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1. Uvod

U posljednjih nekoliko desetljeCa upotreba nanocestica i nanotehnologije u
svakodnevnom je zivotu u znacajnom porastu. Osnovna definicija nanocCestica je da su to
Cestice s barem jednom dimenzijom manjom od 100 nm. Nanotehnologija je skupni pojam
koji podrazumijeva sposobnost za rad s materijalima nanometarske ljestvice. Nanotehnologija
ima potencijalne primjene u Sirokom spektru sektora, od energije (proizvodnje, katalize,
skladiStenja), materijala (maziva, abraziva, boja, guma i sportskih pribora), elektronike
(¢ipovi i zasloni), optike, hrane (aditivi i pakiranje), kozmetike (losioni za kozu i kreme za
suncanje) i medicine (dijagnostika i isporuka lijeka). Ova Sirina odrazava raznolikost
materijala koji se primjenjuju ili ¢e se primjenjivati u razli¢itim djelatnostima (Joner i sur.,
2008).

Nanocestice se nalaze i u vodenim i u kopnenim stanistima gdje postaju raspolozive
zivim organizmima koji ih onda unose i akumuliraju u svome tijelu prije nego ih ukloni
imunoloski ili neki drugi sustav. U organizmima nanocestice predstavljaju strane elemente s
vlastitim fizikalno-kemijskim svojstvima, tako da mogu ometati normalne fizioloSke
mehanizme zametaka, mladih Zivotinja u razvoju i odraslih. U zametcima, nanocestice ¢esto
poremete razvoj, dovode¢i do malformacija koje mogu biti smrtonosne. Sama veliCina
nanocCestica donosi odredena svojstva koja ometaju fizikalne, kemijske i bioloSke aktivnosti
organizma. Zbog svoje male veli¢ine, nanoCestice mogu lako prodrijeti preko stani¢ne
membrane, izbjegavaju¢i mehanizme obrane. NanoCestice potom migriraju u stanicu i
dospijevaju u organele poput mitohondrija, modificiraju metabolizam stanice i izazivaju smrt
stanice. Ako nanocestice nisu dovoljno male da prodiru u stanicu, mogu utjecati na stani¢nu
membranu ometaju¢i membranske funkcije kao Sto su ionski transport ili signalna
transdukcija. Kemijski sastav i fizicka svojstva nanocestica mogu biti citotoksiéni, a pozitivni
elektri¢ni naboji nanocdestica mogu ostetiti membranske lipidne dvosloje. Osim toga,
nanocestice mogu stupiti u interakciju sa drugim zagadivalima koji se unose u organizam
(Exbrayat i sur., 2015). Zbog navedenog, vazno je istraziti u¢inke ovih Cestica na razli¢itim
razinama bioloske organizacije sastavnica okoliSa (molekularnoj, stani¢noj, tkivnoj,

populacijskoj).



1.1 Obiljezja nanocestica

Nanocestice pripadaju ultrafinim Cesticama. Tako male Cestice imaju svojstva i
mogucénosti koje iste tvari vece grade nemaju. Mogu prodrijeti na mjesta gdje vece Cestice ne
mogu, zbiti se medusobno i time efektivno smanjiti volumen predmeta koji grade. Osim
smanjenog volumena, gusée zbijanje nanocestica je vazno za ¢vrstocu i izdrZljivost strukture
koju grade. Iz velikog omjera povrsine i volumena nanocestica proizlaze druga svojstva koja
ih karakteriziraju, a medu njima su visoka reaktivnost, dobra kataliticka svojstva i sklonost
aglomeraciji. PovrSina sluzi kao indirektna mjera veli¢ine Cestice. Mogu biti prirodne ili
sintetizirane, a u bilo kojem obliku imaju veliki raspon mogucih primjena. Prema nastanku,
nanocestice s& mogu podijeliti na tri vrste: prirodne (nastaju bez utjecaja ¢ovjeka, npr.morska
sol u atmosferi i vulkanska prasina), antropogene (indirektno nastale covjekovim utjecajem na
okoli§, npr. ¢ada nastala izgaranjem fosilnih goriva) i sintetizirane (vrsta nanocestica koja je

dizajnirana i stvorena umjetno) (Okanovi¢, 2014).

1.2. Vrste i primjena nanocestica

Ugljen

Razlikujemo tri obllika ugljena; crrni ugljen, grafit i grafen. Crni ugljen dobiva se
nepotpunim izgaranjem ili termalnom razgradnjom ugljikovodika. Ovisno o nacinu
proizvodnje, mijenjaju se veli¢ina povrSine i struktura Cestica, a o njima OvVise svojstva
zavrinog produkta. Cestice s veéom povr§inom koriste se u stvaranju provodnih materijala, a
one s manjom povrSinom koriste se kao strukturni popunjivaci. U danasnje vrijeme glavna
uloga im je strukturno pojacanje, pogotovo u proizvodima od gume (npr.automobilske gume).
Od ostalih svojstava vazno je navesti UV zaStitu 1 pigmentaciju, $to se primjenjuje U
pomorskim ili avijatiCarskim djelatnostima u obliku zastitnih premaza i boja. Grafit je
jednodimenzionalni ugljik €iji slojevi imaju debljinu reda veli¢ine manje od nanometra, a
razmak izmedu slojeva mjeren u nanometrima omogucava upotrebu grafita kao maziva,
smanjujuci trenje medu premazanim povrSinama. Grafen je jednoslojni oblik grafita za koji se
smatra da ima posebna magnetska svojstva koja rastu s temperaturom i brojem defekata u
strukturi (Okanovic¢, 2014.)

Nanocijevi

Nanocijevi su cilindri grafena, obi¢no barem s jedne strane "poklopljeni" fulerenom.

Pokazuju izvanrednu snagu i jedinstvena elektricna svojstva te su odli¢ni toplinski vodici.
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Postoje dvije osnovne vrste: jednozidne ( SWNT single wall nano tubes) i visezidne ( MWNT
multi wall nano tubes) nanocijevi. Jednozidne nanocijeci (Slika 1) imaju promjer od oko 1nm
dok im duljina moze biti vise tisuc¢a puta veca. Imaju posebna elektri¢na svojstva koja ih ¢ine
favoritima za budu¢u minijaturizaciju elektronickih komponenata. Cijenjene su zbog iznimne

¢vrstoce 1 elastiCnosti unato¢ maloj gusto¢i (Okanovi¢, 2014).

Slika 1. Jednozidna karbonska nanocijev (web 1).
Metali

Nanocestice od metala ve¢ su jako dugo u uporabi, ali tek ih je nekoliko pronaslo Siru
upotrebu u obliku baterija ili kao sastavni dijelovi eksploziva. Medu njima su najzastupljeniji

aluminij, srebro, nikal, Zeljezo i kobalt (Okanovi¢, 2014).
Metalni oksidi

Oni ¢ine najvecu skupinu anorganskih nanocestica, od kojih su najpoznatiji titanijevi,
cinkovi i silicijski oksidi. Titanijev se oksid Kkoristi u proizvodima koji sluze zastiti od UV
svijetla poput krema za suncanje, boja i premaza, solarnim ¢elijama kao fotokatalizatori te u
fotokatalitickom ¢iS¢enju voda. Silicijev dioksid, poznat pod imenom silika-gel, svoju je
primjenu naSao u mnogobrojnim industrijama, medu ostalim 1 u gradevinskoj, u obliku aditiva
raznim adhezivima, premazima ili cementu. Zeljezov oksid najéesée je upotrebljavan u

kozmetici i dizel industriji kao katalizator u pro¢is¢avanju goriva (Okanovic, 2014).
Kvantne tocke

Raspored elektrona i rupa u materijalu igraju veliku ulogu kada se radi o kvantnim

tockama. Ove poluprovodljive Cestice, veli¢ine od 1 - 10 nm imaju kvantna svojstva, odakle
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im potjeCe ime. Stimulacijom proizvode svjetlost (Slika 2), i to u koli¢ini obrnuto
proporcionalnoj svojoj veli¢ini. Primjenu su nasle u proizvodnji visebojnih LED svjetala te
kao markeri u bioloskim istrazivanjima. Spajanjem kvantnih tofaka s to¢no odredenom
vrstom molekula moguce je uz visoku specificnost proucavati tkiva. Takva se primjena vecé

nasla u medicini, a predvida se da ¢e u buduc¢nosti imati jos veci utjecaj (Okanovic¢, 2014).

Slika 2. Koloidne kvantne to¢ke ozrac¢ene UV svijetlom. Razli¢ite veli¢ine kvantnih to¢aka emitiraju razliite

boje svjetlosti zbog kvantnog ograni¢enja (web 2).

2. Osnovni dio

2.1 Utjecaj nanocestica na kopnene organizme
2.1.1. Sisavci
Sisavci, a osobito ljudi, izloZzeni su nanocesticama koje mogu prodrijeti u tijelo
inhalacijom ili na transkutani nain. U oba slu¢aja veli¢ina nanocestica omoguc¢ava prodiranje
endocitozom u stanicu te prodiranje transcitozom u nekoliko stanica, jedna za drugom. Kada
se udahnu, nanocestice mogu do¢i do Ziv€anih krajeva olfaktivnog epitela, zatim uzvodno od
aksona do mozga gdje pogadaju mozdane neurone. Nanocestice napadaju i1 pluca, a zatim
stizu u krvotok te napadaju krvno-mozdanu barijeru. Napadnuti mogu biti i drugi organi poput
kosStane srzi, limfnih ¢vorova, slezene ili srca. Dokazano je da nanocestice mogu izazvati
upalu i aktivnosti prooksidansa i antioksidansa, oksidacijskog stresa i modifikacije
mitohondrijske raspodjele (Exbrayat, 2015).
Eksperimenti provedeni sa Stakorima i miSevima pokazali su stetno djelovanje
nanocCestica na mozak. U Stakora, izlaganje Cu-nanocesticama promjera 40-60 nm izazvalo je

proliferaciju endotelnih stanica mozdanih kapilara kada su primijenjene niske koncentracije
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(oko 1,5ug / mL). Vece koncentracije (oko 50 pg / mL) inducirale su povecanje
prostaglandina E2. Ekstracelularne razine TNFa i IL bile su znac¢ajno visoke, a toksi¢nost je
konac¢no utjecala na krvno-mozdanu barijeru (Trickler i sur., 2012). Druga studija provedena
na Stakoru pokazala je da 24-satna ekspozicija Ag-nanocesticama veli¢ine 25, 40 ili 80 nm
utjeCe na krvno-mozdanu barijeru izazivajuci proupalnu reakciju koja bi mogla prouzrociti
upalu mozga uz neurotoksi¢ne efekte (Trickler i sur., 2010). Ostali radovi, izvedeni na mozgu
Stakora ili miSa, potvrdili su Stetne ucinke nanocestica na permeabilnost krvno-mozdane
barijere $to utjeCe na krvne procese mozga, a time 1 stvaranje cerebralnog edema. Morfoloski
ucinci mogu uzrokovati ozljede neurona, modifikaciju aktivnosti nekih glija stanica i gubitak
mijelinskog vlakna zbog aktivacije HSP (heat shock proteina). Uc¢inci Cu-nanocestica i Ag-
nanocestica veli¢ine 50-60 nm bili su veéi i vazniji od ucinaka Al-nanocestica iste veli¢ine.
Usporedni radovi, izvedeni na svinji, pokazali su patogene u¢inke Ag-nanocestica velicine 25,
40 i 80 nm, Cu-nanocestica veli¢ine 40 i 60 nm i Au-nanocestica veli¢ine 3 i 5 hm na barijeru
krvno-mozdanih stanica, uz priguSeni ucinak Au-nanocCestica. U Stakora su 45 nm Ag-
nanocestice utjecale na djelovanje acetilkolina uz proizvodnju NO (dusikovog oksida) koji
inducira hiperaktivnost trahealnog glatkog misi¢a (Gonzales i sur., 2011). Kod misa, injekcija
Ag-nanocestica promjera 25 nm izazvala je oksidacijski stres. Agregati nanocestica zapazeni
su u crvenoj pulpi slezene, plu¢ima, bubrezima te u nosnom zraku, bez zna¢ajnih morfoloskih
promjena osim u nosnoj Supljini. U¢inci Au-nanocestica promjera 5 i 15 nm ispitani su na
kulturi mi§jih fibroblasta. Samo najmanje nanocestice promjera 5 nm predstavile su toksi¢ne
u¢inke na oblik stanica koje su postale uske te su tako ometale aktin citoskeleta. Stanice
izlozene Au-nanocCesticama tijekom 72 sata pokazale su degradaciju teSkog lanca klatrina,

proteina citoskeleta (Coradeghini i sur., 2013).

2.1.2. Gujavice

Zbog uclestale upotrebe razliCitth nanometerijala, brojne nanocCestice razli¢itim
putevima dospijevaju u okolis, posebno u tla gdje mogu utjecati na organizme koji se u njemu
nalaze.

Gujavice zbog svojih bioloSko ekoloSkih osobina znatno doprinose poboljSanju
kvalitete tla tako Sto premjeStaju 1 mijesSaju razlicite slojeve tla, poboljSavaju prozraivanje,
svojim aktivnostima poboljSavaju propusnost za vodu i time pozitivno utje¢u na hidraulicka
svojstva tla, te izgraduju sloj humusa (Edwards i Bohlen, 1992). Osim toga, gujavice ¢ine ¢ak
60% do 80% biomase tla. Zbog svoje ekoloSke vaznosti, brojni istrazivanja su provedena

kako bi otkrili uinci nanocestica na ove organizme. Nekoliko je metoda koriSteno za
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razmatranje tih ucinaka, od kojih je jedan usmjeren na apoptotski proces. Medutim, razliCite
vrste gujavica ne mogu se smatrati ekvivalentnim modelima u ovim tipovima eksperimenata.
Lumbricus terrestris endogejna je vrsta (zivi duboko u tlu) dok je Eisenia fetida epigejna vrsta
(cijeli zivotni ciklus provodi pri povrsini tla ili komposta). Dakle, te Zivotinje nisu podvrgnute
istom toksi¢nom uéinku te su rezultati eksperimenata provedenim na te dvije vrste razliciti
(Lapied i sur., 2010).

Velik broj istrazivanja proveden je na vrsti Eisenia fetida (Slika 3). Eksperimenti koji
su koristili Ag-nanocestice promjera 20 nm u suspenziji u vodi pokazali su da se broj
apoptoti¢nih stanica povecao s koncentracijom Ag-nanoCestica koji nikada nije agregiran.
Kod vrste Eisenia fetida, navedene su nanoCestice uklonjene unutar 24 sata. Ucinci
nanocestica bili su slabiji u tlu nego u vodi. Apoptoti¢ne stanice su opazene u kutikuli i
crijevnom epitelu tj. dijelovima tijela koji su bili izravno izloZeni nanocestica. Moze se
zakljuéiti da su nanoCestice utjecale na proSirenu barijeru koja se sastoji od sluzi i
antibakterijskih molekula koje nadalje utje¢u na apsorpciju hranjivih tvari i imunosnu zastitu,
Sto je uloga kloragogenog tkiva (Lapied i sur., 2010).

Ti02 ulazi u sastav nekoliko slojeva tla 1 smatra se inertnim. Ova molekula je naSiroko
koristi u mnogim industrijskim proizvodima, kao §to su kreme za suncanje. Toksi¢ni uéinci
TiO2-nanocetica mogu biti povezani s stvaranjem slobodnih radikala s vodom u prisutnosti
sunCeve svjetlosti. Istrazivanja su pokazala da kod vrste Eisenia fetida, TiO2-nanocestice
promjera 10 do 20 nm u koncentracijama vec¢im od 1 g/kg tla utjecu na enzimsku aktivnost,
dolazi do oste¢enja mitohondrija i induciraju apoptozu (Exbrayat i sur., 2015).

Istrazivanje vezano za unoSenje, izlu¢ivanje i biodistribuciju Co-nanocestica promjera
4 nm i Ag-nanocestica promjera 20 nm te topljivin Co i Ag soli kod vrste Eisenia fetida,
pokazalo je da su Co ioni i Co-nanocCestice bile akumulirane, a da su Ag ioni i Ag —
nanocestice vrlo brzo izlucene. Samo 32% nakupljenih Co iona i Co-nanocestica bilo je
izlu€eno. Visoka nakupina kobalta zabiljeZena je u krvi i probavnom traktu. Co nanocestice
pokazale su otpustanje iona, dok su Ag ioni i nanocestice bili vise inertni (Coutris i sur.,
2012).

Pojedine jedinke vrste Eisenia fetida bile su izlozene tijekom nekoliko tjedana Ag-
nanocesticama promjera 30-50 nm oblozenih polivinilpirolidonom (PVP) -hidrofilnom
supstancom ili oleinskom kiselinom- hidrofobnom supstancom. Neke od njih su bile izloZeni i
soli AgNO3 . Bez obzira na izvor Ag, gujavice su akumulirale Ag s varijacijama prema
koncentraciji. Akumulacija je bila viSa s ionima nego sa nanocesticama. Nije zabiljeZena

razlika toksi¢nosti izmedu nanocestica oblozenih PVP-om ili oleinskom kiselinom. Ekspresija
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nekoliko gena oksidativnog stresa, aktivnost katalaze, inhibitora glutation-reduktaze, fosfataze
I Na+/K+ ATPaze varirali su ovisno o koncentraciji i trajanju izlozenosti soli AgNO3 ili Ag-
nanocesticama. Bez obzira na oblik u kojem je Ag bio primijenjen, mehanizmi toksic¢nosti bili
su usporedivi (Exbrayat i sur., 2015).

Otrovni ucinci ZnO-nanocestica 1 TiO2-nanocestica takoder su istrazeni kod vrste
Eisenia fetida. U prirodnom tlu, ZnO-nanocestice vrlo su toksi¢ne u suprotnosti s TiO2-
nanocesticama. No, kada su gujavice bile izlozene u pjesc¢anim tlima, nije zabiljeZena nikakva
toksicnost, bez obzira na vrstu nanocestica. Nakon cCetiri mjeseca izloZenosti umjetnim tlima,
na reprodukciju gujavica utjecala su obje vrste nanoCestica. Toksi¢ni uéinci ZnO-nanocestica

bili su znacajniji od uc¢inaka TiO2-nanocestica (Coutris i sur., 2012).

Slika 3. Eisenia fetida u svome prirodnom stanistu-tlu (web 3).

Lumbricus, drugi rod gujavica, takoder je koristen za ispitivanje nekih bioloskih ucinaka
nanocestica. Kod Lumbricus terrestris izlozenih Ag-nanocesticama, stupanj apoptoze bio je
mjera za procjenu toksi¢nosti Ag-nanocestica koje su svoju Siroku primjenu naSle kao
antimikrobne tvari za radnu odje¢u. Nekoliko eksperimenata pokazalo je da apoptoza utjece
na crijevni epitel kada je izravno u kontaktu s nanoc¢esticama, posebice u tiflosolu u kojem
apoptoza utjeCe na kloragogene stanice koje imaju funkciju usporedivu s jetrom kod
kraljeznjaka ili hepatopankreasa u skoljkasa i ¢lankonozaca (Exbrayat i sur., 2015).

Kada su u hranu za Lumbricus terrestris dodane TiO2-nanocestice oblozene AI(OH)3
i polidimetilsiloksanom, nije zabiljezeno povecanje apoptotickih stanica. Ako su iste

nanocestice rasprsene u tlu, broj apoptoti¢nih stanica povecao se u kutikuli, kao kod Zivotinja



izlozenim nanocesticama u vodi. Konacno, ucinci TiO2-nanoCestica nisu bili znacajno
razli¢iti izmedu vode i tla. U€inci inducirani TiO2-nanocesticama bili su slabiji od Ag-
nanocestica, a u oba su slucaja bila pogodena ista tkiva. Kod zivotinja uzgojanih u vodi,
TiO2-nanocestice nakupljale su se u lumenu crijeva, ali nikad u tkivima. U Lumbricus
terrestris zabiljezeni su $tetni ucinci TiO2-nanocestica pri nizim koncentracijama (100 mg/

kg) od onih u vrste Eisenia fetida (1000 mg / kg) (Exbrayat i sur., 2015).

2.2. Utjecaj nanocestica na poluvodene organizme (vodozemce)

Lic¢inacki zivot vodozemaca vezan je za vodu s prilagodenom anatomijom i
fiziologijom. Udisu preko Skrga, crijevo je osobito izduzeno za biljnu hranu, ekskretorni
sustav prilagoden vodi s jakim uklanjanjem vode iz organizma te posjeduju rep i repne peraje
kako bi se kretali plivanjem. Kada postanu kopneni organizmi, podvrgavaju se metamorfozi
koja je kriticno razdoblje njihova Zivota. Ova faza je karakterizirana vaznim promjenama
disnog sustava ukljucujuci nestanak skrga i razvoj pluéa te se zbog toga mijenja cirkulacijski
sustav. Skrge nestaju, aortalni lukovi postaju zaduZeni za mali i veliki optok krvi. Bubrezi
postaju organi za izlu€ivanje s moguénosScu Stednje vode. Kod nekih vrsta rep nestaje, a kod
nekih ostaje. Kod veéine vrsta razvijaju se prednje i straznje noge. Zivotinja je u Zivotnoj fazi
metamorfoze vrlo krhka. Metamorfoza je pod kontrolom Stitnjace i hipofize pa su vodozemci
izvrsni modeli za procjenu toksi¢nih uéinaka nanocestica na hipofizu i titnjacu.

U nekoliko eksperimenata ispitivano je djelovanje nanocéestica na stres i hormone
StitnjaCe upotrebom in vitro kultura kaudalnih peraja u Zabe Rana catesbeiana. Kod ove vrste
zabiljezeni su u€inci Ag 1 ZnO-nanocestica na ekspresiju gena trijodotironina (T3) pomoc¢u
gPCR-a. Rezultati su usporedeni s onim dobivenim za tkiva izloZenima AgNO3, Ag
Cesticama od nekoliko pum, te Cesticama Cd koje su takoder iznosile nekoliko um. Ag-
nanocCestice utjecale su na ekspresiju transkripata vezanih za T3. ZnO-nanocestice nisu imali
nikakav ucinak. Male koncentracije Ag-nanocestica su poremetile signalizaciju T3 hormona
bez izazivanja bilo kakvog stresa (Hinter i sur., 2010).

Istrazivanja na epitelnim sojevima vrste Xenopus laevis pokazala su da je toksi¢nost
bakra u tri razli¢ita oblika: Cu ++, CuO-nanocestice promjera 6nm i agregat CuO-nanocCestica
promjera 100nm. Citotoksi¢ni ucinci bili su razli¢iti ovisno 0 vrsti spoja te o stadiju stani¢nog
ciklusa. Kod mitotickih stanica tretiranih Sa sve tri vrste tvari, nakon nekog vremena
zaustaviljena je njihova podjela znacajnim povecanjem broja apoptoticnih stanica, 0visSno 0

vrsti Cu supstancije (Thit i sur., 2013).



Istrazivanje o embrionalnom razvoju vodozemaca pokazalo je slab smrtonosni ucinak
na zametke, ali ranu smrt u najvisim koncentracijama. CuO-nanocestice, TiO2-nanocestice i
ZnO-nanocestice nisu izazvale smrt embrija, ve¢ su izazvale teratogene ucinke, posebno na
crijevu kada su koncentracije bile ve¢e od 50 mg/L. ZnO-nanocestice izazvale su najStetnije
ucinke na crijevnu barijeru, gdje dopiru do vezivnog tkiva. TiO2-nanocestice slabo su
teratogene s mozda skrivenim fizioloskim ucincima. Procjena toksi¢nih uc¢inaka TiSiO4-
nanocestica pokazala je smrtnost manju od 11% u punoglavaca vrste Pelophylax perezi (Rana
perezi). Uoceni su vazni uinci na laktat i melanin, $to je posljedica povecanja oksidativnog
stresa. TiSiO4-nanocestice svakako su imale dugoro¢ne ucinke na te Zivotinje (Salvaterra i
sur., 2013).

Suprotno op¢im Stetnim ucincima nanocestica, neki eksperimenti pokazali su da ZnO-
nanocestce vec¢e od 40 nm mogu poboljsati nekoliko vizualnih funkcija. Elektroretinogramom
(ERG) ustvrdeno je da te nanocestice znatno povecavaju amplitudu valne duljine kod Zabe
krastaca kada su bile izlozene svjetlu. Osim toga, ZnO-nanocestice poboljsale su vizualnu
osjetljivost i skratile vrijeme regeneracije rodopsina, pigmenta koji je ukljuc¢en u osjetljivost
na svjetlost (Exbrayat i sur., 2015).

2.3. Utjecaj nanocCestica na vodene organizme
2.3.1. Ribe
Velike koli¢ine nanocestica nalaze se i u morskom i u slatkovodnom okolisu.
Nekoliko radova provedenih na vodenim organizmima omogucilo je poznavanje u¢inaka tih
nanocestica. Medutim, ti efekti su promjenjivi. Dosadasnje studije smatraju nanocestice kao
novu vrstu zagadivaca u okoliSu ¢iji ucinci ovise o njihovoj veli¢ini, ali jo$ uvijek nisu
dovoljno istrazeni. Razni Zivotinjski modeli koriSteni su za procjenu prirode tih Stetnih
ucinaka; neki su usredotoceni na ribe kostunjace, osobito na zebricu Danio rerio (Slika 4) ili
na pastrvu Onchorynchus mykiss dok su ostali usmjereni na rakove, mekusce i planktone.
Ucinci ZnO-nanocCestica istrazeni su na in vitro kulturama sojeva hepatocita koji
dolaze od ljudi i ribe. Te su nanocCestice agregirane, $to snazno doprinosi toksi¢nosti na
ribljim stanicama. Za ljudske stanice, toksi¢nost bi bila uzrokovana otopljenim solima koji su
oslobodene iz nanocestica. Komparativna studija izvedena in vivo na zebrici (Danio rerio) i in
vitro kulturi tumorskih humanih hepatocita Huh7 pokazala je da Ag-nanocestice promjera 120
nm prodiru u hepatocite induciraju¢i oksidacijski stres karakteriziran prisutnos¢u ROS

molekula, utje¢u na ekspresiju INFa. i rad endoplazmatskog retikuluma (ER) . Promatrane su



i transkripcijske promjene p53 i Bax gena ukljuenih u apoptozu. Ipak, neke su razlike
zabiljezene izmedu ribe 1 ljudskih hepatocita, §to upucuje na postojanje nekoliko mehanizama
stresa povezanih s modifikacijom endoplazmatskog retikuluma. Takoder je zamijeCen utjecaj
Ag-nanocestica na razvoj zametaka zebrica nastankom malformacija (Christen i sur., 2013).

In vitro studije na zebrici pokazale su da Ag-nanocestice uzrokuju neurotoksi¢ne
ucinke koji su razli¢iti od utjecaja Ag+ iona. UCinci Ag-nanocestica s razli¢itim veli¢inama
(promjera 12 i 28 nm), Ag-nanocestica oblozenih PVP-om ( promjera 45, 63, 65 i 324 nm) i
Ag iona bili su razli¢iti i na razvoj embrija. Ag+ ioni usporili su razvoj plivaju¢eg mjehura,
implicirajuéi 1 nekoliko malformacija dok su ucinci Ag-nanocestica bili slabiji. Ponasanje riba
je takoder modificirano uz dodatni svjetlosni podrazaj; najmanje nanocestice oblozene PVP-
om izazvale su hiperaktivnost, a najve¢e PVP-om oblozene nanocestice izazvale su
hipoaktivnost. Detaljne analize su pokazale da su uéinci Ag-nanocestica promjera 1-20 nm na
embrijima zebrica opaZeni 1 u ziv€éanom sustavu odraslih zebrica. Ag ioni oslobodeni iz Ag-
nanoCestica povecavaju smrtnost i malformacije. Takoder su kod embrija zebrica Ni-
nanocestice bile odgovorne za smrtnost i inducirane malformacije. Crijeva su postala vrlo
tanka u kontaktu s Ni-nanoCesticama, skeletni miSi¢i su takoder bili pogodeni sa Ni-
nanocesticama te topivim niklom. Veliki klasteri agregiranih Ni-nanocestica promjera 60nm s
dendritom strukturom bili su osobito toksi¢ni i na crijevnim i skeletnim misi¢ima Sto govori
da je konfiguracija Ni (u obliku nanocestice, agregata ili iona) vaznija od njegove veli¢ine.
Au-nanocestice promjera 10 nm raSirile su se u sve dijelove tijela u embrijima zebrica.
Dobivene malformacije mogu biti uzrokovane slu¢ajnom raspodjelom Au-nanocestica U
stanicama tijekom razvoja. Usporedujuci toksi¢nost ovisno 0 kemijskim svojstvima, Au-
nanoCestice manje su Stetne od Ag-nanocestica. Dakle, zametci zebrica (Danio rerio) mogu
se koristiti kao in vivo modeli, osobito u pogledu biokompatibilnosti materijala (Exbrayat i
surr., 2015).
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Slika 4. Slatkovodna riba zebrica Danio rerio, ¢est model u istrazivanjima toksi¢nosti nanocestica (web 4).

Zebrice su zasigurno dobar model za proucavanje utjecaja nanocestica, ali se u velikoj
mjeri koriste i druge vrste riba kao $to su pastrve. Ucinci TiO2-nanocestica i C-nanoCestica
istrazeni su u hepatocitima pastrve. Ispitivani u¢inci odnosili su se na nanomaterijale koje se
trenutno koriste, kao $to su C60 fulereni, MWNT i SWNT nanocijevi te TiO2-nanocestice
koji mjere od 5 do 200 nm. Pokusi su pokazali da navedene tvari pokazuju ekotoksikoloske
uc¢inke. U vrsti Onchorynchus mykiss usporedeni su uc¢inci Cu-nanocestica promjera 87 nm i
CuSO4. Mlade pastrve bile su izlozene s nekoliko koncentracija CuSO4 i Cu-nanocestica.
Akumulacija nanocestica i CuSO4 je zabiljezena u Skrgama, ali s razli¢itim omjerima.
Povecanje Cu je primjec¢eno i sa Cu-nanocesticama i sa soli. Cu-nanocestice nisu bile
toksicne za hidromineralnu regulaciju, ali smanjenje Na + / K + ATPaze je zabiljeZeno u
mozgu i crijevima. Toksi¢ni u¢inci Cu-nanocestica sli¢ni su ué¢incima CuSO4, ali pri nizim
koncentracijama. Izlozenost Onchorynchus mykiss TiO2-nanocesticama promjera 20 nm
izazvano je nekoliko patologija na Skrgama karakteriziranih edemom i debljinom S$krznih
lamela. Zabiljezeno je smanjenje Na + / K + ATPaze u $krgama i crijevima. Koncentracija
tiobarbiturne kiseline (TBA), ovisno o koncentraciji nanoc¢estica, povecavala se u Skrgama i
mozgu. Manja varijacija lipida uoéena je u jetri u kojoj je nekoliko hepatocita postalo

apoptozno (Shaw i sur., 2012).

2.3.2. Rakovi

Kod vrste Daphnia magna (Slika 5), istrazen je utjecaj AgNO3 i rezultati su
pokazali utjecaj na reprodukciju, dok Ag-nanoCestice promjera 20nm utje¢u na rast.
Nekoliko tipova TiO2-nanocestica koji se koriste u industriji pokazali su fotokataliti¢ke
ucinke na Daphnia magna, tj. ucinci tih tvari bili su razli¢iti ovisno o koli¢ini svjetla i
prirodi Cestica.. Toksi¢ni ucinci Ag-nanocCestica kada je Ag vezan za PVP ili kolargol
(koloidno srebro) bili su vrlo jaki za Daphnia magna i Thamnocephalus platyurus, u
usporedbi s u¢inkom AgNO03. Ag-nanocestice 10 puta su toksicnije od AgNO3. Istrazivani
su 1 toksicni u¢inci AgNO3, koloidne otopine Ag-nanocestica promjera 15nm te ucinci
suspenzije Ag-nanocestica koje tvore agregate od 25 do 100 nm, takder u vrsti Daphnia
magna. Teratogeni ucinci i posljedice na plivanje Uoceni su ovisno o koncentraciji i
obliku Ag Cestica. Agregati suspenzije Ag-nanocestica bili su najstetniji; nanocestice Su
bile fiksirane ispod karapaksa rakova, koji izravno utjecu na plivanje zivotinja (Asghari i

sur., 2012). Daphnia magna izlozena algama kontaminiranih s TiO2-nanocesticama
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pokazala je nakupljanje Ti unutar probavnog trakta. Kad je izlozenost bila kroni¢na, rast i

reprodukcija su se smanjili. (Exbrayat i sur., 2015.)

Slika 5. Velika vodenbuha Daphnia magna, slatkovodni planktonskih raci¢ (web 5).

2.3.3. Bodljikasi
Uc¢inci metalo-oksidnih nanocestica (SnO2-, CeO2-, Fe304-nanocestica) testirani su
na imunoloskim stanicama u morskom jezu Paracentrotus lividus. Nanocestice su pronadene
U celomocitima,imunoloskim stanicama morskih jezeva. Ove stanice pokazale su znacajno
smanjenu aktivnost kolinesteraze, podregulaciju stresnih proteina i varijabilne morfoloske

promjene ER lizosoma (Falugi i sur., 2012).

2.3.4. Skoljkasi

Kod Skoljkasa, uoCen je utjecaj nanocestica na imunoloSki sustav. Veliki broj
istrazivanja odnosi se na ucinke nanocCestica na imunoloSki sustav dagnje Mytilus
galloprovincialis. Hemociti su apsorbirali nekoliko tipova nanocestica koje su utjecale na
nekoliko parametara kao $to su lizosomna aktivnost, sposobnost fagocitoze, proizvodnja
slobodnih radikala ili povecanje apoptoticke aktivnosti. U kamenicama Crassostrea gigas,
ekspozicija s nekoliko vrsta nanoCestica izazvala je i ucinke na oksidacijski stres i
lizosomalnu aktivnost i apoptozu, osobito u Skrgama i probavnim zlijezdama te utjecaj na
embrionalni razvoj. Akumulacija nanocestica takoder je zabiljeZena u nekoliko tkiva ovisno o
prirodi nanocestica. Kod Mytilus edulis, TiO2-nanocestice pokazale su i istrazivanjima in vivo

odredene imunomodulatorske uéinke. TiO2-nanocestice se agregiraju u vodi, a zatim se mogu
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zalijepiti na Skrge, uci izravno u probavnu zlijezdu i1 prodirati u stanice s posljedi¢nim
lizosomskim perturbacijama 1 modifikacijom ekspresije gena koji su ukljuceni u
antioksidacijski stres i na imuni odgovor, osobito lizozima i antimikrobnih peptida.
Nanocestice mogu biti izbacene iz probavnog trakta kroz hemolimfu i kroz hemocite u kojima
induciraju funkcionalne modifikacije, posebice lizosomsku funkciju, fagocitozu, proizvodnju
NO i ROS molekula koje su uklju¢ene u oksidativni stres, s iniciranjem apoptoze i u
membrani i u mitohondrijima. Takoder su zapaZene =znaCajne varijacije ekspresije
antioksidacijskih i imunoloskih gena. TiO2-nanocestice poti¢u podregulaciju imunih gena u
probavnoj Zlijezdi i hiperregulaciju tih istih genoma u hemocitima (Canesi i Prochazkova,
2014).

2.4. Veza izmedu nanocestica i okoliSa

Cimbenici okolisa mogu pridonijeti toksiénosti nano&estica. Vremenski uvjeti kao §to
su vlaznost, temperatura, brzina protoka vjetra, zemljopisna Sirina i priroda svjetlosti mogu
utjecati na odredena svojstva nanocestica koji poti€u njihovu toksicnost. Na viSim
temperaturama, nanocestice se mogu dispergirati u ve¢oj mjeri u usporedbi s nizim ili
normalnim temperaturama. Poznata je Cinjenica da se nanocestice ponaSaju razli¢ito pod
razlicitim svjetlima, kao $to su vidljiva 1 ultraljubicasta svijetlost. Brzina vjetra moze pomoci
ovim iznimno malim Cesticama da bolje prodiru u biljna i zivotinjske tkiva (Sajid i sur.,
2015).

Ljudska i ekoloska izloZenost antropogenim nanocesticama u zraku znatno se povecala
posljednjih nekoliko desetljeca uglavnom zbog procesa uzrokovanih nepravilnim
sagorijevanjem te zbog sve veceg napretka u razvoju i primjeni nanotehnologije. Mnoga su
istrazivanja usredotocena na nanocestice U svrhu zastite okoliSa. Nanocestice u okolisu djeluju
kao preteca vecih Cestica koje snazno utjeCu na kemiju atmosfere, globalne klimatske
promjene, vidljivost, globalne i regionalne transporte bioloSkih vrsta i oneéiScenje tvari.
Prisutnost nanoCestica u zraku moze uvelike utjecati na ljudsko zdravlje i povecati utjecaj
drugih oneciS¢ivaca u okoliSu. Nanocestice utjecu na kemiju atmosfere u smislu sastava i
reaktivnosti, $to dovodi do stvaranja aglomerata i vecih Cestica cade (Pipal i sur., 2014).

Najznacajnija podrucja na koja se treba usredotoCiti ukljucuju procjenu zivotnog
ciklusa post-produkcije nanocestica U smislu ulaznog mehanizma i putova u okolisu te
toksi¢nih u¢inaka na sam ekosustav. Najznacajniji procesi koji se javljaju tijekom transporta i
sudbine nanoCestica u okolisu ukljuéuju taloZenje, agregaciju, otapanje, kemijsku
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transformaciju, oksidaciju i interakciju s organskom materijom i koloidima. Intezivhom
uporabom nanocestica u pesticidima, aerosolnim sprejevima, ¢etkicama za zube, pastama za
zube, filterima, kremama, strojevima za pranje i sli¢no, povecala se zabrinutost za okolis.
Nedavne studije procjenjuju da se godisSnje u okoli§ oslobodi oko 8,300 tona
nanocCestica Sirom svijeta. Ipak, to¢ne koncentracije ispuStenih nanocestica tesko je procijeniti.
Izravan unos nanocestica u okoli§ moze proizlaziti iz namjernog i nenamjernog raspadanja
proizvoda, iz industrijskih i otpadnih voda, mulja, pesticida i izgaranja. Pri oslobadanja
nanocCestica u okolis, njihova veli¢ina se povecava zbog kondenzacije Cestica nukleacijom
organskih i anorganskih para, taloZenjem, koagulacijom, aglomeracijom i reakcijama s

biomolekulama (Sajid i sur., 2015).
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3. Zakljucéak

Nanotehnologija je brzo rastu¢e podrucje djelovanja koje omogucuje razvoj materijala
s novim svojstvima. Nanocestice se sve viSe koriste i ulaze u sastav razlicitih tvari kao §to su
SIM Kartice mobitela, kreme za sun¢anje, boje i maziva, automobilske gume pa ¢ak i aditvi u
hrani. Nakon konzumacije tih proizvoda, slobodne se nanocestice oslobadaju u okolis, te
dopiru u zrak, vodeni medij i tla te tako postaju raspolozive organizmima koji se nalaze u
okoliSu. Dosadasnja istrazivanja otrkila su kako oslobodene nanocestice mogu proc¢i kroz
razliCite zasStitne barijere, raspodjeliti se po tijelu organizama i akumulirati u mnoge organe.
Toksi¢ni ucinci nanocestica zabiljeZeni su na pluénim, sr¢anim, reproduktivnim, bubreznim,
koznim i stani¢nim razinama, a znac¢ajne akumulacije tj.nakupljanje nanocestica zapazene su
u pluéima, mozgu, jetri, slezeni i kostima. Stetni u¢inci nanodestica izravno su povezani s
njihovim kemijskim sastavom. Toksi¢nost se moze pripisati 1 njihovoj veli¢ini manjoj od 100
nm. Zbog njihove male veli¢ine, nanocestice imaju veliku kontaktnu povrsinu po jedinici
mase. Takoder, nanotoksi¢nost se moze pripisati elektrostatskoj interakciji izmedu
nanocestica s biomembranama i njihovim nakupljanjima u citoplazmi.

Do sada su provedena mnoga istraZzivanja o Stetnim u¢incima nanocestica na mnogim
animalnim organizmima C¢iji je Zivot vezan za tlo (sisavci 1 gujavice), na poluvodenim
organizmima (vodozemcima) te na vodenim organizmima, i slatkovodnim i morskim (ribama,
Skoljkasima, rakovima). U¢inci nanocestica poCinju biti poznati, ali istrazivanja treba nastaviti

s velikim naporima kako bi se omogucila uc¢inkovita zastita okolisa.
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