se nakon 48h mijerila duljina larvi. Pri koncentracijama od 50 i 100 pg/L
AgNP, uocen je porast u brzini razvoja i veli€ini larvi u odnosu na kontrolnu skupinu,
a koncentracija od 500 ug/L AgNP uzrokovala je zastoj u razvoju larvi i zna¢ajno
smanjenje duljine u odnosu na kontrolnu skupinu. S toga, provedba testa dokazala je
da AgNP imaju toksi¢an uc€inak na ispitivanu vrstu ovisan o primijenjenoj dozi, a
opazeni stimulacijski ucinak nizih koncentracija na larvalni razvoj moguca je
posljedica znanstvenog principa poznatog kao hormesis. Medutim, potrebno je
provesti daljnja istrazivanja kako bi se utvrdili tocni mehanizmi paralelnog djelovanja
AgNP i razliCitih abiotiC¢kih faktora (pH, otopljeni kisik, temperatura, amonijak) na
larvalni razvoj ove vrste te kako bi se utvrdio to€an mehanizam interakcije AgNP sa

oplodenim jajnim stanicama.
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ABSTRACT

Silver nanoparticles (AgNPs) have gained widespread use in medical, health,
consumer and industrial applications. Given the increasing use of products containing
AgNPs, an increase in the amount released into the environment is also expected.
Therefore, it is of growing importance to study the effects of AgNPs on living
organisms. The aim of this study was to investigate the potential toxicity of AQNPs
on the larval development of sea urchin Paracentrotus lividus. For this purpose, the
sea urchin embryonal development test (SUEDT) was used. Fertilised zygotes of P.
lividus were exposed to concentrations of 50, 100 and 500 ug/L AgNPs and larval
length was measured after 48 hours. Larvae treated with 50 and 100 ug/L AgNPs
showed an increase in size and development rate compared to the control, while
larvae treated with 500 ug/L AgNPs exhibited a reduced development rate and were
significantly smaller in size compared to the control. Thus, the test has shown that
AgNPs have toxic effects on the test species dependent on the dose administered.
The stimulatory effects observed in larvae treated with lower concentrations of
AgNPs could possibly be related to hormesis. However, further studies should be
conducted in order to clarify the precise mechanisms that AQNPs and different abiotic
factors (pH, dissolved oxygen, temperature, ammonia) simultaneously exert on larval
development. In addition, further studies should aim to improve understanding of the

ways AgNPs interact with fertilised eggs of P. lividus.
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