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SVRHA RADA

Po preporuci FAO/IOC/UNEP komisije trebalo je razraditi metodu detekcije
organskih zagadivala-inducera oksidaza mijeSanih funkcija u moru za potrebe
monitoringa ksenobiotika. U tu je svrhu trebalo definirati pogodan sustav i metode za
odredivanje indukcije citokroma P-450 monooksigenaza u riba modelnim zagadivalima

1 ekstraktima morske vodei sa razli¢itih lokacija rovinjskog priobalja.

Obuhvacena je analiza EROD 1 PROD aktivnosti u jetri ribe Dicentrarchus labrax,
kao 1 njihova korelacija sa koli¢cinom CYP 1A1 proteinai CYP 1A1 m-RNA. Posebno je
trebalo pokazati da promjene u EROD aktivnosti uzrokovane modelnim ksenobioticima
1 zagadivalima sa prirodnih lokacija pozitivno prate promjene u koli¢ini CYP 1A1 i
novonastale CYP 1A1 m-RNA. Te su se metode pokazale podesne za brzu i jednostavnu

detekciju smjesa zagadivala-ksenobiotika u moru.



1. UVvOD



1.1.UPOTREBA BIOMARKERA KAO INDIKATORA ZAGADENJA

Velika koli¢ina kemijskih proizvoda koji su za prirodu 1 organizme u njoj strani
(ksenobiotici) ispustaju se u okolinu tijekom proizvodnje, skladiStenja, prijevoza i
upotrebe ili u obliku krajnjeg otpada. Najveci dio prirodnih 1 antropogenih tvari biva
oborinskim 1 otpadnim vodama unesen u vodotokove i njima u more, gdje se zbog svoje
slabe razgradnje bioakumuliraju u morskim organizmima i1 biomagnificiraju u lancu
prehrane, Cime se njihov Stetan utjecaj na ekosistem povecava. Glavnina zagadenja ostaje
u blizini mjesta ulaska, tako da su obale mora, a osobito djelovi u blizini ljudske
djelatnosti primarni tzv. toCkasti izvori zagadenja hranjivim solima (fosfor, dusik, silicij),
specificnim organskim tvarima (detergenti, fenoli, mineralna ulja, pesticidi, herbicidi,
policikli¢ki aromatski ugljikovodici), metalima (ziva, olovo, krom, cink) 1 radionuklidima
(UNEP/ECE/UNIDO/FAO/UNESCO/WHO/IAEA, 1984; Helmer, 1977). Tim
kontinuiranim zagadivanjem mora kemijskim tvarima porasla je briga i za bioloski u¢inak

zagadivala na morske organizme.

Zbog velikog broja 1 raznolikosti umjetno sintetiziranih spojeva i1 spojeva nastalih
prirodnim procesima, ne moze se procijeniti stvaran utjecaj pojedinog kemijskog spoja
na pojedinu biolosku vrstu. U pravilu ti su kemijski spojevi nazocni u mjeSavinama,
razli¢ito su dostupni organizmu i razli¢itim se intenzitetom bioaktiviraju u krajnje,
toksi¢ne produkte. Sli¢no je 1 sa bioloskim odgovorima koji su razliCiti, od onih
abnormalnosti pa sve do letalnih. Stupanj do kojeg ¢e neki morski organizam biti ugrozen
zbog nazo¢nog zagadenja, 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 gdje se nakupljaju u sedimentu (Neff, 1978). Priroda ulaska zagadivala, njihovo
nakupljanje 1 sudbina u organizmu je vrlo sloZzena. Zagadivala adsorbirana na sediment

ulaze u organizam na razne nacine: putem intersticijske vode, hranjenjem sa povrSine
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sedimenta 1 direktnim kontaktom sa sedimentom. Ulazak zagadivala 1 njihova
akumulacija ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao $to su staniste 1 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.).
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 modulirati. Zato je znacajno odrediti i mjeriti ugrozenost ne samo

jedinke, ve¢ 1 viSe stupnjeva integracije vrste, ukljucivsi i stupanj ekosustava.

Kemijsko-analiticki nalaz specificnih zagadivala u tkivu organizma sam za sebe ne
dokazuje i postojanje bioloskog rizika u izlozenih organizama. Nakon ulaska u organizam
kroz Skrge, kozu ili usta, zagadivala se nagomilavaju u tkivima i metaboliziraju.
Posljedice nagomilavanja i metabolizma zagadivala, tj. njihov u¢inak na organizam, mogu
se procijeniti na razli¢itim razinama bioloske organizacije, kao §to su molekularni nivo,
subcelularni, stani¢ni nivo, tkivo, organ, organizam, nivo jedinke, populacije ili zajednice.
Proucavanja svakog pojedinog nivoa daju informacije koje pomazu u razumijevanju i
objasnjavanju odnosa izmedu izloZenosti zagadivalima 1 njihovog Stetnog ucinka.
Promjene u bioloSkom sustavu uzrokovane prisutnoscu i djelovanjem zagadivala ili grupe
zagadivala smatraju se krajnjim toCkama, bioloSkim markerima, biomarkerima,
izloZenosti organizma. Biomarkeri pokazuju da je zagadivalo uslo u organizam, stiglo na
mjesto toksi¢nog ili genotoksi¢nog djelovanja te izazvalo Stetni u¢inak. Postoji viSe vrsta
biomarkera. Oni se mogu podijeliti u skupine odredene prirodom krajnjih toCaka
toksi¢nog ili genotoksicnog djelovanja. Anatomske i citoloske abnormalnosti su
najpoznatiji biomarker koji se dugo upotrebljavao kao pokazatelj pogubnog ucinka
zagadivala. Razliciti tipovi adaptivnih biokemijskih i imunoloskih promjena u organizmu
su takoder koriSteni kao biomarkeri. Tako su promjene u serumskim proteinima i
lipidima, oSte¢enja lizosomalnih membrana i promjena u profilu amino-kiselina, koriStena
kao pokazatelj stresa. Kao indikator nazocnosti teSkih metala koristena je indukcija

enzimskog detoksikacijskog sustava metalotioneina, a kao indikator zagadenja organskim



spojevima, indukcija enzimskog sustava citokrom P-450 oksidaza mijeSanih funkcija.
Nakon ulaska u organizam kroz skrge, usni otvor ili povrSinu tijela lipofilni se spojevi
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 aktivnost OMF (citokrom P-450 monooksigenaze ili mikrosomske
monooksigenaze) odgovornih za njihovu detoksikaciju. Prvi stupanj u biotransformaciji
je, tzv. "faza I" (Williams, 1974), ugradnja jednog atoma molekularnog kisika u supstrat,
a drugog u vodu, nakon cega 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 (slika 1.). Istovremeno,
oksidacijom nekih lipofilnih tvari nastaju reaktivni intermedijeri koji mogu izazvati

toksi¢ne ucinke,ukljucujuéi i1 stvaranje neoplazija (Farber 1 Sarma, 1986).

Kao indikator nazo¢nosti genotoksicnih spojeva u moru, tj. onih spojeva koji utjecu
na strukturu 1 funkciju DNA, prouc¢avani su razli¢iti tipovi oSteCenja DNA kao $to su
lomovi u DNA, stvaranje adukata, kromosomske aberacije i sl. Biomarkeri mjereni na
molekularnoj 1 stani¢noj razini organizma, kao $to su oSte¢enja DNA 1 promjene u
aktivnosti enzima, daju osjetljiv 1 specifi¢an odgovor na odredeno zagadivalo ili grupu
zagadivala. Ovi biomarkeri daju mjeru izloZenosti organizma, te mogu dijagnosticirati
vrstu ili grupu zagadivala kojim je organizam bio izlozen. Medutim, bioloski znacaj za
organizam, 1 najvaznije za strukturu i funkciju populacije ili ekosistema ostaje
nerazjas$njen. Nasuprot tome, biomarkeri mjereni na visokoj razini bioloSke organizacije,
kao S§to su brojnost i razli¢itost vrsta u populaciji, od direktnog su ekoloskog znacenja,
medutim ne dokazuju sami za sebe da li su izmjerene promjene uzrokovane zagadenjem
ili prirodnim ekoloskim ¢imbenicima (Adams i sur., 1989). S obzirom da biomarkeri na
molekularnom 1 biokemijskom nivou odgovaraju brzo na promjene u okolini izazvane
zagadivalima mogu posluziti kao vrijedan i dragocijen indikator smjera promjena u

okolini izazvanih zagadivalima te njihovog potencijalnog u¢inka na mjesto proucavanja.



Prema tome, biomarkeri se mogu smatrati ranim, upozoravajué¢im signalom izloZenosti
organizma zagadivalima, odnosno mogu posluziti u svrhu procjene zagadenja okoline te
biti ukljuceni u programe pracenja zagadenja mora. Za ozivotvorenje upotrebe biomarkera
za pracenje (monitoring) promjena u okolini uzrokovanih zagadivalima potrebno je
istrazivati one osnovne mehanizame kojima zagadivalo izaziva promjene u Zivih
organizama 1 interpretirati podatke dobivene na mjestima izloZenosti organizama ("in
situ") te razvijati nove analitiCke tehnike. Navedeni pristupi su vazne i medusobno ovisne

komponente uspjesnih programa prac¢enja zagadenja.



FAZA 1

11

FAZA

— | ZAGADPIVALA

P-450
MONOOKSIGENAZE

= | KONJUGACIJA

Y

I1ZLUBIVANJE

DETOKSIKACIJA

EPOKSIDI
orovt <

HIDROKSILIRANI
SUPSTRATI

METABOLITI

\

REAKCIJA SA
MAKROMOLEKULAM

\

MUTAGENEZA
KANCEROGENEZA

TOKSIENE
PROMJENE

Slika 1. Shematski prikaz metabolizma zagadivala

Epoksid
Hidrolaza



1.2. DEFINIRANJE ZAGADENOSTI ROVINJSKOG PRIOBALJA

Dio urbanog otpada grada Rovinja ispusta se u glavnu luku. Otpadne vode iz tvornice
za preradu ribe "Mirna", opterecene su organskim tvarima i ispustaju se u sjeverni dio
luke, uuvalu Valdibora. Otpad Tvornice duhana Rovinj i "Istragrafike", opterecen teSkim
metalima, ispusta se u juzni dio luke, u kojoj se nalazi i Marina-Rovinj. Limski kanal je
relativno Cisto podrucje 1 nalazi se 9 km sjeverno od Rovinja, a iskoriStava se kao

uzgajaliSte kamenica, dagnji 1 riba (UNEP, 1988).

Utjecaj zagadivala na organizme u priobalju Rovinja utvrden je promjenama procesa
degradacije Zivotnih zajednica, $to podrazumjeva iS¢eznuce vodecih vrsta 1 zamjenu
originalne zajednice tolerantnijim vrstama (Zavodnik, 1977). U jetri riba sa tih zagadenih
lokacija Kurelec 1 suradnici (1977, 1979) pronasli su povecane aktivnosti enzima
benzo(a)piren monooksigenaza (BPMO), a Bihari i suradnici (1990) povecani potencijal
aktivacije pre-mutagenih spojeva u mutagene produkte u SOS-umu testu. Nadalje, analiza
jednostrukih i dvostrukih lomova DNA dagnje Mytilus galloprovincialis (Herbert 1 Zahn,
1989; Vukmirovi¢ 1992; Vukmirovi€ 1 sur., 1993 u tisku) te mjerenja DNA adukata
(Kurelec 1 sur., 1990) kao 1 mjerenjem ucestalosti kromosomskih aberacija u lokalnim
populacijama dagnji (Al-Sabti 1 Kurelec, 1985) pokazuju se da su pojedine lokacije

rovinjskog priobalja optere¢ene ksenobioticima.

Stupanj zagadenja rovinjskog priobalja odreden je 1 Ames testom upotrebom
ekvivalenata aktivnosti benz(a)pirena (Zahn 1 sur., 1982) kao i Microtox-testom opce
toksi¢nosti sedimenta i vode (Bihari 1 sur., 1989). Ames test mjeri broj povratnih mutacija
koje izaziva mutageni spoj u specijalno konstruiranom soju bakterije Salmonella
typhimurium (Amesisur., 1975), a Microtox-test mjeri inhibitore oksidativne fosforilacije

(Bulich 1 Isenberg, 1981).



Na osnovu vrijednosti za aktivnosti benz(a)piren monooksigenaze u jetri ribe
Blennius pavo koje iznose; 1.6 za podrucje Lima, 8.0 za podrucje Tvornice duhanai36.7
pmol 3-OH BaP/mg/min za podrucje ispred tvornice za preradu ribe "Mirna" (Kurelec 1
sur, 1977), odnosno, u jetri cipla Mugil auratus 280 pmol 3-OH BaP/mg/min (Kurelec i
sur., 1979)1 180 pmol 3-OH BaP/mg/min (Bihari i sur., 1990) ispred ispusta Mirne, moze
se zakljuciti o optereCenosti tih lokacija ksenobioticima. O opterecenosti tih lokacija
ksenobioticima kazuje i povecani potencijal aktivacije aflatoksina b, (Bihari i sur., 1990)
postmitohondrijskom frakcijom jetre riba Mugil auratus uhvaéenih ispred ispusta
Tvornice ribljih konzervi Mirna (Indukcijski omjer iznosi 3.9 + 0.8 u SOS-umu testu, za

razliku od kontrolnih iz Lima kod kojih indukcijski omjer iznosi 1.1 + 0.1).

Pracenja jednostrukih i dvostrukih lomova DNA hemolimfe prirodne populacije
dagnji Mytilus galloprovincialis sa podrucja rovinjskog priobalja, pokazala su veéu
ucestalost oStecenja DNA u podruc¢jima pod utjecajem industrijskog i urbanog otpada u
odnosu na dagnje iz Limskog kanala (Herbert i Zahn, 1989; Vukmirovi¢, 1992;
Vukmirovi¢ i sur. 1993 u tisku) ¢ime se takoder pokazalo da je to podrucje optereceno
genotoksi¢nim ksenobioticima. Na osnovi studija o ucestalosti kromosomskih aberacija
u Skrgama dagnji mozemo zakljuciti da zagadenje genotoks¢nim ksenobioticima
(genotoksinima) pada u nizu Mirna, Tvornica duhana, Lim na osnovu vrijednosti za
ucestalost kromosomskih aberacija koje iznose: 2.9 % za Lim, 5.3 % za TD 1 9.6 % za

Mirnu (Al Sabti i Kurelec, 1985).



1.3. CITOKROM P-450 MONOOKSIGENAZE

1.3.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE I MOLEKULSKA SVOJSTVA

Sredinom pedesetih godina ovoga stoljeca proucavajuci citokrom b, doslo se do
c¢udnog otkri¢a. U mikrosomskoj frakciji jetre izmjeren je maksimum absorbancije
vidljivog svjetlana 450 nm nakon redukcije s Na,S,0, 1 ispiranja ugljicnim monoksidom.
Kasnije se pokazalo da je zapravo otkriven do tada nepoznati pigment koji moZze biti
reduciran s Na,S,0, ili s NADPH (Klingenberg, 1958; Garfinkel, 1958). Taj pigment je
nazvan P-450 hemoprotein (Omura 1 Sato, 1962). U isto vrijeme raste i interes
farmakologa za prou€avanjem metabolizma razli¢itih otrovnih supstanci u organizmu.
Istrazivanja mnogih autora ukazivala su na postojanje enzimskog sustava u
endoplazmatskom retikulumu jetre koji sudjeluje u metabolizmu tih egzogenih supstanci.
Pokazalo se da je citokrom P-450 (E.C. 1.14.14.1.) terminalna oksidaza tog enzimskog
sustava ukljucenog u nekoliko vaznih mono-oksigenaznih reakcija masnih kiselina, PAH-
ova, steroida (Cooper, 1973), te da se na aktivno mjesto molekule citokroma P-450 vezuje
supstrat koji se oksidira (Imai 1 Sato, 1966). Citokrom P-450 monooksigenaze ukljucene
su u oksidativni metabolizam steroida, masnih kiselina, prostaglandina, leukotriena,
biogenih amina i biljnih metabolita (Nebert 1 Gonzales, 1987). One metabolizirajui veliki
broj ksenobiotika, prekancerogena i mutagena pri ¢emu dolazi do njihove aktivacije.
Sustav oksidaza mijeSanih funkcija je multienzimski kompleks u kojem je posljedn;ji
akceptor elektrona citokrom P-450 (Estabrook, 1978), a smjesten je u endoplazmatskom
retikulumu u lipidnom dvosloju koji pogoduje interakcijama s lipofilnim supstratima. Oko
centralno postavljenog elektron transportnog flavoproteina NADPH-citokrom P-450
reduktaze (E.C. 1.6.2.4.) smjeSteno je 20-35 izoenzima citokroma P-450 sa okrenutim
hidrofilnim regijama prema vani, tzv. funkcionalna rozeta (Estabrook i Werringloer,
1978). Nelson 1 Stabel (1988) predocili su nesto drugaciju topologiju citokroma P-450
(slika 2). Za nesmetano obavljanje svojih funkcija sustavu OMF trebaju uz pogodnu

molekulu supstrata 1 molekule O,, 1 donore elektrona NADPH ili NADH. U nekim



organizmima sastavni dio tog sustava je i1 flavoprotein adrenotoksin reduktaza i
adrenotoksin (Fe-S protein) koji ima funkciju prijenosa elektrona na citokrom P-450 sa
NADPH (Jefcoate, 1986). Slican flavoprotein pronaden je i u bakterija, samo sto je kod
njih donor elektrona NADH (Sligar i Murray, 1986). Drugi tip elektron transportnog
sustava pronaden je samo u endoplazmatskom retikulumu, a sastoji se od flavoproteina

NADH-citokrom b, reduktaze i citokroma b
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Slika 2. Topoloski prikaz citokroma P-450 vezanog za endoplazmatski retikulum
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Naslici 3 shematski je prikazan model interakcije citokroma P-450 i citokrom P-450

reduktaze.

CITOKROM P-450

REDUKTAZA
(FAD)
CITOKROM P-450
e )
A CITOPLAZMA
P\ (,, \
' ‘;
il
NH, - “——JENDOPLAZMATSKI

RETIKULUM

Slika 3. Shematski model interakcije citokrom P-450 reduktaze i citokroma P-450
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Molekulska tezina citokrom P-450 izoenzima varira od 45000-60000 Da. Sastoji se
od jednog polipeptidnog lanca, vezanim za zeljezo-protoporfirin IX (hem) preko tiolne
grupe cisteinskog ostatka (slika 4.). Ta je struktura paralelna sa povr§inom membrane.
Cetiri koordinativne veze Zeljeza usmjerene su u istoj ravnini ka atomima dusika
protoporfirinskog prstena, a slobodna aksijalna koordinativna veza sluzi za vezivanje O,,

CO, NO 1ili cijanida.

e
ey

H2C=HC

H3C

H3C

Slika 4. Zeljezo-protoporfirin IX (hem)
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Polipeptidni lanac ima visokokonzervativne regije: signalnu i tzv. "halt-transfer"
regiju za membransku ugradnju, te mnoge druge kojima je funkcija nepoznata npr. regija
bogata prolinom na N-terminalnom kraju molekule (Gonzales, 1989). Izoenzimi P-450
se medusobno razlikuju po konformaciji aktivnog mjesta, a samim tim i po svojoj
funkciji. Citokrom P-450 monooksigenaze su inducibilni enzimi ali neki od njih su trajno
prisutni u tkivima u gotovo istim kolicinama. Osim u reakcijama katabolizma neki od
njih vazni su anabolicki enzimi (npr. u mitohondrijima). Vezivanje supstrata ili inhibitora
uzrokuje promjenu optickih svojstava citokroma P-450 S§to je odli¢no iskoriSteno u

kvalitativnim 1 kvantitativnim analizama P-450 (Omura i Sato, 1964).

Citokrom P-450 monooksigenaze kataliziraju veliki broj razlicitih reakcija pri cemu
ugraduju jedan atom molekularnog kisika u supstrat, a drugi reduciraju u vodu. Te
reakcije podijeljene su u nekoliko kategorija:

1. aromatske epoksidacije 1 hidroksilacije
. alifatske hidroksilacije
. N-hidroksilacije
. N-, O-,S-dealkilacije
. N-, S-, P-oksidacije
. oksidativne deaminacije
. oksidativne dehalogenacije

. reduktivne dehalogenacije

O© o0 3 O »n =~ W DN

. nastajanje sulfoksida

Do danas je ukupno opisano 154 razli¢ita citokrom P-450 gena 1 7 putativnih
pseudogena (Nebert 1 sur., 1991). Ti geni pronadeni su u 23 eukariotska organizma,
ukljucujuéi 9 sisavaca, jednu biljnu vrstu 1 6 prokariotskih organizama. Usporedbom
primarne strukture c-DNA 1 izoenzima, superfamilija citokroma P-450 podijeljena je u
27 genskih familija od kojih je 10 opisano u sisavaca. Za imenovanje citokrom P-450

gena (c-DNA) preporucuje se oznaka CYP (Cyp kod miseva) koja oznacava P-450
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superfamiliju, nakon Cega slijedi arapski broj za oznaku familije, veliko slovo koje
oznacava subfamiliju te na kraju arapski broj za svaki individualni gen. Kod imenovanja
genskih produkata (m-RNA, enzim) ne koristi se kurziv dok su ostala pravila jednaka.

Termin P-450 moze se upotrebljavati za izoenzime.

Sli¢nost u redoslijedu aminokiselina pojedinih citokroma P-450 razli¢itih familija
maksimalno iznosi 40%. Citokromi P-450 iste familije imaju najmanje 40% sli¢an

redoslijed aminokiselina, a oni iz istih subfamilija i1 viSe od 59%.

OMF sustav prisutan je u svim ispitivanim eukariotskim i1 nekim prokariotskim
organizmima pa se s pravom predpostavlja da se razvio iz jednog prastarog gena.
Razvojno stablo citokroma P-450 konstruirano je upravo na osnovi sli¢nosti i razlika u
primarnoj strukturi pojedinih gena. Uzimajuéi u obzir i vrijeme divergencije pojedinih
vrsta moze se izracunati vrijeme potrebno za promjenu 1% primarne strukture gena
citokroma P-450 tzv. "unit evolutionary period" koje iznosi od 80 do 1100 milijuna

godina (Nebert 1 Gonzales, 1987).

1.3.2. MEHANIZAM ENZIMSKE REAKCIJE

Mehanizam reakcije oksidacije supstrata moZe se opisati na slijede¢i nacin
(Estabrook, 1978) (slika 5.). Molekula supstrata hidrofobno se veze za citokrom P-450
(Fe III) te dolazi do redukcije dvije flavinske grupe NADPH-citokroma P-450 reduktaze
s NADPH. Nakon toga prenosi se jedan elektron na citokrom P-450 koji se reducira (Fe
IIT prelazi u Fe II). Zatim dolazi do vezivanja O, na tako reducirani citokrom P-450 te
prijenosa drugog elektrona sa NADPH-citokroma P-450 reduktaze ili citokroma b, na taj
kompleks 1 pucanja veze izmedu atoma kisika pri ¢emu se jedan atom kisika ugraduje u
molekulu supstrata. Nakon disocijacije produkta citokrom P-450 ostaje u oksidiranom

stanju (Fe III).
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Slika 5. Mehanizam reakcije citokroma P-450 1 prijenosa elektrona sa NADPH
(NADH ili citokrom bs) oksidoreduktaze
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Sumarna jednadzba glasi:

RH + O, +H"+ NADPH -------- > R-OH + H,0 + NADP"

donori kisika sluze citokromu P-450 kao izvori O,, odnosno citokrom P-450 se ponasa
kao peroksidaza. Nadalje, citokrom P-450 moze se ponasati kao 1 NADPH-ovisna

oksidaza oslobadaju¢i pri tom H,O, (Ortiz de Montellano, 1986).

1.3.3. MOLEKULSKA SVOJSTVA OSTALIH ENZIMA FAZE 11 FAZE 11

1.3.3.1. NADPH-citokrom P-450 reduktaza

NADPH-citokrom P-450 reduktaza (EC 1.6.2.4.) najbolje je proucen elektron
transportni enzim u sisavaca i riba. U prisustvu NADPH reducira citokrom c i citokrom
P-450. To je flavoprotein, molekulske mase 74000-80000 Da i sadrzi jednu molekulu
FAD i FMN. Smjesten je u lipidnom dvosloju u stani¢noj membrani. Velika hidrofobna
podjedinica moze se odvojiti od ostatka molekule proteazama. Taj ostatak veli¢ine 69000
Da, zadrzava sposobnost redukcije citokroma c ali ne i citokroma P-450.

Flavinski dio molekule NADPH-citokrom P-450 reduktaze odgovoran je za
kataliticku funkciju tog enzima, a drugi dio molekule sluzi za ugradnju molekule u
stani¢nu membranu (Strobel i sur., 1980). NADPH-citokrom P-450 reduktaza izolirana
je iz nekoliko vrsta riba (Pohl i sur., 1983; Klotz i sur., 1983; Williams i sur., 1983).
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1.3.3.2. Citokrom b,

Citokrom b, je hemoprotein koji se sastoji od jednog polipeptidnog lanca molekulske
mase oko 17000 Da i jedne molekule Zeljezo-protoporfirina IX. Smjesten je u vanjskoj
membrani mitohondrija i u endoplazmatskom retikulumu. Uz brojne fizioloske funkcije
citokrom b ukljucen je i1 u elektron transportni sustav citokroma P-450 tj. reducira

citokrom P-450 (Oshino, 1982).

1.3.3.3. NADH-citkrom b reduktaza

NADH-citokrom b reduktaza je flavoprotein (EC 1.6.2.2.) molekulske mase oko
33000 Da. Ukljucen je u mikrosomski lanac prijenosa elektrona sa NADH na citokrom
bs. Smjesten je u vanjskoj membrani mitohondrija 1 endoplazmatskom retikulumu uz

citokrom bs.

1.3.3.4. Epoksid hidrolaza

Epoksid hidrolaza (3.3.2.3) hidrolizira reaktivne epokside i aren okside nastale
djelovanjem citokrom P-450 monooksigenaze. Tako nastaju manje reaktivni produkti,
trans-dihidrodioli koji mogu izomerizirati u fenole 1 reagirati sa stani¢nim
makromolekulama kao §to su DNA, RNA, proteini stvaraju¢i adukte. Epoksid hidrolaza
moze biti vezana za stani¢nu membranu ili slobodna u citosolu. Sastoji se od jednog

polipeptidnog lanca molekulske tezine oko 50000 Da.

Epoksid hidrolaza u riba ima visok temperaturni optimum in vitro, oko 50° C.
Izmjerene su razli¢ite aktivnosti epoksid hidrolaze u riba (James 1 sur., 1979), s tim da su

nize aktivnosti izmjerene u Zenki u doba mrijesta.
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1.3.3.5.UDP-glukuronil transferaze

UDP-glukuronil transferaza (EC 2.4.1.17.) Kkatalizira reakcije konjugacije
oksigeniranih supstrata s glukuronskom kiselinom. Postoji viSe razli¢itih izoenzima UDP-
GT specifi¢nih zarazlicite endogene i egzogene supstrate sa razli¢itim na¢inom indukcije
(Kasper i Henton, 1980; Burchell i sur., 1985; Matern 1 sur., 1985; Armstrong, 1987).
UDP-GT je ¢vrsto vezana u membranskim mjehuri¢ima, a njena aktivnost izmjerena je
osim u endoplazmatskom retikulumu 1 u jezgri, Golgijevom tjelesScu i plazminoj
membrani (Antonie i1 sur., 1985). Molekulska masa je oko 50000-56000 Da. Velika
koli¢ina glukuronskih metabolita ksenobiotika nadena je u Zzuci riba (Varanasi i Gmur,
1981) 1 ekstraktu jetre 1 hepatocitima (Andersson i sur., 1983; Andersson 1 Koivusaari,
1986). Aktivnost UDP-GT moze se u pastrve inducirati kemijskim spojevima kao §to su
B-NF ili PCB (Andersson i sur., 1985), a u Sarana 2-acetilaminofluoranom (Kurelec i

Krca, 1986).

1.3.3.6. Glutation S-transferaze

GST (EC 2.5.1.18.) velika su grupa izoenzima molekulske mase oko 23000-30000
Da koja katalizira konjugaciju epoksida, slobodnih radikala, alifatskih 1 aromatskih
elektrofilnih spojeva s glutationom. GST enzimi su smjeSteni u citosolu, a aktivnost im
je izmjerena u mitohondrijima. Glutationski konjugati izlucuju se iz organizma putem
7uéi ili urina. Aktivnost GST izmjerena je u pastrmke nakon indukcije s B-NF ili PCB-

om (Andersson i sur., 1985).
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1.3.4. INDUKCIJA CITOKROMA P-450

Neke citokrom P-450 monooksigenaze su konstitutivni enzimi tj. prisutni su uvijek
uodredenoj koli¢ini u stanicama i tkivima, dok je ekspresija drugih regulirana hormonima
ili drugim kemijskim agensima. Za njih kazemo da su inducibilni. Indukciju pojedinih
izoenzima citokroma P-450 prati rast karakteristicne monooksigenazne aktivnosti.
Razli¢ite kemijske tvari mogu inducirati de novo sintezu P-450 proteina (Nebert 1
Gonzales, 1987; Nebert i sur., 1989). Indukcija je proces u kojem neka tvar stimulira
transkripciju gena 1 dolazi do poviSenja koli¢ine m-RNA i de novo sinteze citokroma P-
450 koji se ugraduje u stanicnu membranu te pokazuje karakteristicnu enzimsku
aktivnost. Indukcija citokroma P-450 moze se proucavati na sve tri opisane razine, m-
RNA, protein, kataliticka aktivnost, uporabom odgovarajucih proba kao §to su c-DNA,
antitijela 1 enzimski supstrati. Induceri CYP dijele se na dvije osnovne skupine inducera:
PAH tip i PB tip inducera. Danas je op¢e poznato da razliCite tvari induciraju specifi¢ne
CYP izoenzime. Te su tvari podijeljene u skupine ovisno o tome koju subfamiliju CYP
induciraju (Nebert 1 sur., 1989). Stupanj indukcije CYP veci je od indukcije enzima faze
IT 1 govori o stupnju potencijalne toksi¢nosti inducera u odnosu na koli¢inu reaktivnog
inducera koji ¢e se uz djelovanje enzima faze Il biti inaktiviran i odstranjen iz organizma.
Proces indukcije najvise je izu¢avan u CYP1A subfamiliji. On ukljucuje specifi¢ni 4A
receptor (receptor aromatskih ugljikovodika), 90000 Da "heat shock" protein (Hsp 90),
nuklearni translocirajuci faktor (translokacija receptor kompleksa iz citoplazme u jezgru)
1 transkripcijsku aktivaciju gena (Nebert 1 Jones, 1989). Afinitet A4 receptora za tvari
PAH ili MC tipa jako je visok: K,,<10® M. Nakon §to je formiran Ah-inducer kompleks
on ulazi u jezgru i vezuje se za regulatornu regiju DNA. Dolazi do transkripcije
strukturnih gena (za CYP 1A1, UDPGT 1dr.) i sinteze proteina. Tako nastali aktivni CYP
1A1 sudjeluje u biotransformaciji inducera (slika 6.) (cf. Gokseyr, 1987).
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Slika 6. Shematski prikaz indukcije citokroma P-450
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Razli¢ite kemijske tvari djeluju na CYP kao inhibitori ili modulatori enzimske
indukcije ili kao katalizatori aktivnosti sa razli¢itim antagonistickim djelovanjem. Teski
metali, npr. Cd, snizuju aktivnost CYP (Forlin 1 sur., 1986) 1 umanjuju mogucnost
imunodetekcije CYP 1A1 (George, 1989), a mehanizam djelovanja nije poznat.
Inhibitorni u¢inak na CYP moze biti uzrokovan kompeticijom CYP i NADPH-citokrom
P-450 monooksigenaze za elektron, zatim ireverzibilnim vezanjem (npr. CO) za CYP ili

nedostatkom molekularnog O,.

Vaznu ulogu u indukciji CYP zauzimaju i fizioloski faktori kao Sto su spol i spolna
zrelost jedinki (steroidni hormoni) (Williams 1 sur., 1986), zatim razvojni stadij (Binder
1 Stegeman, 1980; 1983; 1984) i moguce sezonske varijacije. Osim toga razli¢iti uvjeti
u okolini u kojoj jedinka obitava utjecu na indukciju CYP. To su temperatura, svjetlo,
tlak, salinitet, buka, ioniziraju¢e zracenje itd. (Kurelec i sur., 1977; Kleinow i sur., 1989;
Stegeman, 1979). Koli¢ina CYP u pravilu je ve¢au muskih jedinki (Anderson, 1992). Sve
su to problemi koje treba stalno imati na umu namjerava li se taj sustav koristiti u

biomonitoringu ksenobiotika.
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1.3.5.CITOKROM P-450 MONOOKSIGENAZE U RIBA I NJIJHOVA ULOGA
U BIOMONITORINGU

More zauzima oko 71% povrSine Zemlje i ima volumen oko 1350 milijuna km’
(Turekian, 1976). Od svih vrsta kraljeSnjaka u moru, najzastupljenije su ribe kojih ima
21000-28000 vrsta (Moyle 1 Cech, 1988). Kao rezultat ljudske aktivnosti u more se unosi
velika koli¢ina razli¢itih kemijskih spojeva 1 zagadivala. Kvalitativno 1 kvantitativno
proucavanje uc¢inka tih kemijskih zagadivala zapocelo je prije 20-ak godina. Kod riblje
populacije koja Zivi u jako zagadenim podrucjima uocene su npr. razli¢ite patoloske
promjene kao 1 nastanak neoplazija (Malins 1 sur., 1988; Murchelano 1 Wolke, 1985).
Glavnuulogu u tom prou¢avanju zauzimaju biokemijskie karakteristike i funkcije enzima
(citokrom P-450 monooksigenaza) zaduzenih za biotransformaciju tih Stetnih zagadivala
u morskih organizama. Policiklicki aromatski ugljikovodici 1 poliklorirani bifenili
induciraju CYP 1A subfamiliju koja zato moze posluZiti kao specificni biomarker
zagadenja nekog podrucja. Indukcijom specifi¢ne familije CYP gena povecava se koli¢ina
specificne m-RNA i de novo sinteze proteina te dolazi do povecanja specifi¢ne enzimske
aktivnosti. Prouc¢avanje biokemijskih karakteristika 1 funkcije enzima citokrom P-450
monooksigenaza u riba kao biomarkera, pruza odli¢an uvid u razvijenost tog sustava u
riba te ukazuje na mogucnost prosudbe izloZenosti riba razliCitim potencijalnim

mutagenima, teratogenima i1 kancerogenima.

Do danas je u riba opisana samo jedna vrsta CYP gena i to CYP 141 jetre pastrve
Oncorhynchus mykis (Heilman i sur., 1988). Usporedbom njegove strukture sa CYP 141
sisavaca dovela je do spoznaje velike koli¢ine konzervativnih regija u njemu. Sli¢nost
izmedu njih 1znosi 57-59%, pa se pretpostavlja da je doSlo do duplikacije CYP 141 nakon

divergencije riba 1 sisavaca (Nebert 1 Gonzales, 1987).
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Izolacija 1 karakterizacia citokroma P-450 enzima u riba zapocela je mnogo prije od
izu¢avanja CYP gena, ali je do danas proucavan samo ograni¢en broj ribljih vrsta.
Razli¢iti oblici citokroma P-450 izolirani su iz jetre pastrve Oncorhynchus mykiss
(Williams 1 Buhler, 1983; 1984; Williams i sur., 1984; Mirandaisur., 1989; 1990a; 1991;
Celander i sur., 1989; Anderson, 1992), grgeca Perca fluviatilis (Zhang i sur., 1991),
bakalara Gadus mohura (Gokseyr, 1985; Gokseyr 1 sur., 1986) vrste Stenotomus
chrysops (Klotz 1 sur., 1983; 1986; Stegeman i sur., 1990) uz primjenu inducera kao $to
su B-NF ili MC, odnosno iz riba sa zagadenih podrué¢ja. Vise oblika citokroma P-450
izolirano je iz pastrva tretiranih s 3-NF ili MC. Pet razli¢itih oblika citokroma P-450 iz
pastrva tretiranih 3-NF: P-450LM1, P-450LM2, P-450LM3, P-450LM4a i P-450LM4b
izolirali su Williams i Buhler (1984); odnosno Miranda i suradnici (1989): P-450LMCI1,
P-450LMC2, P-450LMC3, P-450LMC4 i P-450LMCS5 iz netretiranih riba.
Imunokemijskim metodama pokazalo se da P-450L.M4a i P-450LM4b pripadaju CYP1A
subfamiliji, a ostali izolirani oblici CYP2B subfamiliji, osim P-450LMCS5 koji spada u
CYP 3A subfamiliju. Celander i suradnici (1989) izolirali su i jednu konstitutivnu formu
citokroma P-450, P-450com, molekulske tezine 54000 Da. Kao i P-450LM2 vecakoli¢ina
tog enzima izolirana je iz spolno zrelih muzjaka i pripada CYP2 familiji §to ukazuje na

Cinjenicu da se zapravo radi o istim enzimima.

Andersson je (1992) iz bubrega spolno zrelih muzjaka pastrve izolirao dva oblika
citokroma P-450; P-450KM1 i P-450KM2, molekulskih masa 54000 i 52000 Da.
Reakcijama sa specifi¢nim poliklonalnim antitijelima P-450KM2 nije pronaden niti u

bubrezima mladih pastrmki niti u bubrezima odraslih zenki (Andersson, 1992).
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Iz cijele P-450 superfamilije, CYP1A subfamilija najbolje je izuCena. Ona je
inducibilna razli¢itim egzogenim inducerima kao $to su 3-NF, TCDD, PAH (Nebert i
Gonzales, 1987; Nebert i Jones, 1989; Nebert 1 sur., 1989) i zauzima znacajnu ulogu u
metabolizmu 1 aktivaciji aromatskih kancerogena i drugih toksic¢nih tvari. U svih riba u
kojima je do danas proucavan OMF sustav izoliran je samo jedan protein slican CYP1A
subfamiliji nadenoj u sisavaca. Te sli¢nosti odnose se na inducibilnost s B-NF i PAH,
poviSenje specifi¢ne aktivnosti izoenzima (EROD, AHH), te na rezultate dobivene
imunokemijskim metodama. Veliku podudarnost sa CYP 1Al sisavaca pokazuju P-
450LM4b 1 P-450LM4a izolirani iz pastrve, P-450E iz vrste Stenotomus chryspos , P-
450c iz bakalara i P-450V iz grgeca. Upotrebom antitijela priredenih od razli¢itih ribljih
P-450 1A1 proteina (Goksayr i sur., 1987; 1988; Kloepper-Sams i sur., 1987; Park i sur.,
1986; Van Veld i sur., 1990; Varanasi i sur., 1986) pokazalo se da se molekularna
struktura P-450 vrlo malo mijenjala u riba tijekom njihove evolucije u zadnjih 350
milijuna godina (Gokseyr i sur., 1991a; 1991b). Nadalje, usporedbom redosljeda
aminokiselina N-terminalnog kraja citokroma P-450 1 A1 dobivenog indukcijom CYP 141
(Heilmann 1 sur., 1988) sa redosljedom aminokiselina citokroma P-450E (Klotz i sur.,
1983) dobiveni su rezultati koji ukazuju na veliku konzervativnost primarne strukture N-
terminalne regije tih proteina (Stegeman, 1989) §to govori u prilog ¢injenici da je ostala
nepromijenjena signalna sekvenca za ugradnju proteina u lipidni dvosloj stani¢ne

membrane.

Istrazivanja karakteristicnih CYP1A1 enzimskih aktivnosti kao §to su AHH, EROD
1 ECOD baziraju se na indukeciji razli¢itim tipovima inducera. Usporedbom rezultata
dobivenih indukcijom s [3-NF ili MC sa rezultatima dobivenih uporabom dizel ulja i
izosafarola (Leaver i sur., 1988; Celander 1 Forlin, 1991) potaknuta je diskusija o
eventualnom postojanju drugog inducibilnog CYP1A gena u riba (Buhler i Williams,
1989; Stegeman, 1989). Faktori koji sudjeluju u aktivaciji citokroma P-450 u riba nisu
dovoljno istrazeni. Brojna istrazivanja pokazuju postojanje P-450 aktivnosti inducirane

PAH tipom inducera (Kleinow 1 sur., 1987; Stegeman, 1981; Stegeman i Kloepper-Sams,
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metodama za odredivanje indukcijskog odgovora u riba. Mnogi poznati induceri ribljih
CYP (PAH, PCB/PBB, pesticidi, herbicidi) su dobro znana 1 prouc¢ena zagadivala mora
Sto je u stvari 1 uvjetovalo razvitak israzivanja CYP u riba. Rezultati dobiveni uporabom
ekstrakta morskog sedimenta za indukciju CYP ukazuju na narocito velike koli¢ine
potencijalnih inducera prisutnih u sedimentu i/ili na njihovu medusobnu sinergisticku
djelatnost (Collier i Varanasi, 1991). Razli¢iti tipovi inducera na razli¢iti nacin reguliraju
kataliticku aktivnost. Neki induceri, posebno organoklorirani spojevi, mogu inhibirati
kataliticku aktivnost induciranoga P-450 izoenzima (Gooch i sur., 1989; Miranda i sur.,
1990b). Ona se moze 1 izgubiti uslijed loSih uvjeta Cuvanja preparata ili je malena
kolicina tkiva da bi se u njemu izmjerila kataliticka aktivnost, dok su kod imunokemijskih

metoda takvi nedostatci prevladani (Gokseyr, 1991).

Indukcija CYP uriba inducerima PB tipa nije nadena (Forlin, 1980; Gokseyr, 1987;
Kleinow 1 sur., 1987; Lech 1 sur., 1988; Stegeman, 1981; Stegeman i1 Kloepper-Sams,
1987; Vodicnik i sur., 1981). Ne zna se da li ribe nemaju strukturni gen CYP 2B
subfamilije ili im nedostaje regulatorni kontrolni mehanizam. Medutim u reakciji
specifi¢nih antitijela i c-DNA proba sisavaca i CYP 2B proteina, odnosno gena, doslo se
do otkri¢a da suuriba prisutni CYP 2B analogni geni koji nisu inducibilni tvarima PB tipa
(Kleinow 1 sur., 1990; Stegeman 1 sur., 1990). Indukcijski odgovor enzima zaduzenih za
biotransformaciju zagadivala (ksenobiotika) u riba posluzio je kao osnova za uvodenje
biokemijskih odgovara kao biomarkera u biomonitoringu zagadenja okoline (Payne,
1976; Kurelec 1 sur., 1977). ProuCavanje molekularnih efekata kao Sto je indukcija
biotransformiraju¢ih enzima daje signal koji govori o odredenom zagadivalu ili grupi
zagadivala te daju mjeru izloZenosti organizma. Osim toga na taj naCin moze se
dijagnosticirati vrsta ili grupa zagadivala kojim je organizam bio izlozen. Brojna
proucavanja unazad zadnjih 15-ak godina pokazala su da je CYP 1A1 posredovana
aktivnost (EROD, AHH) uriba sa zagadenih podrucja poviSena (Payne, 1984; Pyneisur.,

1987). Mjerenje EROD ili AHH monooksigenazne aktivnosti uvjetovane indukcijom
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CYP 1A1 ukljuceno je u brojne monotoring programe u svijetu kao $to su National Status
& Trends Program in USA (Collier i sur., 1992) i North Sea Task Force Monitoring
Master Plan of the North Sea Nations (Gokseyr 1 Forlin, 1992).

Imunokemijskim metodama kao $to je Western blotting istrazivan je odnos izmedu
koli¢ine CYP 1A1 uriba sa zagadenih 1 nezagadenih podrucja (Stegeman i sur., 1986,
1987, 1988; Elskus i sur., 1989; Varanasi i sur., 1986). Nadalje, primjena ELISA tehnike
u odredivanju CYP 1A1 (Goskeyr, 1991; Celander 1 Forlin, 1991) zauzima sve veci
znacaj. Odredivanje kataliticke aktivnosti moze biti otezano zbog loSeg uzorkovanja ili
nacina cuvanja uzorka pri ¢emu dolazi do denaturacije proteina (Forlin i Andersson,
1985) ali ne 1 do destrukcie epitopa samog antigena (Goskeyr, 1991) §to daje prednost
imunokemijskim metodama. Osim toga katalitiCka aktivnost moZe biti inhibirana

razli¢itim tvarima prisutnim u uzorku ili limitirana malom koli¢inom uzorka.

Kada je sekvencioniran riblji CYP 1A1 (Heillman i sur., 1988) c-DNA proba se
moglaupotrijebiti za detekciju CYP 1A1 transkripta. Brojna istrazivanja (Kloepper-Sams
1 Stegeman, 1989; Pesonen 1 sur., 1992) pokazuju da se nakon kratkog vremena
koncentracija m-RNA snizuje do kontrolnih vrijednosti za razliku od CYP 1A1 proteina
koji je prisutan u stanici duzi vremenski period (Haasch 1 sur., 1989; Kloepper-Sams 1
Stegeman, 1989). Stoga uporaba m-RNA kao pokazatelja indukcije CYP daje ograniceni

odgovor o prisustvu inducera.
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Mjerenje EROD aktivnosti u riba danas je konvencionalna metoda odredivanja CYP
1A1 indukcije kao pokazatelja zagadenja okoline ali joS uvijek nije standardizirana na
internacionalnom nivou. Naime postoje razlike u primjeni metode: fluorimetrijsko (Burke
1 Mayer, 1974) ili spektrofotometrijsko mjerenje (Klotz 1 sur., 1984) nastalog produkta
enzimske reakcije, zatim izbor molarnog ekstinkcijskog koeficijenta za resorufin ( 20,40
ili 73 mM™ ecm™), na¢in pripreme uzorka te nestabilnost i niska ¢istoéa resorufina. Stoga
je svako novo otkri¢e u primjeni P-450 sustava jetre riba u biomonitoringu vazan prilog

u razrjeSavanju navedenih poteskoca.
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1.3.6. CITOKROM P-450 SUSTAV U LUBINA Dicentrarchus labrax (L.)

Sustav citokrom P-450 monooksigenaza u lubina Dicentrarchus labrax (L.) do danas
nije dovoljno istrazen. Uz primjenu benz(a)pirena kao inducera Lemaire i suradnici
(1989; 1990; 1991; 1992a; 1992b) opisali su benz(a)piren monooksigenazeaktivnost u
mikrosomskoj frakciji jetre 1 probavila. Metabolizam benz(a)pirena u jetri lubina ovisi o
koncentraciji NADPH (Michel i sur., 1992). Lubin, dakle, ima sposobnost metabolicke
pretvorbe benz(a)pirena pri cemu nastaju reaktivni 9-10 1 7-8 epoksidi koji djelovanjem
epoksid hidrolaze prelaze u diol derivate. Osim toga u mikrosomskim frakcijama jetre
lubina tretiranih benz(a)pirenom dokazana je nazo¢nost i enzima faze II, kao §to su

glutation S-transferaza i UDP-glukuronil transferaza (Lemarie i sur., 1992b).
Nadalje, rezultati dobiveni mjerenjem specificne EROD aktivnosti u mikrosomskoj

frakciji jetre lubina tretiranih benz(a)pirenom ukazuju da lubin ima sposobnost indukcije

citokroma P-450 1A1 (Lemarie i sur., 1992b).
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2 MATERIJALI



2.1 ORGANIZMI I NACIN TRETIRANJA

Eksperimentalni organizam lubin, brancin, Dicentrarchus labrax Linnaeus, 1758.
(Morone labrax, Labrax lupus, Serranidae) rasprostranjena je vrsta bijele ribe u
priobalnim vodama Mediterana, kao 1 u Atlantiku od Baltickog mora do Maroka. To je
priobalna vrsta koja migrira jedino zimi u sezoni mrijesta. Obitava od 0-50 m dubine ali
se naj¢esce nalazi iznad 20 m. Nalazi se pretezno na kamenim 1 mjeSovito pjeskovito-
muljevitim dnima ali i na pjeskovito-muljevitim dnima u podru¢jima dotoka slatke vode.
Lubin je predator kroz cijeli Zivotni ciklus. Za pokuse je upotrebljavana riba iz uzgajalista

u Limskom kanalu prosje¢ne tezine 165 g 1 veli¢ine 24 cm.

Ribe su drzane u 1200 1 bazenu sa protokom morske vode i dobrim prozra¢ivanjem.
Po petom danu adaptacije ribe su odvojene u zasebne manje 200 1 bazene s protokom od
10 I/h, temperaturom vode 18°C i prozracivanjem. Nakon adaptacije ribe su injektirane
i/p sa 300 ul otopine 1 mg/ml B-NF, PB, MC, ili Aroklora 1254 otopljenih u smjesi
sezamovog ulja i DMSO 7:3 (1,8 mg/kg); odnosno sa ekstraktima morske vode sa
razli¢itih prirodnih lokacija (otok Figarola, ispust otpadnih voda tvornice ribljih konzervi
Mirnaiispust otpadnih voda Tvornice duhana). Kontrolne ribe injektirane su samo sa 300
pl smjese sezamovog ulja 1 DMSO 3:7. Morska voda ekstrahirana je sa diklormetanom
koji je zatim uparen do suha a upareni ostatak otopljen u DMSO. Ribe su zrtvovane dva

dana po injektiranju polutanata.
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2.2. KEMIKALIJE

U radu su upotrebljavane kemikalije iskljucivo analiticke Cistoce kako slijedi:

Dimetilsulfoksid

Sezamovo ulje

B-naftoflavon

20-metilholantren

fenobarbital

nikotinamid dinukleotidamin
resorufin

7-etoksiresorufin
7-pentoksiresorufin
4-kloro-1-naftol

1,2-diaminobenzol

natrijdodecil sulfat

antitijela koze na IgG kunica
ribonukleaza A (RNA-za A)
restrikcijska endonukleaza ECO RI
proteinski standardi molekulskih tezina

DNA standardi molekulskih tezina

albumin govedeg seruma
natrij ditionit

agaroza A-2790

etidij bromid

gvanidin tiocijanat
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SIGMA, St.Louis, SAD

MERCK, Darmstat, Njemacka



N,N,N,N-tetrametiletilendiamin SERVA, Heidelberg,

amonij peroksisulfat Njemacka

avidin-alkalna fosfataza kompleks TROPIX, Badford, SAD

blokirajuéi reagens

AMPPD reagens

fenilmetilsulfonil fluorid Calbiochem, Boehringer Corp.,
La Jolla, SAD

antitijela kuni¢a na P-450 1A1 bakalara Goksayr A., Sveuciliste u
Bergenu, Norveska

pUC 18 sa CYP 1A1 jetre Stakora Doehmer J., Sveuciliste

“Johannes Gutemberg" Mainz,

Njemacka
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S METODE



3.1. PRIPREMA EKSTRAKATA MORSKE VODE

Morska voda (1.5 litra) ekstrahira se u lijevku za odjeljivanje sa 100 ml
diklormetana. Ostatak vode se ukloni s bezvodnim Na,SO, i1 upari do suha, a upareni

ostatak otopi se u 500 ul DMSO.

3.2. PRIPREMA I OTAPANJE MIKROSOMSKE FRAKCIJE

Riba je zrtvovana 48 sati po injektiranju modelnih zagadivala odnosno ekstrakata
morske vode sa razli¢itih lokacija rovinjskog priobalja. Nakon vaganja ribe izvadena je
jetra pazeci da se ne oSteti ZuCna vrecica (zuc je bogata inhibitorima MFO) 1 izvagana.
Nakon toga jetra je homogenizirana sa pet puta veéim volumenom otopine za
homogenizaciju (1,15% KCI, 3,6 mM fenilmetilsulfonil fluorid, PMSF ili 0,1 mM natrij-
fosfatni pufer, 3,6 mM PMSF, pH 7,7) u Potter-Elvehjem homogenizatoru. Dobiveni
homogenat centrifugiran je na 10000 g 20 minuta na 4°C da se odstrane dijelovi stanica
1 stanicne organele. Gornji lipidni sloj supernatanta oprezno je odstranjen vakuum
sisaljkom, a supernatant je dekantiran. Dekantirani supernatant je ponovo centrifugiran
na 100000 g 60 minuta. Nastali talog mikrosomske frakcije otopljen je u puferu 0,1 M
natrij-fosfata, pH 7,7 sa 20% glicerola tako da na 1g jetre ide 1 ml tog pufera. Cijeli

postupak provodi se na temperaturi 4°C.

33



3.3. ODREDIVANJE PROTEINA

Proteini su odredivani po metodi Lowry i sur. (1951), a kao standard koristi se
albumin iz govedeg seruma. Koli¢ina prisutnih proteina odredivana je ocitavanjem

adsorbancije na 750 nm uz Folin reagens.

3.4. ODREDIVANJE DIFERENCIJALNOG SPEKTRA P-450 I P-420

Diferencijalni spektri mjereni su po metodi Omura 1 Sato (1964) u uzorcima koji
sadrze 0,5-1 mg proteina/ml na spektrofotometru CECIL 6700. Kiveta sa uzorkom i
referentna kiveta sadrzavale su otopinu Na,S,0,-reduciranog citokroma P-450, a kiveta
sa uzorkom tretirana je jos sa CO kroz 20 sekundi. CO je proizveden ukapljavanjem
koncentrirane HCOOH u koncentriranu H,SO,, a proc¢iS¢en je strujanjem kroz otopinu
NaOH. Ukupni sadrzaj citokroma dobije se mjerenjem razlike adsorbancije na 490-450
nm, uz ekstinkcijski koeficijent 92 mM'cm™ ili izratunavanjem sume adsorbancije 450
i 420 nm uz ekstinkcijske koeficijente 91 mM'ecm™ i 111 mMecm™ (Stegeman i sur.,

1979).

3.5. ODREDIVANJE EROD I PROD AKTIVNOSTI

Aktivnosti enzima etoksiresorufin-O-deetilaze (EROD) i pentoksiresorufin-O-
deetilaze (PROD) odredene su po metodi Burke i Mayer (1974) uz neznatne modifikacije,
na spektrofluorimetru KONTRON SFM 25. U fluorimetrijsku kivetu stavi se 1 m1 0,1 M
fosfatnog pufera (NaH,PO,/Na,HPO,) pH 7,7, NADPH do kona¢ne koncentracije 200
MM 1 supstrat (etoksiresorufin ili pentoksiresorufin) do konac¢ne koncentracije 12,5 uM.
Zabiljezi se fluorescencija pri ekscitaciji na 510 nm i emisiji 585 nm koja treba biti

konstantna. Nakon jedne minute doda se enzimski preparat (resuspendirani mikrosomi)
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1 prati porast fluorescencije tokom dvije minute. Nakon toga u kivetu se dodaje poznata
kolicina (0,585 pM) resorufina, finalnog produkta reakcije, 1 zabiljezi nagli skok
fluorescencije. Kolicina EROD/PROD aktivnosti izraCuna se iz prosjecne promjene
fluorescencije u jednoj minuti u odnosu na promjenu fluorescencije nakon dodatka

finalnog produkta.

3.6. SDS-PAGE

Elektroforeza u diskontinuiranim poliakrilamidnim gelovima u prisutnosti SDS
izvrSena je u vertikalnim gelovima (72*100* 1 mm, BIO-RAD Mini protean 2-D cell) po
metodi Laemmli (1970). Gornji sloj u gelu, tzv. koncentriraju¢i gel, duljine 1,5 cm,
sadrzavao je 3,75% ukupnog polimera i 2,67% umreZivaca, a separirajuci gel duljine 5,7
cm sadrzavao je 7,5% ukupnog polimera i 2,67% umrezivaca. Gelovi su pripravljeni na

slijede¢i nacin:

-Separirajuéi gel- U 2,5 ml 30%-tnog akrilamida (4,1 M akrilamid, 0,05 M Bis-

akrilamid) doda se 5 ml deionizirane vode i 2,5 ml gel pufera pH 8,8 (1,5 M Trizma baza,
0,4% SDS). Nakon mijeSanja u otopinu se doda 33,3 ul svjeze pripravljenog 10%-tnog
amonij persulfatai 6,6 ul TEMED. Smjesa se ulije u pripremljeni aparat za elektroforezu
(BIO-RAD Mini protean 2-D cell) tako da ostane do gornjeg ruba 1,5 cm i prekrije sa 2-3

kapi n-butanola. Polimerizacija je gotova za 20 minuta.

-Koncentrirajuéi gel- U 1,25 ml 30%-tnog akrilamida doda se 3,25 ml deionizirane

vode 1 0,5 ml tzv Stocking pufera pH 6,8 (0,5 M Trizma baza, 0,4% SDS). Nakon

mijeSanja u otopinu se doda 15 pl svjeze pripravljenog 10%-tnog amonij persulfata i 25
pl TEMED. Sa koncentriraju¢eg gela ukloni se n-butanol i nalije separirajuci gel.

Polimerizacija se odvija na sobnoj temperaturi 30 minuta.
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Uzorci mikrosomskih frakcija (oko 100 pg proteina) pomijeSani su sa 25 ul pufera
pH 6,8 (0,25 M Tris-HCI, 20% glicerol, 4% SDS, 0,05% bromfenol plavo) i 1,5 ul
merkaptoetanola, a nastala smjesa nadopunjena s deioniziranom vodom do ukupnog
volumena 50 pl. Nakon mijesanja smjesa se zagrijava 3-4 minute na 95°C. Na isti na¢in
obradena je 1 otopina proteinskih markera (molekulskih tezina 66000 1 45000 g/mol). 15
ul svakog uzorka pazljivo je naneseno na gel. Pufer za elektroforezu je pH 8,3 (0,02 M
Trizma baza, 0,2 M glicin, 1% SDS). Elektroforeza se odvija uz 200 V i traje 45 minuta.
Nakon toga gel se fiksira u smjesi izopropanol/octena kiselina/vodau omjeru 2,5:1,0:6,5,
uz prisutnost anionskih izmjenjivaca 15-20 minuta, oboji se sa 0,1% otopinom Coomasie
brilliant blue u smjesi metanol/octena kiselina/voda4,5:1,0:4,5 kroz 15 minuta, a obezboji
smjesom metanol/octena kiselina/voda 4,5:1,0:4,5 . Gel se slika u prolaznom difuznom

svijetlu, a slike su razvijene na fotografskom papiru radi dokumentacije.
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3.7. WESTERN BLOTTING

Nakon zavrsene elektroforeze gel se najprije ekvilibrira u puferu za transfer proteina
na membranu (0,025 M Trizma baza, 0,2M glicin, 20% metanol, pH 8,3) 10 minuta.
Zatim se gel prekrije sa nitroceluloznom membranom i zajedno pakiraju u kasetu sustava
za prijenos proteina na membranu. Kaseta se stavi u kadicu za elektrotransfer (BIO-RAD
Mini trans-blot cell) 1 prelije puferom za transfer pH 8,3. Uz 100 V prijenos je gotov za
90 minuta. Membrana se izvadi iz sustava i uroni u TTBS pufer pH 7,5 (20 mM Trizma
baza, 500 mM NaCl,0,05% Twen 20) 5 minuta, te se nakon toga uroni u TTBS pufer sa
3% BSA 1 ostavi 30-45 minuta da bi se BSA vezao za sva slobodna mjesta na membrani.
Membrana se zatim ispere 2*5 minuta u TTBS puferu, te se nakon toga inkubira 2 sata
u otopini s primarnim antitijelom (antitijela kuni¢a na P-450 1A1 bakalara) 1 TTBS
puferom sa 3% BSA u omjeru 1:300, nakon ¢ega se ponovo ispire 2 puta po 5 minuta sa
TTBS puferom. Sekundarno antitijelo (antitijela koze na IgG kuni¢a s enzimom
peroksidazom) razrijedi se sa TTBS puferom i 3% BSA u omjeru 1:3000, a membrana se
inkubira u toj otopini 60 minuta na sobnoj temperaturi, zatim ispire 2 puta po 5 minuta
uTTBS puferuiudeioniziranoj vodi (Goksayr, 1992a, 1992b). Neposredno prije uporabe
pripravi se otopina supstrata 4-kloro-1-naftola tako da se 30 mg 4-kloro-1-naftola otopi
u 10 ml metanola i pomijesa s otopinom dobivenom mijesanjem 50 ml TBS pufera pH 7,5
(20 mM Trizma baza, 500 mM NaCl) 1 30 pl 30% H,0O,. Membrana se odmah uroni u
otopinu koja mora biti zastiCena od svjetla. Obojene vrpce postaju vidljive na mjestima
gdje je doslo do reakcije 1izmedu vezanog enzima peroksidaze i supstrata 4-kloro-1-

naftola. Reakcija razvijanja boje traje 5-30 minuta bez prisustva svjetla.
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3.8. ELISA

Uzorci proteina otopljeni su u puferu pH 9,5 (50 mM Na,HCO,) u koncentracijama
od 10, 30190 pg/ml. Po predhodno nacinjenoj shemi u svaku jaZicu na mikroplo¢i nanosi
se po 100 pl otopljenog uzorka ( 1, 3 ili 9 pg proteina) ili 100 pl pufera pH 9,5 u jazice
bez uzoraka proteina. Mikroploc¢a se zamota u aluminijsku foliju 1 ostavi preko no¢i na
4°C da bi se proteini adsorbirali na povrSinu jazica. Slijede¢eg dana jaZice se isperu tri
puta s TTBS puferom tako Sto zadnje ispiranje traje 3-5 minuta. Zatim slijedi blokiranje
jazica s 200 ul TBS pufera i 3% BSA (vezivanje proteina na sva eventualno slobodna
mjesta) na sobnoj temperaturi 45 minuta. Jazice se ponovno ispiru tri puta s TTBS
puferom te se u svaku dodaje 100 pl otopine primarnog antitijela (antitijela kuni¢a na P-
450 1A1 bakalara 1:300 u TBS puferusa 3% BSA) (Gokseyr, 1992a, 1992b). Mikroploca
se zamota u aluminijsku foliju 1 inkubira 2 sata na 37°C. Nakon inkubacije jazice se isperu
tri puta s TTBS puferom. Zatim se u svaku jazicu stavlja 100 pl otopine sekundarnog
antitijela (antitijela koze na IgG kunic¢a na kojega je vezana peroksidaza, 1:3000 u TBS
puferu sa 3% BSA). Mikroplo€a zamotana u foliju inkubira se 1 sat na 37°C. Nakon toga
jazice se isperu pet puta sa TTBS puferom. Otopina supstrata 1,2-diaminobenzola pripravi
se neposredno prije uporabe tako da se 15 mg 1,2-diaminobenzola otopi u 40 ml pufera
pH 5,7 (150 mM NaH,PO,, 50 mM Na,C,H,0,*2H,0) i doda 15 ul 30% H,0,. U svaku
jazicu doda se 100 pl te otopine. Ovisno o koli¢ini vezanog specifi¢nog proteina dolazi
do razvijanja boje u vremenu od 5-15 minuta. Reakcija se zaustavlja s 50 pul 4N H,SO,.

Intenzitet boje mjeri se na Cecil spektrofotometru Ce 6700 pri 492 nm.
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3.9. IZOLACIJA PLAZMIDA pUC 18

U 50 ml autoklavirane hranjive podloge tzv. bogati medij (1,2% Baktotriptona, 2,4%
kvasc¢evog ekstrakta) doda se 400 pul otopine ampicilina koncentracije 25 pg/ml i nacijepi
s 25 pl bakterijske kulture E. coli HB 101, ¢uvane u teku¢em dusiku, koja u sebi sadrzi
pUC 18 sa ili bez fragmenta CYP 141 c-DNA jetre Stakora. Eksponencijalnu fazu rasta
bakterije dostignu kroz 18 sati inkubacije te se slijede¢i dan izolira plazmidna DNA.
Prekono¢na kultura bakterija se centrifugira na 16000 g, a nastali talog resuspendira u
otopini 50 mM glukoze, 10 mM EDTA, 25 mM Tris-HCI, te ostavi na ledu 20 minuta.
Nakon toga uzorcima se doda otopina za liziranje (0,2 M NaOH, 1% SDS), a uzorci
mijeSaju invertiranjem tubica kroz 30 minuta na ledu. Zatim se liziranim stanicama dodaje
acetatni pufer (11,5% ledena octena kiselina, 0,3 M CH;COONa), a otopina mijesa
invertiranjem tubica i drzi na ledu 1 sat. Nakon toga uzorci se centrifugiraju na 16000 g
pet minuta, a supernatantu se doda RNA-za A. Uzorci se ostave na sobnoj temperaturi 30-
40 minuta. Iz tako dobivenog supernatanta izolira se plazmidna DNA naizmjeni¢nim
ekstrakcijama s fenolom te kloroformom, da bi najzad bila istalozena u 50%
izopropanolu. Talog se ispere u 70% etanolu 1 otopi u 20 pl H,O 1 €uva na -20°C

(Maniatis 1 sur., 1982).

3.10. RESTRIKCIJSKA ANALIZA

Restrikcijska analiza plazmida pUC 18 provodi se restrikcijskom endonukleazom
ECO RI u otopini 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM ditiotreitol na
37°C u reakcijskom volumenu od 30 pul. Reakcija se zaustavlja dodatkom 15 pl otopine
SB-1 pH 7,6 (0,25 M NaOH, 1% SDS) i 15 pl otopine SB-2 (37% saharoza, 0,5 mg/ml

bromfenolplavo) (Maniatis 1 sur., 1982).
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3.11. ELEKTROFOREZA DNA

Nakon restrikcijske analize uzorci se podvrgavaju elektroforezi. Elektroforeza DNA
u 0,8% agaroznom gelu (Agarose, wide range A-2790) odvija se pri naponu od 90 V 1
jakosti struje 60 mA tijekom 3 sata. Upotrebljen je pufer pH 8,3 (0,09 M Tris-HCI, 0,09
M H,BO’, 2,5 mM EDTA). Gel je obojan u otopini etidij-bromida (4 pg /ml) kroz 20
minuta. Nastale vrpce vidljive su pod UV svjetlom (312 nm). Upotrebom standarda
molekulskih tezina DNA (Pharmacia MW marker) moze se do¢i do informacije o
molekulskoj tezini fragmenata te ih se moze izolirati. Gel se radi dokumentacije snimi na

polaroid film (Maniatis 1 sur., 1982).

3.12. REIZOLACIJA DNA

Zeljene vrpce DNA dobivene elektroforezom izrezu se iz gela i otope u 5 puta veéem
volumenu otopine (Tris-HCI, EDTA) pH 8,0 grijanjem na 65°C kroz 5 minuta. Nakon §to
se uzorci ohlade naizmjeni¢no se ekstrahiraju fenolom, smjesom fenol/kloroform 1:1 1

kloroformom te na kraju istaloZe u 70% etanolu na -20°C (Maniatis 1 sur., 1982).
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3.13. OBILJEZAVANJE PLAZMIDNE DNA

Plazmidna DNA, koja je nakon restrikcijske analize 1 reizolacije sa gela za
elektroforezu ustvari linearizirani plazmid pUC 18 odnosno pUC 18 sa ubacenim
fragmentom P-450 1Al c¢-DNA Stakora, obiljezava se uporabom nasumicnih
Sesterosloznih klica (Feinberg 1 Vogelstain, 1983; 1984) kao promotora duplikacije DNA
1 DNA polimeraze I Klenovovog enzima. Plazmidna DNA se najprije zagrijava 3-5
minuta na 95° C, a zatim stavi na led. Za reakciju se uzme maksimalno 100 ng plazmidne
DNA 1 doda u reakcijsku smjesu sa enzimom 1 ostalim dNTP (dATP, dGTP, dCTP,
dUTP) koji se vezu na komplementarne dezoksinukleozid trifosfate. Reakcija elongacije
zapocinje sa 3'-OH slobodnog kraja molekule plazmidne DNA ka 5'-OH kraju. Vazno je
naglasiti da je na dUTP vezan biotin. Enzimska reakcija tece 1 sat na sobnoj temperaturi

umraku. Reakcija se zaustavlja dodatkom 0.2 M otopine EDTA pH 8.0 1 zagrije na 65°C.

3.14. IZOLACIJA RNA

Izolacija RNA radena je metodom koju su opisali Chomczynskii Sacchi (1987). Jetra
(cca 1 g) se homogenizira u 10 puta ve¢em volumenu otopine za homogenizaciju (4 M
gvanidiniumtiocijanat, 25 mM C(H,O,Na;, 0,5% N-laurinsarkosin, 0.1 M
merkaptoetanol). U homogenat se doda 2 ml 2 M natrijacetata, 10 ml fenola pH 4 1 4 ml
otopine kloroforma i izoamilnog alkohola 49:1 te ponovo homogenizira. Homogenat se
centrifugirana 10000 g 20 minuta na 4°C. U dekantirani supernatant doda se isti volumen
izopropanola i ostavi na -20°C najmanje 1 sat. Uzorci se ponovno centrifugirajuna 10000
g 20 minuta, a talog se otopi u otopini za homogenizaciju. Tako pripravljeni uzorci
raspodijele se u manje alikvote uz dodatak jednakog volumena izopropanola i ¢uvani su
16 sati na -20°C. Nakon centrifugiranja na 16000 g 1 minutu bijeli talog ispere se u 70%

etanolu i otopi u vodi.
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3.15. DOT BLOTTING

-Priprava membrane- Za nanoSenje uzoraka koristi se uredaj MILIPORE MilliBlot-D

spojen na vakuum pumpu. Uzorci RNA naneseni su na membranu po zadanoj shemi u
zadanim koncentracijama. Nakon toga membrana se susi u vakuumu na 80°C 2 sata nakon

cega se ostavi u vakuumu 16 sati na sobnoj temperaturi.

3.16. HIBRIDIZACIJA m-RNA I DNA

Membrana sa uzorcima RNA (DOT BLOT) se najprije namoci u SSC pufer. Nakon
toga membrana se prehibridizira s hibridizacijskim puferom (0,5% PVP, 5% dekstran
sulfat, 2,0% SDS, 0,2% heparin, 1 mM EDTA, 1 M NaCl, 50 mM Tris-Hcl) 3 sata na
65°C. Biotinizirane probe (pUC 18 kao kontrola 1 pUC 18 s fragmentom za CYP 1A1) se
zagriju na 95°C 1 dodaju u svjeze pripravljen hibridizacijski pufer zagrijan na 65°C te
dodaju u posebne najlon vrec¢ice sa membranom. Hibridizacija se provodi 16 sati na 65°C
pri ¢emu se specificna sekvenca DNA koja kodira za izoenzim citokrom P-450 1A1 veze
za specificnu m-RNA, a sam pUC 18 sluzi kao negativna kontrola. Hibridizirana
membrana ispire se sa posthibridizacijskim puferom i SSC puferom na 65°C (Bronstein

1 Voyta, 1989).
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3.17. DETEKCIJA HIBRIDIZIRANE DNA KEMOLUMINISCENCIJOM

Membrana je isprana te inkubirana 60 minuta u blokiraju¢em puferu (0,2% I-Light
Blocking Reagent, 58 mM Na,HPO,, 17 mM NaH,PO,, 68 mM NaCl, 0,1% Tween-20).
Nakon toga membrana je inkubirana 30 minuta na sobnoj temperaturi u konjugacijskom
puferu (0,2% I-Light Blocking Reagent, 5§ mM Na,HPO,, 17 mM NaH,PO,, 68 mM
NaCl) sa otopljenim avidin-alkalna fosfataza kompleksom. Membrana se zatim ispire s
blokiraju¢im puferom, puferom za ispiranje (58 mM Na,HPO,, 17 mM NaH2PO,, 68 mM
NacCl, 0,3% Tween 20), te u 0,1 M otopini dietanolamina i I mM MgCl, sa 0,02% natrij-
azida. Nakon toga memebrana se inkubira 5 minuta na sobnoj temperaturi u otopini
AMPPD supstrata, nakon ¢ega se membrana odvoji od otopine sa supstratom i postavi u
direktan kontakt s rontgen filmom. Nakon 2 sata ekspozicije film se razvije a dobivena
tockasta zasjenjenja govore o prisutnosti specificne m-RNA u uzorku (Bronsteini Voyta,

1989). Tockasta zasjenjenja kvantiziraju se denzitometrijski na Cecil spektrofotometru

CE 6700.

3.18. PRIKAZ I OBRADA REZULTATA

Rezultati su izraZeni kao srednje vrijednosti sa standardnom devijacijom i brojem
uzoraka u zagradi. Za statisticku obradu podataka koristen je Welsch-P2 test (Welsch,

1977). Statisticki zna¢ajnom razlikom uzeta je ona za koju je p<0.05.
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4.1. BIOKEMIJSKE KARAKTERISTIKE CITOKROMA P-450
MIKROSOMSKE FRAKCIJE JETRE LUBINA

4.1.1. Diferencijalni spektri

Nazocnost citokroma P-450 u preparatima mikrosomskih frakcija jetre lubina
odredivali smo metodom Omura i Sato (1964). Za mjerenje diferencijalnog spektra
citokroma P-450 uzorci mikrosomskih frakcija razrijedeni su do 1 mg proteina/ml i u njih
je dodano nekoliko zrnaca natrij ditionita. Tako pripravljeni uzorak podijeljen je u dvije
kivete od kojih je jedna tretirana s CO. Izraziti maksimum na 450 nm zabiljezen je
medutim samo u nekih uzoraka.

Jedan primjer mjerenja diferencijalnog spektra citokroma P-450 prikazan je na slici
7.1z dobivenog rezultata proizlazi da je maksimum diferencijalneapsorbancije na 420 nm,
medutim ponavljanjem pokusa taj rezultat nijebio ponovljiv nego se taj maksimum
pojavio na drugim valnim duljinama ili uop¢e nije izmjeren. Prema literaturnim podacima
maksimum bi trebao biti na 450 nm, $to nije izmjereno niti u jednom pokusu, pa stoga nije
bilo moguce izracunati koli¢inu ukupnog P-450 metodom koju su opisali Omura i Sato
(1964).

Poznato je da do denaturacije citokroma P-450 i prelaska u P-420 oblik dolazi zbog
ekspozicije ksenobioticima, sezonskih varijacija (Livingstone i sur., 1989) te §to je vrlo
vazno, uslijed utjecaja onih zagadivala koja uzrokuju destrukciju nativnog enzima te
inhibiraju enzimsku aktivnost kako su to opisali Fent i Stegeman (1991; 1993) za
organokositrene spojeve. U svim tim €injenicama treba potraziti uzrok neponovljivosti

naSih mjerenja diferencijalnih spektara.
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Slika 7. Diferencijalni spektar citokroma P-450 mikrosomske

tezine nakon 48 sati inkubacije. Uzorak je
sadrzavao 1 mg/ml proteina.
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4.1.2. Odredivanje EROD aktivnosti
4.1.2.1. Ovisnost EROD aktivnosti o koncentraciji NADPH
Ovisnost EROD aktivnosti o koncentraciji NADPH prikazana je na slici 8. Koli¢ina
nastalog produkta resorufina mjerena je nakon 3 minute enzimske reakcije uz

koncentraciju supstrata od 12,5 uM 1 50 pl mikrosomske frakcije jetre kontrolnih lubina.
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Slika 8. Ovisnost EROD aktivnosti o koncentraciji NADPH
Prikazane su srednje vrijednosti 2-3 mjerenja na

mikrosomskim frakcijama jetre jednog lubina.

Enzimska aktivnost EROD povecava se s porastom koncentracije kofaktora NADPH.
Pri koncentracijama NADPH > 100 uM povecanje EROD aktivnosti je manje u odnosu
na porast enzimatske aktivnosti kod nizih koncentracija NADPH, tj. u tim je uvjetima

enzim zasi¢en kofaktorom.
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4.1.2.2. Ovisnost EROD aktivnosti o koncentraciji supstrata

Ovisnost EROD aktivnosti o koncentraciji supstrata etoksiresorufina prikazana je na
slici 9. Koli¢ina nastalog produkta resorufina mjerena je nakon 3 minute enzimske reakcije

uz koncentraciju NADPH od 200 uM 1 50 pl mikrosomske frakcije jetre kontrolnih lubina.
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Slika 9. Ovisnost EROD aktivnosti o koncentraciji supstrata. Prikazane su srednje

vrijednosti 2-3 mjerenja na mikrosomskim frakcijama jetre jednog lubina.

Najbolji rezultati, tj. najveca enzimska aktivnost postize se pri koncentraciji supstrata
od 12.5 uM. Daljnjim povecavanjem koncentracije supstrata enzimska aktivnost opada.

Moguce objasnjenje je inhibicija enzimske reakcije povecanom koli¢inom supstrata.
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4.1.2.3. Ovisnost EROD aktivnosti o koli¢ini mikrosomske frakcije jetre lubina

Ovisnost EROD aktivnosti o koli¢ini mikrosomske frakcije jetre lubina (koncentraciji
enzima) prikazana je na slici 10. Koli¢ina nastalog produkta resorufina mjerena je nakon

3 minute enzimske reakcije uz koncentraciju NADPH od 200 uM i 12,5 pl supstrata.
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Slka 10. Ovisnost EROD aktivnosti o koli¢ini mikrosomskefrakcije
jetre lubina. Prikazane su srednje vrijednosti 2-3 mjerenja na

mikrosomskim frakcijama jetre jednog lubina.

Povecanjem koli¢ine mikrosomske frakcije jetre lubina, odnosno koncentracije enzima,
EROD aktivnost povecava se linearno u rasponu od 25-100 pl mikrosomske frakcije, Sto
odgovara koli¢ini proteina od 0.25-1.25 mg. Pravac koji povezuje EROD aktivnost sa
koli¢inom proteina u mikrosomskoj frakciji jetre lubina ne prolazi ishodiStem. Pri

izracunavanju EROD aktivnosti nije provedena korekcija u pomaku pravca iz ishodista.
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4.1.2.4. Ovisnost EROD aktivnosti o vremenu reakcije

Ovisnost EROD aktivnosti o vremenu prikazana je na slici 11. Koli¢ina nastalog produkta
resorufina mjerena svakih 60 sekundi kroz 7 minuta enzimske reakcije uz koncentraciju

NADPH o0d 200 pM, 12,5 pl supstrata 1 50 pl mikrosomske frakcije jetre kontrolnih lubina.
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Slika 11. Ovisnost EROD aktivnosti o vremenu reakcije.
Prikazane su srednje vrijednosti 2-3 mjerenja na

mikrosomskim frakcijama jetre jednog lubina.

Pra¢enjem enzimske reakcije kroz duzi vremenski period povecava se i koliina
novonastalog produkta etoksiresorufina. Taj je prirast linearan u prve tri minute enzimske

reakcije nakon ¢ega se postepeno smanjuje.
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4.1.2.5. Odabir optimalnih uvjeta za mjerenja EROD i PROD aktivnosti

Na osnovu ovih rezultata utvrdeni su optimalni uvjeti rada za mjerenje EROD 1 PROD
aktivnosti u mikrosomskim frakcijama jetre lubina, a to su koncentracija NADPH 200 uM,
koncentracija supstrata 12.5 pM, koli¢ina homogenata 50 ul ( 0.5-1 mg proteina) te vrijeme

pra¢enja enzimatske reakcije 3 minute.

4.1.3. Odredivanje molekulske mase monomera CYP 1A1

30 pg proteina mikrosomske frakcije jetre lubina injektiranih s 300 pl smjese DMSO
i sezamova ulja 3:7 (kontrola), zatim lubina injektiranih s 300 pul otopine PNF u smjesi
DMSO/sezamovo ulje 3:7 (1 mg/ml), te lubina injektiranih ekstraktima morske vode sa tri
razliite prirodne lokacije (Tvornica Duhana, Mirna, Figarola) analizirano je SDS poliakril
amid gel elektroforezom. Za odredivanje molekulskih masa proteinskih vrpci koriSteni su
markeri poznate molekulske mase (Sigma Chemical Company), ovalbumin molekulske
mase 45000 Da i albumin iz govede plazme molekulske mase 66000 Da. Elektroforeza
proteina mikrosomske frakcije u diskontinuiranom gelu snimljena je na fotografski papir

1 prikazana na slici 12.
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Slika 12. Elektroforeza proteina mikrosomskih frakcija jetre lubina u diskontinuiranom
poliakril amidnom gelu sa SD.
1 - Standardi molekulskih tezina (ovalbumin 45 kDa;
albumin iz govede plazme 66 kDa)
2 - kontrola
3 - B-naftoflavon
4 - Figarola
5 - Mirna

6 - Tvornica Duhana

U uzorcima je uocljivo nekoliko jasno odijeljenih elektroforetskih vrpci molekulskih

tezina 81000; 67600; 54300 1 52500 Da.
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Nakon elektroforeze proteinske vrpce su sa gela prenesene na nitroceluloznu membranu.
Reakcijom sa poliklonalnim antitijelima (antitijela kuni¢a na P-450 1A1 bakalara) te
vezivanjem sekundarnog antitijela na ta specificno vezana primarna antitijela, koja za sebe
imaju kovalentno vezan enzim peroksidazu, membrana se, u prisustvu peroksidaznog

supstrata, specificno oboji na mjestima onih proteinskih vrpci koje odgovaraju CYP 1A1

(Western blot) (slika 13).

o i e

Slika 13. Nitrocelulozna membrana sa vidljivo obojenim
proteinskim vrpcama CYP 1A1.
1 - kontrola
2 - B-naftoflavon
3 - Figarola
4 - Mirna

5 - Tvornica Duhana
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Usporedbom obojenih proteinskih vrpci na nitroceluloznoj membrani sa proteinskim
vrpcama nastalim na poliakril amidnom gelu 1 vrpcama standarda molekulskih tezina,
odredene su pripadne molekulske tezine CYP 1A1 od 54300 i 52500 Da za sve uzorke.
Vidljivo je da su CYP 1A1 vrpce najintenzivnije u uzorku izoliranom iz BNF injektiranih
lubina. Obzirom da je u svakom uzorku bila nanesena ista koli¢ina mikrosomskih proteina
pripravci -NF tretiranih lubina sadrzavali su najvecu koli¢inu CYP 1A1. Kontrolne vrpce
bez antitijela nisu dale nikakav signal. To se slaze sa literaturnim podacima (Stegeman i
Kloepper-Sams, 1987; Goksayr, 1987) koji su potvrdeni i u ovom radu te govore u prilog

Cinjenici da je B-NF najucinkovitiji inducer CYP 1Al u riba.
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4.2. ODREDIVANJE EROD I PROD AKTIVNOSTI

EROD i PROD aktivnosti mikrosomskih frakcija odredivani su odmah po pripravi
uzoraka metodom po Burku i Mayeru (1974) uz optimalne uvjete koncentracije NADPH
od 200 uM, supstrata etoksiresorufina 12.5 pM i 50 pl mikrosomske frakcije jetre lubina
u 0.1 M fosfatnom puferu pH 7.7. Porast fluorescencije pracen je kroz 5 minuta. Dobiveni
rezultati izrazeni su u pmol resorufina po mg proteina i minuti te prikazani u tablici 1.
Najvisa EROD aktivnost zabiljeZzena je nakon indukcije riba tretiranih 3-NF i visa je 8.24
puta u odnosu na kontrole. Indukcija EROD aktivnosti modelnim spojevima opada u nizu
B-NF, MC, Aro, PB. Uzorci dobiveni izolacijom jetre lubina koji su injektirani ekstraktima
morske vode sa razli¢itih lokacija ne pokazuju znacajan porast EROD aktivnosti u odnosu
na kontrolne uzorke. Stovise , ribe injektirane ekstraktima vode sa ispusta tvornice ribljih
konzervi Mirna pokazuju nizu EROD aktivnost od kontrolnog uzorka. Razlog tomu moze
biti ekstrakcija zagadivala iz premale koli¢ine morske vode ili pak sastav ekstrahirane grupe
zagadivala. Naime, poznato je da su prirodni uzorci morske vode, pa tako i njihovi
ekstrakti, Cesto optereceni supresorima P-450 monooksigenaza koji mogu potisnuti sintezu
P-450 proteina i tako inhibirati njegivu kataliticku aktivnost (Stebbing, 1992; Gokseyr i
Forlin, 1992). Nasi nalazi koli¢ine P-450 1A 1 proteina govore u prilog ovoj tvrdnji (slika
17.).
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Tablica 1. Rezultati mjerenja EROD 1 PROD aktivnosti u mikrosomskim frakcijama

jetre kontrolnih lubina odnosno lubina injektiranth modelnim
inducerima i ekstraktima morske vode sa razli¢itih lokacija. Svaki broj
je srednja vrijednost (+ standardna devijacija) dobivena mjerenjem u

mikrosomskim frakcijama jetre u tri razli¢ita lubina.

EROD PROD
pmol resorufina/mg*min pmol resorufina/mg*min

kontrola 20.9+5.6 (3) 0.84+0.4 (3)

BNF 176 +42 (3) * 62+193)*

PB 243 +£5.4(3) 32+02@3) *

MC 82+27(3)* 1.5+0.53)

Aro 61.3£5.7@3)* 27£0503)*

TD 21.3+3.5(3) 0.2+0.0(3)
Mirna 7.9+3.7(3) 32+£04(33) *
Figarola 20.3+5.4(3) 0.90 £ 0.05 (3)

Rezultati oznaceni zvjezdicom (*) pokazuju znacajnu statistiCku razliku u odnosu na

kontrolu izrac¢unatu Welsch-P2 testom (p < 0.05).

Iz tablice 1. proizlazi da je PROD aktivnost znatno manja od EROD aktivnosti i u

kontrolnim uzorcima i u u uzorcima lubina injektiranih inducerima odnosno ekstraktima

morske vode. Obzirom da su PROD aktivnosti teze mjerljive od EROD aktivnosti

standardne devijacije PROD aktivnosti izraZzene su na jednu, a EROD aktivnosti na dvije

znamenke.
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U pogledu povecanja aktivnosti enzima u odnosu na kontrolu proizlazi da postoje
razlike izmedu EROD i1 PROD enzima. Ekstrakti morske vodenisu povecali aktivnost
EROD docim je jedan ekstrakt sa lokacije Mirna povecao aktivnost PROD. Nadalje, PB je
uzrokovao povecanje PROD aktivnosti ali nema utjecaj na EROD, dok je suprotni efekt

naden za MC.

Promjene EROD aktivnosti prikazane su u relativnim odnosima prema vrijednosti

kontrole (slike 14.1 15.).
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Slika 14. EROD aktivnosti mikrosomskih frakcijama jetre lubina
injektiranih modelnim inducerima prema
EROD aktivnosti kontrolnog uzorka.
B-NF - B-naftoflavon
PB - fenobarbital
MC - metilholantren
Aro - Aroklor 1254
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Slika 15. EROD aktivnosti mikrosomskih frakcijama jetre lubina
injektiranihekstraktima morske vode sa razli¢itih lokacija
(Tvornica Duhana, Mirna, Figarola) prema

EROD aktivnosti kontrolnog uzorka.
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4.3. ELISA

Rezultati dobiveni ELISA tehnikom, mjerenjem apsorbancije na 492 nm, prikazani su

u tablici 2. te na slikama 161 17.

Na slici 16 prikazana je relativna koli¢ina koli¢ina CYP 1A1 mikrosomskih frakcija
jetre lubina injektiranih modelnim spojevima. Najvisa koli¢ina CYP 1Al izmjerena je u
uzorku riba tretiranih B-NF koja je 2,9 puta vec¢a u odnosu na kontrolu. U uzorcima riba
tretiranih Aroklorom 1254 1 MC takoder je zabiljezena nesto veca koli¢ina CYP 1A1 u
odnosu na kontrolni uzorak i iznosi 1.26 puta za Aroklor 1254 odnosno 1.17 za MC., dok

je uuzorku riba tretiranih PB koli¢ina CYP 1A1 niza u odnosu na kontrolu za 2.3 puta.

Na slici 17 prikazana je relativna koli¢ina CYP 1Al u riba injektiranih ekstraktima
morske vode s rali€itih lokacija (Tvornica Duhana, Mirna, Figarola) u odnosu na koli¢inu
CYP 1A1 kontrolnog uzorka. Vece koli¢ine CYP 1A1 izmjerene su u uzorcima kontrolnih
riba, a koli¢ina CYP 1A1 riba tretiranih ekstraktima morske vode opada u nizu Tvornica
Duhana, Figarola, Mirna, $to jasno pkazuje inhibitorno djelovanje zagadivala injektiranih
ekstraktima morske vode sa tih lokacija. Drugo bi objasnjenje moglo biti da neke tvari
prisutne u jetrama tretiranih riba mogu utjecati na interakciju antitijelo-antigen, $to je manje

vjerojatno.
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Tablica 2. Rezultati mjerenja CYP 1A1 u mikrosomskim frakcijama jetre kontrolnih
lubina odnosno lubina injektiranih inducerima te ekstraktima morske
vode sa razli¢itih lokacija. Svaki broj je srednja vrijednost (+
standardna devijacija) dobivena mjerenjem u mikrosomskim frakcijama

jetre u tri razlicita lubina.

CYP 1A1

jedinice apsorbancije/mg proteina
kontrola 0.19+0.03 (3)
B-NF 0.56 £0.04 (3)
PB 0.08 £0.02 (3)
MC 0.22 +0.07 (3)
Aro 0.24 £0.01 (3)
TD 0.12+0.01 (3)
Mirna 0.08 £0.01 (3)
Figarola 0.10£0.01 (3)
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Slika 16. Relativna koli¢ina CYP 1Al u mikrosomskim frakcijama jetre
lubina injektiranih modelnim inducerima u odnosu na kontrolu.
B-NF - B-naftoflavon
MC - metilholantren
PB - fenobarbital
Aro - Aroklor 1254

61



-t

3

T
—

3

RELATIVNA KOUCINA CYP 1A1 (0

konroa TD  Mima Figarola

Slika 17. Relativna koli¢ina CYP 1A1 u mikrosomskim frakcijama jetre riba
injektiranih ekstraktima morske vode sa razli¢itih lokacija (Tvornica Duhana,

Mirna, Figarola) prema koli¢ini CYP 1A1 u kontrolnom uzorku.
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4.4. MEPUSOBNI ODNOS REZULTATA EROD AKTIVNOSTI I
KOLICINE CYP 1A1  (ELISA)

Medusobni odnos rezultata dobivenih mjerenjem koli¢ine CYP 1Al (ELISA) i
kataliticke aktivnosti (EROD) za uzorke mikrosomskih frakcija jetre lubina injektiranih
modelnim inducerima prikazan je na slici 18. Povecanje kataliticke aktivnosti
proporcionalno je povecanju koli¢ine CYP 1A 1. Ta funkcija opisana je jednadzbom pravca
Y =2.56%10"X + 0.072 (n=15; r=0.91), gdje X predstavlja koli¢inu nastalog produkta
enzimske reakcije resorufina u pmol, a Y relativnu koli¢inu CYP 1A1. Najvece povecanje
EROD aktivnosti i relativne koli¢ine CYP 1A1 uzrokuje B-NF, a gotovo nikakvo PB.
Relativno povecanje CYP 1A1 bilo je gotovo jednako kod uzoraka tretiranih sa MC i
Aroklorom 1254, medutim EROD aktivnost je kod uzoraka tretiranih Aroklorom 1254
manje povecana nego u uzorcima tretiranih s MC. Uzrok tome je vjerojatno denaturacija
CYP 1A1 in vitro ili inhibicija enzimske aktivnosti, obzirom da su poliklorirani bifenili

poznati induceri CYP 1A1 (Gooch 1 sur., 1989; Miranda i sur., 1990b).

Na slici 19. prikazan je odnos rezultata dobivenih mjerenjem koli¢ine CYP 1Al
(ELISA) i kataliticke aktivnosti (EROD) za uzorke mikrosomskih frakcija jetre lubina
injektiranih s ekstraktima morske vode s razli¢itih lokacija (Tvornica Duhana, Figarola,
Mirna). Iz slike 19. proizlazi da su u svim uzorcima relativne koli¢ine CYP 1A1 priblizno
jednake dok EROD aktivnost varira u rasponu od 5-25 pmola resorufina. Prema tome
usporedbom tih odnosa ne moze se procijeniti koli¢ina CYP 1A1 na osnovi kataliticke

aktivnosti ili obrnuto: pove¢anjem EROD aktivnosti procjeniti koli¢ina CYP 1A1.
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Te razlike mozemo objasniti nepoznatim utjecajem smjese zagadivala iz ekstrakta

morske vode na nativni protein ili njegovu biosintezu.

RELATIVNA KOLICINA CYP 1A1 (OD 492 nm)

0 . 0 | | | |
0 50 100 150 200

pmol resorufina/mg*min

Slika 18. Medusobna ovisnost relative koli¢ine CYP 1A1 1 koli¢ine produkta EROD
aktivnosti za uzorke injektirane modelnim spojevima. Na slici su prikazani

pojedinacni rezultai iz tablica 1. i 2.

64



RELATIVNA KOLICINA CYP 1Al (OD 492 nm)
®)
O

'0 | | | | | |
0 5 10 15 20 25 30

pmol resorufina/mg*min

o

Slika 19. Medusobna ovisnost koli¢ine CYP 1A1 i koli¢ine produkta
enzimske reakcije za uzorke injektirane ekstraktima morsk voe
sa razli¢ith lokacija (Tvornica Duhana, Figarola, Mirna).

Na slici su prikazani pojedinacni rezultai iz tablica 1.1 2.
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4.5. ANALIZA DE NOVO SINTEZE CYP 1A1 m-RNA

Na slici 20. prikazane su relativne koli¢ine CYP 1A1 m-RNA u u uzorcima riba
injektiranih modelnim spojevima i ekstraktima morske vode sa prirodnih lokacija (Tvornica
Duhana, Figarola, Mirna). Intenzitet vrpci nastalih hibridizacijom m-RNA i plazmidne
DNA izrazen je jedinicama absorbancije kod valne duljine 600 nm. Vidljivo je da postoje
ekstremne razlike u indukciji pripadaju¢ih m-RNA. U uzorku u kojem smo izmjerili
najvecu katalitiCku aktivnost i najvecu koli¢inu CYP 1A 1 nismo uspjeli izmjeriti i najvecu

koli¢inu m-RNA.

Na osnovu dobivenih rezultata nemoguce je procijeniti inducibilnost CYP 141

mjerenjem koli¢ine pripadaju¢e m-RNA ili de novo sinteze tih proteina.
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Slika 20. Relativna koli¢ina CYP 1Al m-RNA u uzorcima injektiranim
modelnim inducerima: -naftoflavon (B-NF), metilholantren (MC),
fenobarbital (PB), Aroklor 1254 (Aro) te ekstraktima morske vode
sa prirodnih lokacija (Figarola,Mirna, Tvornica Duhana)

u odnosu na kontrolni uzorak.
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5. DISKUSIJA



Obzirom da kemijsko-analiti¢ki nalaz specifi¢nih zagadivala sam za sebe ne dokazuje
1 postojanje bioloskog rizika u izlozenih organizama njihov se u¢inak na organizam moze
procijeniti mjerenjem njihovih efekata na razli¢itim nivoima bioloSke organizacije, kao Sto
su molekularni nivo, stani¢ni nivo, nivo jedinke, populacije ili zajednice. Promjene u
bioloSkom sustavu uzrokovane prisutnoscu i djelovanjem zagadivala ili grupe zagadivala
nazivaju se krajnjim tockama (tzv. end-point), bioloSkim markerima, biomarkerima,
izloZenosti organizma. Kao indikator zagadenja rovinjskog priobalja organskim spojevima
proucavana je BPMO aktivnost u jetri riba (Kurelec 1 sur., 1977; 1979) te sposobnost
pretvorbe postmitohondrijske frakcije jetre riba Mugil auratus premutagenih spojeva u
mutagene produkte u SOS-umu testu (Bihari 1 sur., 1990). Indukcija enzimskog sustava
citokrom P-450 oksidaza mijeSanih funkcija te njihova specifi¢na kataliticka aktivnost
(AHH, EROD, ECOD, PROD, BROD) danas je diljem svijeta prihva¢eni biomarker koji
se primjenjuje u biomonitoringu ksenobiotika. U ovom se radu pokusalo odrediti odnos
indukcije enzimske aktivnosti (EROD, PROD) u riba sa koli¢ine CYP 1Al proteina
(ELISA) i CYP 1A1 m-RNA.

Mjerenje EROD ili AHH monooksigenazne aktivnosti uvjetovane indukcijom CYP
1AT1 ve¢ je ukljuceno u brojne monitoring programe u svijetu kao $to su National Status &
Trends Program in USA (Collier i sur., 1992) i North Sea Task Force Monitoring Master
Plan of the North Sea Nations (Gokseyr 1 Forlin, 1992).

Primarno mjesto metabolizma ksenobiotika uriba je jetra, koja sadrzi najvisu aktivnost
citokrom P-450 monooksigenaza. Mjerenjem koli¢ine CYP 1A1 te specificne kataliticke
aktivnosti EROD dobija se osjetljiv 1 specifican odgovor na odredeno zagadivalo ili grupu
zagadivala, ali bioloSki znacaj za sam organizam, pa onda i za strukturu i funkciju
populacije ili ekosistema ostaje nepoznat. Medutim, utjecaj ksenobiotika (od kojih su mnogi
genotoksi¢ni) moze se najjednostavnije objasniti pojmom "Genotoxic Disease Syndrome"
(Kurelec, 1993) koji podrazumijeva skupinu razli¢itih pojava u organizmima izlozenih

djelovanju ksenobiotika, kao Sto su: slabljenje imunoloskog sustava, inhibicija rasta i
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razvoja organa, degenerativne promjene i atrofija organa, arterioskleroza, ubrzano starenje,
smanjenje fiziCke kondicije, povecana frekvencija nastanka bolesti i neoplazija, slabljenje
sposobnosti reprodukcije, pojava nekroze i1 na kraju smrti organizma. Usprkos tome,
mjerenje citokrom P-450 monooksigenaza kao biomarkera zagadenja ksenobioticima
vrijedan je 1 dragocjen indikator samih promjena u okolini izazvanih zagadivalima na
mjestu proucavanja. Tako izmjerene aktivnosti mogu posluziti u svrhu procjene zagadenja

okoline 1 mogu biti uklju€ene u programe pracenja zagadenja mora.

Lubin, Dicentrarchus labrax (L.), rasprostranjena je vrsta bijele ribe pa smo ga
istrazivali kao potencijalno dobru biolosku indikatorsku vrstu zagadenja mora. Uz to,
prac¢enje indukcije citokroma P-450 1A1 u lubina kao pokazatelja zagadenja mora
ksenobioticima omoguc¢ava ne samo uvid u prirodu tog sustava u jedne neistrazene ribe,

nego i njegovu usporedbu s CYP 1A1 u drugih vrsta riba.

Ta proucavanja trebaju pokazati da li jetra lubina posjeduje potencijal indukcije
P-450 sustava koji se moze koristiti u biomonitoringu ksenobiotika. Da bismo odredili
katalitiCku aktivnost enzima CYP 1A1 bilo je potrebno optimirati i prilagoditi metodu
mjerenja EROD aktivnosti (Burk i Mayer, 1974) u riba i specificnim laboratorijskim
uvjetima. Za mjerenje EROD i PROD aktivnosti u mikrosomskim frakcijama jetre lubina
utvrdeni su optimalni uvjeti rada, a to su pH 7.7, koncentracija NADPH 200 pM, 0.5-1 mg
proteina te koncentracija supstrata etoksi- ili pentoksiresorufina od 12.5 uM. Dobiveni
rezultati nedvojbeno pokazuju da zagadivala B-NF, MC i Aroklor 1254 zna¢ajno induciraju
EROD aktivnost u odnosu na kontrolni uzorak, za razliku od PB koji je tipi¢an inducer
PROD aktivnosti koja je u riba prakti¢ki nemjerljiva $to odgovara i literaturnim izvorima
za druge vrste riba, kao $to su pastrva Salmo gairdneri (Forlin, 1980; Vodicnik 1 sur., 1981;
Gokseyrisur., 1987), ibakalar Godus mohura (Gokseyrisur., 1987). Lubini tretirani 3-NF
pokazuju ¢ak 8.24 puta ve¢u EROD aktivnost od kontrole, a oni tretirani sa MC i

Aroklorom 1254 povecavaju EROD aktivnosti 3.93 odnosno 2.93 puta.
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Rezultati dobiveni mjerenjem PROD aktivnosti potvrduju dosadasnje rezultate drugih
autora sa drugim ribama, tj. da do inducije PROD aktivnosti u riba (i CYP 2B1 proteina)
ne dolazi tvarima tipa PB (Forlin, 1980; Gokseyr, 1987; Kleinow i sur., 1987; Lech isur.,
1988; Stegeman, 1981; Stegeman i Kloepper-Sams, 1987; Vodicnik i sur., 1981) kao ni
onim zagadivalima koja su uzrokovala pove¢anje EROD aktivnosti (B-NF, MC, Aro). Ribe
injektirane ekstraktima morske vode sa razlicitih lokacija (Tvornica Duhana, Mirna,
Figarola) ne pokazuju znacajno povec¢anje EROD niti PROD aktivnosti od kontrolnog
uzorka. Nesto nize EROD vrijednosti izmjerene su u riba injektiranih ekstraktima morske
vode sa ispusta tvornice ribljih konzervi Mirna, u odnosu na kontrolne ribe, a uzrok tome
je, vrlo vjerojatno, prisustvo inhibitora ili supresora sinteze P-450 proteina u ekstraktima
zagadivala. Naime, kao $to su to opisali George (1989), Stebbing (1989), Gokseyr 1 Forlin
(1992), te Boon 1 suradnici (1992) do smanjenja kataliticke aktivnosti moze do¢i zbog
injektiranih zagadivala koji ili denaturiraju P-450 proteine in vivo ili inhibiraju njegovu
indukciju. Tome u prilog govore i nasi nalazi o relativnim koli¢cinama CYP 1A1 u jetri riba

tretiranim istim ekstraktima.
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Mjerenjem absorbancije na 492 nm u uzorcima mikrosomskih frakcija jetre riba koji
su bili izloZeni reakciji sa antitijelima (ELISA) odredili smo koli¢inu CYP 1A1. Najveca
koli¢ina CYP 1A1 izmjerena je u uzorcima riba tretiranih B-NF, Aroklorom 1254 i MC.

U uzorcima riba injektiranih ekstraktima morske vode izmjerene vrijednosti pokazuju da
do indukcije CYP 1A1 proteina ne dolazi ili je ona ¢ak i potisnuta, a to jasno ukazuje da

u ekstraktima postoje zagadivala koja to mogu uciniti.

Kod riba tretiranih modelnim zagadivalima postoji pozitivan linearni odnos izmedu
EROD aktivnosti i koli¢ine CYP 1A1 proteina, Sto znaci da je povecanje EROD aktivnosti

i koli¢ine CYP 1A1 proteina uzrokovano de novo sintezom CYP 1A1 proteina.

Usporedbom dobivenih rezultata EROD aktivnosti 1 kolicine CYP 1A1 pojedinih
uzoraka primjetili smo da je omjer znacajno nizi u uzorku riba tretiranih Aroklorom 1254
iiznosi 2.5, a u ostalim je uzorcima veéi: 2.9 za 3-NF, 3.3 za MC i 2.7 za PB. To se slaze
sa literaturnim podacima u kojima je pokazano da Aroklor 1254 ima inhibitorno djelovanje
na enzimsku aktivnost (Gooch i sur., 1989;

Miranda, 1990D).

Linearan odnos EROD aktivnosti i koli¢ine CYP 1A1 postoji i izmedu uzoraka riba
injektiranih ekstraktima morske vode, ali u ovom slucaju se ne moze procijeniti kolika ¢e
biti EROD aktivnost u uzorku poznate koli¢ine CYP 1A1 proteina i obrnuto. Uzrok tomu
je zasigurno prisustvo nekih inhibitora enzimske aktivnosti u uzorcima, jer su za gotovo iste

koli¢ine CYP 1Al, koje su vece od kontrole, izmjerene razli¢ite EROD aktivnosti.
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Analiza de novo sinteze CYP 1A1 m-RNA nije dala rezultate koji bi bili sukladni sa
rezultatima dobivenim mjerenjem enzimske aktivnosti i kolicine CYP 1A1l. Naime, u
uzorku u kojem smo izmjerili najve¢u enzimsku aktivnost i koli¢inu CYP 1A1 koli¢ina
izmjerene de novo sintetizirane CYP 1A1 m-RNA bila je vrlo niska, a najviSa u uzorku
injektiranom sa ekstraktom morske vode sa lokacije Tvornica duhana. Dobiveni rezultati
potpuno su nelogicni, a razlog tomu moze biti loSe rukovanje uzorcima ili ubrzano snizenje
koli¢ine m-RNA na pocetnu vrijednost po indukciji (Kloepper-Sams i Stegeman, 1989) t;.
njena destrukcija in vivo, pa je 1 primjena ove metode u biomonitoringu, zbog visoke

degradibilnosti uzorka m-RNA, ogranic¢ena (Haasch i sur., 1989).

Primjenom SDS PAGE i1 Western blot tehnike odredili smo da u lubina postoje dva
monomera CYP 1A1 molekulskih masa 54,3 1 52,5 kDa. U riba tretiranih modelnim
zagadivalima tipa MC dolazi do povecanja njihove koli¢ine, s time da je najbolji inducer

CYP 1A1 B-NF. Ti se nalazi slazu s dostupnim literaturnim podacima (Gokseyr, 1985) u
kojima je temeljem imunokemijskih metoda utvrdena slicnost CYP 1A1 bakalara i lubina.
Jetra lubina dakle posjeduje potencijal pretvorbe ksenobiotika 1 indukcije CYP 1A1 koji se
moze koristiti kao biomarker u monitoringu ksenobiotika. To smo pokazali mjerenjem
indukcije EROD aktivnosti ksenobioticima, kao i promjenama u koli¢ini CYP 1 A1 proteina

u riba tretiranih modelnim spojevima.
Mjerenje EROD aktivnosti u mikrosomskim frakcijama jetre kao 1 CYP 1A1 proteina

ELISA tehnikom u lubina pokazuje se kao potencijalno valjan biomarker nazo¢nosti

ksenobiotika u moru, a lubin kao potencijalno dobar indikatorski organizam.
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Dosadasnja iskustva biomonitoringa ksenobiotika pokazuju da je za proucavanje
bioloSkog ucinka zagadivala na P-450 sustav lubina potrebno koristiti ribe sakupljene
direktno sa njihovih prirodnih staniSta gdje ¢e biti izlozene zagadivalima, vode¢i racuna o
sloZzenosti djelovanja smjese zagadivala i razliCitim utjecajima na pojedine jedinke (Collier
1 sur., 1992; Gokseyr 1 Forlin, 1992). Za biomonitoring zagadivala bolje je zagadivala
ekstrahirati 1 primjeniti ih direktno npr. injektiranjem intraperitonealno, ¢ime se svode na
najmanju mogucéu mjeru vanjske prirodne i individualne razlike u izloZenosti zagadivalima.
Najbolje bi bilo izdvojiti iz ekstrakata onu grupu zagadivala koji potencijalno mogu
inducirati sustav P-450 monooksigenaza (npr. PAH-ove ekstrakcijama na XAD kolonama).
Time bi se smanjili na najmanju mogucéu mjeru 1 utjecaji svih onih zagadivala koja mogu
smanjitt EROD aktivnost 1 kolicinu CYP 1A1 proteina Cineci tako rezultate monitoringa

ksenobiotika lazno niskima.
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6.ZAKLJUCCI



I. CYP 1Al proteini mikrosomske frakcije jetre lubina Discentrarchus labrax
inducibilni su inducerima tipa  policiklickih aromatskih ugljikovodika
(metilholantren, B-naftoflavon) te inducerima mijeSanog tipa (Aroklor 1254). Ne

induciraju ga tvari tipa fenobarbitala.

2. Indukciju MC, B-NF i Aroklorom 1254 u jetri lubina prati poveéanje ukupnog
sadrzaja CYP 1A1 te pove¢ana EROD aktivnost.

3. CYP 1A1 proteini mikrosomske frakcije jetre lubina reagiraju s poliklonalnim
antitijelima na P450 1Al jetre bakalara, a SDS poliakrilamid elektroforeza i
Western blot analiza ukazuju na postojanje dva oblika CYP 1A1, u lubina

molekulskih tezina 54.3 1 52.5 kDa.

4. Signifikantno povec¢anje EROD aktivnost u riba tretiranih modelnim zagadivalima
u odnosu na kontrolu ustanovljeno  je u lubina tretiranih sa B-NF, MC,
Aroklorom 1254. Povecana EROD aktivnost u uzorcima tretiranim Aroklorom
1254, koji je poznati inhibitor kataliticke aktivnosti in vitro, nije bila linearno

proporcionalna koli¢ini CYP 1A1.

5. Uriba injektiranih s ekstraktima morske vode sa tri prirodne lokacije nije izmjerena

znacajno vec¢a EROD aktivnost ni povecanje koli¢ine CYP 1A1.
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6. PROD aktivnosti su u svim istrazenim uzorcima znatno nize od EROD aktivnosti.
Premda je u uzorcima tretiranim sa MC, PB 1 Aroklorom 1254 izmjerena povecana
PROD aktivnost u odnosu na kontrolni uzorak ona je vrlo niska $to potvrduje ¢injenicu
da ribe ne mogu inducirati CYP proteine inducerima tipa fenobarbitala, premda su CYP

2B produkti u riba potvrdeni i imunokemijskim metodama.

7. U riba injektiranih s ekstraktima morske vode sa lokacije Mirna takoder je izmjerena
povec¢ana PROD aktivnost u odnosu na kontrolu, medutim to povecanje nije opazeno
u uzorcima riba injektiranih ekstraktima morske vodom sa druge dvije istraZene

lokacije.

8. Koli¢ina CYP 1Al nije znacajno povecana u uzorcima riba injektiranih ekstraktima

morske vode sa istrazivanih prirodnih lokacija.

9. Analiza de novo sinteze CYP 1A1 m-RNA nije prakti¢na za primjenu u biomonitoringu.
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7.SAZETAK



Sveuciliste u Zagrebu
Postdiplomski studij prirodnih znanosti Magistarski rad

(Kemija/Oceanologija)

INDUKCIJA CITOKROMA P-450 1A1 U JETRI LUBINA
Dicentrarchus labrax (L.) KSENOBIOTICIMA

Zeljko Jaksi¢

Institut "Ruder Boskovi¢", Centar za istraZzivanje mora Rovinj,

Rovinj, Republika Hrvatska

Analizirana je koli¢ina citokrom P-450 1Al proteina (CYP 1Al) i njegova specifi¢na
kataliticka aktivnost etoksiresorufin-O-deetilaza (EROD), te novonastala citokrom P-450 1A1 m-
RNA (CYP 1A1 m-RNA) u jetri lubina. Kataliticka aktivnost i de novo sinteza proteina CYP 1A1
ne povecava se znacajno u mikrosomskim frakcijama jetre lubina Dicentrarchus labrax (L.)
tretiranih fenobarbitalom. Lubini tretirani B-naftoflavonom pokazuju 8.2, metilholantrenom 3.9,
a Aroklorom 1254 2.9 puta vecu kataliti¢ku aktivnost od kontrolnog uzorka. U uzorcima tretiranim
B-naftoflavonom izmjerena je 2.9, metilholantrenom 1.3, te Aroklorom 1254 1.2 puta vecakoli¢ina
proteina CYP 1A1 od one izmjerene u kontrolnh riba. Mjerenja kataliticke aktivnosti i de novo
sinteze proteina CYP 1 A1 umikrosomskim frakcijama jetre lubina injektiranih ekstraktima morske
vode sa prirodnih lokacija (otok Figarola, tvornica ribljih konzervi Mirna, Tvornica duhana) ne
pokazuju znacajno povecanje od kontrolnog uzorka. Analiza de novo sinteze CYP 1A1 m-RNA
u jetri lubina nije dala rezultate sukladne s rezultatima dobivenim mjerenjem enzimske aktivnosti
i koli¢ine citokroma P-450 1A1.
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8.SUMMARY



University of Zagreb
Graduate Studies in Science Master of Science Thesis
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10.DODACI



POPIS KRATICA

Ah
AHH
AMPPD
Aro
BSA
B-NF
CYP 1A1
Da
DMSO
EDTA
EROD
MC
OMF (MFO)
PAGE
PAH

PB

PCB
PMSF
PROD
PVP
SDS
SSC
TBS
TCDD
TEMED
Tris-HCI
TTBS

aromatski ugljikovodik
hidroksilaza aromatskih ugljikovodika
adamantil-1,2-dioksetan fosfat
aroklor 1254

albumin iz govedeg seruma
B-naftoflavon

citokrom P-450 1A1

dalton

dimetil sulfoksid
etilendinitrotetraoctenakiselina
etoksiresorufin-O-deetilaza
metilholantren

oksidaze mijeSanih funkcija
poliakrilamid gel elektroforeza
policikli¢ki aromatski ugljikovodici
fenobarbital

poliklorirani bifenili
fenilmetilsulfonil fluorid
pentoksiresorufin-O-deetilaza
polivinilpirolidon

natrij dodecil sulfat

natrij klorid 1 citrat

tris(hidroksimetil)aminometan baza i natrij klorid

2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-oksin
N'N',N',N'tetrametiletildiamid
tris(hidroksimetil)aminometan

Twen-20 1 TBS
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