PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET
SVEUCILISTA U ZAGREBU

Zeljko Jaksi¢

Razvoj i primjena brze mikrometode odredivanja i

pracenja oSteCenja DNA u Skrgama dagnje

Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

DISERTACIJA

Rovinj, srpanj 2002.




PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET
SVEUCILISTA U ZAGREBU

Zeljko Jaksi¢

Razvoj i primjena brze mikrometode odredivanja i
pracenja oSteCenja DNA u Skrgama dagnje

Mpytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

DISERTACIJA

Rovinj, srpanj 2002.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Sveugiliste u Zagrebu Disertacija
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Zagreb

UDK:

Znanstveno podrucje: Biotehnicke znanosti
Znanstveno polje: Biotehnologija

RAZVOJ I PRIMJENA BRZE MIKROMETODE ODREDPIVANJA I
PRACENJA OSTECENJA DNA U SKRGAMA DAGNJE
Mpytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819)

Mr. sc. Zeljko Jaksié, dipl. ing.

Institut “Ruder Boskovi¢”, Zagreb, Zavod za istrazivanje mora,
Laboratorij za morsku molekularnu toksikologiju, HR-52210 Rovinj, G. Paliage 5

Voditelji rada : Dr. sc. Renato Batel, znanstveni savjetnik, IRB

Dr. sc. Jasna Franeki¢ Coli¢, redovita profesorica, PBF

Broj stranica: 137

Broj slika: 30

Broj tablica: 2

Broj literaturnih referenci: 297

Kljuéne rijeci: biomonitoring / brza mikrometoda (Fast Micromethod®) / cjelovitost DNA /

dagnja / ostecenja DNA

Datum obrane: 18. srpanj 2002.

Stru¢no povjerenstvo za obranu:

1. Dr. sc. Jasna Franeki¢ Coli¢, redovita profesorica, PBF
2. Dr. sc. Renato Batel, znanstveni savjetnik, IRB

3. Dr. sc. Drazena Papes, redovita profesorica, PMF

4. Dr. sc. Vladimir Mr$a, redovni profesor, PBF (zamjena)

Rad je pohranjen u knjiznici Instituta “Ruder Boskovi¢” u Zagrebu, BijeniCka cesta 54;

knjiznici Prehrambeno-biotehnoloskog Fakulteta u Zagrebu, Kaci¢eva 23; Nacionalnoj i sveucilisnoj
knjiznici u Zagrebu, Hrvatske bratske zajednice bb; knjiznici Sveucilista u Rijeci, Rijecke rezolucije
7; knjiznici Sveucilista u Splitu, Livanjska 5 i1 knjiznici Sveucilista u Osijeku, Trg Sv. Trojstva 3.



BASIC DOCUMENTATION CARD

University of Zagreb PhD Thesis

Faculty of Food Technology and Biotechnology
Zagreb

UDC:

Scientific area: Biotechnical science

Scientific field: Biotechnology

DEVELOPMENT AND APPLICATION OF FAST MICROMETHOD
DETECTION AND MEASUREMENT OF DNA DAMAGE IN MUSSEL
Mpytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) GILLS

M. Sc. Zeljko Jaksié, B. Sc.

Ruder Boskovi¢ Institute, Zagreb, Center for Marine Research,
Laboratory for Marine Molecular Toxicology, HR-52210 Rovinj, G. Paliage 5, CROATIA

Supervisors: Renato Batel, PhD, scientific advisor, RBI Rovinj
Jasna Franeki¢ Coli¢, PhD, university professor, FFTB Zagreb

Pages: 137
Figures: 30
Tables: 2
References: 297

Keywords: biomonitoring / blue mussel / DNA damage / DNA integrity / Fast Micromethod®
Date: July 18, 2002
Scientific Committee:

1. Renato Batel, PhD, scientific advisor, RBI Rovinj

2. Jasna Franeki¢ Coli¢, PhD, university professor, FFTB Zagreb

3. Drazena Papes, PhD, university professor, FSM Zagreb

4. Vladimir Mr$a, PhD, university professor, FFTB Zagreb (substitute)

This Disertation is stored in the library of the Ruder Boskovi¢ Institute - Zagreb, Bijenicka cesta
54; library of the Faculty of Food Technology and Biotechnology - Zagreb, Kaci¢eva 23; National and
University Library - Zagreb, Hrvatske bratske zajednice bb; library of the University of Rijeka,
Rijecke rezolucije 7; library of the University of Split, Livanjska 5; and library of the University of
Osijek, Trg Sv. Trojstva 3.

i



Tema rada prihvacena je na sjednici fakultetskog vije¢a Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta u Zagrebu odrzanoj dana 27. 03. 2001. godine.

il



Sazetak

Zbog potrebe pradenja promjena u okoliSu uzrokovanih kontinuiranim
odlaganjem genotoksicnih zagadivala u morski ekoloski sustav ukazuje se potreba za
razvojem jednostavnih 1 brzih metoda odredivanja njihove akumulacije 1 ucinaka.
Stoga je razvijena brza mikrometoda (Fast Micromethod®) odredivanja oSte¢enja DNA
u suspenziji stanicai homogenatima tkiva sisavaca te morskih beskraljesnjaka (dagnja,
Mytilus galloprovincialis). Metoda se zasniva na sposobnosti fluorokromatskog bojila
PicoGreen®-a da se i u prisustvu jednolan¢ane DNA, RNA i proteina u alkalnim
uvjetima postojano veze za dvolanc¢anu DNA, §to omogucava izravno pracenje
denaturacije dvolancane DNA bez prethodne izolacije 1 prociS¢avanja uzorka.
Opisanom analitiCkom tehnikom mozZe se na brz i jednostavan nacin u maloj koli¢ini
uzorka (3000 stanica; 2.5 ng DNA) 1 uporabu mikroploca odrediti cjelovitost DNA
odnosno, moZe se pratiti denaturacija dvolan¢ane DNA u alkalnim uvjetima tijekom
vremena. Brza mikrometoda (Fast Micromethod®) primjenjuje se u medicinskim
ispitivanjima, ubiomonitoringu genotoksi¢nih zagadivala i u procjeni njithovog ucinka
na sesilne bioindikatorske organizme u moru kao 1 predvidanju smjera promjena 1

nastanka Stetnih posljedica u ekoloSkom sustavu.

Kljuéne rijeéi: biomonitoring / brza mikrometoda (Fast Micromethod®) /

cjelovitost DNA / dagnja / oSte¢enja DNA
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Summary

Due to the changes in the marine environment and continuing disposal of
genotoxic xenobiotics the main goal of environmental pollution monitoring is the
development of fast and simple methods for the genotoxic risk assessment. Thus, a
rapid and convenient procedure for DNA damage determination in cell suspensions
and solid tissues of mammals and marine invertebrates (blue mussel, Mytilus
galloprovincialis) on single microplates was developed. The procedure is based on the
ability of the commercially available fluorochrome PicoGreen® to interact with double-
stranded DNA 1n the presence of single-stranded DNA, RNA and proteins at high pH,
with a high lifetime of the complex and small rate of deactivation, thus allowing direct
measurements of double-stranded DNA denaturation without sample handling or
stepwise DNA separations. The described analytical technique allows simple and fast
analysis of DNA integrity in a small sample (3000 cells; 2.5 ng DNA) on microplates.
The Fast Micromethod® is used to measure the occupational exposure of different
types of DNA damaging agents and in medical research of human DNA integrity,
biomonitoring assessment of genotoxic xenobiotics and their effects on sessile marine

invertebrates, and estimation of changes directions of harmful effects in the ecosystem.

Keywords: biomonitoring / blue mussel / DNA damage / DNA integrity /

Fast Micromethod®
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B[a]P - benz[a]piren
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Uvod

1.1. Predmet, metodologija i cilj istrazivanja

1.1.1. Predmet istrazivanja

Oste¢enja DNA u nekom morskom organizmu odrazavaju stupanj zagadenja
mora, a mjerenjem cjelovitosti DNA dobiva se uvid u genotoksicni rizik kojem su
organizmi izloZeni u aktualnom zagadenju. Procjena stupnja ugrozZenosti odabranih
morskih organizama temelji se na istrazivanju ucestalosti primarnih oSte¢enja DNA
nastalih djelovanjem genotoksi¢nih agensa i modulacije mehanizama oStecenja i

popravka DNA kojima prethodi genotoksicni stres.

1.2. Metodologija istrazivanja

Brza mikrometoda (Fast Micromethod®) odredivanja oSte¢enja DNA razvijena
je1standardizirana na kulturi stanica ovarija kineskoga hrcka (CHO, Chinese Hamster
Ovary), kulturi stanica i homogenatima tkiva glodavaca (misji DBA/2 limfoblasti
L5178Y te tkiva jetre i miSi¢a laboratorijskih miSeva NMRI), kulturi humanih stanica
(HeLa stanice karcinoma maternice) i humanim limfocitima HL-60. Nakon toga
metoda je primjenjena i prilagodena uvjetima rada s morskim beskraljeSnjacima
(stanice spuzve Suberites domuncula 1 homogenat Skrga dagnje Mytilus
galloprovincialis). Primjena metode za pruocavanje oste¢enja DNA u homogenatima
Skrga dagnji Mytilus galloprovincialis kao bioindikatorskog organizma zahtjeva
standardizaciju metode, koja ukljuCuje optimalizaciju koli¢ine uzorka potrebnog za
analizu, primjenu test zagadivala ((- 1 UV-C zraéenje, NQO, B[a]P, bleomicin-Fe(II))
te optimalizaciju uvjeta (pH, ionska jakost) i vremena liziranja i denaturacije ds-DNA.
Nakon standardizacije metode za proucavanje ucestalosti oSte¢enja DNA u Skrgama
dagnjiu laboratorijskim uvijetima pristupilo se odredivanju oste¢enja DNA u Skrgama
prirodnih populacija dagnji Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819). Kako bi se
utvrdila razina izloZenosti dagnji genotoksi¢nim zagadivalima te procjenio stupanj

njihove ugrozenosti u aktualnom zagadenju mora dagnje su sakupljane na 24 razlicite



Uvod

lokacije uzduz sjeveroisto¢ne jadranske obale koje su pod utjecajem komunalnog 1
industrijskog otpada (tzv. engl. "hot spots"). U tu svrhu uzorkovalo se po 5 dagnji sa

svake lokacije, 4 puta godiSnje od kolovoza 1998. do listopada 2001. godine.

1.3. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je razviti brzu 1 jednostavnu metodu za odredivanje
genotoksi¢nog potencijala zagadivala prisutnih u morskoj vodi 1 procjenu
genotoksi¢nog rizika kojemu su izloZeni organizmi u aktualnom zagadenju. Potrebno
je utvrditi njezinu valjanost, primjenjivost 1 znac¢ajnost mjerenja oStecenja DNA kao
biomarkera zagadenja odredivanjem oSteCenja DNA u Skrgama Skoljkasa duz
jadranske obale, utvrditi mjesta i naCine uzorkovanja (ucestalost i brojnost uzoraka) te
procjeniti mogucnost regulacije upotrebe 1 planiranje prihvatljivih nacina odlaganja
tvari antropogenog podrijetla u okoliSu, u ovom slu€aju posebno genotoksi¢nih
zagadivala. Razumijevanje 1 produbljivanje saznanja o osnovnim mehanizmima
odgovora morskih beskraljesnjaka na zagadenje pomaze nam u odabiru markera
bioloSkog ucinka genotoksi¢nih zagadivala na organizme (tzv. molekularni
biomarkeri), boljem upoznavanju i razumijevanju njihovog utjecaja na ugrozene vrste,

kao 1 za prac¢enje njihove rasprostranjenosti u morskom ekoloSkom sustavu.
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Opéi dio

Velika koli¢ina kemijskih proizvoda koji su za prirodu i organizme u njoj strani
(ksenobiotici) ispustaju se u okolinu tijekom proizvodnje, skladistenja, prijevoza i
upotrebe ili u obliku krajnjeg otpada (Helmer, 1977; UNEP/ECE/UNIDO/FAO/
UNESCO/ WHO/TAEA, 1984; Livingstone, 1993; Tahedl i Hader, 2001). U najvecoj
mjeri otpadne tvari na koncu dospjevaju vodotokovima u morski ekoloski sustav gdje
se s vremenom nagomilavaju kako u vodenom stupcu i sedimentu tako i u zivim
organizmima, procesima bioakumulacije i biomagnifikacije. Iako su neka zagadivala
utvrdena i u otvorenim oceanskim vodama (Bothner i sur., 1994), zagadenje je
najintenzivnije u priobalju i na u$¢ima rijeka tj. u blizini ljudske djelatnosti (Hanson
isur., 1993; Dascalakis i O’ Connor., 1995). U takvim relativno zatvorenim podrucjima
s ograni¢enim izmjenama vodenih masa, morski organizmi su izloZeni ne samo
stresovima izazvanim unosom ksenobiotika ve¢ i djelovanju prirodnih stresova zbog
promjena fizikalno-kemijskih ¢cimbenika kao $to su temperatura, salinitet morske vode,
kolebanje ionskog sastava i organske tvari u moru. Unos toksi¢nih i/ili genotoksi¢nih
tvari u more doprinosi stresu morskih organizama, odnosno izaziva povecanu
osjetljivost na koju se organizmi moraju prilagoditi (Sindermann, 1996). Djelovanje
zagadivala i1 njihovih metaboli¢kih produkata nadovezuje se na ve¢ eventualno
postojeci prirodni stres (hipoksija, promjene saliniteta i temperature) stvarajuci tako
konstantno prisutan stres tzv. "sindrom genotoksi¢ne bolesti" (Kurelec, 1992) usljed
kojeg nastaju specifi¢ni i kompleksno uzrokovani odgovori organizama. Zbog velikog
broja i raznolikosti umjetno sintetiziranih spojeva i spojeva nastalih prirodnim
procesima, u morskom ekoloSkom sustavu ne moze se procijeniti stvaran utjecaj
pojedinog kemijskog spoja na pojedinu biolosku vrstu. U pravilu ti su kemijski spojevi
prisutni u mjeSavinama, razli¢ito su dostupni organizmu i razli¢itim se intenzitetom
bioaktiviraju u krajnje toksi¢ne produkte, djeluju na razli¢itim nivoima stani¢ne i
genomske organizacija te uzrokuju i direktna i indirektna ostecenja DNA (DeFlora i
sur., 1991; Eastman i Barry, 1992; Wiirgler i Kramers, 1992). Sli¢no je i s bioloSkim

ponasanja, preko anatomskih i citoloSkih abnormalnosti pa sve do letalnih. Stupanj do
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kojeg ¢e neki morski organizam biti ugrozen razlikuje se od vrste do vrste. Opcenito
su najugrozenije zivotne zajednice morskog dna, odnosno bentos (GESAMP, 1977).
Glavni razlog tome jesu tesko topljive supstance koje se adsorbiraju na suspendiranu
tvar s kojom padaju na dno te se nakupljaju u sedimentu (Neff, 1978). Priroda ulaska
zagadivala, njihovo nakupljanje i sudbina u organizmu je vrlo slozena. Zagadivala
adsorbirana na sediment ulaze u organizam na razne nacine: putem intersticijske vode,
hranjenjem s povrSine sedimenta i direktnim kontaktom sa sedimentom. Ulazak
zagadivalainjihova akumulacija ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao $to su staniste i uloga
pojedinog organizma u prehrambenom lancu, prisutnost i vrijeme zadrZavanja
zagadivala u vodi ili sedimentu, te njegova fizikalno-kemijska svojstva (molekularna

tezina, polarnost, hlapivost i sl.).

2.1. Upotreba biomarkera kao pokazatelja oneciS¢enja

Mehanizam ulaska zagadivala ukljucuje procese kao Sto su difuzija, aktivni
transport 1 adsorpcija. Medusobnim djelovanjem razli¢itih grupa zagadivala prisutnih
u moru ti se procesi mogu znacajno mijenjati. Zato je znacajno odrediti 1 mjeriti
ugrozenost ne samo jedinke, ve¢ 1 ugrozenost viSih stupnjeva integracije vrste,
ukljucivsi 1 stupanj ekoloskog sustava. Nakon ulaska u organizam kroz skrge, kozu ili
usta, zagadivala se nagomilavaju u tkivima i1 metaboliziraju. Njihov u¢inak na
organizam, moze se procijeniti na razliCitim razinama bioloSke organizacije;
molekularnoj 1 substani¢noj razini, staninoj razini, razini tkiva, organa 1 ¢itavog
organizma, odnosno razini jedinke, populacije 1 Zivotne zajednice. Proucavanje svake
pojedine razine daje informacije koje nam pomaZzu u razumijevanju 1 objasnjavanju
odnosa izmedu izloZenosti zagadivalima i njihovog Stetnog uc¢inka. Upravo ti mjerljivi
signali fizioloSkih, biokemijskih 1 histoloSkih promjena u stani¢nim ili biokemijskim

procesima, strukturama ili funkcijama bioloSkog sustava nazivaju se krajnjim tockama
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odnosno bioloskim markerima ili biomarkerima izlozenosti organizma (Rand, 1995).
Biomarkeri pokazuju da je zagadivalo uslo u organizam, stiglo na mjesto toksi¢nog ili
genotoksi¢nog djelovanja te izazvalo Stetni ucinak.

Prema prirodi krajnjih tocaka izloZenosti i u€inka zagadivala razlikujemo
biomarkere izlozenosti, biomarkere uc¢inka (odgovora) i biomarkere osjetljivosti na
ucinak nastao uslijed izloZenosti (Lagadic i sur., 1994). Kljucno je razlikovanje izmedu
op¢ih biomarkera, koji daju odgovar na gotovo sve vrste stresa te stoga predstavljaju
1 omoguc¢uju kvantitativno odredivanje nekih parametara bioloSkog odgovora
organizma (Widdows i Donkin, 1992) i specifi¢nih biomarkera koji su specifi¢ni za
odredene grupe zagadivala (Livingstone, 1993, 2000; Groopman i Kensler, 1999).
Vazno je pritom znati da do promjena u biomarkerima, njihovoj razli¢itoj kvalitativnoj
i kvantitativnoj razini moze do¢i i uslijed normalnih klimatskih ili fizioloskih procesa.
Tako prisutan osnovni odgovor (engl. “background”) neophodno je ukljuciti u
strategije pracenja odabranog biomarkera na nekom podru¢ju. Cilj upotrebe
biomarkera je da se na osnovi molekularnih, stani¢nih i fizioloSkih promjena nekog
organizma, unaprijed predvide promjene na razini naselja populacije i zivotne
zajednice (McCarthy i Schugart, 1990) (Slika 1.). Ekoloski indikatori su parametri koji
opisuju strukturu 1 funkciju ekoloSkog sustava kao Sto su raznolikost vrsta,
populacijska dinamika ili razina nutrijenata, dok se bioindikatorima smatraju jedna ili
viSe vrsta organizama, koji svojim prisustvom, brojnos¢u i samim fiziolos§kim stanjem
ukazuju na stanje u okoliSu u kojem zive (Van Gestel i Van Brummelen, 1995).
Posebna se pozornost usmjerava ka primjeni nedestruktivnih biomarkera i neinvazivnih
tehnika kako bi se maksimalno zastitile promatrane bioindikatorske vrste (Fossi, 1996).
Sama upotreba bioindikatora (Melancon, 1995) ukljucuje pracenje (monitoring)
prirodnog stresnog odgovora radi procjene ucinaka zagadivala u okoliSu i predvidanja
ranih upozoravajucih pokazatelja te omogucéavanja uvida u uzrocni odnos izmedu

stresa 1 u€inka u zivotnoj zajednici 1 cijelom ekoloskom



Opéi dio

MALI EKOLOSKI ZNACAJ - velika specifiénost

biokemijski
(molekularni)

detoksikacijski
enzimi

imunolo$ki

fiziologki

histopatolo$ki

AKUTNI KRONICNI
UCINAK UCINAK
(BRZI (SPORI

ODGOVOR) ; ODGOVOR)

indeks kondicije
(bioenergetika)

reprodukcijska
~ sposobnost

populacija i
Zivotna zajednica

VELIKI EKOLOSKI ZNACAJ - mala specifiénost

Slika 1. Razine bioloskog odgovora (biomarkera) u ovisnosti o vremenu nastanka ucinka i ekoloskoj

znacajnosti (specifi¢nosti) (Prema: Adams i sur., 1989).

sustavu na viSe razli¢itih razina bioloske organizacije (Adamsisur., 1989). Anatomske
i citoloske abnormalnosti poznati su biomarker koji se dugo upotrebljavao kao
pokazatelj pogubnog ucinka zagadivala. Razli¢iti tipovi adaptivnih biokemijskih 1

imunoloskih promjena u organizmu su takoder koriSteni kao biomarkeri. Tako su
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promjene u serumskim proteinima i lipidima, oSte¢enja lizosomalnih membrana 1
promjena u profilu amino kiselina kori§tena kao pokazatelj stresa (Moore, 1985; 1988;
Sanders, 1993; Sanders i Martin, 1993). Kao indikator nazoc¢nosti teskih metala koristi
se indukcija enzimskog detoksikacijskog sustava metalotioneina, dok se kao indikator
zagadenja organskim spojevima upotrebljava indukcija enzimskog sustava citokrom
P-450 oksidaza mijeSanih funkcija. Medu razli¢itim organskim spojevima proucavano
je 1 djelovanje tzv. genotoksi¢nih agenasa. To su kemijski i fizikalni agensi koji
izazivaju oSteCenja DNA (Zahn, 1991) i/ili mijenjaju stanicne procese vezane uz
cjelovitost genoma. Genotoksi¢nost se od opcée toksi¢nosti razlikuje u tome Sto
genotoksi¢ni agensi mogu nestati iz okoliSa mnogo ranije od pojave prvih znakova
oStec¢enja organizama koja se ¢esto otkrivaju tek u slijede¢im generacijama, za razliku
od toksi¢nih sredstava koji djeluju na organizme u minimalnim koncentracijama tako
dugo dok su prisutni na nekom mjestu, te uzrokuju oStec¢enja organizama samo tijekom
njihova izlaganja. Vazno je znati da genotoksi¢ni agensi uzrokuju nastanak genskih
mutacija pa 1 neoplazija, koje se manifestiraju kao razli¢ite bolesti ukljucujuéi i
teratogene abnormalnosti, kao i1 latentna genetska oSteCenja koja se ne moraju
manifestirati tijekom nekoliko generacija ali se mogu nepovoljno odraziti na potencijal
prezivljavanja kako jedinke tako i ¢itave populacije (Depledge, 1996, 1998). Mnoga
zagadivala nisu genotoksi¢na per se ali uzrokuju nekrozu i stani¢nu smrt, tj. iniciraju
patofizioloske mehanizme koji dovode do degradacije DNA i smrti stanice. Vrlo
specifican slucaj je zagadivalima inducirana apoptoza pri ¢emu dolazi do fragmentacije
DNA, anajcesce se za detekciju iste koristi “end labeling” tehnika odredivanja lomova
DNA (Sweet i sur., 1999). Nakon ulaska u organizam kroz Skrge, usni otvor ili
povrsinu tijela ti se genotoksi¢ni agensi, koji su ujedno 1 lipofilni, akumuliraju u
tkivima bogatim lipidima nakon ¢ega slijedi njihova oksidacija u hidrofilne produkte,
koji se ili izluCuju iz organizma ili veZu na nukleofilna mjesta makromolekula
(Gelboin, 1980). Primarno mjesto metabolizma ksenobiotika u riba je jetra, koja sadrzi
najvisSu aktivhost OMF (citokrom P-450 monooksigenaze ili mikrosomske

monooksigenaze) odgovornith za njihovu detoksikaciju. Prvi stupanj u
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biotransformaciji je tzv. "faza 1" (Williams, 1974), tj. ugradnja jednog atoma
molekularnog kisika u supstrat, a drugog u vodu, nakon ¢ega slijedi "faza II" u kojoj
dolazi do konjugacije u glutation, glukuronid ili sulfat konjugat pri ¢emu se ti lipofilni
spojevi transformiraju u vodotopive produkte lako izlucive iz organizma putem zuci
ili urina. Istovremeno, oksidacijom nekih lipofilnih tvari dolazi do metabolicke
transformacije premutagena i/ili prekancerogena u elektrofilne mutagene/kancerogene,
koji se vezu na nukleofilne dijelove DNA, RNA ili stani¢nih proteina (Miller i Miller,
1971), koji tako mogu izazvati toksicne i genotoksi¢ne ucinke, ukljucujudéi i stvaranje
neoplazija (FarberiSarma, 1986). U tom smislu, endogena metabolicka transformacija
premutagena/prekancerogena u aktivni mutagen/kancerogen, zapravo je nezeljena
posljedica aktivnosti mehanizma za detoksifikaciju. Upravo te promjene na DNA, koje
nastaju djelovanjem genotoki¢nih agenasa i1 njihovih metabolita, predstavljaju
biomarkere na biokemijskoj, molekularnoj i stani¢noj razini tzv. biomarkere kratkog
perioda. Drugim rije¢ima, oni su indikator promjena u okoli$u jer brzo odgovaraju na
promjene izazvane prisutnim zagadivalima dajuéi osjetljiv i specifi¢an odgovor.
Uocljivo je da sunavedeni molekularno bioloski, biokemijski, fizioloski i immunoloski
biomarkeri vrlo specificni i uz akutan ucinak (rani signal) imaju malu ekolosku
vrijednost. Nasuprot tome, biomarkeri mjereni na visokoj razini bioloske organizacije
(histopatoloski pokazatelji, bioenergetski pokazatelji, rast i metabolizam lipida,
brojnost i razlicitost vrsta u populaciji) uoc¢avaju se tek nakon duzeg vremenskog
razdoblja (godine i desetljeca). Oni su od direktnog ekoloskog znacenja, ali ne
dokazuju sami za sebe da li su izmjerene promjene uzrokovane zagadenjem ili
prirodnim ekoloskim ¢imbenicima (Adams i sur., 1989). U ekotoksikoloskim studijama
prezivljavanje jedinki, njihov rast, indeks kondicije i reproduktivna sposobnost kao
krajnje tocke ucinka zagadivala koriste se u razli¢itim testovima toksi¢nosti (engl.
"bioassay"). Na razini populacije ucinci zagadivala se ispoljavaju u vidu promjena u
genetskoj strukturi ili ¢ak izostanku jedinki date populacije, dok su promjene na razini
zivotne zajednice uocljive kao kvalitativne 1 kvantitativne promjene vrsta u

promatranom ekoloSkom sustavu (Van Gestel i Van Brummelen, 1996). Upravo je
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predvidanje smjera promjena i uc¢inka zagadivala na populacijskoj razini ili joS bolje
na razini cijele zivotne zajednice osnovni cilj biomonitoringa i ekotoksikoloskih
studija. Procjena ekoloSkog rizika ukljucuje analizu kvalitativnog i kvantitativnog
potencijala zagadivala (opisivanje forme, dimenzija i karakterizacija izloZenosti i
ucinka) da uzrokuju znacajne i Stetne promjene u ekoloskom sustavu (Haldway, 1996;
EPA, 1998).

Molekularni biomarkeri su molekularni markeri bioloskog u¢inka zagadivala na
organizam (pokazatelj stresa) te se njihov razvoj i primjena ocituju kako u
ekotoksikologiji (McChartey i Shugart 1990; Livingstone i sur., 1993), koja
objedinjuje ekologiju i toksikologiju (Chapman, 1995), tako i u humanoj toksikologiji
(Timbrell, 1996.). Danas se oni nasiroko primjenjuju u monitoring programima i
studijama kao dio sveobuhvatnih i integriranih multidisciplinarnih proucavanja i
pracenja zagadenja okoli$a pri ¢emu su promjene strukture i funkcije DNA, odnosno
primarna oSte¢enja DNA, klastogeni efekti kao i njihovo objedinjavanje u okvirima
genotoksikologije, uz primjenu sofisticiranih metoda i tehnika, u stalnom razvoju i
primjeni Sirom svijeta (Dixon i Wilson, 2000; Shugart, 2000; D’Surney i sur., 2001;
Theodorakis, 2001).

Posljedice tj. ucinci oSteCenja DNA su na razliitim nivoima bioloske
organizacije razli¢iti (Hansen, 1994). Mogucée posljedice takvih genotoksi¢nih
promjena opisane su kao “sindrom genotoksi¢ne bolesti” (Kurelec, 1992), §to ukljucuje
promjene enzimskih funkcija i brojaizmjene (engl. "turnover number") opée promjene
umetabolizmu, produkcija inicijatora citotoksi¢nih oStecenja, inhibicija rastairazvoja
jedinke, degenerativne procese i atrofiju tkiva i organa, smanjenje mogucénosti
prilagodbe i imunoloskog odgovora, brze starenje, povecanu frekvenciju bolesti i
neoplazija, poremecaje u adaptaciji, prezivljavanju i nasljedivanju te na kraju i
ekstinkciju tj. izostanak vrste. Stoga se s posebnom pozornos¢u proucavaju rani
znakovi genotoksi¢nih promjena, prvenstveno primarna oSte¢enja DNA injihova veza
s promjenama u organizmu izloZenom djelovanju genotoksi¢nih zagadivala, a u svrhu

predvidanja genotoksi¢nog rizika kojemu su organizmi izloZeni u aktualnom zagadenju
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mora (Shugart, 1990). Prema tome, molekularni biomarkeri se mogu smatrati ranim,
upozoravajué¢im signalom izlozenosti organizma zagadivalima, te su stoga ukljuceni
uprograme prac¢enja zagadenja morskog ekoloSkog sustava. Za ozivotvorenje upotrebe
biomarkera u pra¢enju promjena u okolini uzrokovanih zagadivalima (biomonitoring),
potrebno je istrazivati one osnovne mehanizme kojima zagadivalo izaziva promjene
u zivih organizama 1 interpretirati podatke dobivene na mjestima izlozenosti
organizama ("in situ") uz razvoj i primjenu novih analitickih tehnika. Vjerodostojnim
saznanjima o kemijsko-analitickim vrijednostima aktualne razine izloZenosti,
bioakumulaciji zagadivala te patoloskim podacima o istrazivanim bioindikatorskim
organizmima postic¢i ¢e se bolja povezanost mjerljivih bioloskih odgovora s viemenom
ina¢inom izlozenosti te dozom (koncentracijom) zagadivala (Luoma, 1996). Navedeni
sveobuhvatni pristupi vazne su i medusobno ovisne komponente uspjesnih programa

pracenja zagadenja i procjene ucinka istih na morske organizme.

2.2. Mehanizmi, vrste i nacini odredivanja oSte¢enja DNA

DNA jeustanicama prisutna kao funkcionalno stabilna, dvolanc¢ana molekula bez
trajnih diskontinuiteta, odnosno, bez trajnih jednolan¢anih lomova ili abnormalnih
strukturalnih promjena, te u kompleksu sa specificnim proteinima ¢ini kromatin. Kao
takva smatra se strukturom visoke cjelovitosti. Zadrzavanje takve cjelovitosti vazno
je za funkcioniranje, razvoj 1 preZivljavanje stanice. Mali broj stalnih mutacija koje su
primijecene u zivim stanicama (1 mutacija po genu na 200 000 godina) upucuje na
njenu konstantnost (Alberts 1 sur., 1994). Ova ekstremna strukturalna stabilnost mora
biti ostvarena dinamicki, tj. postojanjem ravnoteznog stanja izmedu neprestanog
oSte¢ivanja DNA, odnosno popravljanja tih oSte¢enja. Medutim, molekula DNA Zivih
stanica vrlo lako reagira s brojnim kemijskim 1 manjim brojem fizikalnih agensa. Svaka

promjena koja nastaje u molekularnoj strukturi genetskog materijala, smatra se
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oSte¢enjem DNA. Primarna oSte¢enja DN A nastaju kao posljedica normalnih stani¢nih
metabolickih procesa (replikacija, transkripcija, popravak oste¢ene DNA) (Lindahl,
1993) te kao posljedica djelovanja razlicitih fizikalnih i/ili kemijskih agensa. Ona
obuhvacaju i zagadivalima inducirane promjene u kemijskoj strukturi DNA, kao §to
su kovalentno vezivanje zagadivala ili njegovih metabolita na DNA (formiranje
adukata), kemijske promjene u bazama i nastanak alkalno-labilnih mjesta, stvaranje
jednolancanih i dvolanc¢anih lomova, unakrsno medusobno vezanje DNA lanaca (engl.
“intra-““ 1 “interstrand cross-linking"), te DNA lanaca sa proteinima (engl. “DNA-
protein cross-linking”). Toplinska energija uzrokuje nastanak na tisucu abazi¢nih
mjesta u stanici tijekom jednog dana. Takva se oStec¢enja normalno popravljaju, ali se
njihova ucestalost povecava djelovanjem genotoksicnih zagadivala. Abazi¢no mjesto
predstavlja ostecenje koji moze rezultirati lomom DNA lanca i nastankom privremenog
diskontinuiteta sekundarne strukture. loniziraju¢e zracenje kao i slobodni radikali
uzrukuju direktni nastanak lomova lanca, dok npr. UV-zracenje i neki genotoksini
uzrokuju nastanak produkata koji se popravljaju razli¢itim mehanizmima popravka
tijekom kojih nastaju privremeni diskontinuiteti jednog od lanaca (Shugart i sur.,
1992; Shugart, 1998).

Putevi nastanka oSte¢enja DNA prikazani sunaslici 2. Put 1 predstavlja normalni
fizioloSki nastanak oSte¢enja uzrokovan metaboli¢kim procesima te usljed nasumicne
termalne kolizije stanicnih molekula, a put 5 opisuje nastanak ostecenja DNA tijekom
replikacije. Putevi 2 1 3 predstavljaju interakcije s fizikalnim (y- 1 UV-zracenje)
odnosno kemijskim agensima pri ¢emu nastaju strukturne modifikacije DNA (adukti,
lomovi lanca). Put 4 predstavlja popravak tako oSte¢ene DNA mehanizmima koji mogu
privremeno stvarati 1 dodatna oSte¢enja DNA. Odredeni agensi djeluju preko
mehanizma slobodnih radikala, uzrokuju¢i jednolanc¢ane lomove direktno, dok poneki

interferiraju s normalnim popravkom DNA, tijekom postreplikativnih procesa (put 6).
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2. UV iionizirajuce (y- i X-) zracenje
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3. djelovanje razli¢itih kemijskih sredstava

procesi

DNA: DNA bez jednolancanih lomova (DNA visoke cjelovitosti)
DNA-X : kemijski promijenjena DNA

DNA* : DNA s jednolanc¢anim lomovima (DNA niske cjelovitosti)

Slika 2. Osteéenje, popravak i sinteza DNA (Prema: Shugart, 1990).

Strukturno promjenjena i kratkotrajna "prijelazna populacija DNA" se uslijed
nepotpunog i nepravovremenog popravka, replicira te prenosi u stanice kéeri. Pritom
moze do¢i do pojave mutacija, koje se uocavaju u vidu poremecaja funkcije proteina,
nastanka kromosomskih aberacija, izmjene sestrinskih kromatida, formiranja
mikronukleusa te kona¢no aktivacije onkogena i1 nastanka tumora (Harvey, 1982).

Takve, sekundarne promjene 1 oSteCenja DNA znacajne su za viSu kromatinsku
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strukturu i uocljive su na razini kromosoma tj. cjelokupnog genoma. Kao odgovor na
ostecenje DNA, osim popravkom stanica moze odgovoriti i vlastitim unistenjem, tzv.
programiranom stani¢nom smréu (Kerr i sur., 1972) i tako sprijeciti krajnje negativne
posljedice po cijeli organizam.

Genotoksi¢nim agensima smatraju se ona kemijska i fizikalna zagadivala koja
imaju sposobnost interakcija te oStecivanja strukture DNA uz direktan negativni utjecaj
na bioloski integritet po zivi organizam nazivaju se genotoksinima. Tako nastale
specificne vrste oste¢enja strukture DNA mogu posluziti kao biomarkeri izlozenosti,
dok se takvim o$te¢enjima inducirani bioloski odgovori smatraju biomarkerima u¢inka
(Shugart, 1990, Shugart i sur., 1998). U stani¢noj jezgri molekule DNA nalaze se u
postojanoj ravnotezi izmedu funkcionalno stabilne ds- strukture bez diskontinuiteta
lanaca i intermedijera nestabilnog stanja, gdje je strukturna cjelovitost DNA
promjenjena usljed normalnih fizioloskih procesa (transkripcija, translacija, popravak
DNA). Trajna ili prolazna nesposobnost organizma da savlada nastali stres i odrzi
strukturnu cjelovitost DNA moZze posluziti kao svojevrsni biljeg genotoksicnog
djelovanjanekog zagadivala. Najuobicajenije strukturne promjene na DNA su: nastank
pirimidinskih dimera, lomovi lanaca DNA, adukti na DNA, zamijena
purinskih/pirimidinskih baza, nastanak abazi¢nih mjesta, hipometiliranost baza itd.
Neke od tih strukturnih modifikacija DNA to¢no su odredene vrstom genotoksi¢nog
agensa. Tako npr. pirimidinski dimeri nastaju samo usljed djelovanja UV-B zracenja,
a PAH-ovi uzrokuju nastanak DNA-adukata. Nadalje, genotoksi¢na zagadivala mogu
interferirati i s normalnim stani¢nim metabolickim procesima kao Sto su replikacija,
metilacija, popravak DNA, a to moze imati za posljedicu nastanak razli¢itih mutacija

kao Sto su delecije ili adicije baza.
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Prema tome, moze se reéi, da je u stanici u bilo koje vrijeme prisutna odredena
koli¢ina DNA niske cjelovitosti, odnosno, DNA s razliitim vrstama strukturalnih
promjena. Utvrdeno je da vecina stanica posjeduje mehanizme popravka DNA (Sancar
i Sancar, 1988) kojima se moze smanjiti koli¢ina DNA niske cjelovitosti. Omjer DNA
visoke i niske cjelovitosti pokazuje mjeru oStecenja DNA. U pravilu se o¢ekuje da ¢e
organizmi, koji su izloZeni genotoksi¢nim agensima imati pomaknutu ravnotezu u
smjeru DNA niske cjelovitosti. Stanica po oste¢enju DNA moze odgovoriti na dva
nacina: blokiranjem stani¢nog ciklusa u G, fazi, kako bi se omogucio popravak, ili
samouniStenjem u procesu programirane stani¢ne smrti (Enoch i Norbury, 1995).
Jednom kad je oSte¢enje DNA nastalo, razvoj mogucih genetskih promjena na
stanicama kéeri uvjetuje odgovarajuci stani¢ni odgovor. Prvi kriti¢ni stupanj za stanicu
je odstranjenje osteCenja DNA tj. potpun popravak DNA (tzv. engl. "error-free";
ekscizijski i rekombinantni popravak). Drugi kriti¢ni stupanj za stanicu predstavlja
vrijeme popravka oSte¢enja DNA s obzirom na dva klju¢na stani¢na procesa:
replikaciju DNA 1 mitozu. Drugim rijecima stanica ne bi trebala udvostruciti svoju
DNA ili dopustiti odvajanje kromosoma prije popravka kromosomske DNA. U slucaju
oSte¢enja DNA stanica ima tri mogucénosti izbora: a) popraviti oSteCenje DNA u
potpunosti, bez posljedica na stanice kceri, b) nepotpuno popraviti oste¢enje DNA,
medutim ipak prezivjeti ili ¢) zapoceti proces samounistenja. Izbor stanice bilo za
popravak oSte¢enja DNA ili za samouniStenje, omogucéuje odrzavanje stabilnosti
genoma. U slucaju nepotpunog popravka DNA (tzv. engl. "error-prone") postoji
moguénost razvoja stalnih genetskih promjena. Ravnoteza medu stani¢nim
populacijama jednog organizma, kontrolirana je regulacijom brzine proliferacije,
diferencijacije i smrti konstitutivnih stanica.

Svako oste¢enje DNA popravlja se razli¢itim mehanizmima popravka do
razli¢itog stupnja te je za proucavanje genotoksi¢nog rizika izlozenosti morskih
organizama potrebno poznavati i dinamic¢ku ravnotezu izmedu nastanka oStecenja 1
samog popravka DNA S$to kona¢no moze rezultirati povec¢anjem ili smanjenjem

ucestalosti oSte¢enja, promjenom tipa oStecenja te ravnoteznim stanjem izmedu stalnog
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nastanka i uklanjanja tj. popravka oste¢ene DNA.

Razlikujemo primarna i sekundarna oSte¢enja DNA. Primarna oSte¢enja DNA
mogu nastajati spontano, tijekom normalnog stanicnog metabolizma, a mogu biti i
inducirana genotoksi¢nim zagadivalima. Spontana oSte¢enja DNA (nesparene i krivo
sparene baze, tautomerizacija, deaminacija, oksidativna oStecenja i gubitak baza)
nastaju kao rezultat stanicnog metabolizma ili raspadanja organizma u okolisu, bez
djelovanja genotoksicnog agenasa. Ucestalost pojavljivanja apurinskih mjesta u
ljudskim stanicama iznosi od 1-3 x 10%stanici/danu (Lindahl i Nyberg, 1972), a
apirimidinskih mjesta 100/stanici/danu (Lindahl i Karlstrém, 1973). Ta oStecenja u
stanici nastaju zbog prirodnih procesa i u pravilu se brzo popravljaju, medutim, mogu
predstavljati i potencijalno letalna oSte¢enja unutar genoma (Fortini i sur., 1990; Laval
i sur., 1990). Vrste primarnih oSte¢anja DNA koja nastaju i spontano i djelovanjem
razli¢itih fizikalnih i kemijskih genotoksi¢nih zagadivala iz okolisa (Friedberg i sur.,
1995), a njihova raznolikost i koli¢ina, zahvaljuju¢i utjecaju ¢ovjeka (urbanizacija i

industrija) svakodnevno raste., prikazani su u Tablici 1.
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PRIMARNA OSTECENJA DNA

nacin nastanka

vrsta

posljedice

SPONTANA

Kemijske
promjene

greske nastale tijekom normalnog stani¢nog
metabolizma; replikacije, transkripcije,
popravka i rekombinacije DNA

strukturna nestabilnost baza

nesparene baze (engl.
"mismatches’)

deaminacija baza (Citozin u Uracil,
Adenin u Hipoksantin, Gvanin u
Ksantin)

ispustanje
(delecija) baznih
parova

zamjena (supstitucija;
tranzicia ili
tranformacija) baznih
parova

djelovanje *OH

respiracije i enzimske sinteza NO, u stanicama

reakcije ovisne o pH i
temperaturi

radikala tijekom mitohondrijske

gubitak baza (depurinizacija,
depirimidini zacija)

oksidativna oStecenja (gubitak baza,
odvajanje H iz CH; skupine)

ispustanje (delecija)
baznih parova

INDUCIRANA

fizikalni
agensi

kemijski
agensi

ionizirajuce (y-) zraenje

UV - zracenje

alkilirajuci agensi (MNNG,
etilmetansulfonat,
etiletansulfonat, nitrozigvanidin
umrezavajuéi agensi(psoraleni,
formaldehid)
interkalirajuci agensi
(antraciklinski glikozidi,
aktinomicin D, etidijumske i
akridinske boje)

agensi koji zahtijevaju
metabolicku aktivaciju
(aromatski amini, aflatoksini,
NQO, B[a]P , AAF) pri ¢emu
nastaju reaktivni elektrofilni
intermedijeri

ostecenja baza, oSteCenja SecCera
dezoksiriboze, alkalno-labilna
mjesta, lomovi DNA

ciklobutanski pirimidinski dimeri,
pirimidin-pirimidon (6-4)

fotoprodukt, sporni fotoprodukt,

kompleksna oStec¢enja purina,
pirimidin hidrat, timin glikol,lomovi
DNA, umrezavanje DNA (engl.
“inter-“ 1 “intrastrand cross-
linking”)

alkilacija baza (uvodenje CH;,
CH,CH, skupina), deaminacija baza,
nastanak abazi¢nih (AP) mjesta,
umrezavanja DNA (engl. “inter- i
“intrastrand cross-linking”) te
umrezavanje DNA i proteina

narusavanje sekundarne strukture
DNA uzvojnice

DNA adukti,umrezavanja DNA
(engl. “inter-“1i “intrastrand cross-
linking”) te umrezavanje DNA i
proteina, alkalno-labilna mjesta,
lomovi DNA

usljed neucinkovitog
popravka DNA moze
do¢i do zastoja
replikacije i
transkripcije

analozi baza (5-bromuracil, 5-
fluoruracil, 5-joduracil, 2-

aminopurini)

inkorporacija baznih analoga u
molekulu DNA umjesto
odgovarajucih purina ili pirimidina

pogreske u sparivanju
baza te nastanak

tranzicije

Tablica 1. Nacini nastanka, inducirajuéi agensi i vrste primarnih oste¢enja DNA.
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Usljed postojanosti i neefikasnog odstranjivanja primarnih oSte¢enja DNA moze
do¢i do razvoja sekundarnih ostecenja bilo da se radi o nastanku klastogenih oStecenja
kao §to su: kromosomske aberacije (odstupanje od normalnog broja ili oblika
kromosoma), zamjena sestrinskih kromatida, delecije, translokacije te razvoj
mikronukleusa; i/ili nastanka mutacija i smanjenja geneticke raznolikosti te indukcije
aktivacije onkogena te nastanka neoplasti¢nih transformacija, promjena u normalnoj
stani¢noj proliferaciji i diferencijaciji pa i samoj smrti stanice, odnosno morfoloskim
1 funkcionalnim poremecajima tkiva i organa te razvoja tumora. Osim toga, mnoga
klastogena zagadivala koja uzrokuju uocljiva oSte¢enja DNA na viSem nivou
kromatinske organizacije ujedno su i mutageni tj. genotoksi¢ni agensi. Takvi ¢e
organizmi iskazivati smanjenu sposobnost razmnozavanja i prezivljavanja Sto za
posljedicu ima smanjenje brojnosti populacije te na koncu, njeno is¢eznuce iz zivotne
zajednice koje se na nivou ekoloskog sustava ispoljava u vidu smanjenja bioloske

raznolikosti.

2.2.1. Agensi koji induciraju nastanak oStecenja DNA

2.2.1.1. Fizikalni agensi

Fizikalni agensi, kao $to su ionizirajuce ('y-) i ultraljubicasto (UV-) zracenje,
direktno utjecu na stvaranje razli¢itih oSte¢enja DNA. lonizirajue zraCenje stvara
slobodne radikale (*OH), koji u polidezoksiribonukleotidnim lancima utjecu na
pucanje fosfodiesterske veze izmedu fosfata 1 SeCera deoksiriboze, te nastaju
jednolanc¢aniidvolan€ani lomoviimnogobrojne modifikacije purinskih i pirimidinskih
baza. Kao posljedica direktne apsorpcije fotona UV-zraCenja u purinskim ili
pirimidinskim bazama molekule DNA 1ili indirektnim prijenosom fotona posredstvom
“pobudenih” molekula na DNA te djelovanjem slobodnih radikala nastalih usljed y-
zraCenja u tzv. "primarnim reakcijama" nastaju razli¢ita oSte¢enja, koja mijenjaju
njezinu strukturu 1 funkciju pri cemu se gube svojstva “normalne” geneticke upute.
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2.2.1.1.1. Tonizirajuce ('y-)zraCenje

Ioniziraju¢e zracenje je prirodni izvor oSte¢enja DNA zivih organizama
tijekom evolucije. U danasnje vrijeme od vee je vaznosti nastanak oStecenja
uzrokovanih y-zracenjem koje potjece od razliCitih industrijskih, dijagnostickih 1
terapeutskih izvora. y-zracenje uzrokuje nasumicna ostecenja DNA. Ovisno o energiji
zracenja, koja se definira linearnim prijenosom energije (keV/um) odnosno gubitkom
energije na nekom putu usljed kolizije s Cesticama, nastaju ionizirane i energetski
pobudene molekule. Direktni u€inak y-zraCenja rezultat je direktne interakcije tj.
prijenosa energije zracenja na DNA, dok se indirektni u¢inak ocituje u interakcijama
DNA s reaktantima nastalim djelovanjm zracenja. Razliite makromolekule,
mogu egzistirati i u pobudenom molekulskom stanju ili u obliku ionskih te slobodnih
radikala. Slozenost reakcijskih mehanizama te veliki broj potencijalnih reaktanata
osiguravaju Siroki spektar produkata nastalih na DNA izazvanih y-zra¢enjem. H,O je
u bioloskim sistemima najzastupljeniji izvor indirektnih oSteenja DNA, te se
procjenjuje da oko 80% ukupne energije zracenja apsorbira H,O te da radiolizom vode
nastaju reaktivni elektroni (e"), te druge reaktivne vrste kao sto su *OH, He, H, 1 H,0O,
10,

H,O = H,O" +¢
H,0"+ H,0 = *OH + H,0"
*OH ++«OH — H,0,
eqt O, = Oy

0, +2H" = 0,+H,0,

Smatra se da je glavnina (cca 65%) DNA oStecenja uzrokovana y-zracenjem
posljedica djelovanja *OH, a samo 35% otpada na oSteCenja nastala direktnim
djelovanjem energije zracenja. OSte¢enja DNA koja nastaju djelovanjem y-zracenja
su oStecenja purinskih i pirimidinskih baza, molekula Se¢era dezoksiriboze te lomovi

lanca DNA (Friedberg i sur., 1995).
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Ostecenja purinskih baza svode se na napad *OH na dvostruku vezu izmedu C-5
i C-6 atoma purinskog prstena. Uslijed direktnog djelovanja zracenja izbija se jedan
elektron iz elektronskog oblaka te nezasi¢ene veze tako da nastali kationski radikal
reagira s hidroksilnim ionom pri ¢emu i u slucaju direktnog i indirektnog djelovanja
y-zraCenja nastaju isti reaktivni meduprodukti. U aerobnim uvjetima reakcije tako
nastalog kationskog radikala s O, rezultiraju razli¢itim zasi¢enim derivatima samog
pirimidinskog prstena npr. timidin glikola te nadalje nastankom metil tartroniluree, 5-
hidroksi hidantiona, N-formamido uree i uree, dok pri anaerobnim uvjetima nastaju 5-
hidroksitimidin i 6-hidroksi-5,6-dihidrotimin. Zasic¢eni derivati DNA baza dovode do
destabilizacije N-glikozilne veze i nastanka abazi¢nih dezoksiriboznih ostataka.
Donosom relativno velike energije zracenja na pojedinu lokaciju DNA moze
prouzrociti i tzv. lokalno vise osteCeno mjesto zbog nastanka veceg broja oStec¢enja
uzrokovanih brojnim reakcijama na ograni¢enom podruc¢ju na $to utjeCe i tercijarna
struktura DNA.

Ostec¢enja molekula Secera dezoksiriboze rijeda su od oste¢enja samih baza.
Medutim, bioloski znacaj takvih oStecenja je velik jer mogu rezultirati lomom DNA
lanca. Predhodno spomenti abazi¢ni dezoksiribozni ostaci kao i produkti nastali
direktnim djelovanjem *OH radikala su alkalno labilna mjesta koja mogu prerasti u
mjesta nastanka lomova DNA lanca u alkalnim uvjetima.

Ionizirajuée zracenje takoder dovodi i do direktnog nastanka lomova DNA.
Prisustvo jednolancanog loma olakSava posredovani napad slobodnih radikala na tom
mjestu, a ukoliko je jednolanc¢ani lom na komplementarnom lancu DNA dovoljno blizu
dolazi do nastanka dvolan¢anih lomova DNA. Povec¢ana koncentracija O, dovodi do
povecanja frekvencije oSte¢enja izazvanih ioniziraju¢im zracenjem i naziva se ucinak
kisika. Stani¢ni radioprotektori kao Sto je glutation sprijeCavaju nastanak oStec¢enja
natjecCu¢i se s O, da na svoju tiolnu grupu vezu pobudeni elektron s molekule

slobodnog radikala.

19



Opéi dio

2.2.1.1.2. Ultraljubicasto (UV-) zracenje

Ukupno zracenje Sunca tzv. solarna konstanta (tok energije suncevog zracenja
pri srednjoj udaljenosti Zemlje od Sunca) iznosi 1376 + 1,2 W/m?* (Haigh, 1996). Vise
od 50% tog zracenja je infracrveno ili toplinsko zracenje (IR), 40% cini vidljiva
svjetlost (VIS), a oko 5% ultraljubi¢asto (UV) zracenje (Cligen i sur., 1995).
Ultraljubicasti (UV) dio spektra zracenja podjeljen je na tri valna podrucje: UV-A koji
obuhvaca zracenje valnih duljina od 400 do 320 nm, UV-B od 320 do 290 nm i UV-C
od 290 do 100 nm. Onaj dio UV-zracenja koji dopire do povrSine Zemlje sastoji se
pretezno od UV-A (oko 94%) 1 UV-B zraka jer se zrac¢enje valnih duljina manjih od
320 nm apsorbira u gornjim slojevima atmosfere i ozonskom omotacu koji se u
kontinuiranom procesu stvara izmolekula O, pod utjecajem kratkovalnog UV-zracenja
i raspada pod utjecajem dugovalnoga UV-zraenja. Valne duljine UV-B podrucja
apsorbiraju mnoge bioloski vazne makromolekule: maksimalnu apsorpciju zracenja
elektromagnetskog spektra molekule DNA i RNA pokazuju kod 260 nm, a proteini kod
280 nm, pri ¢emu dvostruke veze u ugljikovim spojevima imaju ulogu apsorpcije te
energije ¢ime dolazi do narusavnja njihove strukture. Kao odgovor na prirodno
prisutnu koli¢inu UV-zracenja u okoliSu, organizmi su razvili niz mehanizama za
smanjenje 1 otklanjanje oSte¢enja koje ono izaizva, kao S§to su: sinteza UV-
apsorbiraju¢ih komponenti koje sluze kao barijera za UV-zraCenju, fizioloski
mehanizmi koji prepoznaju i popravljaju oste¢enja nastala djelovanjem UV-zracenja
te stvaranje antioksidansa koji neutraliziraju u¢inak slobodnih radikala nastalih usljed
djelovanja istog. OSteenja DNA, koja nastaju djelovanjem UV-zraCenja su
ciklobutanski pirimidinski dimeri, pirimidin-pirimidon (6-4) fotoprodukti, umrezavanje

i lomovi lanaca DNA (Friedberg i sur., 1995).
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2.2.1.2. Kemijski agensi

Usporedi li se djelovanje kemijskih agenasa u odnosu na fizikalne, moze se
zakljuciti da je testiranje kemijskih agensa i procjena njihovog genotoksi¢nog
djelovanja, slozenija u odnosu na djelovanje fizikalnih. Dok fizikalni agensi uzrokuju
promjenu genetskog materijala gotovo u svim stanicama, kemijski agensi su s jedne
strane jaki mutageni u odredenoj vrsti stanica (organizma), a s druge strane, na druge
stanice (organizme) slabo ili uopée ne djeluju. Ipak, do koje ¢e mjere na genetski
materijal nekog organizma djelovati odredeni fizikalni ili kemijski agensi odreduju i
drugi brojni ¢imbenici, kao $to su kemijska struktura spojeva, nacin pristizanja agensa
u organizam, duzina trajanja izlaganja, doza, apsorpcija, izlu¢ivanje, raspodjela agensa
u organizmu i sl. Monofunkcionalni alkiliraju¢i kemijski agens (nitrozourea,
etilenamin, alkilsulfonat) direktno stvaraju razli¢ita oSteCenja DNA
(depurinacija/depirimidinacija, alkalno-labilna mjesta), dok bifunkcionalni alkilirajuéi
kemijski agensi (dusSi¢na kiselina, mitomicin, dusi¢ni i sumporni peroksidi, derivati
platine (cis-platinum[II]diaminodiklorid) unakrsno vezuju lance DNA medusobno, te
DNA lance i proteine (Friedberg i sur., 1995). Interkalirajuci agensi (antraciklinski
glikozidi: daunorubicin, adriamicin, mitramicin, nogalamicin, te aktinomicin D,
etidijske 1 akridinske boje), takoder direktno djeluju na DNA, ali tako da se
interkaliraju tj. umecu izmedu parova baza. Takva interkalacija narusava strukturu
DNA i dovodi do pogreSaka tijekom replikacije DNA. Premutageni/prekancerogeni
kemijski agensi, metabolickom se aktivacijom, pomocu enzimskog sustava,
transformiraju u reaktivne mutagene/kancerogene, koji tada poput alkiliraju¢ih agenasa
postaju elektrofili i vezuju se na nukleofilna mjesta u DNA. Na taj nacin uzrokuju: a)
direktne promjene u kemijskoj strukturi DNA pri ¢emu nastaju tzv. DNA adukti
(kovalentna veza kemijskog agensa ili njegovih metabolita na DNA) (Shinohara 1
Cerutti, 1977, Cerutti i sur., 1978), b) indirektna oSteCenja DNA koja nastaju
djelovanjem reaktivnih oksigeniranih vrsta, kao §to su superoksidi i hidroksil radikali
(Leadon 1 sur., 1988). Njihovim djelovanjem dolazi do stvaranja jednolancanih i

dvolancanih lomova, do kemijskog mijenjanja baza (Rhease i Freese, 1986; Rhease 1
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sur., 1986) i unakrsnog vezanja dva nukleofilna centra jednog polinukleotidnog lanca
(engl. "intrastrand cross-linking"), odnosno, unakrsnog vezanja polinukleotidnih lanaca
(engl. "interstrand crosslinking"). U skupinu najviSe primjenjivanih i istrazenih
agenasa koji se metabolicki aktiviraju u elektrofilne reaktante su benz[a]piren (B[a]P)

te 4-Nitrokinolin-N-oksid(NQO).

2.2.1.2.1. Benz[a]piren (B[a]P)

Benz[a]piren je planarna nepolarna molekula koja se ugraduje izmedu
vodikovih veza sparenih baza ds-DNA. Medutim B[a]P je nereaktivan spoj i on
na taj nacin ne oStecuje DNA te se stoga smatra indirektnim premutagenom/
prekancerogenom (Sims i sur., 1974; Jerina 1 Dalay, 1974, Gelboin, 1980). Aril
hidrolaze, koje su sastavni dio sustava citokroma P-450, metaboliziraju policilicke
aromatske ugljikovodike (PAH) pa tako i B[a]P do fenola i dihidrodiola. Oni su pak
zajedno s pripadajué¢im esterima koji nastaju u daljnjoj fazi metabolizma (Levin i sur.,
1977; Philips, 1983) topivi u vodi i mogu se lako izluciti iz organizma. Medutim,
elektrofilni benz[a]piren anti diol-epoksid koji je nastao takvim metabolizmom, a
predstavlja jaki elektrofilni i ultimativni mutagen (Sims i sur., 1974; Jerina i Daily,
1974)ikarcinogen 7f3,8-diol-9c,10c-epoksi-7,8,9,10-tetrahidrobenz[a]piren (BPDE),
koji se najCesce veze za 2-amino grupu gvanina pri cemu nastaju adukti na molekuli
DNA (Vihékangas i Pelkonen, 1989), aliiizazivaijednolan¢ane lomove DNA in vitro
(Gamper i sur., 1977, Kakefuda i Yammamoto,1978), odnosno apurinska alkalno-

labilna mjesta u DNA (Drinkwater i sur., 1980; Sage i Haseltine, 1984).
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2.2.1.2.2. 4-Nitrokinolin-N-oksid (NQO)

Oste¢enja inducirana 4-Nitrokinolin-N-oksidom, koji je kao i druga
nitrozaminska zagadivala izravni i/ili neizravni mutagen/kancerogen kao i
premutagen/prekancerogen (Petzold i Swenberg, 1978; Galiuegue-Ziotinaisur., 1985)
Cesto se zbog slicnog mehanizma popravka usporeduju sa oste¢enjima DNA koja
izaziva UV-zracenje. Aktivnost NQO-a uzrokovana je interkalacijom kinolinske
molekule izmedu baznih parova DNA lanca, kovalentnog vezivanja kinolina s
pojedinim bazama te formiranjem lomova lanaca DNA. Za stvaranje adukata DNA
potrebna je metabolicka aktivacija NQO-a (Soileau, 1987). Metabolicka aktivacija
NQO-a zapocinje nastankom proksimativnog karcinogena 4-hidroksi-aminokinolin-1-
oksida nakon ¢ega dolazi do njegove alkilacije posredstvom seril-AMP enzimskog
kompleksa koji uvodi kinolinsku grupu u samu molekulu DNA. Utvrdeno je da se
aktivira u bakterijske mutagene pomocu substanicnih frakcija probavne Zlijezde dagnje
Mytilus edulis (Garcia Martinez i sur., 1992). NQO kao izravan mutagen, NQO
uzrokuje jednolancane lomove DNA u stanicama jetre Stakora (Petzold i Swenberg,
1978; Galiuegue-Zoitina i sur., 1985) i u hemolimfi beskraljeSnjaka (Bihari i sur.,
1991, 1992). Uoceni su i specifi¢ni adukti na C-8 i N-2 gvanina te N-6 adenina.

2.2.1.2.3. Bleomicin-Fe(II) kompleks

Samo aktivirana molekula bleomicina, tj. vezana za Fe(Il) izaziva nastanak
lomova DNA na specifi¢nim mjestima (D’Andrea i Haseltine, 1978; Takeshita i sur.,
1978). Tako aktivirani bleomicin-Fe(Il) kompleks stvaranjem slobodnih radikala
uzokuje nastanak jednolanc¢anih i dvolan¢anih lomova DNA (Haidle, 1971; Coquerelle
i sur., 1973) te nastanak velikog broja alkalno labilnih AP mjesta smjestenih jedno
blizu drugoga na jednolan¢anom DNA fragmentu (Igbal i sur., 1976; Kohn i Grimek-
Ewig 1976; Povirk i sur., 1977). Jednolancani lomovi nastaju napadom slobodnih
radikala na C-4 polozaj dezoksiriboze pri ¢emu dolazi do kidanja veze izmedu C-3 1
C-4 molekule Secera (Takeshita i sur., 1978). Dvolan¢ani lomovi DNA nastali

djelovanjem bleomicin-Fe(Il) kompleksa pojavljuju se na svakih 10 jednolanc¢anih
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lomova za razliku od djelovanja Fe(II) koje uzrokuje nastanak nasumicno rasporedenih
jednolancanih lomova te nemjerljivi broj dvolancanih lomova na molekuli DNA

(Povirk i sur 1977; Lloyd i sur., 1978).

2.2.2. Primarna oSteéenja koja znacajno utjecu na cjelovitost DNA

Primarna oSte¢enja DNA Cije postojanje znac¢ajno utjece na snizavanje cjelovitost
molekule DNA svakako su alkalno-labilna mjesta te jednolancani i/ili dvolancani

lomovi DNA.

2.2.2.1. Alkalno-labilna mjesta

Molekula DNA, je za razliku od RNA, neosjetljiva na alkalnu hidrolizu
(Teebor i1 Brent, 1981), medutim u fizioloSkim uvjetima ili djelovanjem razlicitih
kemijskih 1 fizikalnih agenasa nastaju alkalno-labilna mjesta, u koja se ubrajaju
apurinska/apirimidinska (AP) mjesta i mjesta nastajanja alkilfosfatnog triestera.

Depurinacija tj. gubitak purinskih baza u molekuli DNA, najcesce je spontano
oste¢enje DNA koje se javljau fizioloskim uvjetima. Rezultat je cijepanja N-glikozilne
veze izmedu purina i Secera dezoksiriboze. Jedan od mogu¢ih mehanizama nastajanja
takvog oSte¢enja DNA je tijekom elektrofilnog napada alkiliraju¢ih tvari na poziciji
N’- guanina, N*-adenina ili O*-timina i citozina, pri ¢emu se uvodi pozitivni naboj u
prsten baza, ¢ime glikozilna veza postaje nestabilna, te dolazi do gubitka modificirane
baze (Gamper i sur, 1977). Do formiranja AP mjesta moze do¢i i nakon enzimskog
napada uracil N-glikozilaze na glikozilnu vezu dezoksiuridinskog ostatka u DNA
(Gupta 1 Sirover, 1981). Nastalo AP mjesto stabilno je na neutralnom pH, medutim,
podlozno je napadu AP specifi¢nih endonukleaza 1 stvaranju jednolancanih lomova
(Teebor 1 Brent, 1981). U nekim stanicama, kao Sto su limfociti, alkalno-labilna
ostecenja prerastaju u dvolancane lomove i slobodne nukleosomalne jedinice, dok u

drugim stanicama, ostaju samo kao prvotna oste¢enja (Tomei i sur., 1993).
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Alkilfosfatni triesteri nastaju vezivanjem mutagena (npr. B[a]P diol-epoksida) na
slobodnu -OH grupu fosfata u kosturu DNA (Gamper i sur., 1977). Ti su triesteri u
DNA stabilni, jer dezoksiriboza ne posjeduje 2-OH grupu koja moze uvjetovati
njihovu pregradnju i na taj nacin destabilizirati vezu fosfat-Se¢er. Medutim, OH grupa
u B polozaju vezanog mutagena, moze katalizirati hidrolizu alkilfosfat triestera, te na
taj nacin inducira stvaranje jednolanc¢anih lomova u DNA.Oste¢enja DNA kao $to su

alkalno-labilna mjesta, popravljaju se ekscizijskim popravkom.

2.2.2.2. Jednolancani lomovi DNA

Jednolancani lomovi su najces¢a primarna oSte¢enja DNA (Henson, 1978),
koja nastaju kao posljedica normalnog stanicnog metabolizma, ali i izravnim
djelovanjem genotoksi¢nih agenasa (Shugart, 1990). Oni nastaju i tijekom popravka
DNA (Cleaver, 1984) kao i tijekom procesa programirane stanicne smrti (Barry i
Eastman, 1993). Jednolan¢ani lomovi u DNA mogu nastati (Bradly i Sina, 1984):
direktnim cijepanjem kostura DNA, hidrolizom fosfodiesterske veze i enzimskim
izrezivanjem fosfodiesterske veze izmedu fosfata i molekule dezoksiriboze,
djelovanjem endonukleaza, lizosomalnih DNA hidrolaza, giraza i topoizomeraza.
Direktno cijepanje kostura DNA najceS¢e je uzrokovano izlaganjem stanica -
zraCenju. ZraCenjem se energija pohranjuje u stanicama §to rezultira stvaranjem
pobudenih i ioniziranih molekula kao $to su ionski ili slobodni radikali (hidroksilni
radikali, radikali peroksida). Nuklearnu DNA od zracenja Stite poliamini i histoni koji
je obavijaju, te njena organizacija u vise kromatinske strukture (Ljungman i Hanawalt,
1992). Medutim, ve¢inom ta zastita nije dovoljna, te nastaju razli¢ita oSte¢enja DNA,
od oSte¢enja pojedinih baza DNA te stvaranja alkalno-labilnih mjesta do jednolanc¢anih
i dvolan¢anih lomova DNA. Tako npr. zracenje od 1.0 Gy rezultira stvaranjem 600-
1000 jednolanc¢anih lomova, odnosno 16-40 dvolancanih lomovau DNA (Ward, 1988).
Mehanizam nastanka, odnosno pojedinosti niza reakcija koji vode do jednolanc¢anih
lomova, nisu jo$ u potpunosti poznati. Popravak jednolan¢anih lomova koji su nastali

zracenjem otezan je zbog nemogucnosti popravka jednostavnom ligacijom (Obe i sur.,

25



Opéi dio

1992). Naime, nastali lomovi naj¢es¢e zavrsavaju s fosfatnim grupama na 5’ -kraju
DNA, dok se ligaza najceSc¢e veze za 3’ -OH krajeve (Bopp 1 Hagen, 1970). Medutim,
zraCenjem dolazi ¢ak i do gubitka fosfatnih grupa koje su ponekad i u potpunosti
izgubljene, te dolazi do odvajanja fragmentiranih derivata Secera (Obe i sur., 1992).
Ponekad dolazi i do gubitka ¢itavih baza, te mnogi jednolan¢ani lomovi u tom slucaju
predstavljaju nukleotidne rupe jednog lanca DNA (Obe i sur., 1992). Aktivacija veceg
broja enzima potrebna je za uspjeSan popravak nastalog ostecenja, kao Sto je slucaj kod
popravka izrezivanjem baza. Lomovi lanaca DNA produkt su i normalnog stani¢nog
metabolizma gdje toplinska energija uzrokuje nastanak na tisucu abazi¢nih mjesta u
stanici tijekom jednog dana te su normalno popravljani. Abazi¢no mjesto predstavlja
oSte¢enje koje moze rezultirati lomom DNA lanca i nastankom privremenog
diskontinuiteta sekundarne strukture. loniziraju¢e zracenje kao i slobodni radikali
uzrukuju direktni nastanak lomova lanca, dok npr. UV-zradenje i neka genotoksi¢na
zagadivala uzrokuju nastanak produkata koji se popravlaju razli¢itim mehanizmima
popravka i tijekom kojih nastaju privremeni prekidi jednog od lanaca (Shugart i sur.,
1992; Shugart, 1998).

Mehanizam nastanka dvolancanih lomova takoder nije u potpunosti poznat,
te se ne zna da li nastaju prijenosom radikala s jednog na drugi lanac DNA (Siddiqi i
Bothe, 1987) ili su posljedice direktnog napada radikala (Ward, 1988; Ward, 1990).
Popravak dvolanc¢anih lomova kompleksniji je od popravka jednolanc¢anih lomova i

zahtijeva rekombinacijski popravak.
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2.2.3. Odredivanje oStecenja DNA

Neke od metoda koje se primjenjuju za odredivanje lomova DNA zasnivaju se
na in vivo denaturacijskim uvijetima uz visoki pH i ionsku jakost gdje je odvajanje ss-
DNA od DNA visoke cjelovitosti direktno proporcionalno broju jednolancanih lomova
(Ryberg, 1975) 1/ili abazi¢nih mjesta a postojane abazi¢nih (AP) mjesta te
jednolancanih i/ili dvolan€anih lomova DNA kao i odredivanje umrezanih struktura
DNA s DNA i DNA s proteinima. Stoga su i razvijene tehnike odredivanja koli¢ine
takvih oSte¢enja DNA u alkalnim uvjetima kao S$to je denaturiranje DNA u alkalnim
uvjetima (engl. "alkaline unwinding”) (Ahnstrom i Erixon, 1973) te alkalno eluiranje
(Kohn i1 Grimek-Ewig, 1973; Khon i sur., 1976, 1981; Khon, 1991).

Nadalje, za odredivanje primarnih oSte¢enja DNA primjenjuju se tehnike
centrifugiranjau alkalnom gradijentu saharoze (Deanisur., 1966; McGrath i Williams,
1966; Lett, 1981), CsCl gradijent centrifugiranje DNA (McGrath 1 Williams, 1966),
viskozoelastometrija (Parodi 1 sur., 1981; Brambila i sur., 1983) i DNA precipitacija
(Olive, 1988), sedimentacija nukleotida (Cook 1 Brazell, 1976), elektronska
mikroskopija preparata DNA (Zahn i sur., 1981; Clayton, 1981), elektroforeza DNA
u agaroznim gelovima (Seawell i Ganesan 1981; Theodorakis i sur., 1994) te proto¢na
tekuc¢inska fluorimetrija (Rydberg, 1984). U novije vrijeme moguca je i uporaba
specifi¢nih fluorokromatskih bojila koja se specificno vezuju za ds-DNA (Schroder i
sur., 1999a, 1999b).

Upotreba tehnike centrifugiranja u alkalnom gradijentu saharoze moze usljed
visokog pH medija rezultirati pove¢anjem broja lomova DNA na tzv. AP mjestima, a
kelatni agensi mogu djelovati kao oksidoredukcijska sredstva.. Uspjesnost alkalnog
filtar eluiranja ovisno je izvoru DNA i moguénosti njene deproteinizacije te je uz
dugotrajnost izvedbe tesko primjenjivo na veliki broj uzoraka. Alkalno denatururanje
1 hidroksiapatitna kromatografija omogucuju analizu veceg broja uzoraka ali vazan
¢imbenik u nastanku nezeljenih lomova tijekom denaturacije je visoki pH te je nakon

neutralizacije ultrazvukom sprijeCena njihova renaturacija. Nadalje, pri primjeni
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"unwinding" tehnike neophodna je velika koli¢ina materijala, barem 1-2 x10° stanica
Sto je Cesto nemoguce osigurati.

Pri ektroforezi DNA izolirane iz stani¢ne jezgre, uagaroznom gelu pri alkalanim
uvjetima (engl. "single cell gel electrophoresis assay - SCGE" ili “Comet" tehnika)
(Ostling 1 Johanson, 1984; Singhtisur., 1988; Rydberg i Johanssen, 1988; McKelvey-
Martin i sur., 1993) pri cemu obojani fragmenti DNA niske cjelovitosti migriraju u
elektricnom polju druk¢ije od DNA visoke cjelovitosti u jezgri te se na osnovi razlike
u migraciji i koli¢ini DNA u tzv. glavi i repu "komete" moze odrediti koli¢ina lomova
DNA (Mitchelsmore i Chipman, 1998a, 1998b; Steinert i sur., 1998; Wilson 1 sur.,
1998). Medutim, odredivanjem oSte¢enja DNA u pojedinoj stanici primjenom tzv.
"comet" tehnike koja omogucavaju ispravnije procjenjivanje ucinka genotoksina u
svakoj pojedinoj stanici neke populacije, dobivaju se samo polukvantitativni rezultati,
a metoda je dugotrajna te teSko primjenjiva u mnogim vrstama stanica i tkiva.

Za odredivanje kovalentno vezanih DNA adukata primjenjuje se "**P
postlabeling" tehnika (Miller, 1978; Gupta i sur., 1982), koja omogucava detekciju 1
adukta na 10'° normalnih nukleotida (Qu i sur., 1997), visokorazdjelna tekuéinska
kromatografija (Dunnisan, 1988), te immunoloski testovi (Poireir i sur., 1982; Philips,

1990; Burgeot i sur., 1996).
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2.3. Pregled dosadasnjih istrazivanja genotoksi¢nog ucinka zagadivala u

morskom ekoloSkom sustavu s posebnim osvrtom na SkoljkaSe

Dosadasnja istrazivanja genotoksi¢nosti u morskom ekoloSkom sustavu kao dio
cjelovitih biomonitoring studija, zajedno uz primjenu kemijsko analitickih tehnika,
sprovedena su na brojnim vrstama riba 1 morskih beskraljesnjaka. Ona se danas sve
viSe razvijaju s ciljem njihove primjenjivosti kao upotrebljivih pokazatelja dugoro¢nih
ekotoksikoloskih u¢inaka (Hose, 1991). Proucavajuci u€inke zagadivala moguce je sve
bolje 1 detaljnije razumijeti uzroke 1 mehanizme koji do njih dovode, te na koncu
predvidjeti moguce poslijedice za vise razine bioloSke ogranizacije. IstraZzivanja
genotoksi¢nosti u morskom ekoloskom sustavu u najvecoj mjeri obuhvacaju skoljkase,
sesilne organizme s velikom biofiltracijskom sposobnos$c¢u, ali 1 druge morske
beskraljesnjake, te ribe i morske ptice (Reish i sur., 1992). U daljnjem tekstu navedeni
su primjeri 1 koncepti istraZzivanja genotoksi¢nosti u moru sa posebnim osvrtom na
njihovu dosadasnju primjenu u Jadranu, te naroCito primjenu Skoljkasa kao

bioindikatorskih organizama.

2.3.1. Odredivanje genotoksi¢nosti

Procjena ucinka genotoksi¢nih zagadivala bila je u pocetku ograniena na
primjenu opcih testova toksicnosti 1 genotoksicnosti s razli¢itim laboratorijskim test
organizmima 1 njihovim populacijama u moru. Razvoj 1 primjena novih tehnologija u
analiti¢koj biokemiji 1 posebno molekularnoj biologiji potaknuli su izucavanje
primarnih oSte¢enja DNA irazvoj genetske ekotoksikologije i primjene DNA markera
u procjeni u¢inka genotoksi¢nih zagadivala. Pretpostavlja se da povecana ucestalost
mutacija u prirodnim populacijama, koje nastaju djelovanjem prirodnih genotoksi¢nih

agenasa, ne predstavlja znatniji ekotoksikoloski problem, medutim, pove¢anim unosom
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zagadivala antropogenog porijekla u morski ekoloski sustav, ona to postaje. Testovi
toksicnosti daju samo podatak o kvalitativnim i kvantitativnim vrijednostima uocenih
kemikalija, relativnoj toksicnosti specificnih kemikalija, unosu i apsorpciji u
organizam te akumulaciji kroz prehrambreni lanac pa je stoga ekstrapolacija na morski
ekoloski sustav otezana. Testovi genotoksi¢nosti baziraju se na reakciji mutagenih
spojeva i molekule DNA. Alkilacije, interkalacije, unakrsno vezanje s DNA i
fosfotriesterske forme koje pritom nastaju rezultiraju stvaranjem jednolancanih
lomova, kemijskim promjenama baza i formiranjem adukata. U slucaju da se ta
oSte¢enja DNA ne poprave, ona mogu izazvati daljnje tzv. sekundarne promjene na
DNA. Pracenje genotoksi¢nosti u moru omoguceno je razvojem analitickih metoda.
Osim $to nisu ekonomicne, rezultati tih testova nisu pridonijeli upoznavanju djelovanja
genotoksi¢nih tvari na organizme. To je omoguceno razvojem kratkotrajnih, rutinskih,
ali 1 jeftinijih testova. Medu njima najznacajniji su Amesov test, SOS-Chromotest i
SOS-umu test. Amesov test je standardizirani test za otkrivanje potencijalnih
kancerogena na osnovu njihove mutagenosti. Mjeri se broj povratnih mutacija koje
izaziva mutageni spoj uz upotrebu posebno uzgojenih sojeva bakterije Salmonella
typhimurium TA1535, TA100, TA1537, TA1538, TA98 (Ames i sur., 1973). Za
razliku od Ames testa, SOS testovi ne detektiraju mutacije ve¢ indukciju SOS
popravka uzrokovanog oste¢enjem DNA molekule (Oda i sur., 1985; Quillardet 1
Hofnung, 1985; Bihari i sur., 1990a). Medutim, tim se putem moZze odrediti samo
mutagenost nekog spoja, ali ne i stupanj oSte¢enja DNA koja Ce ti spojevi izazvati u
odredenom organizmu.

Prije viSe od 20 godina zapocelo se s prouc¢avanjem sustava OMF u morskim
beskraljeSnjacima (Bend i James, 1977; Bend i sur., 1978; Payne, 1977; Batel i sur.,
1983) i ribama (Payne, 1976; Kurelec i sur., 1977; Stegeman, 1978; Narbone i Gallis,
1979; Narbone i sur., 1987; Stegeman i sur., 1988), te se mjerenje inducibilnosti tog
sustava u jetri riba pokazalo pogodnim i za utvrdivanje prisustva PAH-ova u vodi
(Payne i Pernose, 1975). Djelovanjem toga sustava nastaju genotoksicni elektrofilni

intermedijeri koji lako stupaju u reakcije s DNA. Aktivnost BPMO in vitro nize su u
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morskih beskraljesnjaka u odnosu na njihovu aktivnost u riba i sisavaca (Payne,

1977,1984; Bend i James, 1977; Lee, 1981; James i Little, 1984; Livingstone, 1985).

2.3.2. Odredivanje oSte¢enja DNA kao molekularnih biomarkera

U zadnjih 25 godina razvijeno je mno$tvo metoda i tehnika odredivanja oStecenja
DNA te je njihova primjena u biomonitoringu ucinka genotoksi¢nih zagadivala u
morskih riba 1 beskraljeSnjaka veoma znacajna. Za organizme, koji zive u uvjetima
stalnog zagadenja, oste¢enje DNA izmjereno u trenutku uzimanja uzorka predstavlja
rezultantu dinamickog stanja nastajanja oste¢enja i njegovog popravka. U tom slucaju
ostec¢enja DNA ¢e odrazavati stupanj zagadenja mora genotoksi¢nim tvarima. Procjena
stupnja ugrozenosti odabranih morskih organizama temelji se na istrazivanju
ucestalosti primarnih oSte¢enja DNA nastalih djelovanjem genotoksi¢nih zagadivala
1 modulacije mehanizama oSte¢enja i popravka DNA kojima predhodi genotoksicni
stres. Odredivanje strukturnih promjena DNA koje predstavljaju biomarkere
izloZzenosti nije jednostavno. Genotoksicna zagadivala najceS¢e su prisutna u
mijeSavinama i to pretezito u vrlo niskim koncentracijama. Nakon njihovog dospijeca
u organizam ona se metaboliziraju u manje ili netoksi¢ne produkte, rezultat Cega je
Cesto vrlo nizak nivo izmjenjene tj. oStecene strukture DNA. Do danas su razvijene
brojne metode koje svojom selektivnoscéu i osjetljivoséu osiguravaju in situ izucavanje
DNA ostecenja, te je uspjeh postojeCih analiza biomonitoringa okoliSa ovisan o
primjeni 1 prilagodbi (optimalizaciji) suvremenih analitickih tehnika molekularne
biologije te analiticke biokemije i biofizike koje se primjenjuju u humanoj toksikologiji
(toksikologiji sisavaca). Svaka od njih ima i svoja ograni¢enja, tako da moze dovesti
do neispravnog ili nepotpunog zaklju€ivanja o stanju cjelovitosti DNA. Zato je vrlo
bitno znati $to se kojim metodom moze izmjeriti; dakle kvaliteta tj. vrsta te kvantitet,
odnosno brojnost specifi¢nih oSte¢enja DNA. Potrebno je odabrati prigodnu referentnu

populaciju (ili ¢ak dvije) koja nije izlozena genotoksi¢nom stresu tj. za koju se zna da
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je razina oSteCenja DNA u normalnim uvjetima dovoljno niska da bi se
kvalitativno/kvantitativno razlikovala od ostecenja DNA koja nastaju djelovanjem
genotoksi¢nih agenasa.

O odredivanju primarnih oSte¢enja DNA kao biomarkera izlozenosti morskih
organizama detaljno je pisano u radovima Shugarta (2000) i Steinarta (1999).

U zadnjih 15-ak godina "*’P postlabeling" tehnika primjenjuje se na razli¢itim
morskim zivotinjskim vrstama i na gotovo svim geografskim podru¢jima (Dunn i sur.,
1987; Kurelec i sur., 1989a, 1989b, 1990a, 1990b, 1992; Duun, 1991; Sole i sur, 1996;
Venier i Canova, 1996; Canova i sur., 1998; Harvey i Parry, 1998a, 1998b; Akcha i
sur., 2000a, 2000b, 2000¢; Xu i sur., 1999).

Poznate su i neke druge vrste strukturnih oSte¢enja DNA u morskih
beskraljesnjaka i riba kao $to su nastanak 8-hidroksideoksiguanozina (8-OH-dGuo)
(Canova 1 sur. 1998; Ploch 1 sur 1999; Akcha i sur., 2000b, 2000c), te nastanak
otvorene prstenaste strukture 2,6-diamino-4-hidroksi-5-formamidopirimidina (Fapy-
Gua) (Malins i Haimanot, 1991).

Alkalno denaturiranje (engl. “alkaline unwinding”) DNA primjenjuje se na
brojnim morskim beskraljeSnjacima (Nacci i Jakim, 1989; Black i sur., 1996; Bresler
i sur., 1999) i ribama (Ostling i Johanson, 1984; Olive i sur., 1990; Shugart, 1990,
1998; Accomando i sur., 1991; Viarengo i sur., 1991; Nacci i Nelson, 1992;
Theodorakis i sur., 1992; Bresler i sur., 1999). S ciljem odredivanja cjelovitosti DNA
morske zvijezde Asteria rubens i iverka Limanda limanda kao bioindikatorskih
organizma u Sjevernom moru primjenjuje se ve¢ dulji niz godina (Everats i sur., 1994;

Everats 1 Sarkar, 1996; Everats, 1995,1997).
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"Comet" tehnika jedna je od danas najprimjenjivanijih metoda (Theodorakis i
sur., 1992, 1994, 1997; Nacci i sur., 1996; Steinert, 1996; Steinert i sur., 1998; Wilson
isur., 1998; Taddei i sur., 2001) odredivanja jednolancanih lomova i alkalno-labilnih

mjesta DNA.

Primjena odredivanja klastogenih oste¢enja DNA u biomonitoringu i prac¢enju
genotoksi¢nog u€inka na morske organizme, odnosno procjeni njihove izlozenosti
genotoksi¢nim agensima, koja su posljedica primarnih oste¢enja DNA i strukturnih
poremeceje pri replikaciji DNA ukljucuje izuCavanje razli¢itih kromosomskih
abnormalnosti (Savage, 1993; Dixon i Wilson, 2000; Jha i sur., 2000a, 2000b). U
proucavanju strukturnih kromosomskih aberacija (insercija, delecija, trannslokacija i
dr.) primjenjuju se brojne metode i tehnike npr.: analiza kromosoma u metafazi (Dixon
i Clarke, 1982; Dixon i Favel, 1986; Jha 1 sur., 1996) te tehnika kromosomskog
vezivanja (engl. “chromosome binding”) (Dixon i McFadzen, 1987.). Osim strukturnih
kromosomskih aberacija i sam broj (povecanje ili manjak) pojedine kopije kromosoma
predstavlja krajnju tocku klastogenog ucinka, a do kojeg moze do¢i uslijed oSte¢enja
mikrotubula pri diobi stanice $to se moze odrediti direktnim brojanjem kromosoma
(Dixon, 1982), mikroskopskom analizom anafaznog rastezanja (Dixon i sur., 1999) te
upotrebom specificne DNA probe primjenom FISH tehnike. Odredivanje klastogenih
(kromosomskih) oste¢enja DNA ukljucuje i proucavanje strukturnih kromosomskih
aberacija (Prein i sur., 1978; Hoofman i Vink, 1981; Maddock i sur., 1986), zamjene
sestrinskih kromatida (Taylor, 1957; Al Sabti i Kurelec, 1985; Van der Gag i Van der
Kerkhoff, 1985; Maddock i sur., 1986; Jha i sur., 1996, 2000a, 2000b) te primjenu
mikronukleus testa (Heddle, 1973; Schmid, 1977; Hoofman i De Raat, 1982; Das i
Nanda 1986; Jayalet 1986; Brunetti i sur., 1988).
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Jednolan¢ani lomovi DNA u jetri iverka Limanda limanda tijekom godi$njeg
ciklusa u Sjevernom i Baltickom moru, odredivani brzom mikrometodom (Fast
Micromethod®), pokazuju njihovo poveéanje tijekom ljetnih mjeseci te su osim s
aktualnom temperaturom mora u korelaciji i sa sadrzajem lipida u tkivu jetre (Lacorn

isur., 2001).

Usljed smanjenja geneticke varijabilnosti 1 bioloSke raznolikosti prirodnih
populacija pa Cak 1 isCeznu€a pojedinih vrsta zabrinutost za u€inke zagadivala na
populacijskoj razini dostigla je svoj vrhunac (Vitousek 1 sur. , 1997). Stoga velika
vaznost primjene genetskih markera lezi u prouc¢avanju odnosa izmedu specifi¢nih
zagadivala prisutnih u okoliSu i1 genetskog varijabiliteta. ProuCavanje kemijski ili
fizikalno induciranih promjena genskog materijala u prirodi (Theodorakis i sur., 1997,
Theodorakis 1 Shugart, 1997; Theodorakis i sur., 1998, 1999, 2001), bilo da se radi o
direktnim promjenama na genima, promjenama u genskoj ekspresiji ili selektivnom
djelovanju zagadivala na frekvenciju gena, ukljucuje izucavanje direktnih oStec¢enja
DNA te promjene njene funkcionalne aktivnosti izazvane genotoksinima (Anderson
1 Wild, 1994; Anderson i sur., 1994). Geneticka ekotoksikologija objedinjava
prouc¢avanje u€inaka genotoksicnih zagadivala na strukturu i funkciju DNA s ucincima
mjerljivim na razini populacijske genetike (Theodorakis 1 sur., 2001). Genotoksi¢na
zagadivala mogu uzrokovati promjene geneticke varijabilnosti jedinki usljed nastanka
novih mutacija ili usljed nastanka tzv. populacijskih uskih grla (Bickham i sur., 2000).
Glavni cilj geneticke ekotoksikologije je procjena, predvidanje i prevencija fizikalno-
kemijski induciranih znacajnih genetskih 1 epigenetskih oStecenja u zivom svijetu.
Znacajno geneticko oSte¢enje na populacijskoj razini podrazumijeva promjenu genske
strukture 1/ili funkcije u jedinkama koja ultimativno rezultira smanjenjem populacijske
brojnosti i/ili rasprostranjenosti odnosno ireverzibilnim promjenama u geneskoj
varijabilnosti cjelovitog genoma. Na razini ekoloSkog sustava znafajna geneticka
oStecenja su ona koja rezultiraju poremecajem odnosno gubitkom funkcionalne

bioloske raznolikosti u ekoloskom sustavu. U zadnjih 15-ak godina, zahvaljujci
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razvoju sekvencioniranja DNA i PCR tehnologije, narocito se razvija primjena
razli¢itih sistema genetskih markera prisustva i u¢inka zagadivala u okoliSu (Burton,
1996; D'Surney i sur., 2001) kao $to su: mtDNA sekvenca, PCR-RFLP (engl. “PCR-
Restriction Fragment Lenght Polymorphisms™), RAPD (engl. “Random Amplified
Polymorphic DNA”), SSR (engl. “Simple Sequence Repeats”) mini i mikrosatelitske
DNA te AFLP metoda (engl. Amplified Fragment Lenght Polymorphisms).

Za samu procjenu izloZenosti morskih organizama raznim onecis¢enjima u moru
potrebno je odabrati metodu koja ¢e zbog velikog broja uzoraka i trajnog sezonskog
ispitivanja biti prihvatljiva za primjenu kako sa tehnickog tako i ekonomskog stajalista,
te isto tako odabrati organizam i organ proucavanja. Ovaj rad opisuje razvoj,
prilagodbu 1 evaluaciju nove, relativno jednostavne i brze mikrometode (Fast
Micromethod®) odredivanja i praéenja oste¢enja DNA, odnosno koli¢ine DNA visoke
cjelovitosti (ds-DNA); dakle one frakcije DNA koja u uvjetima visokog pH i ionske
jakosti relativno postojanija i otpornija na denaturaciju i naruSavanje dvolancane
molekularne (sekundarna) strukture $to ukazuje na manji broj prisutnih primarnih
oste¢enja same DNA. Kao indikatorski organizam odabrana je dagnja Mytilus
galloprovincialis (Lamarck, 1819) koja odrazava ne samo prisutnost specifi¢nih
zagadivala ili njihove mjeSavine nego i relativnu razinu oneciS¢enja te njihovu
promjenjivost. Odabrani organizam lako je dostupan, Siroko rasprostranjen te obitava

1 na mjestima koja su pod direktnim utjecajem urbanog i industrijskog zagadenja.

2.3.2.1. Brza mikrometoda (Fast Micromethod®)

Dosad opisane tehnike odredivanja primarnih oste¢enja DNA ne zadovoljavaju
u potpunosti potrebe brzih i efikasnih biomonitornig studija. Stoga je uvedena nova
analiticka tehnika tzv. brza mikrometoda (Fast Micromethod®™) odredivana osteéenja
DNA (Miillerisur., 1997; Batel i sur. 1999). U tom smislu metoda je najprije razvijena
na sustavu kultura stanica i tkiva glodavaca, zatim limfocitima i kulturama humanih

stanica te konacno prilagodena za upotrebu na stanicama i homogenatima tkiva
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morskih beskraljesnjaka, tocnije homogenatima Skrga dagnje Mytilus galloprovincialis
kao bioindikatorskog organizma. Metoda se zasniva na selektivnoj sposobnosti
flurokromatskog pigmenta (PicoGreen®, Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon,
SAD) da se specifi¢no veze na dvostruku uzvojnicu DNA te pritom fluorescira, dok
jenjegov afinitet u alkalnim uvjetima za ss-DNA, RNA i proteine bitno sniZzen. Stanice
sisavaca ili homogenata tkiva se najprije liziraju pri ¢emu se DNA oslobada stani¢nih
proteina, membrana i RNA, te nakon liziranja ostaje u nativnom, dvolan¢anom obliku
aistovremeno dolazi do ugradivanja specifi¢nog fluorokromatskog bojila (PicoGreen®-
a) u ds-DNA i do nastanka njihovog kompleksa. Nakon toga slijedi alkalna
denaturacija ds-DNA tj. dolazi do odvajanja lanaca molekule DNA i smanjenja tj
opadanja intenziteta fluorescencije (ekscitacija 485 nm / emisija 520 nm) kompleksa
ds-DNA-PicoGreen®, koja ovisi o prisutnim primarnim o$te¢enjima molekule DNA.
Mjerenjem promjene intenziteta fluorescencije u relativno kratkom vremenskom
intervalu (30-45 min) dobiva se informacija o kinetici “odmotavanja ds-DNA” i
promjeni brzine smanjenja koli¢ine (nestajanja) DNA velike cjelovitosti u ovisnosti o
vremenu pri datim denaturacijskim uvjetima (pH, ionska jakost i temperatura). Na taj
jenacin omoguceno direktno pracenje DNA denaturacije u alkalnoj sredini, tj. pracenje
promjena koli¢ine kompleksa pigment-ds- DNA tijekom vremena u lizatu kulture
stanica ili homogenata tkiva bez predhodne izolacije i proc¢isS¢avanja same DNA. Time
se izbjegava dodatna manipulacija uzorcima i oSte¢enje DNA te povecava osjetljivost
same metode. Ovisno o cjelovitosti DNA tj. prisustva oStecenja (jednolancani i
dvolancani lomovi, AP mjesta, umrezavanje) i fizikalnim uvjetima mikrookoline (pH,
ionska jakost, temperatura) dolazi do pucanja vodikovih veza izmedu baza DNA tj. do
narusavanja strukture dvostruke uzvojnice pri ¢emu se snizava i fluorescencija uzorka
koja se moze pratiti u dovoljno Sirokom vremenskom intervalu. Kontolirana brzina
odvajanja DNA lanaca u eksperimentalnim uvjetima pH i temperature ovisi 0 samoj
duljini ds-DNA ali i o prisutnim primarnim o$te¢enjima, tako da je kod kracih
molekula ds-DNA i onih sa ve¢om frekvencijom primarnih oSte¢enja odvajanje lanaca

u alkalnim uvjeima ubrzano te se takvo relativno povecanje brzine odvajanja lanaca
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DNA u odnosu na referentni uzorak moze uzeti kao mjera cjelovitosti DNA t;.
prisutnih primarnih oste¢enja kao $to su jednolanc¢ani lomovi i alkalno-labilna mjesta.
Razli¢ite vrste oste¢enja DNA daju razli¢ite denaturacijske profile, s obzirom na
brzinu denaturacije ds-DNA Iz denaturacijskih krivulja, karaktertisti¢nih za pojedina
ostecenja, ovom je metodom mogucée odredivanje jednolancanih ali i dvolanc¢anih
lomova DNA kao i alkalno labilnih mjesta te unakrsnog vezivanja DNA s DNA kao
1 DNA i proteina. Kineticki profili tj. dijagrami fluorescencije u ovisnosti o vremenu
usporeduju se s fluorogramskom krivuljom referentnog uzorka za kojeg se
predpostavlja postojanje relativno malog broja primarnih oSte¢enja DNA tj prisustvo
DNA visoke cjelovitosti.

Ovom metodom utvrduje se cjelovitost DNA, odnosno primarna oStec¢enja DNA,
koja u alkalnim uvjetima pogoduju brzem “odmotavanju” DNA molekule. Metoda je
veoma brza i jednostavna za izvedbu, te uz uporabu mikroploca omogucuje obradu

veceg broja uzoraka istovremeno.

2.3.3. Skoljkasi kao indikatorski organizmi

Medu morskim beskraljesnjacima, upravo su se Skoljkasi pokazali kao pogodni
bioloski indikatorski organizmi za pracenje zagadenja morskog ekoloSkog sustava
(Martin i Sewerd, 1984; Widows i sur., 1988; Viarengo i Canesi, 1991) jer ukazuju ne
samo na prisutnost ili odsutnost specificnih zagadivala, ve¢ i na razinu zagadenja s
periodi¢nim fluktuacijama. Kao modelni, test i bioindikatorski organizam koriStena je
dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819). Dagnje su poznati bioloski
indikatorski organizmi oneciS¢enja mora (Gosling, 1992), a Siroke su ekoloske 1
geografske rasprostranjenosti. To su sesilni (sjedilacki), eurihalini i intertidijalni
organizmi, a naseljavaju i Cista i zagadena podrucja. Prilagodavaju se razlic¢itim
ekoloskim parametrima (temperatura, koli¢ina kisika, moguénost prehrane), te su stoga

tolerantni raznim ekoloskim promjenama (Bayne, 1976). Skoljkasi su relativno stabilna
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1 pogodna populacija za uzorkovanje veceg broja jedinki s neke mikrolokacije.
Detaljno su izu¢ene njihove fizioloSke, histoloske i biokemijske karakteristike. Mogu
se prenositi i Cuvati u kavezima ¢ak i na mjestima na kojima ih uobicajeno nema (tzv.
engl. "mussel-watch"). Hrane se suspendiranim cesticama i neselektivno filtriraju
velike koli¢ine vode (vise od 4 1/h), te na taj nacin koncentriraju razli¢ite kemijske tvari
u svojim tkivima, npr. teSke metale Hg, Cu, Zn (Steinert i sur., 1998), odnosno
pokazuju vecu bioakumulacijsku sposobnost od drugih organizama (Goldberg 1978).
Koncentracija kemikalija moze u tkivima dagnje dosti¢i i do 1000 puta vecu vrijednost
nego u morskoj vodi. Zbog takve sposobnosti Skrge su kao promatrani organ koji je
kontinuirano direktno izlozen djelovanju zagadivala izabrane kao modelno tkivo.
Dagnje su komercijalno znacajna morska hrana i mjerenje njihovog onecis¢enja od
Sirokog je javnog interesa.

Skoljkasi se smatraju pogodnim organizmima za praéenje obalnog zagadenja u
odnosu na ribe i rakove, jer posjeduju nisku razinu aktivnosti enzimskog sustava
(sustav oksidaza mijeSanih funkcija; OMF) te slabo metaboliziraju organska zagadivala
kao §to su PAH-ovi i PCB-i (Viarengo i Canesi, 1991; Porte i Albaiges, 1994; Kramer,
1994). Jedan od nacina na koji Skoljkasi odstranjuju zagadivala iz tijela je za vrijeme
perioda mrijeStenja (Fossato i Canzonier, 1976; Porte i Albaiges, 1994). Tada ispustaju
gamete koje su bogate lipidima. Medutim akumuliranjem zagadivala u organizmu
moze do¢i i do njihovog vezanja na makromolekule (Livingstone, 1991, 1992).

Do danas su na dagnjama razvijene brojne metode i tehnike pracenja
molekularnih i stani¢nih pokazatelja stresa: prac¢enje potrosnje kisika (Widdows i
Donkin, 1991; Snoeij i sur., 1987, Widdows i sur., 1989), promjene na trepetiljkama
Skrga, koje mogu biti uzrokovane otrovima dinoflagelata, Cui TBT (Widdows i sur.,
1979; Howelli sur., 1984; Snooeij i sur. 1987), mjerenje promjena u strukturi i funkciji
membrana (Widdows i sur., 1987), pracenje stvaranja upalnog efekta uslijed izlaganja
teSkim metalima, nafti i N-nitrozo spojevima (Rasmussen, 1982; Sunila, 1988),
indukcija metaboliziraju¢ih enzima ksenobiotika faze I i II (Michel 1 sur., 1993) te

pracenje genotoksicnih promjena u hemolimfi dagnji (Shugart, 1990; Bihari i sur.,
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1990b, 1990c; Steinert, 1996).

Pracenje genotoksi¢nosti u dagnjama, do danas obuhvaca brojna istrazivanja. U
tkivu dagnje Mytilus edulis kao i u ostalim Skoljkasima otkriveni su mutageni spojevi,
koji odgovaraju zagadenju odredenih lokacija i sezoni (Moore i sur., 1989). Novija
istrazivanja su pokazala da dagnje Mytilus edulis u razli¢itoj mjeri bioakumuliraju
PAH-ove. Usporedivanjem koncentracija PAH-ova u sedimentu s njihovom
bioakumulacijom u tkivima dagnji i sa oSte¢enjem DNA (jednolan¢anim lomovima)
hemocita dagnji mjerenim "Comet" testom, autori su zakljucili da oSte¢enja DNA koja,
nastaju odgovaraju zagadenju lokacija (Steinert i sur., 1998).

Probavne Zlijezde Skoljkasa Mytilus edulis, Mercenaria mercenariai Crassostrea
virginica inkubacijama in vitro stvaraju ultimativni kancerogen BPDE (benz[a]piren-
7,8-diol-9,10-epoksid) (Anderson, 1985; Stegeman, 1985), dok u Amesovom
bakterijskom testu B[a]P ili 3-metilholantren ne pokazuju, odnosno minimalno
pokazuju mutagenu aktivaciju (Anderson i D66s, 1983; Britvic¢ i Kurelec,1986; Marsh
1 sur., 1992). Biotransformacija mutagena BPDE usporedena je s rezultatima
dobivenim "**P postlabelling" analizom adukata DNA. Inkubacijom homogenata
probavne Zlijezde dagnje Mytilus galloprovincialis s B[a]P zabiljezena je slaba mrlja
adukata (1 adukt na 1-4 x 10° nukleotida) (Kurelec i sur., 1988), dok su za aromatske
amine (aminoantracen, aminofluoren, acetil aminofluoren, N-hidroksi-2-acetil
aminofluoren, aminobifenil i 4-amino-trans-stilben) koji oksidiraju u mutagene
produkte (Anderson i D66s, 1983; Britvi¢ i Kurelec, 1986; Kurelec i sur., 1985; Marsh
i sur., 1992) zabiljezeni adukti nastali aktivno$¢u mikrosomalne flavin-sadrzavajuce
monooksigenaze (Kurelec i1 sur., 1985). Tako npr. inkubacijom s AF, homogenati
probavne zlijezde dagnje M. galloprovincialis, pokazuju jedan veéi i jedan manji DNA
aduktna 1-4 x 10® nukleotida (Kurelec i sur., 1988). Inkubacijom subcelularne frakcije
probavne zlijezde dagnje Mytilus edulis, nitroaromati, 4-nitrokinolin N-oksid (Garcia
Martinez i sur., 1992) i 1-nitropiren (Marsh i sur., 1992) aktiviraju se u bakterijske
mutagene. U juvenilnim dagnjama sakupljenim u neposrednoj blizini ispusta otpadnih

voda rafinerije nafta uoceni su specificni DNA adukti (Kurelec i sur., 1990a, 1990b).
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Formiranje specificnih DNA adukata u Skrgama dagnji Mytilus galloprovincialis
uoceno je nakon njihovog izlaganja u vodi s razli¢itim koncetracijama B[a]P tijekom
24148 sati (Venier i Canova, 1996) ali i u probavnoj zlijezdi nakon hranjenja dagnji
hranom kontaminiranom B[a]P tijekom 28 dana (Akcha i sur., 2000a, 2000b, 2000c¢).

Oste¢enja DNA, kao krajnje tocke djelovanja mutagenih spojeva, takoder su
koristena za proucavanje mehanizama ksenobiotske aktivacije. Metodom alkalne
elucije prouceno je djelovanje B[a]P i NQO, te je utvrdeno da poticu stvaranje alkalno-
labilnih mjesta i jednolanCanih lomova DNA u hemolimfi dagnje Mytilus
galloprovincialis. Nastanak takvih oste¢enja u DNA hemolimfe dagnje moze se
objasniti utjecajem slobodnih radikala nastalih sporom metabolickom oksidacijom
B[a]P (Bihari i sur., 1990b, 1990c, 1992; Batel i sur., 1993). Pra¢enjem primarnih
oSte¢enja DNA metodom alkalnog filtar eluiranja u stanicama Skrga dagnji uocena je
razlika u cjelovitosti DNA kod dagnji sa PAH-ovima oneciS¢enog podrucja
Ligurijskog mora (Bolognesi i sur 1996), kao i povecanje koli¢ine jednolanc¢anih
lomova DNA u stanicama hemolimfe i $krga dagnji nakon njihovog izlaganja HgCl,
i CuCl, (Bolognesi i sur., 1999).

Primjenom SCGE tehnike pra¢ena su osteCenja DNA skrga dagnji Mytilus
galloprovincialis sakupljenih u laguni Ortobelo (Tirensko more). Dobiveni rezultai
ukazuju na znacajne razlike u cjelovitosti DNA (povecan broj oStecenja DNA) Skrga
dagnji sakupljenih unutar lagune u odnosu na kontrolni uzorak kao i njihovu korelaciju
s snizenom razinom indukcije sustava antioksidansa (Frenzilli i sur., 2001). S ciljem
izuCavanja ucinka genotoksi¢nih agenasa u morskom ekoloskom sustavu zapocelo se
u Danskoj s pracenjem oSte¢enja DNA stanica $krga i hemolimfe dagnji Mytilus edulis
navedenom metodom (Rank, 1999).

Posljedica bioaktivacije premutagena, ciklofosfamida, koji se aktivira pomocu
citokroma P-450 je povecanje ucestalosti zamjena sestrinskih kromatida u stadiju
licinke i zrelog organizma dagnje Mytilus edulis (Dixon i sur., 1985), za razliku od
dagnje Mytilus galloprovincialis za koju nije zabiljezena bioaktivacija tog premutagena

(Galli i sur., 1988). Iako izlaganjem jaja dagnje Mytilus galloprovincialis (Brunetti i
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sur., 1986) kao i li¢inki dagnje Mytilus edulis (Dixon i Prosser, 1986) nitrilooctenoj
kiselini 1 TBT oksidu nije u ranijim proucavanjima uoceno povecanja ucestalosti
zamjena sestrinskih kromatida, Jha i sur. (2000b) su kasnije opisali indukciju
kromosomskih aberacija i zamjene sestrinskih kromatida u 12 sati starim embrijima
dagnje Mytilus edulis nakon njihovog izlaganja TBT oksidu.

Indukcija kromosomskih aberacija utvrdena je u Skrgama dagnji Mytilus
galloprovincialis nakon njihove izlozenosti vodi zagadenoj B[a]P (Al Sabti i Kurelec,
1985), a nastanak mikronukleusa nakon izlaganja dagnji mitomicinu C (Majone i sur.,
1987).

Djelovanje genotoksi¢nih agenasa u dagnjama, prateno je pojavom
mikronukleusa u laboratorijskim i u uvjetima in sSitu (Brunetti i sur., 1988; Scarpato i
sur., 1990). Ucestalost mikronukleusa pracena je i u stanicama Skrga prirodnih
populacija dagnji Mytilus galloprovincialis (in situ) u venecijanskoj laguni (Brunetti
i sur., 1988) te u hemocitima dagnji Mytilus edulis (Wriesberg, 1992). U prirodnoj
populaciji dagnji Mytilus galloprovincialis sa zagadenog podrucja utvrdena je
ucestalost pojave mikronukleusa i do Cetri puta veca nego u referentne populacije
(Bolognesi 1 sur., 1996). Ti se rezultati podudaraju s rezultatima dobivenim
inkubacijom dagnji s poznatim kancerogenima u laboratorijskim uvjetima (Scarpato,
1990b).

Prvotno nije bila utvrdena izravna veza zagadenja okoliSa s razvojem
neoplasti¢nih promjena u hemocitima dagnje Mytilus edulis (Mix, 1986). Medutim
DNA izolirana iz tumora gonada skoljki Mya arenaria i Marcenaria spp. sa
herbicidima optere¢enog podrucja sposobna je transformirati NIH3T3 stanice u kulturi
te izazvati nastanak tumora u laboratorijskih misSeva, Sto ukazuje na postojecu
aktivaciju onkogena u Skoljkama (Van Benden, 1994).

Citofluorometrijskim analizama je utvrdeno da embriji dagnje Mytilus edulis iz
zagadenog podrucja pokazuju 25 % vecu aneuploidiju (smanjenje broja kromosoma)
u odnosu na embrija skoljke s ¢istog podrucja, koje pokazuju 8 % aneuploidije (Dixon,

1982). Kao mogu¢i sustav procjene popravka DNA predlozena je i aktivnost DNA
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polimeraze u izoliranim nukleusima probavne Zlijezde dagnji (Accomando i sur.,
1988).

Znacajno povecanje koli¢ine primarnih oStec¢enja (lomova) DNA u skrgama kao
ismanjena sposobnost neutralizacije peroksidnih radikala (ROOe, *OH) i peroksinitrita
(HOONO) u probavnoj Zzlijezdi dagnji Mytilus galloprovincialis ukazala je na
sudjelovanje reaktivnih spojeva kisika u modulaciji oSte¢enja DNA (Frenzilli i sur.,

2001).

2.3.4. Pregled istrazivanja genotoksi¢nosti u Jadranu

Dosadasnja kemijsko analiti¢ka istrazivanja genotoksi¢nih zagadivala te primjena
biomonitoringa (izloZenosti 1 u¢inka) genotoksicnih zagadivala u Jadranskom moru
nisu obimna. Picer je (2000) objavio revijalni rad o prisustvu PCB 1 DDT u jadranskoj
morskoj vodi, zraku, sedimentu te nekim biljnim 1 Zivotinjskim vrstama te ih usporedio
s analitickim podacima drugih autora za podruc¢je Jadrana i Mediterana. Neka od
najznacajnih istrazivanja obavljana su u sjevernom Jadranu (venecijanska laguna i
rovinjsko priobalje). Jedno od potonjih je i Limski kanal, koje se nalazi 9 km sjeverno
uzduz obale od Rovinja prema Vrsaru , a iskoriStava se kao uzgajaliSte kamenica,

dagnji i riba (UNEP, 1988).
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Utjecaj zagadivala na organizme rovinjskog priobalja utvrden je degradacijom
zivotnih zajednica Sto podrazumjeva nestanak vodec¢ih i zamjenu vrsta izvorne
zajednice tolerantnijim vrstama (Zavodnik, 1977). Stupanj zagadenja rovinjskog
priobalja utvrden je i mjerenjem toksi¢nosti sedimenta i vode (Bihari i sur., 1989),
mjerenjem aktivnosti enzima benz[a]piren-monooksigenaze (BPMO) u jetri riba
(Kurelec i sur., 1977; 1979), indukcije potencijala aktivacije potencijalno mutagenih
spojeva u mutagene produkte pomocu postmitohondrijske frakcije jetre riba u
SOS/umu testu (Bihari i sur., 1990a; Hamer i sur., 1997), odredivanjem jednolancanih
idvolanc¢anih lomova metodom odmotavanja DNA na hidroksiapatitu (Herbert i Zahn,
1989, 1990) i metodom alkalnog filtar eluiranja (Bihari i sur., 1990b, 1990c, 1992;
Vukmirovié i sur., 1994), "*?P tehnikom" odredivanaja DNA adukata (Kurelec i sur.,
1990a, 1990b), mjerenjem ucestalosti kromosomskih aberacija (Al-Sabti i Kurelec,
1985) te Amesovim testom uz upotrebu ekvivalenata aktivnosti B[a]P (Zahn i sur.,
1982) kao i tzv. "microtox" testom opce toksi¢nosti sedimenta i vode (Bihari i sur.,
1989). Sa zagadenih lokacija (ispust "Tvornice duhana Rovinj"i ispred tvornice za
preradu ribe “Mirna”) utvrdene su povecane aktivnosti BPMO u jetri ribe babice
Blennius pavo (Kurelec i sur., 1977), odnosno, u jetri cipla Mugil auratus (Kurelec i
sur., 1979). Potencijal aktivacije kancerogena aflatoksina b, u SOS/umu-testu
postmitohondrijskom frakcijom jetre (S9) ribe cipla Mugil auratus koje su uhvacéene
ispred ispusta “Mirne” ukazuje na povecano opterecenje ksenobioticima u odnosu na
referentne ribe iz Limskog kanala (Bihari i sur., 1990a). DNA adukti nazo¢ni su kako
u dagnji iz Limskog kanala tako i u dagnji sa ostalih lokacija, $to je uputilo autore na
zakljucak da njihovo pojavljivanje ne ovisi o zagadenju (Kurelec i sur., 1990a).
Jednolancani i dvolancani lomovi DNA hemolimfe prirodne populacije dagnji Mytilus
galloprovincialis, s podru¢ja rovinjskog priobalja, pokazala su veéu ucestalost
ostec¢enja DNA u podru¢jima pod utjecajem urbanog i industrijskog otpada u odnosu
na dagnje iz Limskog kanala (Herbert i Zahn, 1989; Vukmirovi¢ 1994). U dagnjama
s podru¢ja Limskog kanala izmjerena je najniza ucestalost kromosomskih aberacija (Al

Sabti 1 Kurelec, 1985). Bihari i sur. (1990b, 1990c, 1992) su uz primjenu metode
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alkalnog filtar eluiranja testirali in vivo u¢inak NQO-a i B[a]P-a na DNA hemocita
rakovice i1 dagnje. Isti autori ustanovili su inducibilnost AP mjesta i jednolancanih
lomova u jetri gambuzije Gambusia affinis kao i u hemolimfi rakovice Maya crispata
i dagnje Mytilus galloprovincialis. Pra¢enjem primarnih oste¢enja DNA metodom
alkalnog filtar eluiranja u hemolimfi dagnji moZze se prosuditi o njihovoj izlozenosti
ganotoksi¢nim agensima i u prirodnoj populaciji (Vukmirovi¢ i sur., 1994; Batel i sur.,
1997). Uocena je razlika u cjelovitosti DNA tj. uocen je razlicit stupanj oste¢enja DNA
Sto je posljedica djelovanje smjese zagadivala iz industrijskih i urbanih otpadnih voda.
Zapazene su statisticki znacajne razlike u oste¢enjima DNA u hemolimfi dagnji s
lokacija koje su pod utjecajem industrijskog i urbanog zagadenja u odnosu na DNA
populacije dagnji s podrucja, koje nije optere¢eno otpadnim vodama npr. u dagnjama
iz Limskog kanala.

Na optere¢enost pojedinih podrucja genotoksicnim zagadivalima ukazuje i
povecéana aktivnost enzimskog sustava oksidaza mijeSanih funkcija (etoksirezorufin-O-
deetilaze) ujetri ribe pirke Serranus scriba. Prisustvo genotoksi¢nih agenasa izmjereno
je pomocu SOS/umu-testa u uzorcima vode iz rovinjske luke i u otpadnoj vodi
"Tvornice Duhana Rovinj", koja je prethodno koncentrirana procis¢éenim
diklorometanom i amberlitom XAD-7 (Hamer i sur., 1997). Ekstrakti morske vode
uzete ispred "Tvornice Duhana Rovinj", iz rovinjske luke i ispred Tvornice za preradu
ribe "Mirna” potiskuju aktivnost citokroma P450 1A i/ili inhibiraju EROD aktivnost
u homogenatima jetre lubina Dicentrarchus labrax (Jaksi¢ i sur., 1998).

Zbog velikog dotoka slatke vode rijeke Po 1 unosa velike koli¢ine organskog i
anorganskog materijala venecijanska se laguna pokazala znacajnim podrucjem za
istrazivanje u¢inka zagadivala na morski ekoloski sustav. Utjecaj organskih zagadivala
na indukciju enzimskog detoksikacijskog sustava (P4501A, EROD, superoksid
dismutaze, NADPH citokrom c reduktaza, GSH) u probavnoj zlijezdi dagnji Mytilus
galloprovincialis i ribe Zosterisessor ophiocephalus sa tog podrucja opisali su
Livingstone i sur. (1995) te naznacili i sugerirali primjenu CYP1A kao biomarkera

izlozenosti riba organskom onecis¢enju. Medutim, Solé i sur. (2000) su uocili dausljed
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izlozenosti organskim zagadivalima ne dolazi do povec¢anja razine ukupne koli¢ine
CYP ili CYP 1A immunosupresivnih proteina u prirodnoj populaciji dagnji Mytilus
galloprovincialis sakupljenih s podru¢ja venecijanske lagune, ali je primjecena
povecéana aktivnost benz[a]piren hidroksilaze u uzorcima prikupljenim unutar lagune

u odnosu na referentnu lokaciju.
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Materijali i metode

3.1. Kemikalije i otopine

Sve upotrebljavane kemikalije su analiticke Cisto¢e ili molekularno bioloske
Cistoce 1to: B[a]P (B-1760, benz[a]piren), DMSO (D-5879, dimetilsulfoksid), EDTA
(E-5134; etilendiaminotetraoctena kiselina), DNA telece Stitnjace (D-4764), DTT (D-
5545, ditiotreitol), FeSO,x7H,0 (F-7002, Zeljezo sulfat heptahidrat), 2-merkaptoetanol
(M-6250, C,H,OS), natrij hidroksid (S-8045, NaOH), NQO (N-8141, 4-nitrokinolin-N-
oksid), Tripsin (T-1426), Tris-HCl (T-7149; tris(hidroksmetil)aminometan
hidroklorid), SDS (L-4390; natrij dodecil sulfat) te urea (U-5378) (Sigma, St. Louis,
MO, SAD); bleomicin sulfat (Mack, Jllertissen, Njemacka); F-12K medij, MEM-
Hanks medij, i RPMI-1640 medij (Seromed, Bichrom KG, Berlin, Njemacka);
fluorokromatska bojila YOYO®-1 jodid (491/509) (Y-3601) i PicoGreen® (P-7581)
(Molecular Probes, Eugene, OR, SAD); a kao standardne pH otopine za kalibraciju
upotrebljavani su fosfatni pufer pH 7.01 (16259) i fosfat-NaOH pufer pH 12.00
(16257) (Kemika, Zagreb, Hrvatska). Tekuc¢i duSik proizveden je u Brodogradevnoj
Industriji Uljanik (UTP, Pula, Hrvatska).

Fluorokromatska bojila (Molecular Probes Inc., Oregon, USA) koja su
upotrebljavana u radu zbog odredivanja koli¢ine DNA su nesimetri¢ni cijaninski
dimeri: PicoGreen® (502/523) (kemijska empirijska formula i podatak o Mr su
nedostupni) i YOYO®-1 jodid (491/509) (C, HI,N,O,; Mr 1270.65) koji pokazuju
visoku molarnu apsorpciju i ekstinkcijske koeficijente >50000 cm'M™ pri valnim
duljinama vidljivog djela elektromagnetskog spektra. Imaju vrlo velike afinitete
vezanja za nukleinske kiseline te pokazuju vrlo oStre emisijske signale 1 nisku razinu
bazi¢ne fluorescencije kada nisu vezani za nukleinske kiseline, i ¢ak 400 (YOYO®-1
jodid) ili >1000 (PicoGreen®) puta veéu fluorescenciju u prisustvu nukleinskih
kiselina. Vrlo su postojani i stabilni pri reakciji s nukleinskim kiselinama pri razli¢itim
pH vrijednostima 1 ionskoj jakosti u okolini te nisu podlozni utjecaju proteina, natrij-

dodecil sulfata, uree 1 dr., Sto sve zajedno rezultira velikom osjetljivos¢u 1 pri
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kvalitativnom i kvantitativnom odredivanju nukleinskih kiselina u Sirokom rasponu
koncentarcija (Rye i sur. 1993., Cosa i sur. 2000, 2001; Haugland 1996). YOYO®-1
jodid je simetri¢ni cijaninski dimer sa 4 pozitivna naboja (Slika 3), a za molekulu
DNA veze se na najmanje dva razli¢ita nacina: interkalacijom, u slu¢aju kada je odnos
koli¢ine bojila 1 nukleotidnih baza nizak, te eksternim vezanjem za lanac DNA kada
je koli¢ina bojila znatno vec¢a od koli¢ine nukleotidnih baza. Osim toga uoceno je i
nastajenje intramolekularnih dimera sa YO-podjedinicama te je uoceno da raspad

takvih struktura slijedi bieksponencijalnu kinetiku.

CH3 CHs

N <— iO\

\N + | + N/
CH3 CH3

CH3 CHg

Slika 3. Strukturna formula YOYO-1 jodida

Apsorpcijski maksimumi slobodnog PicoGreen®-a (Slika 4) te kompleksi
PicoGreen®-a s ds- i ss-DNA su vrlo bliski i nalaze se na 498, 503 i 501 nm, dok su
emisijski maksimumi zabiljezeni pri 528, 525 1 522 nm. Pomak tih apsorpcijskih i
emisijskih maksimuma PicoGreen®-a vezanog za ss- i ds-DNA vrlo je malen i ovisi 0
sterickim faktorima tj. ve¢em stupnju slobodne rotacije, pa je kod kompleksa sa ss-
DNA nesSto malo pomaknut k viSim valnim duljinama. Fluorokromatsko bojilo
PicoGreen® tvori postojani kompleks s ds-DNA (Haugland, 1996), dok je kompleks
PicoGreen®-a i ss-DNA nepostojaniji te je njegovo vrijeme poluraspada
(monoeksponencijalni raspad) znatno krace od vremena poluraspada kompleksa
PicoGreen®-aids-DNA. Stoga je PicoGreen® pogodan za odredivanje odnosa prisutnih
ss- i ds-DNA u uzorku. Naime, formiranje PicoGreen®-skog dimera koji je bitan za
prijenos energije usljed ¢ega dolazi do njegovog utrnuca, izrazenije je kod kompleksa

sa ss-DNA pa je stoga takav kompleks podlozniji deaktivaciji i raspadu.
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Slika 4. Strukturna formula PicoGreen®-a (X mozZe biti S ili O, razli¢iti substituenti mogu

biti na pozicijama R, i R,, a anioni mogu biti CI', I', ClO, ili razli¢iti sulfonati).

U radu su koristene slijede¢e otopine i puferi: CMFSW-E medij (Ca** Mg**
Arteficial Free Sea Water) (Rottman 1 sur., 1987); TE pufer pH 7.4 (10 mM Tris-HCI,
1 mM EDTA, NaOH), 10%-tni DMSO u TE puferu pH 7.4; lizirajuca otopina pH 10.0
(4.5 M urea, 200 mM EDTA, 0.1 % SDS); otopina za denaturaciju dobivena
mijeSanjem 20 mM otopine EDTA i 0.1 M NaOH u 20 mM EDTA tako da finalna
koncentacija NaOH u 20 mM EDTA osigurava zeljenu pH vrijednost potrebnu za
denaturaciju ds-DNA.

3.2. Izvori i priprema modelnih zagadivala
3.2.1. UV-C zracenje
Stratalinker™ UV Crosslinker 1800 (5-8 W, 254 nm) (Stratageene®, CA, USA)

upotrebljen je kao izvor UV-C zrafenja kultura HeLa stanica u rasponu doza od 0 do

1000 pJ=100/cm* (0-1000 J/m?).
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3.2.2. y-zracenje

Kao izvor y-zragenja upotrebljavao se Gammacell 2000 instrument (Cs'*’; 7.7 rad
/s, 1800 Ci) (Mplsgaard Medical, Danska) kojim smo ozracivali misje limfocite,
homogenate miSica i jetre miSeva, stanice ovarija kineskog hrc¢ka, humane limfocite
i HeLa stanice te naposlijetku stanice spuzve Suberites domuncula razli¢itim dozama

zracenja.

3.2.3. Priprema i primjena otopine aktiviranog bleomicin-Fe(Il) komleksa

Bleomicini su glikopeptidni antibiotici izolirani iz Streptomyces verticillus.U
originalnu ampulu koja sadrzi 7-11 mg liofiliziranog bleomicin sulfata (aktivnost
ekvivalentna kolic¢ini od 15 mg bleomicina) doda se 5 ml destilirane vode 1 75 pl 2-
merkaptoetanola. Tako priredena otopina bleomicin sulfata (cca 3 mM) ¢uva se u tami
na+4°C, a potrebna koli¢ina pomije$a se s jednakim volumenom 6 mM FeSO,. Nastali
bleomicin-Fe(Il) kompleks je blage ljubicaste boje (Sausville 1 sur., 1978) te se
razrijeduje s 10.4 mM DTT i vodom u volumnom omjeru 1:1:1. Tako priredena 0.5
mM otopina aktiviranog bleomicin-Fe(Il) kompleksa razrijeduje se do radnih
koncentracija neposredno prije upotrebe, tj. in vitro dodatka suspenzijama kultura
humanih HeLa stanica, homogenatima tkiva jetre NMRI miSeva, preparatu DNA
gonada trpa Holothuria tubulosa te homogenatima Skrga dagnji Mytilus

galloprovincialis.

3.2.4. Priprema i primjena otopine NQO

4-nitrokinolin-N-oksid otopljen je u DMSO-u u koncentraciji od 1 mg/ml. Takva
“stock” otopina Cuva sa na -20 °C, a prije upotrebe se razrijeduje do radnih
koncentracija radi injektiranja dagnji u palijalnu tekuéinu (prostor izmedu plasta 1
stijenke ljusture) ili dodavanja hranjivoj podlozi kulture mi§jih limfoblasta (DBA/2;
L5178Y) 1 humanih HeLa stanica.

49



Materijali i metode

3.2.5. Priprema i primjena otopine B[a]P

Benz[a]piren je otopljen u DMSO-u u koncentraciji od 1 mg/ml. Takva “stock™
otopina ¢uva sa na -20 °C, a prije injektiranja dagnji u palijalnu teku¢inu razrijeduje

se do radnih koncentracija.

3.3. Organizmi, tkiva, kulture stanica i nacini njihovog tretiranja

3.3.1. Humane stanice
3.3.1.1. Kultura humanih HeLa stanica

HeLa stanice su rasle u MEM-Hanks mediju (0.35 g/l NaHCO,, 20 mM
HEPES, 20 mM L-glutamin) s 10 % fetalnog govedeg seruma i 100 mg /1 kanamicina
pri temperaturi od 37 °C u vlaznoj atmosferi s 5% CO,. U pokusu su koriStene stanice
u eksponencijalnoj fazi rasta koje su bile izlozene djelovanju 0 do 100 pg NQO-a/ ml
hranjive podloge tijekom 90 min. One stanice koje su bile izlozene djelovanju UV-C
zracenja (od 0 do 1000 pJx100) 1 y-zracenja (od 0 do 500 rad) te bleomicin-Fe(II)
kompleksa (od 0 do 83.3 uM) su neposredno prije izlaganja resuspendirane u 10 %-
tnom DMSO-u u TE puferu pH 7.4. Za izvodenje same brze mikrometode (Fast
micromethod®) stanice se razrijeduju u TE puferu pH 7.4 do koncentracije od 3000

stanica /25 pl (1.2 x 10° stanica /ml).

3.3.1.2. Humani limfociti (HL-60)

Limfociti su iz venske krvi uz dodatak antikoagulansa S-Manovet® KE
SARSTEEDT (do koncentracije kalij-EDTA od 1.6 mg / ml venske krvi) izolirani
centrifugiranjem u gradijentu gusto¢e uporabom UNI-SEP kolona (Eldan Tech.,
Jerusalem, Izrael) po priloZenom uputstvu. Nakon centrifugiranja (1500 g/ 10 minuta

/+4 °C) odijeljeni se limfociti (5%10° do 4x10° leukocita /ml) razrijeduju u TE puferu
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pH 7.4, na 4 °C do koncentracije od 3000 stanica /25 pul (1.2 x 10° stanica /ml). Tako
pripravljene stanice izlagane su ‘y-zraenju (0-250 rad). Analizirani su odmah po
zavrSetku zracenja i nakon 2 sata ¢uvanja u mraku na sobnoj temoperaturi radi

usporedbe te uocavanja mehanizma popravka oSte¢enja DNA.

3.3.2. Stanice i homogenati tkiva laboratorijskih miSeva
3.3.2.1. Limfoblasti L5178Y laboratorijskih miSeva DBA/2

Limfoblasti su uzgajani u RPMI-1640 mediju s 10%-tnim govedim fetalnim
serumom na 37 °C u 5%-tnoj atmosferi CO,. Neposredno prije zraGenja resuspendirani
suu 10%-tnom DMSO u TE puferu pH 7.4 do koncentracije od 2800-5500 odnosno
3000 stanica /25 pul (1.2 x 10° stanica /ml). Tako priredene otopine limfoblasta izlagane
su dozama od 0 do 120 odnosno 500 rad y-zraCenja ili inkubirane 90 minuta u

hranjivoj podlozi uz prisustvo 0 do 3 pM NQO.

3.3.2.2. Homogenat tkiva jetre laboratorijskih miSeva NMRI

Laboratorijski miSevi NMRI (Charles River, Sulzfeld, Njemacka) su zrtvovani
te im je izdvojena jetra koja je spremljena i ¢uvana u teku¢em dusiku. Tkivo jetre
laboratorijskih miSeva homogenizirano je u 10%-tnom DMSO u TE puferu pH 7.4 u
tarioniku s teku¢im dusikom. Otprilike 50 mg tkiva homogenizira se u 2 ml pufera u
prethodno teku¢im dusikom pothladenom tarioniku. Smrznuti peleti se sakupe
kusalicom te se otope na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se alikvotiraju i ¢uvaju na -80
°C ili razrijede do radne koncentracije od cca 25 pg tkiva /25 pl pufera. Razrijedeni
homogenati jetre izlagani su razli¢itim dozama vy-zracenja (0-200 rad) odnosno

djelovanju 0-16.7 uM bleomicin-Fe(Il) kompleksa te su zatim analizirani.
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3.3.2.3. Homogenat miSi¢nog tkiva laboratorijskih miSeva NMRI

Misiéno tkivo laboratorijskih miSeva NMRI homogenizira se, razrijeduje 1
cuva kao 1 homogenat tkiva jetre (vidi: 3.3.2.2. Homogenat tkiva jetre laboratorijskih
miSeva NMRI). Razrijedeni homogenati miSi¢nog tkiva izlagani su razli¢itim dozama

y-zracenja (0-200 rad) te su zatim analizirani.

3.3.3. Stanice ovarija kineskog hrcka (CHO stanice)

CHO stanice su uzgajane na F-12K mediju s 10 % fetalnog govedeg seruma na
temperaturi 37°C i atmosferi s 5% CO,. Stanice su zatim resuspendirane u 10%-tnom
DMSO u TE puferu pH 7.4 do koncentracije od 3000 stanica /25 ul (1.2 x 10° stanica

/ml) te izlagane djelovanju 0 do 1500 rad y-zracenja.

3.3.4. Nativni izolat DNA iz gonada trpa Holothuria tubulosa (3567A)

Izvadene gonade trpa Holothuria tubulosa (Gmelin) (3567A) pomijesaju se s
istim volumenom 2%-tne otopine SDS-a u 0.2 M EDTA pH 8.6-9.0 te se ovisno o
dodatku proteinaze-K smjesa zagrije se na 50 odnosno na 96 °C. Takva otopina se
razrijeduje s otopinom 3 M NaCl 1 0.05 M EDTA pH 8.6-9.0 dok se ne postigne
optimalni viskozitet (2 cp) 1 homogenost otopine iz koje se DNA ekstrahira
kloroformom, a sama DNA se iz kloroformske otopine izdvaja na mjeSalici uz vrlo
polagano mijeSanje. Dobivena DNA otopljena je u TE puferu pH 7.4 do radnih
koncentracija od 100 ng DNA/25 pl te je izloZzena in vitro djelovanju 0-50 uM
bleomicin-Fe(Il) kompleksa.

3.3.5. Stanice spuzve Suberites domuncula

Spuzve, Suberites domuncula (Olivi) izrezane su na male komadice veli¢ine 0.5-1
cm’ nakon ¢ega je provedena disocijacija stanicau CMFSW-E mediju (2.5 mM EDTA,
pH 8.1) uz antibiotike penicilin (1 [U/ml) i streptomicin (100 pg/ml) u zacepljenim 50
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ml-skim kuSalicama uz stalno lagano okretanje na sobnoj temperaturi kroz 40 minuta.
Disocijacija stanica u CMSF-E mediju je ponovljena na taj na¢in 2-3 puta nakon ¢ega
su sakupljeni supernatanti, tj.suspenzija stanica spuzve, procijedeni kroz najlonsku
mrezicu (40 pm) koja je zatim zajedno se kuSalicim isprana s CMSFW medijem, te sve
zajedno centrifugirano pri 500g kroz 5 minuta. Tako izolirane stanice oprane su u
CMSFW mediju (Miiller i sur 1999) i resuspendirane do radne koncentracije stanica
5x10° stanica /ml TE pufera, pH 7.4 (12500 stanica u 25 pl odgovara cca 41.25 ng
DNA), te izlozene djelovanju 0 do 500 rad y-zracenja. Stanice spuzve Suberites
domuncula sadrze prosjecno oko 3.3 pg DNA /stanici kako su to pokazali Imsiecke i
sur. (1995).

3.3.6. Homogenat §krga dagnje Mytilus galloprovincialis

Dagnje, Mytilus galloprovincialis (Lamarck, 1819) (Slika 5) sakupljane su s 24
razli¢ite postaje uzduz isto¢ne obale Jadrana, od Limskog kanala na sjeverozapadu do
luke GruZ na jugoistoku (Slika 6), 1 to Cetiri puta godiSnje (ozujak, lipanj, kolovoz 1
listopad) neprekidno tijekom vise godina (1998-2001). Prosjecna veli¢ina (duljina:2-8
cm, visina: 1-3 cm i Sirina: 0,5-2,5 cm) i masa dagnji (5-25 g) varira na lokacijama
tijekom godine, a uocen je i potpuni izostanak vrste na pojedinim, predhodno
odbranim, pristupanim i dagnjama nastanjenim mikrolokacijama. Radi odredivanja
osteenja DNA u uvjetima mijeSanog zagadenja analizirana je prirodna populacija
dagnji s lokacija koje su pod utjecajem otpadnih voda industrijskog i/ili urbanog
porijekla (gradske luke, neposredna blizina industijskih postrojenja, rije¢na usca), ili
s lokacija za koje se smatra da nisu pod nikakvim antropogenim utjecajem te nam u
ovakvim istrazivanjima sluze kao referentne tocke (slika 6). Uzorkovano je uvijek po
5 dagnji prosjenih biometrijskih vrijednosti (veli¢ina 1 masa) sa svake lokacije.
Odmah po uzorkovanju, dagnjama su odstranjene Skrge, koje su pohranjene u tekuci
dusik. Otprilike 100 mg smrznutih S§krga homogenizira se u 2 ml 10 %-tnog DMSO-a

u TE puferu pH 7.4. u tarioniku s teku¢im dusikom. Smrznuti peleti se sakupe
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kuSalicom 1 otope na sobnoj temperaturi nakon ¢ega se alikvotiraju 1 Cuvaju na -80
°C.U laboratorijskim pokusima kori$tene su dagnje (test organizmi) iz uzgajalista u
Limskom kanalu koje je pod stalnom bakterioloSkom 1 kemijskom kontrolom,
komercijalnih tezina od 20 do 25 g i duzina od 7 do 9 cm, te su prenesene u
laboratorijski bazen s protoénom morskom vodom ¢ija je temperatura odgovarala
temperaturi mora. Dagnje su injektirane ispod plasta, izravno u palialnu teku¢inu
razli¢itim dozama modelnih zagadivala (0 do 20 pg B[a]P odnosno 0 do 1pg NQO /g
Skoljke), otopljenih u 50 pl otapala DMSO-a, te inkubirane u bazenima s protocnom
morskom vodom 90 minuta, dok su kontrolne dagnje ostale intaktne. Razrijedeni
homogenati $krga dagnji izlagani su in vitro djelovanju 0 do 83.8 uM bleomicin-Fe(II)
kompleksa.

misi¢ aduktor
rub plasta __

stopalo

probavna
Zlijezda

ljustura _— /

Slika 5. Unutarnji organi dagnje Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819).
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1. Lim Unutra 13. Jadrija

2. Lim Sredina 14. Martinska
3. Lim Vani 15. Ciovo

4. Fazana 16. Inavinil

5. Pula 17. Vranjic

6. Brestova 18. Bacvice
7. Rijeka 19. Stobre¢
8. Kostrena 20. Omis

9. Bakar 21. Ploce

10. Borik 22. St. Ivan
11. Rt Bajla 23. Rijeka Dubrovacka
12. Srima 24. Gruz

Slika 6. Lokacije na kojima su uzorkovane dagnje na istocnoj obali Jadrana.

3.4. Brza mikrometoda (Fast Micromethod®)

Brza mikrometoda (Fast mikrometod®) (Miiller i sur., 1997; Batel i sur. 1999)
zasniva se na sposobnosti flurokromatskog pigmenta (PicoGreen®™, Molecular Probes
Inc., Eugene, Oregon, SAD) da se s visokim afinitetom veZe za ds-DNA dok je njegov
afinitet u alkalnim uvjetima za ss-DNA, RNA 1 proteine bitno snizen. To omogucéava
direktno pra¢enje DNA denaturacije u alkalnoj sredini, tj. snizenje koli¢ine kompleksa
pigment-dvolancana DNA odnosno opadanje vrijednosti fluorescencije (emisija 485
nm/ekscitacija 520 nm) tijekom vremena u lizatu kulture stanica ili homogenata tkiva
bez predhodne izolacije i1 prociS¢avanja same DNA, Cime se izbjegava dodatna

manipulacija uzorcima i oSteCenje DNA te povecava osjetljivost same metode.
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3.4.1. Priprema uzoraka
3.4.1.1. Nativha DNA
Nativna DNA izolirana iz gonada trpa Holothuria tubulosa razrijedena jeu TE
puferu pH 7.4 do radne koncentracije od 2.2 pg/ml. U 450 pl alikvota tako
pripremljenih otopina DNA dodavano je po 50 pl otopina bleomicin-Fe(II) kompleksa
razli¢itih koncentracija (od 0-500 pM).

3.4.1.2. Kulture stanica

Kulture stanica su neposredno pred analizu razrijedene u 10%-tnom DMSO

u TE puferu pH 7.4 do koncentracije od 2800, 5500 odnosno 3000 st/ml.

3.4.1.3. Homogenati tkiva

Homogenizacijauzorka tkiva (jetra, misic, skrge) u teku¢em dusiku provedena
je tako da se u tarionik za homogenizaciju uzoraka ulije se cca 1 dcl teku¢eg dusika
te doda cca 50 do 100 mg tkiva i 2 ml 10%-tnog DMSO-a u TE puferu. Smjesa se
¢vrstim 1 brzim pokretima homogenizira do konacne evaporacije dusika i1 nastanka
bijelog praha, koji se kusalicom sakupi 1 ostavi da se rastopi-odmrzne nakon cega se

profiltrira kroz planktonsku mrezicu i spremi u tekuci dusik ili u zamrziva¢ na —80 °C.

3.4.2. Odredivanje koli¢ine DNA u uzorku

Koli¢ina DNA u homogenatima tkiva skrga dagnje Mytilus galloprovincialis
odredena je uporabom fluorokromatskog YOYO® reagensa. Originalni YOYO®-1 jodid
reagens razrijedi se 100 puta u 25 %-tnoj vodenoj otopini DMSO-a i tako ¢uvana—20
°C. Ta se otopina razrijeduje neposredno prije upotrebe 25 puta u 10%-tnoj otopini
DMSO-a u TE puferu pH 7.4 tako da kona¢na koncentracija YOYO®-1 jodid reagensa
bude 4x107 M. Za odedivanje je neophodno prirediti i standardne otopine DNA u
10%-tnoj otopini DMSO-a u TE puferu koncentracija: 0, 50, 100, 200 300, 400 1 500
ng DNA /ml. 50 pl standarda DNA odnosno razrijedenih uzorka kultura stanica ili
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homogenata tkiva pipetira se u jazice mikroploce u koje se zatim doda po 50 pl
YOYO®-1jodid reagensa tako da kona¢na kocentracija YOYO®-1 jodid reagensa bude
2x107 M. Uzorci se ostave 10-15 minuta na sobnoj temperaturi a nakon toga se u
njima mjeri fluorescencija pri ekscitaciji na 485 nm i emisiji pri 520 ili 538 nm.
Ekstrapolacijom vrijednosti fluorescentnih jedinica u bazdarni dijagram izracunaju se
koncentracije DNA u uzorcima. Na osnovu dobivenih rezultata uzorci su razrijedeni
do radnih koncentracija od 100 ng DNA /ml odnosno 2.5 ng /25 pl. Ovisno o kvaliteti
tkiva, odnosno velikim razlikama u mokroj masi Skrga dagnji te koliCinom pufera koja
je koriStena pri homogenizaciji tkiva (cca 100 mg tkiva /2 ml 10%-tnog DMSO-au TE
puferu pH 7.4) dobivene vrijednosti kolicine DNA u uzorcima istog porijekla variraju
od 50 do 500 ng DNA /ml 10 puta razrijedenog homogenata, te su stoga homogenati
tkiva Skrga dagnji neposredno pred analizu razrijedivalni 5 do 50 puta do radnih
koncentacija od 100 ng /ml. Iz dobivenih vrijednosti izraCunata je i koli¢ina DNA u

Skrgama dagnji 1 iznosi od 2-20 ng /mg mokre mase tkiva.

3.4.3. Liziranje stanica i fluorimetrijsko odredivanje denaturirane DNA

25 pl uzorka (homogeniziranih i profiltriranih te spremljenih u tekuci dusik ili
na—80°C) i 25 pl lizirajuce otopine u kojoj je otopljeno i razrijedeno fluorokromatsko
bojilo PicoGreen® (1 ml lizirajuée otopine + 20 pl PicoGreen®-a) ispipetira se u jaZzice
mikroploce i ostavi 30-ak minuta na 30 °C. Odredivanje ds-DNA u prisustvu ss-DNA,
RNA i proteina moguce je primjenom fluorokromatskog bojila PicoGreen®-a i to u
linearnom rasponu koncenracija od ¢ak 25 pg do 1 pg DNA/ ml (Haugland, 1996).
Nakon liziranja stanica u jazice se dodaje po 250 pul otopine NaOH u 20 mM EDTA
pri ¢emu odmah dolazi do destabilizacije vodikovih veza i odvajanja lanaca DNA $§to
se prati mjerenjem promjena fluorescencije uzorka u slijede¢ih 40-ak minuta u
konstantnim vremenskim razmacima. Osjetljivost i linearni odgovor fluorescencije
(ekstinkcija 485 nm / emisija 520 nm) uz primjenu mikroploca sa malim volumenom
tj. koli¢inom uzorka u denaturiraju¢im uvjetima (alkalni pH i visoka ionska jakost)

odredivani su uporabom spektrofluorimetra (Fluoroscan II ili Fluoroscan Ascent;
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Labsystems, Finland). Nametnuti uvjeti pH vrijednosti, dodatkom otopine NaOH-20
mM EDTA, ovise o veli¢ini genoma odnosno DNA ispitivane vrste organizama. Prije
samog dodavanja otopine NaOH-20 mM EDTA u jaZice s uzorcima neophodno je
pripraviti otopinu svojstvene koncentracije NaOH u 20 mM EDTA koja ¢e na koncu
po dodatku u jazice rezultirati Zeljenom pH vrijednos¢u koja varira od 12.4 za stanice

1 homogenate tkiva glodavaca 1 ljudi (sisavaca) do 11.5 za morske beskraljesSnjake.

3.4.4. Priprema otopine NaOH i pH uvjeta

MijeSanjem 20 mM EDTA i 0.1 M NaOH u 20 mM EDTA u omjeru cca 1:1
dobije se otopina NaOH nize koncentracije od 0.1 M (u 20 mM EDTA) koja se dodaje
u lizirani uzorak (po 250 pl u svaku jazicu). Neposredno prije dodatka ove otopine u
jazice, potrebno je u smjesu od 250 pl TE-10% DMSO 1250 pL otopine za liziranje
dodati 2500 ul ovako pripravljene otopine NaOH u 20 mM EDTA - da se provjeri da
li se dobiva zeljeni finalni pH, te da se prema tome otopina NaOH u EDTA jo$
razrijedjuje (s 20 mM EDTA) zbog snizavanja pH vrijednosti ili joj se dodaje jos malo
0.1 M NaOH u 20 mM EDTA kako bi se postigla Zeljena pH vrijednost.

3.4.5. Prikaz i obrada rezultata

Smanjenje koli¢ine kompleksa PicoGreen®-a i ds-DNA tijekom denaturacije u
alkalnim uvjetima (pH 11.51li 12.4) prac¢eno je fluorimetrijski, a ovisno je o frekvenciji
(ucestalosti 1 raspodjeli) jednolancanih i/ili dvolanc¢anih lomova DNA 1 postojanju
alkalno-labilnih mjesta. Denaturacija kompleksa ds-DNA i PicoGreen®-a prati kinetiku

prvaog reda (ovisna je o koli¢ini tog kompleksa) i opisana je funkcijom:

(1) F = ae™

gdje F predstavlja frakciju kompleksa PicoGreen®™-a i ds-DNA nakon vremena

denaturacije t, a b konstantu brzine danaturacije ds-DNA odnosno kompleksa
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PicoGreen®-a i ds-DNA. Parametar a predstavlja po&etnu koli¢inu ds-DNA u uzorku
tj. pocetnu koli¢inu kompleksa ds-DNA i PicoGreen®-a. Logaritmiranjem gornja
relacija prelazi u oblik:

2)InF=-bt+Ina

gdje je vrijednost -b nagib pravca koji govori o stupnju osteCenja DNA 1
proporcionalan je broju jednolan¢anih lomova DNA u uzorku (Rydberg, 1975).
Radi potpune interpretacije podataka potrebno je osim odredivanja oblika
denaturacijskih krivulja uociti ovisnosti nagiba i oblika krivulja o koli¢ini DNA 1 pH
vrijednosti denaturiraju¢eg medija kao 1 o dozi testirane tvari, vremenu indukcije i
popravka oSte¢enja DNA. Ukoliko se povecanje denaturacije tj. nagiba krivulja
detektira samo pri toksicnim dozama nekog umjetnog zagadivala ili se takovo
povecanje ne uocava pri primjeni testiranih koncentracija i vremena indukcije nekog
zagadivala onda se test smatra negativnim tj. testirana tvar pri datim uvjetima (nacin
aplikacije, koncentracija, vrijeme indukcije) na pokazuje genotoksi¢na svojstva. Nagibi
denaturacijskih krivulja racunati su (sukladno relaciji (2)) iz kvocijenta promjene
fluorescentnih jedinica 1 vremenskog perioda u kojem je doSlo do sniZenja

fluorescencije te su prikazani histogramima:

(3)Nagib - A Fluor?scencue (min")
t (vrijeme)

Iz prakti¢nih razloga nagibi denaturacijskih krivulja prikazani su u histogramima kao

apsolutne vrijednosti.
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Kako bi se usporedila cjelovitost DNA ispitivanih uzoraka s referentnim uzorkom
koristeni su koeficijenti jednolanc¢anih lomova, SSF vrijednosti (engl. “strand scision
factor”) (Meyn 1 Jenkins, 1983) te su prikazani indukcijskim krivuljama ili
histogramima. Sto je veéi broj alkalno-labilnih mjesta i lomova DNA brzina
denaturacije DNA je veca. Koeficijenti jednolan¢anih lomova izra€unavani su na
osnovi vrijednosti fluorescencija odnosno relativnih koli¢ina ds-DNA prisutnih u
promatranom 1 referentnom uzorku u odnosu na nulto vrijeme denaturacije nakon
korekcije za slijepu probu. Referentna vrijednost predstavlja relativnu koli¢inu ds-DNA
ureferenrnom uzorku nakon odabrabranog vremena denaturacije. SSF-ovi su izraCunati

su iz formule:

% ds-DNA (uzorak)
% ds-DNA (ref.)

(4)SSF = log10

odnosno:

RFU (uzorak)
RFU (ref.)

(5)SSF = log10

nakon 5-10 minuta denaturacije. SSF vrijednosti jednake 0 govore o nepostojanju
razlike u broju dodatnih lomova DNA lanaca i alkalno-labilnih mjesta ispitivane DNA
u odnosu na referentni uzorak. SSF vrijednosti < 0 govore o povecanoj ucestalosti
alkalno-labilnih mjesta 1 lomova lanaca DNA u odnosu na referentni uzorak. Zbog
jasnoce prezentacije histogrami prikazuju negativne SSF vrijednosti. Uzorci koji
pokazuju povecanje SSFx(-1) vrijednosti imaju povecan broj alkalno-labilnih mjesta
1/ili jednolancanih (ili ¢ak i dvolan€anih) lomova DNA u odnosu na referentni uzorak.
Oni uzorci kod kojih su te vrijednosti statisti¢ki znacajno niZze u odnosu na referentni
uzurak pokazuju da je njithova DNA prividno ili stvarno bolje cjelovitosti od DNA
referentnog uzorka jer je denaturacija u ds-DNA u tim uzorcima tekla sporije. Uzrok
tome mogu biti 1 drugi tipovi osteCenja DNA kao §to su umreZzavanje DNA 1 proteina

(engl. "DNA-protein cross-linking") te DNA 1 DNA (engl. "inter-" 1 "intrastrand cross-
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linking").

Kao referentni uzorci u biomonitoring istraZivanju koriSteni su uzorci sakupljeni
na lokaciji Lim Sredina tj. SSF vrijednosti su izracunati logaritmiranjem odnosa
fluorescencija kvadriplikata mjerenja u 3-5 uzoraka sa date lokacije (3-5 Skrga iz 3-5
dagnji sa date lokacije) u odnosu na srednju vrijednost fluorescencije referentnog
uzorka (3-5 Skrga dagnji s referentne lokacije Lim Sredina). Na taj nain usporedena
je cjelovitost DNA homogenata Skrga dagnji s cjelovitoS¢u DNA homogenata Skrga
dagnji s referentne lokacije za svako uzorkovanje posebno kako bi se izbjegle sezonske
varijacije te utjecaj ostalih ¢cimbenika prisutnihu okoliSu.

Promotrene su 1 raspodjele dobivenih SSF vrijednosti homogenata Skrgi dagnji
za svako pojedino uzorkovanje kako bi se ustvrdile eventualne pravilnosti i
periodi¢nosti u dobivenim podacima.

U tablici 2 prikazan je odnos negativnih SSF vrijednosti prema relativnoj kolicini
(%) DNA visoke (ds-DNA) i niske (ss-DNA) cjelovitosti, odnosno neoste¢ene ss- i
ostecene (denaturirane) ds-DNA, u uzorku u odnosu na neki referentni uzorak.
Uocljivo je da negativne SSF vrijednosti od 0.07 do 1.0 obuhvacaju Siroki raspon
smanjenja cjelovitosti DNA (od 15 do 90 %) u odnosu na referentni uzorak DNA.
Vrijednosti SSFx(-1) a od 0 do 0.05 govore u prilog nepostojanju odnosno vrlo malom
povecanju broja lomova i/ili alkalno-labilnih mjesta u DNA uzorka u odnosu na
referentni uzorak. Vrijednosti SSFx(-1) veée od 1.3 govore gotovo o sasvim
denaturiranoj DNA u uzorku.

Histogramima su prikazane i ucestalosti (relativni indeksi) pojavljivanja veceg
stupnja oSte¢enja (smanjenja cjelovitosti) DNA u Skrgama dagnji sa odabranih lokacija
jadranskog priobalja u odnosu na oste¢enja uzrokovana in vitro djelovanjem bleomicin-
Fe (IT) kompleksa na homogenat $krgi kontrolnih dagnji kako bi se uocile lokacije koje
su pod znacajnijim utjecajem genotoksi¢nih zagadivala.

Statisti¢ki znacajne razlike izmedu srednjih vrijednosti (aritmetickih sredina) SSF-a
uzoraka s pojedinih lokacija i SSF vrijednosti referentne lokacije u datom uzorkovanju

dobivene su primjenom t-test-a, odnosno analizama varijance (ANOVA) 1 Tuckay-
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evom (Tuckay HSD) metodom. Statisticke razlike izmedu dvije po dvije aritmeticke
sredine usporedujuci pritom SSF vrijednosti referentne lokacije s ostalima se smatraju

znacajnima za *p<0.05.

relativna koli¢ina (%) relativna koli¢ina (%)
neoStecene DNA (visoke oStecene DNA (niske
SSF x (-1) RFJ uzorak / RFJ ref. L .
cjelovitosti) u uzorku u cjelovitosti) u uzorku u
odnosu na referentniuzorak odnosu na referentni uzorak

0,001 0,998 99,8 0,2
0,005 0,989 98,9 11
0,01 0,977 97,7 23
0,05 0,89 89,1 10,9
0,06 0,87 87,1 12,9
0,07 0,85 85,1 14,9
0,08 0,83 83,2 16,8
0,09 0,81 81,3 18,7
0,1 0,79 79,4 20,6
0,2 0,63 63,1 36,9
0,3 0,50 50,1 49,9
0,4 0,40 39,8 60,2
0,5 0,32 31,6 68,4
0,6 0,25 25,1 74,9
0,7 0,20 20,0 80,0
0,8 0,16 15,8 84,2
0,9 0,13 12,6 87,4
1 0,10 10,0 90,0
11 0,08 7.9 92,1
1,2 0,06 6,3 93,7
1,3 0,05 5,0 95,0
1,4 0,04 4,0 96,0
15 0,03 3,2 96,8
1,6 0,025 2,5 97,5
1,7 0,020 2,0 98,0
1,8 0,016 1,6 98,4
1,9 0,013 1,3 98,7
2 0,010 1,0 99,0

Tablica 2. Odnos negativnih vrijedosti SSF-a prema relativnoj koli¢ini (%) DNA visoke (ds-DNA) i niske
(ss-DNA) cjelovitosti, odnosno neostecene ss- i oStecene (denaturirane) ds-DNA, u uzorku u odnosu na

referentni uzorak DNA.
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Rezultati

4.1. Optimalizacija primjene fluorokromatskog bojila PicoGreen®-a za

odredivanje cjelovitosti DNA u denaturirajuc¢im uvjetima

4.1.1. Utjecaj koli¢ine DNA na fluorescenciju kompleksa DNA-PicoGreen®

u alkalnim uvjetima

U svrhu odredivanja oste¢enja DNA brzom mikrometodom (Fast Micromethod®)
bilo je potrebno najprije odrediti optimalnu koli¢inu uzorka (DNA) koja ¢e se koristiti
u daljnjim istrazivanjima. Sa slike 7 jasno je vidljivo da denaturirana (ss-) DNA, koja
je dobivena je denaturacijom tj. zagrijavanjem uzorka ds-DNA u kipucoj vodi kroz 10
minuta, daje znatno nize vrijednosti fluorescencije u odnosu na jednaku koli¢inu
nedenaturirane (ds-) DNA, pri ¢emu je dozni odgovor zabiljezen za cijeli raspon
upotrebljenih koncentracija DNA u uzorcima od 3.3 do 106.7 ng DNA /ml (1-32 ng
DNA / 300 pl reakcijske smjese). Rezultati potvrduju visoku specifi¢nost
fluorescentnog bojila Picogren®-a za ds-DNA, te ukazuju da je to svojstvo postojano

iualkalnimuvjetima. Analiza je provedena odmah po dodatku otopine za denaturaciju.
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Slika 7. Krivulje fluorescencije ds- i ss-DNA (nedenaturirane i denaturirane DNA) telece

Stitnjace u ovisnosti o koncentraciji DNA u uzorku pri pH 12.4.
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4.1.2. Utjecaj pH vrijednosti denaturirajuceg medija na fluorescenciju

kompleksa DNA-PicoGreen®

Uzorci DNA telece §titnjace analizirani su i u puferima razlicitog alkaliteta nakon
dodatka otopine NaOH u 20 mM EDTA. Kinetika denaturacije gotovo da i ne ovisi o
promjenama pH vrijednosti medija od 7.5 do 11.5 nakon ¢ega dolazi do povecanja
brzine denaturacije kompleksa ss-DNA i PicoGreen®-a. Pri pH vrijednostima vi$im od
12.2 dolaziido vrlo brze denaturacije ds-DNA te nestanka fluoresciraju¢eg kompleksa
ds-DNA i PicoGreen®-a, tako da je pri pH vrijednosti denaturirajué¢eg medija od 12.6
kompletna ds-DNA denaturirana u ss- oblik, te ih je stoga nemoguce razlikovati (Slika
8). Upravo iz tih razloga za rutinske analize cjelovitosti DNA sisavaca i glodavaca
odabrana je optimalna pH vrijednost medija od 12.4 pri kojoj je denaturacijska kinetika

ds-DNA mjerljiva u relativno kratkom vremenskom periodu (20 do 60 minuta).

140

120 4

100 4
nedenaturirana (ds-) DNA
80 -
60 -
40 | )
denaturirana (ss-) DNA
20 -

Relativna fluorescencija

Slika 8. Utjecaj pH vrijednosti na relativnu vrijednost fluorescencije ds- i ss-DNA

telece $titnjace (30 ng DNA po jazici).
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4.2. Razvoj i primjena brze mikrometode (Fast Micromethod®) na

stanicama i tkivima sisavaca

4.2.1. Limfoblasti L5178Y laboratorijskih miSeva DBA/2

Razli¢itim dozama y-zracenja (0-500 rad) narusena je cjelovitost DNA misjih
limfoblasta (DBA/2; L5178). Nakon 20-ak minuta denaturacije manje od 30% DNA
neozracenih stanica je denaturirano dok se povecanjem doze y-zracenja povecavala i
koli¢ina denaturirane DNA (Slika 9). Tako je npr. kod limfocita ozra¢enih dozom od

500 rad denaturirano oko 70 % DNA.
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Q
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S
S
= 601 10 rad
(1]
c
2 40 30 rad
= i 50 rad
o 100 rad
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20 ‘ T ‘ T ‘
0 5 10 15 20 25
Vrijeme denaturacije (min)

Slika 9. Krivulje denaturacije DNA misjih limfoblasta (DBA/2; L5178Y) nakon ozraCivanja

stanica s razli¢itim dozama y-zraéenja.
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Rezultati

Pri optimalizaciji metode svakako je bilo znafajno ustanoviti utjecaj
koncentracije odnosno koli¢ine DNA na osjetljivost i preciznost mjerenja. U tu svrhu
je upotrebljeno 2800 1 5500 stanica limfoblasta po jazici mikroploce, pri ¢emu je veca
osjetljivost postignuta kod uzorka s manje stanica, dok je kod uzorka s 5500 stanica
po jazici moguce detektirati povecanje SSFx(-1) vrijednosti u Sirem rasponu doza
y-zracenja. Pri tome su zamjecene 1 vece standardne devijacije izmedu kvadriplikata
pojedinih uzoraka (Slika 10). Upravo stoga je u rutinskim eksperimentima neophodno
uzimati uvijek istu koli¢inu stanica (tj. koli¢inu DNA) te je za daljnje pokuse izbrojano
uvijek 3000 stanica po jazici mikroploce. Time se osigurava veca reproducibilnost i

manje standardne devijacije medu replikatima uzoraka.
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Slika 10. Ovisnost SSFx(-1) vrijednosti DNA misjih limfoblasta (DBA/2; L5178Y) o dozi
y-zracenja. Stanice su ozracene i drzane na ledu 10 minuta prije analize. Jazice sadrzavaju
2800 ili 5500 stanica, a denaturacija DNA provedena je pri pH 12.4.

Standarnde devijacije odnose se na najmanje 4 replikata.
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Rezultati

Ucinak poznatog mutagena 1 kancerogena 4-nitrokinolin-N-oksida (NQO) na
cjelovitost DN A misjih limfocita takoder je pra¢en primjenom brze mikrometode (Fast
Micromethod®) (Slika 11). Inkubacijom stanica (3000/25 pl) s razli¢itim dozama 4-
nitrokinolin-N-oksida (0-3 pM NQO) uocen je porast SSFx(-1) vrijednosti s
povecanjem doze primijenjenog zagadivala. Pove¢anjem doze s 0 na 3 uM opaza se

i povecanje SSFx(-1) vrijednosti sa 0.011 = 0.027 na 0.814 + 0.141.

1
0,8 1
< 06
x
%
b7 0,4 1
0,2 1
0¥ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
MM 4-nitrokinolin-N-oksid (NQO)

Slika 11. U¢inak 4-nitrokinolin-N-oksida (NQO) na cjelovitost DNA misjih limfoblasta
(DBA/2; L5178Y). Stanice su inkubirane u hranjivoj podlozi uz prisustvo mutagena
90 minuta, oprane s TE-puferom te odmah potom analizirane.

Standardne devijacije odnose se na 4 replikata.

68



Rezultati

4.2.2. Homogenati tkiva jetre i miSi¢a laboratorijskih miSeva NMRI

Metoda se primjenila i na homogenate tkiva te su u tu svrhu homogenizirani
misi¢no tkivo i tkivo jetre NMRI miSa. Homogenati su ozraceni y-zrakama nakon ¢ega
je izmjeren dozni odgovor (engl. "dose response") do 50 rad primjenjene doze
zraCenja. Povecanjem doze zracenja na 100 rad vrijednosti, SSFx(-1) se ustaljuju na
svojoj maksimalnoj vrijednosti: 0.630 + 0.097 1 0.254 £+ 0.044 za homogenate tkiva

miSi¢a odnosno jetre (Slika 12).
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Slika 12. Cjelovitost DNA u homogenatima tkiva jetre i miSi¢a laboratorijskih miSeva NMRI
nakon y-zracenja. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata mjerenja

s pripadajuc¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

Buduc¢i da bleomicin-Fe(Il) kompleks izaziva kemijski ekvivalentan uc¢inak kao
1 +y-zraCenje, tj. uzrokuje nastanak jednolancanih i dvolancanih lomova DNA
primjenjen je in vitro u koncentracijama od 0 do 16.7 uM u svrhu dobivanja poznate
koli¢ine lomova DNA Povecanjem koncentracija bleomicin-Fe(Il) kompleksa dolazi
1 do povecanja SSFx(-1) vrijednosti (Slika 13). To ukazuje na povecanje broja
jednolancanih lomova i/ili alkalno-labilnih mjesta u homogenatu tkiva jetre
laboratorijskog misa (NMRI). Primjenom najvece koncentracije bleomicin-Fe(II)
kompleksa vrijednosti SSFx(-1) dostizu vrijednost od 0.845 + 0.031 Sto ukazuje na
86%-tno smanjenje cjelovitosti DNA u odnosu na kontrolni uzorak. U daljnjem radu
bleomicin-Fe(II) kompleks koristen je kao modelno in vitro zagadivalo koje uzrokuje
smanjenje cjelovitosti DNA u kulturama humanih stanica, nativnom preparatu DNA

iz gonada trpa te homogenatu Skrga dagnji.
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Slika 13. Cjelovitost DNA u homogenatima tkiva jetre NMRI mis$a nakon in vitro djelovanja
bleomicin-Fe(Il) kompleksa. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata

mjerenja sa pripadaju¢im standardnim devijacijama.

70



Rezultati

4.2.3. Stanice ovarija kineskog hrc¢ka (CHO)

Stanice ovarija kineskog hrcka, koje su ozracCivane razli¢itim dozama y-zracenja
(0-1500 rad) pokazuju snizavanje cjelovitosti DNA tj. porast SSFx(-1) vrijednosti od
0.011 £+ 0.004 za kontrolne, tj. neozracene stanice do 0.324 + 0.045 za one ozracene
najviSom dozom y-zracenja (Slika 14). Porast SSFx(-1) vrijednosti predstavlja

povecanje koli¢ine oSte¢ene DNA za otprilike nesto vise od 50%.
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Slika 14. Stanice ovarija kineskog hréka (CHO) izloZene y-zra¢enju (0-1500 rad).

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata mjerenja sa

pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

4.2.4. Humani limfociti HL-60

Humani limfociti HL-60 izloZeni razli¢itim dozama vy-zracenja, analizirani su
odmabh po zracenju te 2 sata nakon ¢uvanja u mraku na sobnoj temperaturi. Usporede
li se dobiveni rezultati SSFx(-1) prikazani na slici 15, uocljivo je da je u limfocitima
2 sata po zracenju doSlo do indukcije popravka DNA te da je razlika u koli¢ini
popravljene DNA u odnosu na prvotno oStecenu DNA veca kod visih doza
primjenjenog zracenja. Doza y-zracenja od 250 rad uzrokuje povecanje SSFx(-1)
vrijednosti do 0.332 + 0.036, a nakon aktivacije mehanizma popravka smanjuje se na

vrijednost od 0.153 £ 0.050.
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Slika 15. U¢inak in vitro y-zrac¢enja na DNA humanih limfocita. Limfociti su ozraceni na ledu.
Donja krivulja pokazuje smanjenje DNA oSte¢enja nakon inkubacije limfocita kroz 2 sata
na sobnoj temperaturi. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata

mjerenja sa pripadaju¢im standardnim devijacijama.

72



Rezultati

4.2.5. Kultura humanih HeLa stanica

Uc¢inak y-zracenja na kulturu humanih HeLa stanica prikazan je na slici 16. Na
osnovi snizavanja fluorescencije tijekom nekoliko minuta denaturacije u alkalnom
mediju uocljiv je dozni odgovor izracunatih SSFx(-1) vrijednosti za doze zracenja od
16 do 500 rad. Doza od 500 rad uzrokuje povecanje SSFx(-1) vrijednosti do 0.701 +
0.039, Sto predstavlja 80%-tnu naruSenost cjelovitosti oSteCcene DNA u odnosu na

neozraceni kontrolni uzorak.
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Slika 16. U¢inak in vitro y-zracenja na DNA Hel a stanica koje su ozracene na ledu dozama
od 0-500 rad. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata mjerenja sa

pripadajué¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

Na kulturu humanih HeL a stanica takoder je ispitan utjecaj UV-C zracenja (254
nm). Izracunate SSF vrijednosti pokazale su dozni odgovor u cijelom spektru
primjenjenih doza zradenja (0-1500 J/m?) pri ¢emu je najvisa doza prouzrokovala
povecanje primarnih oSte¢enja te snizavanje cjelovitosti DNA od 93% (SSFx(-1) =

1.208 = 0.077) u odnosu na kontrolni neozraceni uzorak (Slika 17).
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Slika 17. U¢inak in vitro UV-C zracenja (254 nm) na DNA kulture HeLa stanica ozra¢enih
na ledu dozama od 0 do 100 J/m?. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti

kvadriplikata mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

Zatim je na kulturu humanih HeLa stanica ispitan in vitro u¢inak NQO-a u
hranjivoj podlozi tijekom 90 minuta inkubacije na 37 °C i 5%-tnom atmosferom CO,
(Slika 18). Povecanjem koncentracije NQO sa 0.005 na 0.1 pg /ml hranjive podloge
primjeceno je i povecanje primarnih oSte¢enja DNA. tako su vrijednosti SSFx(-1) za
najnizu koncentraciju NQO iznosile 0.117 £ 0.039, a za najvisu koncentraciju 0.840
+ 0.090 odnosu na kontrolne HeLa stanice. Prema dobivenim rezultatima moze se
zakljuciti da inkubacijom HeLa stanica na hranjivoj podlozi s NQO-om nastaju
dodatna ostecenja DNA ¢ime se naruSava njena cjelovitost (24 do 86 % u odnosu na

kontrolni uzorak).
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Slika 18. In vitro u¢inak razli¢itih doza (0-100 pg /ml) 4-nitrokinolin-N-oksida (NQO) na DNA
HeLa stanica nakon inkubacije u kulturi tijekom 90 minuta. Rezultati su prikazani kao srednje

vrijednosti kvadriplikata mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

Kako bi se unijela poznata koli¢ina oStecenja DNA HeLa stanice su izloZzene i in

vitro djelovanju bleomicin-Fe(Il) kompleksa (0-83 uM). Slika 19 jasno pokazuje

povecanje SSFx(-1) vrijednosti od 0.034 + 0.001 za kontrolni uzorak na 0.136

za uzorak s najviSom koncentracijom bleomicin-Fe(II) kompleksa.
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Slika 19. U¢inak razli¢itih doza (0-83,3 uM) bleomicin-Fe(Il) kompleksa na HeLa stanice.

Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata mjerenja s

pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

4.3. Razvoj i primjena brze mikrometode (Fast Micromethod®) na

morskim beskraljeSnjacima

Primjena brze mikrometode (Fast Micromethod®™) na morskim beskralje$njacima
zahtjevala je optimalizaciju dosadasnjih uvjeta rada na kulturama stanica i tkivima
sisavaca u vidu odabira optimalne koli¢ine DNA, vremena i temperature liziranja, pH
1 ionske jakosti denaturirajueg medija, te na koncu intervala pracenja promjene

fluorescencije u uzorcima.

4.3.1. Nativni preparat DNA iz gonada trpa Holothuria tubulosa (3567A)

Utjecaj razli¢itih doza bleomicin-Fe(II) kompleksa in vitro (0-50 uM) na nastanak
ostecenja (jednolancanih i/ili dvolanCanih lomova) DNA izolirane iz gonada trpa
Holothuria tubulosa (3567A) prikazan je na slici 20. Dobivene su SSFx(-1)
vrijednosti od 0.047 + 0.028 za kontrolni netretirani uzorak pa do 0.537 + 0.072 za
najviSu primjenjenu koncentraciju bleomicin-Fe(Il) kompleksa. Moze se uociti da
znatno nize koncentarcije bleomicin-Fe(Il) kompleksa uzrokuju nastanak veceg broja
jednolancanih 1/ili dvolan€anih lomova DNA u nativhom preparatu DNA gonada trpa
Holothuria tubulosa te homogenatima tkiva jetre laboratorijskih miseva (NMRI) (slika

13) u odnosu na kulture humanih HeLa stanica (slika 19).
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Slika 20. In vitro utjecaj bleomicin-Fe(II) kompleksa na indukciju lomova DNA izolirane iz
gonada trpa Holothuria tubulosa (3567A). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti

kvadriplikata mjerenja s pripadaju¢im standardnim devijacijama.
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Rezultati

4.3.2. Stanice spuzve Suberites domuncula

Stanice spuzve Suberites domuncula ozracene su razli¢itim dozama y-zracenja
(0-500 rad). Slika 21 pokazuje dozni odgovor i neznatno povecanje u izraCunatim
SSFx(-1) vrijednostima od 0.002 £ 0.004 za kontrolni uzorak do 0.055 +0.002 za dozu
od 100 rad, nakon Cega se s povecanjem doze do 500 rad izracunate vrijednosti
povecavaju na 0.082 = 0.012. Moze se uociti da i relativno visoke doze y-zraenja
uzrokuju nastanak znatno niZe koli¢ine oste¢enja DNA u odnosu na oSte¢enja DNA
nastala u stanicama ovarija kineskog hrcka (slika 14) te kulturi HeLa stanica (slika
16), odnosno da 1 znatno niZe doze zracenja (50-250 rad) primjenjene na humanim
limfocitima (slika 15) homogenatima tkiva jetre i miSica (slika 12) te limfoblastima

laboratorijskih miSeva (slika 10) uzrokuju nastanak znatno veceg oSte¢enja DNA.
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Slika 21. Uginak razli¢itih doza (0-500 rad) y-zracenja na DNA stanica spuzve Suberites
domuncula. Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti kvadriplikata

mjerenja s pripadajuc¢im standardnim devijacijama.

79



Rezultati

4.3.3. Homogenat §krga dagnje Mytilus galloprovincialis

Za odredivanje cjelovitosti tj. oSteCenja DNA u homogenatima Skrga dagnji
Mytilus galloprovincialis brzom mikrometodom (Fast Micromethod®) najprije je bilo
potrebno odrediti optimalne uvjete denaturacije (vrijeme, temperatura, ionska jakost
1 napose pH vrijednost) te optimalnu koli¢inu DNA u uzorku. Ujedno se uz upotrebu
modelnih zagadivala u laboratorijskim pokusima odredio njihov u¢inak na DNA
stanica Skrga dagnji te usporedio s ucinkom aktualnih genotoksi¢nih zagadivala

mijeSanog tipa prisutnih na odabranim mikrolokacijama.

4.3.3.1. Ovisnost kinetike denaturacije ds-DNA o koli¢ini DNA
1 pH denatururaju¢eg medija

Ovisnost kinetike denaturacije DNA homogenata Skrga dagnji o pH
vrijednostima denaturiraju¢eg medija i koli¢ini DNA u uzorku istraZzena je u in vitro
izvedenim pokusima s bleomicin-Fe(IT) kompleksom kao i s B[a]P in vivo injektiranim
dagnjama (Slika 22). U tim pokusima koriSteni su promjenjivi pH uvjeti
denaturiraju¢eg medija (11.0 - 11.7), kao 1 razli¢ita koncentracija DNA u jazicama
mikroploca (25 - 200 ng DNA/ml).

Ustanovljeno je da je najpovoljnija koli¢ina same DNA u uzorku 100 ng DNA
/ml kod koje je uo€ena najvecarazlika u nagibima linearnih (pocetnih) djelova krivulja
denaturacije homogenata Skrga dagnji izloZenih djelovanju 20 pgB[a]P-a /g Skoljke u
odnosu na kontrolni uzorak; 0.942 £ 0.129 (4) min' prema 0.256 + 0.021 (4) min' za
kontrolu. Takva razlika u nagibima krivulja od cca 4 puta postojana je u rasponu

koncentracija DNA od 75 do 150 ng/ml te se pri koli¢ini DNA od 200 ng /ml smanjuje
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Slika 22. Utjecaj koli¢ine DNA u uzorku na nagibe linearnog (pocetnog) dijela denaturacijskih krivulja
(nakom 5 minuta denaturacije pri pH 11.5) homogenata $krga kontrolnih i in vivo tretiranih dagnji sa 20
pg Bla]P /g dagnje nakon 2 sata inkubacije u bazenima s proto¢nom morskom vodom . Dobiveni

rezultati prikazuju srednje vrijednosti i standardne derivacije od 4 replikata.

Nagibi linearnih (pocetnih) djelova krivulja denaturacije DNA kontrolnog
uzorka i homogenata skrga dagnje in vitro izlozenog djelovanju 45 pM bleomicin-
Fe(IT) kompleksa, gdje je denaturacija ovisna o koli¢ini primarnih oSte¢enja DNA te
proces denaturacije slijedi kinetiku prvog reda (vidi sliku 9), izracunati su iz odnosa
razlika fluorescencija i vremena denaturacije izraZenog u minutama, pokazuju najvece
medusobne razlike pri pH vrijednosti denaturiraju¢eg medija od 11.5 kao 1 najvisa
dobivena razlika u izraCunatim SSFx(-1) vrijednostima od 0.125 + 0.038 (4) za

tretirani uzorak u odnosu na 0.000 =+ 0.023 za kontrolu (Slike 23 a, b).

81



Rezultati
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Slika 23. a) Utjecaj pH vrijednosti denatururaju¢eg medija na nagibe linearnog (pocetnog)dijela
denaturacijskih krivulja i b) SSFx(-1) vrijednosti homogenata $krga kontrolnih i in vitro
tretiranih dagnji 4.5 uM bleomicin-Fe(Il) kompleksom. Dobiveni rezultati prikazuju

srednje vrijednosti i standardne devijacije od 4 replikata.
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Rezultati

4.3.3.2. Utjecaj umjetnih zagadivala na oSte¢enja DNA

Utjecaj umjetnih zagadivala na nastanak oste¢enja DNA, a samim tim 1 na
kinetiku denaturacije kompleksa PicoGreen®-a i ds-DNA, izu€avan je primjenom
direktnih i/ili indirektnih mutagena/kancerogena benz[a]pirena (B[a]P) i 4-nitrokinolin-
N-oksida (NQO).

Homogenati Skrga dagnji injektiranih s razli¢itim dozama B[a]P (od 0 do 20
pg Bl[a]P po gramu tjelesne tezine Skoljke pokazuju dozni odgovor tj. porast
koeficijenata jednolanc¢anih lomova. Izracunate SSFx(-1) vrijednosti su za uzorak
injektiran s 50 pl DMSO iznosile 0.041 = 0.013, a za najve¢u koncentraciju
zagadivala otopljenom u istom volumenu otapala 0.090 & 0.007 (Slika 24).

Homogenati Skrga dagnji injektiranih s razli¢itim dozama NQO-a (od 0 do 1
ng po gramu tezine Skoljke) takoder pokazuju dozni odgovor tj. porast koeficijenata
jednolanc¢anih lomova, SSFx(-1) vrijednosti od 0.015 £+ 0.012 za uzorak injektiran s
50 ul DMSO do 0.121 + 0.016 za najveéu koncentraciju zagadivala otopljenom u

istom volumenu otapala (Slika 25).
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Slika 24. Uc¢inak benzoapirena (B[a]P) na DNA homogenata Skrga dagnji injektiranih razli¢itim dozama

B[a]P-a (0-20 pg/g skoljke) nakon 90 minuta inkubacije u bazenima s proto¢énom morskom vodom.

Rezultati prikazuju srednje vrijednosti i standardne devijacije od 4 mjerenja.
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Slika 25. U¢inak 4-nitrokinolin-N-oksida (NQO) na DNA homogenata dagnji injektiranih razli¢itim dozama

NQO-a (0-1 pg/g skoljke) nakon 90 minuta inkubacije u bazenima s proto¢nom morskom vodom.

Rezultati prikazuju srednje vrijednosti i standardne devijacije od 4 mjerenja.
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Rezultati

S ciljem da se unese poznata koli¢ina lomova u DNA Skrga dagnji njihovi
homogenati izloZeni su invitro djelovanju bleomicin-Fe(II) kompleksa (0 do 83.3 uM).
Na slici 26 uocljiv je dozni odgovor tj. porast SSFX(-1) vrijednosti u odnosu na
kontrolni uzorak pri ¢emu najviSa primjenjena koncentracija od 83.3 uM bleomicin-
Fe(IT) kompleksa u datim laboratotrijskim uvjetima pokazuje povecanje SSFx(-1)

vrijednosti na 0.130 = 0.018 tj. uzrokuje smanjenje cjelovitosti DNA za 16%.
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Slika 26. In vitro u¢inak bleomicin-Fe(IT) kompleksa (0-83.3 pM) na nastanak primarnih
ostecenja - jednolancanih lomova DNA homogenata Skrga dagnji. Rezultati

prikazuju srednje vrijednosti i standardne devijacije 4 mjerenja.
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Rezultati

4.3.3.3. Biomonitoring (Projekt Jadran)

Brza mikrometoda (Fast Micromethod®) primijenjena je u biomonitoringu
genotoksi¢nog zagadenja i u¢inka zagadivala mijeSanog tipa na sjeveroisto¢noj obali
Jadrana, od Limskog kanala na sjeverozapadu (44°58’ N, 13°44 E) do luke GruZ na
jugoistoku (42°39° N, 18°05” E) (vidi: Materijali i metode, slika 6). Dagnje su
uzorkovane s 24 razli¢ite lokacije (tzv. engl. "hot spots") od kojih su neke pod
utjecajem industrijskih otpadnih voda (Inavinil, Vranjic), komunalnih otpadnih voda
(Pula, Vranjic), ili se nalaze u neposrednoj blizini lu¢ica i brodskih pristanista (Fazana,
Pula, Brestova, Rijeka, Stobre¢, Plo¢e, Rijeka Dubrovacka i Gruz) ili poljoprivrednih
podrucja (Sveti Ivan), a neke od njih nalaze se i u neposrednoj blizini rije¢nih uscéa
(Martinska, Omis, Sveti Ivan, Ploce i Rijeka Dubrovacka). Srednje pH vrijednosti
morske vode tijekom viSe godina na mjestima uzorkovanja iznosile su 8.1 + 0.06.
Izmjerene vrijednosti saliniteta su tijekom lipnja, kolovoza i listopada iznosile 31.78
+ 1.02 psu (engl. "practical salinity units"), dok su u ozujku bile znatno nize i iznosile
25.95 + 1.32 psu. Temperatura morske vode od lipnja do listopada bila 22.3 + 2.3
odnosno tijekom ozujka 13.4+ 1.0 °C. Znacajnija odstupanja od prosje¢nih vrijednosti
saliniteta 1 temperature morske vode zabiljeZzena su na lokaciji Rijeka Dubrovacka.
Srednje vrijednosti saliniteta iznosile su 6.59 +2.17 psu, a temperature 14.0 £1.3 °C
u ozujku, te 18.6 = 2.0 °C tijekom ostalih mjeseci uzorkovanja.

Dobiveni rezultati koji opisuju cjelovitost DNA Skrga dagnji prikazani su
histogramima kao srednje vrijednosti negativnih koeficijenata jednolancanih lamova
(SSF-a) s pripadaju¢im standardnim devijacijama. (Slika 27 a, b, ¢ i d).

Dobivene srednje vrijednosti SSF-a za svaku od lokacija usporedivane su sa
srednjom vrijednoS¢u SSF-a referentne lokacije (Lim Sredina) za svako uzorkovanje
posebno te su na taj nacin odredene lokacije kod kojih se SSF-ovi znac¢ajno razlikuju
od vrijednosti SSF-a referentnog uzorka. Statisticki znacajne razlike SSF vrijednosti
od referentnog uzorka naznacene su zvjezicama iznad ili ispod X-osi histograma za

svaku pripadajucu lokaciju.
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NajviSe znacajnih razlika od SSF vrijednosti referentnog uzorka zabiljezeno
je u lipnju 1999. (na 13 lokacija), lipnju 2000. (na 18 lokacija) te kolovozu 2000.
godine (na 12 lokacija) Sto ukazuje na velike negativne promjene u cjelovitosti DNA
referentnog uzorka ili na postojanje sezonske varijacije na ve¢em broju ispitivanih
lokacija. Lokacije Vranjic, Inavinil, Srima 1 Bac¢vice, koje su uzorkovane 14, 13, 13 1
10 puta tijekom vremenskog perioda od kolovoza 1998. do listopada 2001. godine
pokazuju znacajno povecanje SSFx(-1) vrijednosti u ¢ak 29, 31, 39 140 % uzoraka sa
navedenih lokacija. Znacajno snizenje srednjih SSFx(-1) vrijednosti u odnosu na
referentni uzorak zabiljeZeno je u ozujku 1999. 1 to kod 12 uzoraka, a uzorci
homogenata Skrga dagnji s lokacije Rt Bajla, koji su uzorkovani 13 puta od kolovoza
1998. do listopada 2001. godine pokazuju nize SSFx(-1) vrijednosti u odnosu na
referentni uzorak u 39% slucajeva.

NajviSe SSFx(-1) vrijednosti izmjerene u uzorcima iz lipnja 1999. godine.
zabiljezene su na lokacijama Inavinil (0.882 + 0.152), Ciovo (0.819 + 0.138), Omi3
(0.742 £ 0.265), Bacvice (0.726 = 0.930) 1 Vranjic (0.581 = 0.196) §to ukazuje na
povecanje DNA niske cjelovitosti za 87, 85, 82, 81 1 74% u odnosu na referentni
uzorak (Slika 27b), dok su u lipnju 2000. godine. SSFx(-1) vrijednosti na navedenim
likacijama iznosile 0.551 £0.187,0.714 £0.235,0.740+0.103,0.471 £ 0.11010.689
+ 0.112; odnosno povecanje koli¢ine DNA niske cjelovitosti u odnosu na referentnu
iznosilo je 72, 81, 82, 66 1 80% (Slika 27¢). Nasuprot tome u ozujku 1999. godine za
12 lokacija dobivene su nize SSFx(-1) vrijednosti u odnosu na referentni uzorak, od

kojih njih 8 imaju vrijednosti od 0.712 do 0.867 (Slika 27b).
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Slika 27. a) Negativne srednje vrijednosti koeficijenata jednolancanih lomova DNA homogenata Skrga

dagnji s prirodnih lokacija (vidi: Materijali i metode, slika 6) tijekom 2 uzorkovanja u 1998. godini.

Statisticki znacajna razlika u odnosu na referentni uzorak oznacena je zvjezdicom (*), p<0.05.
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Slika 27. b) Negativne srednje vrijednosti koeficijenata jednolancanih lomova DNA homogenata $krga

dagnji s prirodnih lokacija (vidi: Materijali i metode, slika 6) tijekom 4 uzorkovanja u 1999. godini.

Statisticki znacajna razlika u odnosu na referentni uzorak oznacéena je zvjezdicom (*), p<0.05.
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Slika 27. ¢) Negativne srednje vrijednosti koeficijenata jednolancanih lomova DNA homogenata Skrga

dagnji s prirodnih lokacija (vidi: Materijali i metode, slika 6) tijekom 4 uzorkovanja u 2000. godini.

Statisticki znacajna razlika u odnosu na referentni uzorak oznacena je zvjezdicom (*), p<0.05.
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Slika 27. d) Negativne srednje vrijednosti koeficijenata jednolancanih lomova DNA homogenata $krga

dagnji s prirodnih lokacija (vidi: Materijali i metode, slika 6) tijekom 4 uzorkovanja u 2001. godini.

Statisticki znacajna razlika u odnosu na referentni uzorak oznacéena je zvjezdicom (*), p<0.05.
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Dobivene srednje SSFx(-1) vrijednosti svih uzoraka usporedene su sa
SSFx(-1) vrijedno$¢u dobivenog usljed in vitro uc¢inka 83.3 pM bleomicin-Fe(II)
kompleksa na DNA homogenata Skrga kontrolnih dagnji (0.128 & 0.025) (Slika 26).
Rezultati za dagnje uzorkovane od kolovoza 1998. do listopada 2001. godine
prikazani su kao relativni indeksi ucestalosti pojavljivanja veceg stupnja oStec¢enja
cjelovitosti DNA od onog koje na DNA homogenata §krga kontrolnih dagnji uzrokuje
83.3 uM bleomicin-Fe(Il) kompleks. Relativni indeksi ucestalosti predstavljaju udio
uzoraka sa SSFx(-1) vrijednostima ve¢im od 0.128 £ 0.025 u ukupnom broju uzoraka
za svaku lokaciju posebno te su takvi mjesecni i godis$nji indeksi prikazani na slikama
28 a1 b. Uocava se da je ucestalost ve¢eg smanjenja cjelovitosti DNA, u odnosu na
smanjenje cjelovitosti DNA usljed in vitro djelovanja 83.3 pM bleomicin-Fe(II)
kompleksa na homogenat Skrga kontrolnih dagnji, bila najizraZenija tijekom 1999.
godine, te da su rezultati u mjesecu lipnju tijekom viSegodiSnjeg razdoblja takoder
pokazivali najvecu ucestalost takvih pojava. Nasuprot tome, najmanja ucestalost
rezultata koji govore u prilog snizenoj cjelovitosti DNA vecoj od one koju izaziva in
vitro 83.3 pM bleomicin-Fe(II) kompleks na homogenat Skrga kontrolnih dagnji,

uocena je tijekom 2001. godine.
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Slika 28. a) Relativni godi$nji indeksi ucestalosti (frekvencije) pojavljivanja SSFx(-1) vrijednosti DNA
homogenata Skrga dagnji sa prirodnih lokacija ve¢ih od SSFx(-1) vrijednosti (0.128 £ 0.025) dobivene
usljed in vitro djelovanja 83.8 pM bleomicin-Fe(II) kompleksa na homogenat §krga kontrolnih dagnji.
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Slika 28. b) Relativni mjese¢ni indeksi ucestalosti (frekvencije) pojavljivanja SSFx(-1) vrijednosti DNA

homogenata skrga dagnji sa prirodnih lokacija ve¢ih od SSFx(-1) vrijednosti (0.128 + 0.025) dobivene

usljed in vitro djelovanja 83.8 uM bleomicin-Fe(Il) kompleksa na homogenat $krga kontrolnih dagnji.
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Tijekom lipnja 1999. 1 2000. godine izracunate vrijednosti bile su znacajno vise,
auozujku 1999. godine nize, od zabiljeZenih prosjecnih srednjih SSFX(-1) vrijednosti
u odnosu na referentni uzorak (Lim Sredina). Stoga se sumnja u mogucnost postojanja
sezonskih varijacija cjelovitosti DNA Skrga dagnji ili se jednostavno radi o zan¢ajnim
promjenama u cjelovitosti DNA Skrga dagnji s referentne lokacije Lim Sredina tijekom
navedenih mjeseci. Promjene u srednjim SSFx(-1) vrijednostima od kolovoza 1998.
do listopada 2001. godine prikazane su na Slici 29. Raspodjela srednjih SSFx(-1)
vrijednosti DNA homogenata Skrga dagnji za uzorkovanja u ozujku 1999. te lipnju
1999. i 2000. godine kao i raspodjela svih izracunatih srednjih SSF vrijednosti u
razdoblju od kolovoza 1998. do listopada 2001. godine prikazani su na Slici 30.
Uocljiva je raspodjela srednjih SSF vrijednosti za ozujak 1999. godine u odnosu na
raspodjelu svih srednjih SSF vrijednosti pomaknuta k visim (pozitivnim) SSF
vrijednostima, a raspodijele srednjih SSF vrijednosti za lipanj 1999. 1 2000. godine
pomaknute su ka nizim (negativnim) SSF vrijednostima. Stoga bi bilo neophodno uz
postojecireferentni uzorak upotrebljavati i poseban kontrolni uzorak homogenata skrga
dagnji (ili ds-DNA visoke cjelovitosti nekog drugog izvora), koji ¢e se koristiti kao
interni standard pri viSegodiSnjem odredivanju koeficijenata jednolanc¢anih lomova
DNA. Na taj bi naCin mogli odrediti radi li se o sezonskim varijacijama
karakteristi¢nim za populaciju dagnji ili se radi o specificnim promjenama cjelovitosti
DNA u wuzorcima uzrokovanih ucinkom genotoksi¢nih zagadivala na datim

mikrolokacijama.
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Slika 29. Sezonske promjene SSF X (-1) vrijednosti DNA skrga dagnji s prirodnih lokacija

tijekom 14 uzorkovanja od kolovoza 1998. do listopada 2000. godine.
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Rasprava

Usprkos rastu¢em zanimanju za problematiku odredivanja genotoksi¢nih agensa
u morskom ekoloskom sustavu jo$ uvijek nije dostignuta zadovoljavajuca razina
procjene genotoksi¢nog rizika. Brojnim in vitro tehnikama kao $to su Ames test (Ames
isur., 1973), Microtox test (Bulich i Isenberg, 1981) i Mutatox test (Kwan i sur., 1990)
moguce je odrediti toksicnost i genotoksicnost nekog odredenog zagadivala. Medutim,
za procjenu ekotoksikoloskog rizika potrebno je odrediti genotoksi¢ni ucinak
zagadivala na morske organizme, pri ¢emu je vazno paziti na na¢in i vrijeme izlaganja
organizma zagadivalima prisutnim u moru, njihovom metabolizmu te indukciji
oSte¢enjaipopravka DNA u ciljanom tkivu/organu promatranog organizma. Zbog toga
je vazno razvijati in vivo metode na osnovu kojih je mogucéa stvarna procjena ucinka
zagadivala na dati organizam te na osnovu toga predvidjeti ukupni genotoksicni rizik.
Vazno je osigurati i razviti takve testove koji ¢e razluciti te usporediti rizike koji
nastaju djelovanjem zagadivala prirodnog porijekla i onih koji su u okolinu dospjeli
antropogenim djelovanjem. Potrebno je takoder odrediti mjesta uzorkovanja te odabrati
odgovarajuce vrste organizama te tkiva i organa koji ¢e se koristiti u programima
bioloSkog monitoringa. Da bi se procijenio utjecaj zagadivala antropogenog porijekla
potrebno je prouciti podatke kemijske analize sakupljane kroz viSe godina i desetljeca
te na osnovi uoc¢enih promjena pretpostaviti koliki dio danas uo¢enih zagadivala potice
od ljudske djelatnosti, narocito na mjestima usca rijeka, gradskih luckih pristanista te
koliki je utjecaj industrijskih otpadnih voda.

Znacajan broj oStecenja, tj. lomova lanaca DNA nastaje i tijekom njihovog
odredivanja usljed datih analitickih uvjeta. Pri tom dolazi do prikrivanja stvarnog
ucinka zagadivala §to sasvim sigurno snizuje osjetljivost primjenjene tehnike.
Razvijeno je nekoliko metoda koje minimaliziraju neke od problema koji utjecu na
nastanak dodatnih oSte¢enja DNA. Tako npr. centrifugiranjem u alkalnom gradijentu
saharoze (Dean i sur., 1966; Lett, 1981), pri pH > 12.5 dolazi do potpune denaturacije
ds-DNA, a alkalno-labilna mjesta prelaze u jednolan¢ane lomove, a kelatni agensi
mogu djelovati kao oksidirajuci ili reducirajuéi agensi, te je metodu vrlo tesko

primjeniti na razli€ite izvore DNA. Alkalnim filtar eluiranjem (Kohn i sur., 1976;
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Kohn, 1991) se moze odrediti koli¢ina ss-DNA ovisno o njihovoj veli¢ini uz upotrebu
filtera bez mehanicke fragmentacije uzorka. Medutim metoda je dugotrajna te se
relativno mali broj uzoraka moze simultano analizirati. Kako se ss-DNA odreduje na
osnovi kinetike elucije sa filtera primjena metode ovisiio izvoru DNA odnosno njenoj
kompleksnosti (duljini, proteinskoj organizaciji) te moguénos¢éu deproteinizacije
kromatina. Nadalje, primjena alkalne denaturacije (pri pH > 12.5, nakon ¢ega se pri
neutralnom pH u svrhu renaturacije nastalih ss-DNA koristi ultrazvuk usljed ¢ega se
snizuje osjetljivost metode) i hidroksiapatitne kromatografije (Anhstrom i Erikson,
1973, 1981) kojom se odvajaju ss- od ds-DNA i na osnovi njihovih koli¢ina
procjenjuje stupanj oSteCenja DNA, ovisna je o izvoru DNA te o samoj alklnoj
denaturaciji uzorka DNA. Ova metoda omogucava istovremenu analizu velikog broja
uzoraka ali zahtjeva viSe od 10’ stanica po uzorku. Pri fluorecsentnoj analizi DNA
"odmotavanja" (engl. "unwinding") nakon neutralizacije uzorka za fluorimetijsko
odredivanje koli¢ine ds-DNA, koristi se etidij-bromid koji je ujedno i kancerogen, a
metoda zahtjeva veliku koli¢inu ishodnog materijala, > 10° stanica, $to je esto vrlo
teSko osigurati. Primjena modernih tehnika odredivanja lomova lanaca DNA u
pojedinim izoliranim stanicama, kao $to su primjena "Comet" tehnike (Ostling i
Johanson, 1984; Singh i sur., 1988; Olive i sur., 1990) i proto¢ne citofluorimetrije
(Rydberg, 1984; Affengartner i Burkat, 1992) pokazuju prednosti u tocnoj i ispravnoj
procjeni u¢inka zagadivala na DNA svake pojedine stanice, ali su one dugotrajne te
tesko prilagodljive primjeni na razli¢itim tkivima. Svaka od navedenih metoda i
tehnika pokazuje i dodatna specifi¢na ograni¢enja pri odredivanju samo pojedinih
vrsta oStecenja DNA, pri ¢emu su neke vrste oSte¢enja DNA zanemarene. Upravo iz
tog razloga $to do sada razvijene tehnike i metode odredivanja oStecenja tj. cjelovitosti
DNA nisu zadovoljavajuce sa stajalista rutinskih i jednostavnih na¢ina primjene te su
pra¢ene poteskocama prilikom analize velikog broja uzoraka kao i vremenom
potrebnim za ukupnu analizu, potaknulo je razmi$ljanje o pokuSaju primjene
PicoGreen®-a (Haugland, 1996), fluorokromatskog bojila koje se specifi¢no i

postojano veze za ds-DNA, kao potencijalno pogodnog reagensa za razlucivanje udjela
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DNA niske cjelovitosti u uzorku.

Najprije je proucen utjecaj koli¢ine DNA 1 pH uvjeta na intenzitet signala t;.
emisiju svjetlosti nastalog kompleksa: PicoGreen®-a i DNA. Uocgeno je da je
PicoGreen® visokospecifi¢an za ds-DNA u vrlo $irokom spektru koncentracija DNA
u otopini te da je pogodan za primjenu i u uvjetima visokog alkaliteta i ionske jakosti
(Batel i sur., 1999). Naime, zabiljezen intenzitet fluorescencije nastalog kompleksa
PicoGreen®-a i ds-DNA (nedenaturirana DNA teleée $titnjade) je u rasponu
koncentracija od 3.3 do 106.7 ng /ml od 9.4 do 6.6 puta ve¢i od kompleksa
PicoGreen®-a i denaturirane DNA (ss-DNA), a ovisan je i o pH medija pri ¢emu je
znacajno naglo snizavanje intenziteta fluorescencije zabiljezeno nakon povecanja pH
iznad 12.2. Stoga je Picogeen® odabran kao pogodan fluorokromatski reagens kojiipri
visokim alkalnim uvjetima stvara stabilan i postojan kompleks s ds-DNA koji se
fluorimetrijskim mjerenjem moze kvantizirati. Osjetljivost metode i Siroki linearni
raspon fluorimetrijskog signala omogucuju detekciju 1-32 ng DNA na 300 ul
reakcijske smjese (3.3-106.7 ng /ml), a udio ss-DNA u ukupnoj fluorescenciji iznoso

jeod 10 - 13 %.

Postojano vezivanje PicoGreen®-a za ds-DNA i u alkalnoj sredini, u odnosu na
kompleks sa ss-DNA, sve do vrlo visokih i kona¢no kriticnih vrijednosti pH medija
(ovisno o vrsti tj. izvoru DNA) nakon ¢ega dolazi do naglog poveéanja denaturacije
ds-DNA pri ¢emu PicoGreen® ostaje u kompleksu sa ss-DNA, koji je nepostojaniji te
pokazuje znatno nizu razinu intenziteta fluorescencije, omogucilo je kreiranje i razvoj
takve analiticke tehnike kod koje bi se u relativno kratkom vremenskom periodu
mjerila cjelovitost DNA u uzorcima. U tu je svrhu uz uporabu PicoGreen®-a razvijana

i optimalizirana brza mikrometoda (Fast Micromethod®) odredivanja oSte¢enja DNA.

96



Rasprava

Kinetika denaturacije ds-DNA u alkalnoj sredini pri pH vrijednostima izmedu
11.0 1 12.0 ovisi o vrlo malim promjenama pH vrijednosti medija kao i o veli¢ini
fragmenata ds-DNA (Erikson i sur., 1979; Yamanishi i sur., 1987). Takva "prijelazna
regija" pH vrijednosti kod koje se odvija relativno spora i mjerljiva denaturacija ds-
DNA nalazi se u tetrapropil amonij hidroksid - EDTA sadrzavaju¢em mediju u
podrucjuod 11.0 do 11.8, dok je kod NaOH sadrzavaju¢eg medija ona pomaktuta za
0.5 pH jedinica ka vi§im vrijednostima (Kohn i sur., 1976) Sto je potvrdeno i ovim
istrazivanjima pri upotrebi DNA teleeg timusa. Konkretno, ujecaj pH na
fluorescenciju narocito se uocava kod pH vrijednosti visih od 12.1 pri ¢emu dolazi do
povecanja kinetike denaturacije ds-DNA a time i slabljenja fluorescentnog signala
¢ime je smanjena i moguénost razlikovanja ss- i ds-DNA vezanih s PicoGreen®-om
tako da je na pH 12.6 gotovo nemoguce razlikovati ss- od ds-DNA. Stoga je i odabrana
pH vrijednost denaturiraju¢eg medija za rad s stanicama i homogenatima tkiva sisavaca

bila ono koja osigurava zadovoljavajucu kinetiku denaturacije i iznosila je 12.4.

Razvitak novih, brzih, sveobuhvatnijih metoda koje su i jednostavnije za izvedbu
imperativ modernog pristupa primjene biomonitoringa tj. prac¢enja ucinka
genotoksi¢nih zagadivala na prirodne populacije. Opcéa tendencija u takvim
nastojanjima je svakako i smanjenje volumena uzorka (manja koli¢ina ishodnog
materijala: tkiva, stanica), skracenje vremena potrebnog za analizu te Siroka
primjenjivost metode na razlicite organizme. U tu je svrhu razvijena i optimalizirana
brza mikrometoda (Fast Micromethod®) odredivanja o3te¢enja tj. cjelovitosti DNA. Pri
samom kreiranju analiticke procedure nastojalo se izbje¢i uofene manjkavosti
primjenjivanih analitickih tehnika. Pra¢enjem kinetike denaturacije ds-DNA, koja je
ovisna o njenoj cjelovitosti, u lizatu stanica ili jos bolje homogenata tkiva pri alkalnim
pH uvjetima kroz optimalni vremenski period bez predhodne izolcije i procis¢avanja
same DNA, izbjegnuta je dodatna manipulacija uzorcima i oSte¢enje DNA te je

povecana osjetljivost metode.
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Osnovna ideja rada je bila omoguciti odredivanje kolicine DNA visoke
cjelovitosti u stanicama i homogenatima tkiva razli¢itih organizama (sisavci te potom
morski beskraljeSnjaci). Liziranje stanicne membrane i organela provodilo se
djelovanjem uree i SDS-a u alkalnoj sredini te se istovremeno omogucilo stvaranje
kompleksa ds-DNA s fluorokromatskim bojilom PicoGreen®-om. Nakon toga slijedi
kontrolirana reakcija "odmotavanja " DNA pri vrlo visokom pH medija pri ¢emu,
ovisno o koli¢ini primarnih oste¢enja DNA (lomovi lanaca, AP mjesta), dolazi do
snizavanja koli¢ine kompleksa PicoGreen®-a i ds-DNA S§to se prati fluorimetrijski, tj.
biljezi se opadanje fluorescencije tijekom vremena uz pretpostavku da DNA s manjom
koli¢inom primarnih osSte¢enja pokazuje postojanija svojstva u smislu deaktivacije
kompleksa sa PicoGreen®”-om tijekom nesto duljeg vremenskog perioda i u izrazito
alkalnoj sredini.

Primjena brze mikrometode (Fast Micromethod®) isprobana je najprije na kulturi
stanica ovarija kineskog hr¢ka (CHO stanice) i homogenatima tkiva i stanicama miSeva
(miSi¢no tkivo 1 tkivo jetre laboratorijskih miseva NMRI, te misji DBA/2 limfoblasti
L517Y), kao i na kulturama humanih stanica (HL-60 i HeLa stanice) radi razvoja
modela i metodologije (Batel i sur., 1999). Nakon toga je radi procjene izlozenosti
morskih organizama genotoksi¢nim agensima u moru ova metoda prilagodena uvjetima
rada s morskim beskraljeSnjacima (nativna DNA izolirana iz gonada trpa Holothuria
tubulosa, stanice spuzve Suberites domuncula, homogenat skrga dagnji Mytilus
galloprovincialis).

Kao modelni, test 1 bioindikatorski organizam za biomonitoring istrazivanja duz
jadranske obale (Projekt Jadran) zbog svojih bioindikatorskih karakteristika izabrana
je dagnja, dok su Skrge dagnji zbog njihove kontinuirane izloZenosti utjecaju
zagadivala odabrane kao ciljano tkivo proucavanja cjelovitosti DNA. Na Skrgama
dagnji koje su bile izlozene djelovanju zagadivala uoc¢ene su morfoloske promjene,
poput povecanja postlateralnih stanica (Rasmusen, 1982), dilatacija krvnih prostora

(Sunila i Lindstrom, 1985) i prodor granularnih hemocita (Sunila, 1988).
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Promjene na DNA i u mehanizmima i aktivaciji popravka nastalih oSte¢enja
nastaju tijekom normalnih fizioloskih procesa, zatim starenjem (zatajivanje
mehanizama popravka DNA) te konacno i izlaganjem genotoksi¢nim zagadivalima
(Shugart, 1990; Lindahl, 1993; Friedberg, 1995).

Brza mikrometoda (Fast Micromethod®) je najprije razvijena za primjenu na
stanicama tkiva sisavaca (Batel i sur., 1999). Limfoblasti laboratorijskih miSeva
(L517Y, DBA/2) ozraeni y-zrakama odnosno inkubirani u hranjivoj podlozi s 4-
nitrokinolin-N-oksidiom (NQO) pokazuju porast broja primarnih oSte¢enja DNA
ovisno o primjenjenoj dozi zracenja tj. kemijskog ksenobiotika. UoCen je i utjecaj same
koli¢ine DNA tj. broja stanica koriStenih u pokusu na osjetljivost fluorescentnog
signala te je stoga vazno odabrati onu koli¢inu DNA odnosno, kod rutinskih analiza,
okvirni broj stanica, koja ¢e osigurati kako Zeljenu osjetljivost tako i prihvatljivo
rasipanje rezultata (nisku standardnu devijaciju). Mogucée objasnjenje navedenog
fenomena je ovisnost denaturacije DNA o koli¢ini prisutnih proteina u matriksu koji
zbog umrezavanja s DNA znatno utjeCu na denaturaciju DNA usprkos uvjetima
visokog pH 11onske jakosti (deproteinizirajuci uvjeti). Inkubacijom misjih limfoblasta
u hranjivoj podlozi tijekom 90 minuta s poznatim kancerogenom NQO-om dolazi do
interkaliranja kinolonske molekule izmedu baznih parova DNA, nastanka kovalentnih
adukata na baze DNA, te nastanka lomova lanaca DNA (Nagao i Sagimura, 1976) §to
jeuoceno i u ovom radu pove¢anjem SSFx(-1) vtrijednosti od 0.119 + 0.066 do 0.814
+0.141 zadoze 0d 0.2 odosno 3 pM NQO-a (Batel i sur., 1999). Nadalje, i homogenati
misiénog tkivaitkiva jetre laboratorijskih miSeva NMRI ozraceni y-zrakama pokazuju
povecanje primarnih oSte¢enja DNA sve do dok ne dostignu maksimalne SSFx(-1)
vrijednosti koje su postojane s daljnjim povecanjem primjrnjene doze ksenobiotika,
dok su homogenati jetre in vitro tretirani bleomicin-Fe(II) kompleksom poveéanjem
doze do 16 uM pokazali gotovo potpunu denaturaciju DNA (Batel i sur. 1999). Stanice
ovarija kineskog hr¢ka izlozene y-zra¢enju takoder su pokazale pozitivan odgovor u

smislu povecanja primarnih oSte¢enja DNA (Batel 1 sur. 1999).
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Pokusi s kulturama humanih stanicama provodeni su na kulturi HeLa stanica
izlozenim y- 1 UV-C zracenju, odnosno in vitro djelovanju NQO-a i bleomicin-Fe(II)
kompleksa te suusporedeni sa rezultatima tzv."Comet" tehnike (Bihari i sur., 2002) pri
¢emu je uocena jednaka osjetljivost obje metode, ali je brzom mikrometodom (Fast
Micromethod®) moguée mjeriti u¢inak Sireg raspona koncentacija zagadivala. Tako je
dozni odgovor (nastanak oste¢enja DNA) brzom mikrometodom (Fast Micromethod®)
zabiljeZen u rasponima y-zra¢enja od 0 do 500 rad, UV-C zragenja od 0 do 1000 J/m*
te inkubaciju HeLa stanica s 0-0.5 pM NQO-a, dok su kod "Comet" tehnike ti rasponi
kod kojih je zabiljezeno povecanje SSFx(-1) vrijednosti bili znatno uzi i znosili 30-200
rad, 50-500 J/m* ali i neSto Siri pri inkubaciji stanica s NQO-om u rasponu
koncentracija0od 0.1-1 pM. Dozni odgovor zabiljezen je i prilikom y-zra¢enja humanih
limfocita HL-60 (Batel i sur., 1999), a nesto nize vrijednosti SSFx (-1) zabiljeZene su
nakon inkubacije stanica kroz 2 sata na sobnoj temperaturi pri ¢emu dolazi do
popravka zracenjem nastalih oStecenja DNA. Stoga primjena ove analiticke tehnike
doprinosi izu¢avanju i prac¢enju i cjelovitosti DNA kod osoba koje su podvrgnure
zracenju i kemoterapiji tj. agensima koji uzrokuju jednolancane i dvolan¢ane lomove
DNA (Chauvin i sur., 1998; Batel i sur., 1999). HeLa stanice izlozene y- i UV-C
zraenju, odnosno djelovanju NQO-a i bleomicin-Fe(Il) kompleksa takoder su
pokazale da cjelovitost DNA ovisi o dozi (vremenu izlaganja, koncentraciji)
genotoksi¢nih zagadivala.

Nakon razvoja metode na stanicama i homogenatima tkiva sisavaca, brza
mikrometoda (Fast Micromethod®) u ovom je radu optimalizirana i primjenjena na
morskim beskraljeSnjacima s ciljem procjene ucinka genotoksi¢nih zagadivala u
aktualnom zagadenju mora. Stoga je u radu najprije koristen nativni preparat DNA
gonada trpa Holothuria tubulosa, radi optimalizacije liziraju¢ih (vrijeme, ionska
jakost) i denaturirajucih uvjeta pri kojima dolazi do "odmotavanja " DNA (alkalni pH),
s obzirom na jedostavniju organizacijsku strukturu genoma beskraljesnjaka. [ u ovom
slu¢aju odabran je bleomicin-Fe(Il) kompleks, 0-50 uM, kako bi u in vitro pokusima

na goloj DNA sa sigurnos$cu nastala mjerljiva oste¢enja DNA tj. znaCajne razlike u
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izjerenim fluorescencijama odnosno izracunatim koeficijentima jednolanc¢anih lomova
(SSF vrijednost od -0.537 za najvisu koncentraciju bleomicin-Fe(II) kompleksa, §to
ukazuje na 70%-tno snizenje koli¢ine DNA visoke cjelovitosti) te je tako potvrdena
pretpostavka o nesto nizoj optimalnoj pH vrijednost od 11.5 pri "odmotavanju" t;
denaturaciji ds-DNA morskih beskraljeSnjaka. Zatim je kao modelni organizam
odabrana spuzva Suberites domuncula, ¢ije su izolirane stanice izlozene utjecaju y-
zracenja (0-500 rad) te uz uvjete denaturacije prilagodene DNA morskih
beskraljesnjaka (pH 11.5) zabiljezen dozni odgovor nastalih jednolan¢anih lomova.

Zbog ve¢ prethodno navedenih razloga kao modelni organizam odabrana je
dagnja Mytilus galloprovincialis, a Skrge dagnji kao modelno tkivo zbog svoje
konstantne izlozenosti kako toksi¢nim tako i genotoksi¢nim zagadivalima prisutnim
u moru. Najprije je bilo neophodno prouciti utjecaj pH denaturiraju¢eg medija na
kinetiku denaturacije ds-DNA te utjecaj koli¢ine DNA na profil denaturacijske krivulje
(promjena nagiba krivulje tijekom vremena) pri ¢emu su kao modelna zagadivala
koriSteni in vivo B[a]P (20 pg/g dagnje), i in vitro bleomicin-Fe(II) kompleks (45 pM).
Dobivene optimalne vrijednosti pH 11.5 te 100 ng DNA /ml koristeni su u daljnjem
radu, kako pri primjeni umjetnih zagadivala tako i u biomonitoringu.

Usporedbom nagiba krivulja denaturacije ds-DNA, koja ovisi 0 njenoj cjelovitosti
i slijedi kinetiku prvog reda, moguce je dobiti neupotrebljive rezultate jer bi uzorci sa
zna€ajno nizom cjelovitos§¢u DNA davali prividno bolje rezultate (manji nagibi
krivulja) od uzoraka s ve¢om cjelovitos¢u DNA. Naime, kod uzoraka s vrlo niskom
cjelovito§¢u DNA znatno su nize pocetne vrijednosti fluorescencije od referentnog
uzorka te im ve¢ poc¢etkom denaturacije u alkalnoj sredini fluorescencija ne opada na
isti nacin kao 1 kod uzoraka kod kojih je cjelovitost DNA bolja te su i nagibi tih
krivulja manji. Isto tako, izraCunavaju¢i 1 snizavanje relativnih vrijednosti
fluorescencije svakog od uzorka ne mozemo dobro kvantitativno odrediti koliko je
zapravo neki uzorak losije i manje cjelovitosti DNA u odnosu na referentni, jer ukoliko
se radi o uzorku s velikim brojem alkalno-labilnih mjesta i jednolanc¢anih lomova u

DNA on ¢e ve¢ po pocetku denaturacije u alkalnoj sredini pokazivati vrlo male
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vrijednosti fluorescencije iako je koncentracija DNA neupitna, te ¢e smanjenje
fluorescencije za npr. 10% od pocetne vrijednosti u odnosu na isto takvo relativno
smanjenje fluorescencije u referentnom uzorku dovesti do zablude o kvaliteti
cjelovitosti DNA promatranog uzorka. Stoga, iako su uocene razlike u nagibimakrivlja
denaturacije DNA homogenata Skrga dagnji izlozenih in vivo B[a]P (20 pg/g dagnje)
i DNA homogenata Skrga kontrolnih dagnji nije u radu primjenjivan takav nacin
obrade rezultata.

Dagnje su zatim, kao test organizmi, bile izloZzene djelovanju razlicitih
koncentracija modelnih genotoksi¢nih spojeva (B[a]P i NQO) u laboratorijskim
uvjetima a promatran je i in vitro ucinak razli¢itih koncentracija bleomicin-Fe(II)
kompleksa na DNA homogenata $krga kontrolnih dagnji. Na taj se nacin utvrdila i
osjetljivost te preciznost same metode. [zracunate SSFx(-1) vrijednosti za homogenate
Skrga dagnje injektiranih s 20 pg B[a]P /g iznosili su 0.090+0.007 (3), a onih
injektiranih s 1 pg NQO /g 0.121 + 0.016 (3), dok je in vitro ucinak 83,3 pM
bleomicin-Fe(II) kompleksa na homogenat Skrga kontrolnih dagnji izrazen kao SSFx(-
1) vrijednost iznosi 0,130 £ 0,018 (4), Sto ukazuje na povecanje koli¢ine DNA niske
cjelovitosti za 19, 24 1 26 % u odnosu na referentne netretirane dagnje. Bihari 1 sur.
(1990c) prethodno su primjenili metodu alkalnog filtar eluiranja za odredivanje
ostecenja DNA stanica hemolimfe dagnji Mytilus galloprovincialis in vivo primjenom
5, 101 20 pg B[a]P-a odnosno NQO-a /g dagnji. Nakon injektiranja B[a]P i 1.5 sat
inkubacije dagnji u bazenima s protocnom morskom vodom zabiljezene SSFx(-1)
vrijednosti iznosile su: 0.052 £+ 0.013 (4), 0.091 + 0.019 (4), 0.180 £ 0.027 (4) za
navedene koncentracije zagadivala, a nakon 48 sati inkubacije uo¢eno je povecanje
SSFx(-1) vrijednosti za najnizu primjenjenu dozu odnosno smanjenje SSFx(-1)
vrijednosti za viSe koncentracije, te su iznosile: 0.096 + 0.029 (4), 0.012 + 0.008 (4)
10.031 = 0.025 (4), sto ukazuje na postojanje mahanizma popravka oste¢ene DNA.
Sli¢ni rezultati dobiveni su i uz upotrebu NQO-a: nakon 1.5 sat inkubacije SSFx(-1)
vrijednosti iznosile su: 0.067 = 0.024 (4), 0.055 = 0.006 (4), 0.246 + 0.044 (4), nakon
24 sata: 0.103 +£0.020 (4), 0.135 = 0.010 (4), 0.100 £ 0.010 (4), a nakon 5 dana
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inkubacije: 0.043 £ 0.007 (4), 0.051 + 0.012, §to ukazuje na nesto dulji vremenski
period potreban za uspostavu popravka DNA odnosno opcu toksi¢nost najvise
koncentracije NQO-a jer su dagnje injektirane dozom od 20 pg NQO /g nakon 5 dana
inkubacije uginule. Istu metodu primjenili su Batel i sur. (1994) te uz upoterbu 200,
400 1 800 nM bleomicin-Fe(II) kompleksa in vitro na stanicama hemolimfe dagnji
dobivene su SSFx(-1) vrijednosti koje su iznosile 0.15, 0.20 1 0.28.

Kako je u uzorcima homogenata Skrga dagnji (cca 100 mg mokre tezine Skrga u
2 ml pufera) upotrebom YOYO reagensa (fluorescencija: emisija 485 nm i ekscitacija
520 nm) odredena koli¢ina DNA (1-10 pg DNA /ml homogenata) prije samog
odredivanja cjelovitosti DNA brzom mikromretodom (Fast Micromethod®) homogenati
koji su ¢uvani na -80 °C, razrijedivani su do radne koncentracije od 100 ng DNA po
ml (2.5 ng / jazici mikroplo¢e) 10%-tnog DMSO-a u TE puferu pH 7.4. Time se je
postigla jednolika koli¢ina ukupne DNA prisutne u svim jazicama mikroplo¢a kao iu
kvadriplikatima jednog te istog uzorka Skrga pojedine dagnje s neke lokacije ve¢ i
uopce kod svih uzoraka tijekom visegodiSnjeg mjerenja (2.5 ng / 300 pl denaturacijske
smjese pH 11.5 tj 8.33 ng DNA /ml). Medutim, cjelovitost same DNA bitno se
razlikuje od uzorka do uzorka te su uocene i razlike u dobivenim SSF vrijednostima
izmedu pojedinih dagnji (homogenatima Skrga) s iste lokacije i istog uzorkovanja.
Naime, pocetne vrijednosti fluorescencije koje odgovaraju koli¢ini kompleksa
PicoGreen®-a i ds-DNA variraju od uzorka do uzorka i ovise o koli¢ini DNA visoke
cjelovitosti prisutne u uzorku, a izgleda i o sezonskim varijacijama svojstvenim svim
uzorcima. Upravo je to dodatni razlog zbog kojeg je 1 primjenjeno izraCunavanje tzv.
koeficijenata jednolanc¢anih lomova - SSF-a jer oni opisuju odnos izmedu koli¢ine
DNA visoke cjelovitosti (ds-DNA) prisutne u ispitivanim uzorcima u odnosu na ds-

DNA u referentnom uzorku (homogenatu skrga dagnji sa referenrne lokacije).
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Kako je svaki organizam tj. jedinka karakterizirana specificnim fizioloSkim
stanjem i kondicijom, na koje svakako utjecu vanjski ¢imbenici moguce je ponekad i
u grupi uzoraka sa iste lokacije u istom uzorkovanju naici na uzorke koji se svojom
cjelovito§¢u DNA bitno razlikuju od dagnji iz iste grupe uzoraka. Uoceno je specifi¢no
snizenje vrijednosti SSF-a u lipnju 1999. 1 2000. godine na gotovo svim postajama
(slike 27b i 27¢), dok je u ozujku 1998. godine (slika 27a) zabiljezeno povecanje SSF
vrijednosti, $to uz postojece razlike u cjelovitosti DNA u Skrgama dagnji sa razli¢itih
lokacija u odnosu na referentni uzorak, ukazuje i na postojanje specifi¢nih sezonskih
varijacija ili na smanjenje cjelovitosti DNA referentnog uzorka. NajugroZenijim
podrucjem pokazao se Kastelanski zaljev (postaje Inavinil 1 Vranjc) tj. Sire splitsko
podrudje (koje jo§ obuhvada i postaje Omis, Ba¢vice i Ciovo) gdje su kod uzoraka
homogenata Skrga sa navedenih lokacija uoCavane najviSe SSF(-1) vrijednosti,
posebno tijekom lipnja 1999. 1 2000. godine.

Nadalje, usporedbom dobivenih SSF vrijednosti DNA homogenata Skrga dagnji
s prirodnih lokacija sa SSF vrijednos¢u dobivenog usljed uc¢inka 83.3 uM bleomicin-
Fe(II) kompleksana DN A homogenata §krga kontrolnih dagnji uocava se da je tijekom
2000. godine najveca, a 1998. najmanja frekvencija uzoraka u kojih je relativna
cjelovitost DNA jednaka ili manja od one u dagnji tretiranth navedenom
koncentracijom zagadivala in vitro (slika 28a). Potvrda sezonskih varijacija koja je za
lipanj karakterizirana pojavom veceg stupnja oSte¢enja DNA 1i/ili znacajnom
promjenom cjelovitosti DNA referentne populacije utvrdena je i poveéanom
frekvencijom uzoraka za koje su u lipnju 1999. i 2000., te kolovozu 2000. i listopadu
2001. godine, izracunate SSF vrijednosti bile manje od one dobivene usljed ucinka
navedenog zagadivala in vitro. Stoga je primjena internog standarda tj. uvodenje
referenrnog uzorka ds-DNA visoke cjelovitosti, koji bi se koristio pri svim mjerenjima
imperativ pri daljnjim biomonitoring istrazivanjima jer bi se na taj na¢in moglo uociti
stvarno postojanje sezonskih varijacija u cjelovitosti DNA te izbjegao utjecaj

zagadivala prisutnih u moru na referentnu DNA.
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Usporedimo li dobivene rezultate s rezultatima odredivanja primarnih oste¢enja
DNA metodom alkalnog filtar eluiranja u morskih beskraljesnjaka rovinjskog priobalja
koja se ve¢ dulji niz godina primjenjuje u Zavodu za istrazivanje mora u Rovinju
(Batel 1 sur., 1994; Bihari i Batel, 1994; Vukmirovi¢ i sur., 1994), uocavaju se
prednosti brze mikrometode (Fast Micromethod®™). Ona je brza i jednostavnija za
izvedbu, narocito kod velikog broja uzoraka sa vise lokacija ¢ime je njena primjena u
bioloSkim postajama koje se bave biomonitoringom genotoksi¢nih zagadivala
zanimljivija i opravdanija. Medutim, diskriminacija vrste primarnih oStecenja i
odredivanje umrezavanja DNA s DNA i/ili proteinima u homogenatu Skrga dagnji nije
dalo Zeljene rezultate tako da su daljnja unaprijedenja brze mikrometode (Fast
Micromethod®) poZeljna kako bi uz navedene prednosti postala §iroko primjenjivana

u biomontoring programima.

Ovaj rad pokazuje da je uz primjenu odgovaraju¢ih modelnih genotoksi¢nih
zagadivala na kulturama stanica i homogenatima tkiva brza mikrometoda (Fast
Micromethod®) dovoljno osjetljiva, to¢na i precizna u odredivanju cjelovitosti DNA.
Primjenom brze mikrometode (Fast Micromethod®) dagnje mogu biti upotebljene kao
test organizami, odnosno Skrge dagnji, kao odabrani organ, pogodne su za ovakav
nacin mjerenja oStecenja i popravka DNA te samim tim i za procjenu izloZenosti dagnji
genotoksi¢nim zagadivalima u moru. Procjena genotoksi¢nog rizika temelji se na
proucavanju ucestalosti primarnih oste¢enja DNA (jednostruki i dvostruki lomovi
DNA, AP mjesta) nastalih djelovanjem zagadivala kojima prethodi genotoksic¢ni stres
te modulaciji popravka DNA. Na taj nafin u potpunosti je ostvaren cilj ovog
istrazivanja, a to je je razvoj i prilagodba nove, relativno brze i jednostavne metode
odredivanja oSte¢enja, odnosno cjelovitosti DNA u kulturama stanica i homogenatima
tkiva razli¢itih organizama te njena primjena u biomonitoringu, odnosno utvrdivanju
izlozenosti prirodne populacije dagnji Mytilus galloprovincialis genotoksi¢nim

zagadivalima i stupnju njihove ugrozenosti u aktualnom zagadenju mora.
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Istrazivanja daju doprinos razvoju novog postupka i metode odredivanja lomova
dvostruke uzvojnice DNA, tj. optimalizaciju jednostavnije, brze i osjetljivije metode
sa Sirokom primjenom; od analiti¢ke klini¢ke uporabe do primjene u biomonitoringu.
Razumijevanje i produbljavanje saznanja o osnovnim mehanizmima odgovora morskih
beskraljesnjaka na zagadenje genotoksinima moze nam pomo¢i u odabiru markera
bioloskog ucinka genotoksi¢nih zagadivala na organizme (tzv. molekularni
biomarkeri), te boljem upoznavanju i razumijevanju utjecaja genotoksina na ugrozene
vrste kao 1 za pracenje rasprostranjenosti genotoksi¢nih zagadivala u morskom
ekoloskom sustavu. Istrazivanje daje pozitivan odgovor na pitanje primjenjivosti
metode u biomonitoringu zagadivala, odabiru Skrga dagnji kao ciljanog organa te same
DNA kao molekularnog biomarkera odnosno krajnje tocke ucinka zagadivala.
Dugorocno gledano, rezultati ovih istrazivanja mogu se primjeniti u regulaciji upotrebe
1 planiranju prihvatljivih nac¢ina odlaganja tvari antropogenog podrijetla u okoliSu, u

ovom slucaju posebno genotoksina.

106



6. ZAKLJUCCI




Zakljucci

Primjenom fluorokromatskog bojila PicoGreen®-a moguée je u denaturirajuéem
mediju (visoki alkalni pH 1 visoka ionska jakost) uz prisustvo ss-DNA, RNA i

proteina preferencijalno odredivanje ds-DNA.

Povecanjem pH denaturiraju¢eg medija iznad kriti¢ne vrijednosti, ovisno o izvoru
DNA (sisavci, beskraljesnjaci), specificna fluorescencija kompleksa ds-DNA i

fluorokromatskog bojila PicoGreen®-a naglo opada.

Mala koli¢ina DNA (3000 stanica, 25 pg tkiva, 2.5 ng DNA) dovoljna je za

odredivanje cjelovitosti DNA brzom mikrometodom (Fast Micromethod®).

Brza mikrometoda (Fast Micromethod®) je razvijena testiranjem u¢inka modelnih
zagadivala (UV-C1i y-zracenje, bleomicin-Fe(Il) kompleks, NQO) na cjelovitost
DNA limfoblasta i homogenata tkiva miSi¢a i jetre laboratorijskih miSeva, stanica
ovarija kineskog hr¢ka (CHO stanice), kulture humanih limfocita (HL-60) i HeLa

stanica.

Valjanost metode je testirana primjenom bleomicin-Fe(IT) kompleksa na nativni
preparat DNA izolirane iz gonada trpa Holothuria tubulosa, y-zra¢enja na DNA
stanice spuzve Suberites domunculate te modelnih zagadivala (NQO, BJ[a]P,
bleomicin-Fe(II) kompleksa) na DNA u homogenatima Skrga dagnje Mytilus

galloprovincialis.

Ustanovljeno je da primjenjena pH vrijednost denaturiraju¢ih uvjeta u brzoj

mikrometodi (Fast Micromethod®) ovisi o strukturi DNA (sisavci, beskralje$njaci).
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Zakljucci

Primjenom brze mikrometode (Fast Micromethod®) za odredivanje i pracenje
ostecenja DNA u skrgama dagnje Mytilus galloprovincialis sakupljenih tijekom
vise godina (1998. - 2002.) s 24 razli¢ite lokacije uzduz isto¢ne Jadranske obale,
od Limskog kanala na sjeveru do Gruza na jugu, pokazuju da je podrucje
kasStelanskog zaljeva (lokacije Inavinil 1 Vranjic) kao 1 Sire splitsko podrucje

najugrozenije genotoksi¢nim agensima.
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