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1. UVOD

1.1 OneciSéenje mora

More se oneci$¢uje zbog brojnih tvari koje dospijevaju u morski ekosustav. U morski okolis$
dospijevaju razne kemikalije i to prvenstveno donosom iz atmosfere, balastnim voda s brodova,
ispiranjem tankova i gradskim otpadnim vodama. Jedna od glavnih karakteristika antropogenog
oneci$c¢enja je 1 namjerni ali i slucajni unos razlicitih kemikalija poput pesticida i ugljikovodika u
morski okoli§. Prisutnost raznih zagadivala poput policiklickih aromatskih ugljikovodika
predstavlja znatno onecis¢enje mora. Moguce je i oneCiS¢enje metalima koji mogu onecistiti
razne dijelove biosfere (atmosfera, hidrosfera, litosfera) i to ¢ak u podru¢jima koja su i udaljenija
od primarnog ispustanja. Uz to upotreba teskih metala poput zive ima negativan utjecaj na
morski ekosustav. Takoder u more dospijeva i razni otpad poput plastike ali i drugi kemijski
otpad. Razne kemijske tvari akumuliraju se u mnoge morske organizme te tako uzrokuju brojne
promjene u organizmu. Znacajnu grupu onecis¢ivala koji mogu izazvati poguban uéinak za

organizme u moru ¢ine genotoksicne tvari.

1.2 Ucinak genotoksicnih tvari
Genotoksini su tvari koje utjeCu na promjenu strukture i funkcije molekule DNA. Oni na razne

nacine dolaze u more, ispiranjem poljoprivrednih povrsina, prijenosom podzemnim vodama, ali i
normalnim procesima u proizvodnji i transportu naftnih derivata, pranjem tankova te balastnim
vodama s brodova. Genotoksini takoder dospijevaju u more i otpadnim vodama te donosom iz

atmosfere.

Njihov u¢inak na morske organizme moze se pratiti na razli¢itim razinama bioloske organizacije
I to na razini stanice, jedinke, vrste ili zajednice. Prezivljavanje jedinke odnosno cijele zajednice
ovisi 0 molekuli DNA pa je stoga vrlo vazno istraziti genotoksi¢ni ucinak onecis¢ivala na
morske organizme. Ako je naruSena sposobnost primanja informacija u DNA naruseno je
ustrojstvo stanice odnosno organizma, pa je procjena genotoksi¢nog rizika kojem su izloZeni
organizmi u moru neupitna. Ostecenje DNA pokazuje da je doSlo do interakcije izmedu

zagadivala 1 organizma. Brojna su oSte¢enja molekule DNA poput jednolancanih i dvolan¢anih



lomova umrezavanja DNA lanca, umrezavanje DNA i proteina, nastanak alkalno labilnih
mjesta,interkaliranje izmedu pojedinih baza, osteenja baza i sl. Mjerenje oSteCenja DNA daje
informaciju o genotoksicnom riziku kojem su izlozeni organizmi u moru te o prisutnosti

nepoznate smjese genotoksi¢nih zagadivala u morskom ekosustavu.

Za procjenu kvalitete okolisa upotrebljavaju se ucinci genotoksina na razli¢itim razinama
bioloSke organizacije (Slikal.). Ucinci na nizoj razini dogadaju se brzo, a ¢esto i nestaju brzo,
¢im se stresor ukloni iz okolisa. U¢inci na viSim razinama bioloSke organizacije imaju

dugotrajnije posljedice.
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Slika 1: Procjena kvalitete okolisa temeljena na istrazivanjima razli¢itih razina bioloske

organizacije. (Bihari i Batel, 2018).

Sudbina genotoksina u organizmu prikazana je na slici 2.
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Slika 2: Sudbina genotoksina u organizmu. (Bihari i Batel, 2018).

Najprije je organizam izlozen raznim zagadivalima te dolazi do uptake-a. To je kretanje
onecis¢ivala u /na organizam te predstavlja direktni unos (Skrge, povrSina tijela, pluca) te
indirektni unos (usni otvor). Zatim dolazi do transformacije odnosno pretvorbe zagadivala koja
moze ukljuéivati akumulaciju, mikrosomalne ili nemikrosomalne enzime. Krajnji rezultat
sudbine genotoksina u organizmu su oSte¢enja makromolekule DNA koji dokazuju da je doslo

do interakcije izmedu zagadivala i organizma.

Istrazivanja utjecaja genotoksina na morske organizme su zasnovana na pretpostavci da su
oStecenja i popravak DNA u skoljkasima relativno konstantni. Opcéenito oStecenja DNA mogu
biti rezultat ovih procesa: a) ostecenje DNA se dogada brze od popravka, b) popravak nije
prepoznao ostecenja ili c¢) osteceni SU enzimi popravka pa se oStecenja niti ne popravljaju. Dakle

mjerenje oStecenja daje informaciju o genotoksi¢nom riziku kojem su izloZeni organizmi u moru.

Postoje brojne metode koje se bave utvrdivanjem ostecenja DNA. U ovom radu fokusirali smo se
na: alkalno filter eluiranje,brzu mikrometodu, komet test te proto¢nu citofluorimetriju. Metode su

vrlo sofisticirane, brze, jeftine te omogucuju analizu velikog broja uzorka. Sve ¢etiri metode su



upotrebljene za proucavanje oStecenja DNA, u tkivima bioindikatorske vrste, dagnji Mytilus

galloprovincialis

1.3 Dagnja kao bioindikator

Beskraljesnjaci, a posebno dagnja Mytilus galloprovincialis (Lamarck 1819) (Slika 3.) pokazala
se kao dobar indikatorski organizam za pracenje zagadenja morskog ekosustava (Viarengo i sur,
2007). Mediteranska dagnja M. galloprovincialis je sedentarni organizam koji relativno dobro
tolerira promjene u okolisu kao $to su plima, oseka te visoke koli¢ine onecis¢ivala pa se zbog
toga upotrebljava kao bioindikator u brojnim istrazivanjima (Bihari i Batel, 2018). Zbog tih
karakteristika dagnje se prilagodavaju razli¢itim ekoloskim ¢imbenicima (temperatura, prehrana,
koli¢ina kisika) pa su i tolerantni na razne ekoloske promjene (Bayne., 1976). S obzirom da su
sedentarni organizmi, cijeli zivot provedu na istom mjestu, mogu u svim tkivima akumulirati

odredenu koli¢inu zagadivala.

Dagnje imaju veliku rasprostranjenost (kozmopolitska vrsta), brojnost, dostupnost, jednostavnost
uzorkovanja te moguc¢nost akumuliranja teSkih metala 1 organskih spojeva Sto ih ¢ini odli¢nim
organizmom za biomonitoring morskog ekosustava (Bihari i Batel, 2018). Zbog mogucnosti
filtriranja vode dagnja u sebi nakuplja razna zagadivala i toksine odrazavajuéi prisutnost
zagadivala u vodenom stupcu. Takoder dagnja se lako prikuplja i odrZava u laboratorijskim
uvjetima, a izlaganje otopljenim 1 lipofilnim zagadivalima ¢ine ju dobrim organizmom za
testiranje ucinaka toksi¢nih tvari (Viarengo 1 sur., 1997). Zbog odrzavanja morskog ekosustava
kao 1 ljudskog zdravlja pozeljno je koriStenje dagnje kao bioindikatora. Mjerenjem razlicitih
biomarkera u tkivima dagnji sakupljenih na razli¢itim postajama moZe se utvrditi prisutnost

odredenog zagadivala.



Slika 3: Mediteranska dagnja Mytilus galloprovincialis

(izvor: https://www.swims.hku.hk/)



https://www.swims.hku.hk/

2.CILJ

Ciljevi ovog rada su:

1) Usporediti metode za odredivanje oStecenja DNA s naglaskom na prednosti i nedostatke

2) Pokusati utvrditi koja je metoda najbolja za procjenu optereéenja morskog ekosustava



3. RAZRADA TEME

Ako oneciS¢ivalo oSteti molekulu DNA i ako se to oSte¢enje prenese na stanice kéeri, tj. da
oste¢enu DNA nasljeduju buduce generacije stanica nastaje tumor (rak) koji je poguban za cijeli
organizam. Ostecenje DNA spolnih stanica moze se prenijeti na potomstvo pa se ta oStec¢enja
gomilaju u zajednici Sto je od posebnog znacaja za cijelu populaciju. S obzirom da je vazno
pratiti genotoksi¢ni u¢inak tvari u organizmima razvijene Su U tu svrhu i brojne metode zbog
utvrdivanja o$te¢enja molekule DNA. Te su metode najprije primjenjene na kulturama sisavaca i
to najcesce stanicama ovarija kineskog hrcka (CHO stanice) ali i na homogenatima tkiva te na
stanicama miseva, a naposljetku i na kulturama humanih stanica (HelLa stanice). Za istraZivanje
uc¢inka zagadivala na DNA morskih organizama bilo je vazno izabrati pogodan organizam. Kao
modalni organizam cesto se koriste beskraljesnjaci, a od njih posebno dagnje upravo zbog svojih
bioindikatorskih karakteristika. Metode koje su primjenjene na istrazivanje genotoksi¢nog
u¢inkau dagnje su alkalno filter eluiranje, brza mikrometoda, komet test i proto¢na

citofluorimetrija.

3.1 Alkalno filter eluiranje

Alkalno filter eluiranje se temelji na tome da se u alkalnim uvjetima pri viSoj pH vrijednosti lanci

molekule DNA kidaju zbog toga §to pucaju vodikove veze izmedu lanaca.

Sam princip alkalnog filter eluiranja omogucava da brzina kojom dugacki lanci DNA prolaze
kroz membranski filter pod alkalnim denaturiraju¢im uvjetima ovisi o duzini lanca. Kraéi lanci

ujedno prolaze (eluiraju) brze od dugih lanaca.
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Slika 4: Procedura alkalnog filter eluiranja. (Bihari i sur.,1990).

Alkalnim filter eluiranjem (Kohn i Grimek-Ewig, 1976; Kohn, 1991) moze se odrediti koli¢ina
jednolan¢ane DNA (Ss-DNA) ovisno o njihovoj veli¢ini uz upotrebu filtera bez mehanicke
fragmentacije uzorka. Kako se ss -DNA odreduje na osnovi kinetike eluiranja s filtera primjena
ove metode ovisi i 0 izvoru DNA odnosno o njenoj duljini. Metoda omogucava istovremenu
analizu velikog broja uzorka i zahtjeva vise od 10° stanica u uzorku. Ovom metodom se utvrduje
nekoliko oste¢enja molekule DNA: jednolancani lomovi, alkalno — labilna mjesta, unakrsno

vezanje lanaca DNA te unakrsno vezanje DNA i proteina.
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Slika 5: Prikaz oste¢enja DNA

(izvor: helancet.com/journals/lanonc/article/P11S1470-2045(01)00454-5/fulltext?refuid=S1476-
5586%2814%2900015-3&refissn=1476-5586&code=lancet-site)

Alkalno filter eluiranje predstavlja ponovljivu i brzu metodu za potvrdu drugih testova kada
imamo nepoznate kancerogene spojeve u morskom okolisu (Petzold i Swenberg,1978). Takoder
moze identificirati moguce ciljne organizme za otkrivanje genotoksi¢nih agenasa, a ujedno moze
se koristiti 1 za procjenu oSte¢enja DNA u organizmima izloZenim raznim genotoksi¢nim

agensima (Bihari i sur., 1990).

Metoda je vrlo osjetljiva zbog toga $to utvrduje jedno oSteéenje DNA na 107 nukleotida.
Procedura same metode je u tome da sa sporim propustanjem alkalne otopine, pH vrijednost je
veca ili jednaka 12, dolazi do odvajanja lanaca DNA te zatim njihovog eluiranja s filtra, zavisno
o duljini fragmenata. Sto je nia koli¢ina DNA na filteru to je prisutna veéa koli¢ina lomova, a
S§to je veca koli¢ina DNA prisutnost lomova je manja (Vukmirovi¢ i sur., 1994). Mjerenjem

koli¢ine DNA u eluatu i na filtru izraCunava se udio DNA Kkoji izostaje na filtru tijekom



eluiranja. Brzina izlazenja DNA kroz filtar je izraZzena kao postotak DNA koji nakon odredenog

vremena ostaje na filteru (Bihari i sur., 1992).

Alkalnim filter eluiranje odredujemo najces¢e prisutnost jednostrukih lomova u ovisnosti o
duljini i veli¢ini DNA.

Dagnje se koriste kao bioindikatorski organizam za procjenu genotoksi¢nog ucinka, a kao ciljni
organ koriStena je hemolimfa dagnje. Hemolimfa dagnje se moZe upotrijebiti za odredivanje
genetskih oSteCenja uzrokovanih zagadivalima te njihov popravak (Bihari 1 sur., 1990).
Hemolimfa predstavlja oko 50 % mokre mase dagnje, stanice ne koaguliraju u vremenu koje je
potrebno za manipulaciju. Lako se nanosi na filtar izbjegavajuci uzrokovanje dodatnih lomova
tijekom procedure (Bihari i sur., 1991). Nadalje, hemociti predstavljaju stanice koje su sposobne
lako se kretati te u¢i u druga tkiva, a rasporedene su po cijelom tijelu. Takoder mogu progutati
Cestice te ih transportirati do hemolimfe. Medutim s druge strane hemociti smanjuju koli¢inu
hranjivih tvari kao i toksi¢ne Cestice u hemolimfi (Bayne i sur.,1976; Jones 1983). U svrhu
utvrdivanja odgovora dagnji na prisutnost genotoksi¢nih agensa kao model zagadivala koristili
su se benzo(a)piren, i 4- nitrokinolin —1 oksida (4-NQO). Rezultati pokazuju da iako postoji
odnos izmedu doze i razine oSteCenja mehanizmi popravka mogu utjecati na razine ostecenja
DNA hemolimfe dagnje. Sto je niza doza benzo(a)pirena nanesena na dagnje prisutno je manje
oste¢enje DNA koje se postojano i povecava tijekom 48 sati. Nadalje vece doze benzo(a)pirena
induciraju vece oStec¢enje ali 1 brzi popravak (Bihari i Batel, 1998). Metabolizam benzo(a)pirena
u dagnji pored jednostrukih lomova moze dovesti do nastanka slobodnih radikala koji takoder
ostecuju DNA kao i do formiranja adukata (Cerutti i sur., 1983). Nitroaromatski spojevi su Cesti
kontaminati u morskim i slatkovodnim sustavima pa samim time predstavljaju i opasnost za
vodene ekosustave (Washburn i Giulio, 1989). Mytilus sp. ima sposobnost da akumulira 4-NQO

koji se veze kovalentno na molekulu DNA uzrokujuci oste¢enja DNA (Bihari i Batel,1998).

Mjerenje jednolancanih lomova i alkalno labilnih mjesta u DNA morskih organizama daje
informaciju o samoj izloZenosti organizma genotoksi¢nim agensima (Bihari i Fafandel, 2004).
Alkalno filter eluiranje omogucava biomonitoring kvalitete mora te predstavlja pogodnu metodu
za otkrivanje oSte¢enja DNA uzrokovanih nepoznatom smjesom genotoksina prisutnih u moru

kao i raznih promjena koje se dogadaju u skoljkasima (Vukmirovi¢ i sur., 1994). Utvrdivanje

10



jednolanc¢anih lomova i umrezenja DNA te DNA i proteina u dagnji koje obitavaju u podrué¢jima

pod razli¢itim antropogenim utjecajem daje nam informaciju o genotoksi¢nom uéinku.

Za utvrdivanje umrezavanja DNA lanaca te DNA lanca i proteina Koristi se spoj bleomicin koji
unosi poznatu koli¢inu lomova u DNA. Opcenito umreZenje uzrokuje smanjene brzine eluacije te
se tretiranjem DNA na filtru sa bleomicinom unosi poznata koli¢ina dodatnih lomova.
Usporedba brzine eluiranja i bez dodatnog tretiranja bleomicinom kao i s protein kinazom K
omogucila je utvrdivanje umrezavanja DNA lanca te DNA i proteina u skoljkasima (Batel i sur.,
1992).

Tehnika alkalinog filter eluiranja je povoljna za otkrivanje oSteCenja DNA u dagnji u svrhu
monitoringa te utvrdivanju izloZenosti genotoksi¢nim sredstvima. Ova tehnika daje prednost
utvrdivanju razli¢itih tipova oSteenja DNA, daju¢i posebnu informaciju o uzorkovanim
mjestima te genotoksi¢nim ucincima na dagnji. Upravo to omogucava klasifikaciju uzorkovanih

mjesta po genotoksi¢nim ucincima kod onecis¢enih dagnji (Bihari i sur., 2001).

Prednost metode se ogleda u njenoj jednostavnosti izvodenja te osjetljivosti. Nedostatak same
metode predstavlja §to zahtjeva ograniceni broj uzoraka (12 uzoraka tijekom 48 sati analize), a i

trajanje samog procesa je dugotrajno.
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3.2 Brza mikrometoda

U alkalnim uvjetima odnosno pri pH viSem od 12 dolazi do odmotavanja dvostruke zavojnice
DNA. Princip brze mikrometode se osniva na moguénosti fluorokroma da reagiraju preferentno s
dvolancanom DNA (dsDNA) u prisutnosti SSDNA, RNA i proteina pri visokom pH (>12.0)
dozvoljavajuci direktno mjerenje DNA bez denaturacije uzorka i izolacije DNA. Vrijeme i
stupanj denaturacije DNA se prati fluorimetrijski u mikroploama za manje od jednog sata.

Predstavlja vrlo zgodnu tehniku za utvrdivanje integriteta DNA u stanici i tkivu.

100

dsDNA (%)

0 . | . —+ : ;
0 5 10 15 20 - 25

vrijeme denaturacije (min)

Slika 6: Denaturacija DNA prac¢ena brzom mikrometodom. (Batel i sur., 1999)

Ova metoda koristi se za mjerenje jednolanCanih lomova, abazi¢nih mjesta, alkalno labilna
mjesta u alkalnim uvjetima, pa je stoga pogodna za procjenjivanje ucinaka zagadivala u
akvati¢énim organizmima poput Sarana, pastrve, ali i $koljkasa i to posebno dagnje (Bihari i sur.,
2002). Brza mikrometoda mjeri smanjenje integriteta DNA uzrokovanog genotoksi¢nim

agensima. Alkalno labilna mjesta i jednolan¢ani te dvolanc¢ani lomovi smanjuju integritet DNA.
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Ova metoda mijeri brzinu odmotavanja DNA u alkalnim uvjetima s pretpostavkom da su
vodikove veze u molekuli destabilizirane. DNA nizeg integriteta razmota se brze nego viSeg
integriteta. Kako bi razlikovali koji je nizak, a koji je visi integritet dodaje se fluorescentna boja
PicoGreen (Batel i sur., 1999). PicoGreen je fluorokromatska boja koje se postojano i specifi¢no
veze sa ds-DNA te predstavlja pogodan reagens za otkivanje DNA niske cjelovitosti u uzorku
odnosno oste¢ene DNA (Jaksi¢, 2002). Uoceno je da se ova boja veze viskospecifi¢no za ds-
DNA te da je pogodna za primjenu u uvjetima viskog alkaliteta i ionske jakosti (Batel i
sur.,1999). Cimbenici koji mogu utjecati na ovu metodu su gustoéa stanica te alkalni uvjeti (pH,

ionska jakost) koji ovise o tipu stanice ili tkiva (Bihari i sur., 2002).

lako brza metoda omogucuje utvrdivanje brojnih oste¢enja DNA moze propustiti i neke
promjene na molekuli DNA ukljucujuéi procese kao §to su umreZenja, supstitucije nukleotida te

formiranje adukata (Bihari i sur., 2004).

Brza mikrometoda je primjenjena najprije na kulturi stanica ovarija kineskog hrc¢ka te u
homogenatima tkiva i stanicama laboratorijskih miSeva, ali i na kulturama humanih stanica
(HeLa stanice) zbog razvoja modela i metodologije. Medutim osim tih stanica metoda je
prilagodena uvjetima rada s morskim beskraljesnjacima i to posebno stanicama spuzve Suberitus
domuncula te homogenatima skrgi dagnji M. galloprovincialis. KoriStenje ove metode na
morskim beskraljeSnjacima je testirano zbog procjene ucinka genotoksi¢nih zagadivala kod
onecis¢enja mora. Kao modelni spoj za samo utvrdivanje jednostrukih lomova u dagnji koriSteni
su bleomicin, 4-nitrokinolin 1- oksid, benzo(a)piren i tributilin (Batel i sur., 1999). Nizak
integritet DNA odredivan brzom mikrometodom je koriSten kao biomarker u dagnji koje su
uzorkovane na razli¢im kontaminiranim podru¢jima. Dugoro¢na istrazivanja DNA integriteta u
Skrgama dagnje omogucila je definiranje vrucih tocaka tj. mjesta u kojima su prisutne razlicite
vrste genotoksi¢nih agensa (Jaksi¢, 2002). Dakle integritet u morskim organizmima reflektira
razine zagadenja morskog okoliSa genotoksi¢nim sredstvima pa je i zbog toga upotrebljen kao
biomarker (Shugart, 2000).

Brza mikrometoda predstavlja vrlo moc¢an alat za procjenu genotoksi¢nih uc¢inaka na skoljkasima
i to posebno u njihovim Skrgama (Jaksi¢ i Batel, 2003). Ova metoda je brza, jednostavna te nije
skupa, a predstavlja in vivo te in vitro test za procjenu genotoksi¢nih ucinaka (Jaksi¢ i sur.,

2005). Brza mikrometoda je fokusirana na utvrdivanje jednolancanih lomova te predstavlja
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manje osjetljivu, ali viSe pogodniju metodu za utvrdivanje razli¢itih drugih o$tec¢enja u dagnji
baziranu na ¢injenici da razliCita oSte¢enja uzrokuju razli¢itu brzinu denaturiranja i to u alkalnim
uvjetima. Dakle, primjena brze mikrometode na dagnji sluzi za procjenu genotoksi¢nosti
morskog ekosustava. Stoga, upravo brza mikrometoda predstavlja osjetljivu metodu u svrhu
utvrdivanja genotoksi¢nih uc¢inka u razli¢itim tipovima stanica i tkiva iz razli¢itih vrsta. Ona se
preporucuje za mjerenje integriteta u medicinske svrhe, ali i u monitoringu morskog ekosustava
(Jaksi¢, 2002 ). Uz to metoda je koristena i u otkrivanju integriteta DNA u ribi Limanda limanda
u svrhu monitoringa (Schroder i sur., 2000).

Nadalje brza mikrometoda je koriStena U svrhu brzog i jednostavnog utvrdivanja integriteta DNA
i procjene fizioloSkog stresa u morskim organizmima nakon aklimatizacije niskog saliniteta
(Batel i sur., 1999; Jaksi¢ i Batel, 2003). Integritet molekule DNA sluzi kao biomarker
izloZenosti te on ukljucuje izlozenost genotoksinima, ali i brzinu popravka DNA, a ovisi 0
tjelesnom stanju organizma (opéi odgovor na stres) i to posebno dagnji M.galloprovincialis
(Hamer i sur.,2008).

Brza mikrometoda se preporucuje kao metoda u testu osjetljivosti prije zra¢enja odnosno koristi
se kao sredstvo za procjenu u¢inkovitosti popravka DNA u humanim limfocitima nakon in vitro
testiranja (Jaksi¢, 2002). Metoda se koristi u okoliSnom monitoringu odnosno u procjeni
genotoksi¢nih uc¢inaka u organizmima (posebno u SkoljkaSima i1 spuZvama). Medutim metoda ne
zahtjeva uklanjanje tvari koje reagiraju s DNA (Bihari i sur., 2001). Integritet DNA kao
biomarker izloZenosti genotoksi¢nim agensima je specifican za razliCite tipove stresora, a
mehanicki odnos izmedu stresora i ekoloSkih ¢imbenika moZze nam pomo¢i u razumjevanju i

uspostavljanju uzro¢nih odnosa ( Hamer i sur., 2008).

Prednosti brze mikrometode su u tome $to omogucuje analiziranje veteg broja uzorka te je
jednostavna, a sam postupak je relativno kratak, manje od 2 sata (Batel i sur.,1999). Takoder
prednost joj je i brz te jednostavan nacin odredivanja cjelovitosti DNA u manjoj koli¢ini uzorka
te moguc¢nost razlu€ivanja okolisa pod razli¢itim antropogenim pritiskom poput pesticida i
ugljikovodika (Bihari i Fafandel, 2004). Osjetljivost i preciznost ove tehnike je usporediva sa
komet testom ( Bihari i sur., 2002). Velika prednost brze mikrometode u odnosu na komet test je
Sto je ona automatizirana, te je potrebno manje vremena za izvodenje. lako obje metode sluze za

detektiranje oSte¢enja molekule DNA odnosno detektiraju alkalno-labilna mjesta i prolazne
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kratkotrajne lomove lanca nastale tijekom njezina popravka pogodnija je brza mikrometoda zbog
toga $to je ona relativno brza, a i pogodna za odredivanje lomova lanca u suspenzijama stanica,
dok komet test mjeri lomove u pojedinacnoj stanici. Medutim postignuta je ista osjetljivost za
obe metode. Kako je vrijeme neophodno za izvodenje brze mikrometode kratko, njezina uporaba
za odredivanje lomova lanca i integriteta DNA u stanicama se moze preporuciti i za primjenu u
monitoringu genotoksi¢nih zagadivala u okolisu (Bihari i sur., 2002). Takoder prednost joj se

ogleda i u testiranju male koli¢ine uzorka tkiva (oko 25 ug tkiva).

lako ova metoda ima brojne prednosti ima i nedostatak, a to je Sto uvjeti denaturacije molekule

DNA ovise o0 vrsti testiranog organizma (Jaksi¢ i Batel, 2003).
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3.3 Komet test

Komet test temelji se na pokretljivosti oste¢enih djelova DNA u elektricnom polju, pri ¢emu
dolazi do njihovog odvajanja od nukleoida, koji su u agaroznom gelu i pod djelovanjem
elektri¢nog polja pokazuju karakteristi¢nu sliku kometa (Slika 7). Cjelovita molekula DNA te
ostecena DNA se razli¢ito ponasaju u elektricnom polju. Zatim se molekula DNA boji

specifi¢nim bojama, a preparate je potrebno pregledati na fluorescentnom mikroskopu.

"GLAVA~

Slika 7: Prikaz glave i repa kometa. (Linardi¢, 2014)

Predstavlja osjetljivu i brzu tehniku za kvantifikaciju i analizu ostecenja DNA u pojedinacnim
stanicama (Ostling i Johanson 1984: Singh i sur., 1988). Ime je dobio upravo zbog toga Sto ima
karakteristi¢an oblik kometa odnosno slika podsjec¢a na komet gdje su jasno vidljivi glava i rep.
Glava je sacinjena od ukupne DNA dok se u repu nalazi o§te¢ena molekula DNA. Ova metoda se
vecinom Koristi za istrazivanja zivotinjskih stanica, iako postoje primjeri koristenja i biljnih

stanica (Ventura i sur., 2013). Sama analiza komet testa obuhvaca 7 koraka, a to su: priprema
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agaroze, liziranje stanica, izlaganje stanica alkalnim uvjetima (pH >13) elektroforeza pod
alkalnim uvjetima, neutralizacija, bojanje i vizualizacija kometa. Tijekom mikrogel elekroforeze
jezgara, fragmenti DNA ukoliko su prisutni lomovi, migriraju iz jezgre prema anodi. Jezgra s
repom nalikuje kometu i postaje vidljiva nakon fluorescentnog bojanja DNA, a postotak DNA u
repu upucuje na stupanj genotoksi¢nosti, §to je on duzi i oSteCenje DNA je vece. Pri manjim
osStecenjima dolazi do izvlacenja slobodnih krajeva molekule iz nukleoida, dok je kod veceg
broja lomova prisutno putovanje samostalnih fragmenata (Tice i sur., 2000). Nakon elektroforeze
slijedi neutralizacija. S obzirom da se provodi mikroskopska analiza potrebno je uzorke obojati,
u tu se svrhu koriste specifi¢ne boje poput etidijevog bromida. Utvrdivanje oSte¢enja molekule
DNA ovisi 0 mnogim ¢imbenicima kao §to je koncentracija agaroze, pH vrijednost, temperatura i
vrijeme denaturacije te pH vrijednost, ja¢ina i napon struje kao i vrijem trajanja elektroforeze
(Hartman i sur., 2003). Elektroforeza se obavlja najées¢e na 25 V i 300 mA., a vrijeme trajanja

procesa ovisi 0 vrsti upotrebljenih stanica.

Komet test predstavlja vrlo pogodnu metodu koja omogucuje pracenje i predvidanje geneti¢kog
rizika na morske organizme i to osobito prisutnost zagadivala te raznih drugih okoli$nih stresora.
Nadalje pokazala se prikladnom metodom za kvantifikaciju genotoksi¢nog stresa u obalnim

ekosustavima (Vasileva i sur., 2017).

Ostecenja DNA koja se utvrduju ovom tehnikom su jednostruki i dvostruki lomovi lanca DNA,
modifikacije baza (alkilacija), oSte¢enja uzrokovana oksidacijskim stresom te unaksnim

vezivanjem DNA lanca te DNA lanca i proteina (Tice i sur., 2000; Kumaravel i sur., 2009).

Metoda je vrlo pogodna za analizu genotoksi¢nih ucinaka na razli¢ite organizme u obalnom
ekosustavu (Klobucar i sur., 2003; Bolognesi i sur., 2004; Rank i sur., 2005). Komet test je
Siroko koristena metoda u ekotoksikologiji (Cottelle i Ferard, 1999). Stovise, upravo se on
upotrebljava kao alat u procjeni fizikalno kemijskih svojstava morske vode kao i za njezinu

kvalitetu.

Primjena ove metode je u ispitivanju genotoksi¢nosti i biomonitoringu. Takoder ova metoda se
primjenjuje i u mjerenju koliine oSte¢enja DNA kao i ucinkovitosti popravka DNA (Collins,
2004; Speit i Hartman, 2006). Komet test se ve¢ neko vrijeme koristi u istrazivanju stanja okolisa

(Lee i Steinart, 2003). Tkiva koja se najéeSce koriste za analizu komet testa su $krge, hemolimfa
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i probavna zijezda. Nadalje kao idealno tkivo za analizu samog genotoksi¢nog ucinka se koriste
Skrge upravo zbog toga §to one predstavljaju prvu barijeru zaStite organizma od potencijalnih

genotoksi¢nih sredstava.

Komet test omogucuje otkrivanje oSte¢enja u pojedina¢nim stanicama te zahtjeva mali broj
stanica koje moraju biti mitoticki aktivne (Rojas i sur., 1999;Lee i Steinart, 2003). Medutim
mora biti dovoljan broj stanica u suspenziji bez uzorkovanja dodatnih oSte¢enja (Rojas i sur.,
1999). Predstavlja vrlo pogodnu metodu za odredivanje genotoksi¢nosti in vivo te in vitro. Jedna
od bitnih znacajki ovog testa ogleda se U njegovoj svestranosti koja omogucuje primjenu na
razli¢ite tipove stanica. Svestranost i osjetljivost ¢ine ovaj test posebno prikladnom metodom za
ekotoksikoloska istrazivanja kako na kopnenom tako i u vodenom podruc¢ju (Joaquin de

Lapuente i sur., 2015).

Posljednjih godina komet test se osobito primjenjuje u analizi o$tecenja DNA Skoljkasa. Ti se
organizmi ve¢ dugi niz godina smatraju korisnim u biomonitoringu te posebno za istraZivanje
toksi¢nosti. Medu njima Cesto je koristena dagnja, M. galloprovincialis koja se koristi zbog svoje
Siroke distribucije kao i zbog svoje osjetljivosti na onecis¢ivala. Tako su analizirane dagnje u

istrazivanju i provjeri nakon izljevanja nafte (Thomas i sur., 2007; Almeida i sur., 2011).

Vrste roda Mytilus su uspjesno koriStene u biomonitoringu genotoksi¢nog ucinka okolisnog
oneciS¢enja i to u mnogim istrazivanjima (Frenzilli i sur., 2001). No iako se ona koristi ve¢ dugi
niz godina postoje razlike u proceduri izmedu razli¢itih laboratorija §to oteZava primjenu metode
u standarnim sustavima pracenja kvalitete morskog okolisa (Lee i Steinert, 2003). Hemociti
dagnje su direktno izloZeni okoliSnoj kontaminaciji te upravo to igra vaznu ulogu u transportu
endogenih i egzogenih tvari te u imunom sustavu (Mersch i sur., 1996). Takoder hemociti
najéeSc¢e sluze za procjenu genotoksi¢nosti in vivo te in vitro na dagnji pa je upravo komet test
pogodan za takva istrazivanja. Skrge dagnji se takoder uspje$no primjenjuju. No uoceno je da se
lomovi lanca DNA uvelike mogu razlikovati izmedu organa (Lapuente i sur., 2015). Prema
istrazivanju Michel i suradnika (2013) na skoljkasSima izlaganim u kavezima sa onecis¢enim
policiklickim aromatskim ugljikovodicima (PAH) ovaj test moze se uspjesno koristiti za
biomonitoring okoliSnog onecis¢enja. Izlaganje Skoljkasa poznatim genotoksinima u laboratoriju
&esto pokazuje pravilan uéinak ovisan 0 dozi (Banni i sur.,2010;Stambuk i sur.,2008) $to ukazuje

na primjenjivost i osjetljivost ovog testa. Upotreba komet testa u biomonitoringu pruzila je
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rezultate u istrazivanjima starenja, oksidativnog stresa, nepravilne prehrane, utjecaja ozona, kao i
biomonitoringa razli¢itih vrsta u kopnenim i vodenim ekosustavima (Djeli¢ i sur., 2003).
Takoder koristi se u testiranjima genotoksicnosti, za odredivanje potencijalne toksi¢nosti
lijekova, kozmetike i ostalih kemikalija. Istrazivanja se mogu provoditi in vivo (analiza tkiva
razli¢itih laboratorijskih Zivotinja) te in vitro (na kulturama stanica). Njegova primjena je Siroka
u ekotoksikologiji gdje se upotrebljavaju razni organizmi (Skoljkas$i, biljke) kao indikatori

genetickog oStecenja pod utjecajem zagadivala.

Prednosti ove tehnike ogledaju se u tome §to je to osjetljiva metoda, brza te ekonomicna za
otkrivanje oStecenja na molekuli DNA. Takoder ona omogucava otkrivanje oste¢enja DNA u
pojedina¢nim stanicama te ujedno zahtjeva mali broj stanica koje ne moraju biti mitoticki
aktivne (Rojas i sur., 1999). Nadalje ova metoda je korisna za odredivanje i kvantifikaciju
ostecenja DNA, te kvalitetna metoda u genotoksi¢nim istrazivanjima. Nerijetko se ovaj test
koristi za odredivanje popravaka DNA kod morskih beskraljesnjaka (Frenzilli i sur., 2009).
Komet test ima nekoliko prednosti u odnosu na druge uobifajne testove u utvrdivanju
genotoksiénosti. Njegova primjenjenost na prokariotske i eukariotske te njegova upotreba u
gotovo svim tipovima stanica ¢ini ga pouzdanim te omogucava relativno brzo prikupljanje
podataka. Nedostaci se ogledaju u tome S§to je to dugotrajan proces (elektroforeza i
mikroskopiranje), trazi stru¢nu osobu, te uklju¢uje opasne kemikalije poput etidijevog bromida
(Bihari i sur., 2002). Nadalje ovaj test ne moze utvrditi uc¢inke na veée koncentracije usljed

relativno viskog sadrzaja DNA u repu.
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3.4 Protocna citofluorimetrija

Protocna citofluorimetrija je instrumentalna metoda kojom se odreduju promjene u stanicnom
ciklusu uzrokovane ostecenjima DNA. U pravilu normalne diploidne stanice (ne- replicirajuce
G, stanice i stanice u G; fazi stani¢nog ciklusa) u organizmima trebaju imati isti sadrzaj DNA-
2N. DNA replikacija tijekom S faze rezultira povecanjem sadrzaja DNA na 4 N (u S fazi dogada
se replikacija DNA), koji ostaje kao vrijednost tijekom G faze i mitoze (M faza). Nakon mitoze
originalna stanica je replicirana odnosno nastaju 2 stanice kéeri, a svaka sadrzi 2 N. Sam princip
metode temelji se na stehiometrijskom vezanju fluorescentne boje (DAPI) na DNA, a emitirana
fluorescencija je proporcionalna koli¢ini DNA. Na Slici 8. su prikazane analizirane stanice koje
su svrstane u 3 kategorije: stanice u Go ili G1 fazi s nerepliciranom DNA, stanice u G fazi ili

mitozi s vise repliciranom DNA (dvaput u G fazi) te stanice u S fazi sa srednjim iznosom DNA.

HISTOGRAM FLUORESCENCIJE DNA
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Slika 8: Tipican histogram fluorescencije DNA dobiven proto¢nom citofluorimetrijom. (Bihari,

2017)
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Proto¢na citofluorimetrija predstavlja pogodnu metodu za utvrdivanje genotoksi¢nih ucinaka
zagadivala te moze utvrditi prisutnost genotoksi¢ne komponente u nepoznatom ekosustavu
(Bihari, 2017). Tehnika omoguéava analiziranje stani¢nog ciklusa i sadrzaj DNA kao i obradu
velikog broja stanica u kratkom vremenu. Metoda moze brzo otkriti promjene u stani¢nom

ciklusu nastale ostecenjem DNA.

Proto¢na citofluorimetrija je omogucéena razvojem proto¢nog citfluoriometra. Proto¢ni
fluorimetar je uredaj koji se sastoji od 3 medusobno povezana sustava: proto¢nog, optickog i

elektronskog (Batinic i sur.,2006).

Nacelo rada protocnog citofluorimetra temelji se na rasprSivanju svjetlosti te fluorescenciji
obojane ili neobojane stanice prolaskom kroz detektor koji pretvara signal u elektronski signal, a
odgovara specificnom parametru za odredenu stanicu. Sadrzaj DNA se moZe pratiti i pomocu
raznih boja poput etidijevog bromida ili uz pomo¢ onih boja koje se vezu na povrSinu DNA

(Telford i sur., 1992).

Pomocu protoéne citofluorimetrije mozemo analizirati sadrzaj DNA te razne promjene u
stanicnom ciklusu, pa je zbog toga ova metoda koriStena za utvrdivanje genotoksina ili
ksenobiotika u razlicitim tipovima stanica u morskim beskraljeSnjacima 1 kraljeSnjacima. Analiza
proto¢ne citofluorimetrije provedena je za otkrivanje postotka stanica u svakoj fazi stani¢nog

ciklusa u svrhu procjene stani¢nog ciklusa u populacijama.

Dobiveni sadrzaj DNA se analizira pomocu software programa samog proto¢nog citofluorimetra.
Analiza ukljucuje izraCunavanje koeficijenta varijacije (CV). Vise vrijednosti CV od kontrolnih
uzoraka ukazuju na oSteCenja DNA kao Sto su kromosomske aberacije uzrokovane klastogenim
agensima - mutagenima koji uzrokuju lomove u kromosomima. Nadalje vise vrijednosti CV

mogu ukazivati i na aneuploidiju kao i na oSte¢enja DNA uzrokovane zra¢enjem.

S trenutnom zabrinuto$¢u 0 mutagenim spojevima u morskom okoliSu te priznatoséu da su
morske vrste osjetljivije na agense koji uzrokuju oSte¢enja, upravo proto¢na citofluorimetrija
predstavlja jednu od korisnih metoda za procjenu okoliSnog optere¢enja ekosustava. Ono S§to
nam je ve¢ poznato je to da postoje podaci o promjenama u stanicnom ciklusu izazvanih

genotoksi¢nim agensima. Ve¢ ranije je otkriveno da su promjene u stanicnom ciklusu su
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uzrokovane genotoksicnim agensima koji su prisutni u hemocitima dagnji te upravo to moze

uzrokovati zastoj u Gy i Gz fazi §to uzrokuje i duzi popravak (Bihari i sur., 2001).

U posljednjem desetlje¢u analiza protocne citofluorimetrije primjenjena je na akvati¢nim
organizmima gdje su oni bili izlozeni raznim genotoksi¢énim agensima (Mi€i¢ i sur., 2004).
Abnormalnosti u distribuciji stani¢nog sadrzaja DNA te progresija neoplasticnih promjena
otkrivena je u Skoljkasima (Elston i sur., 1990; Moore i sur., 1991;Reno i sur., 1994). Dokazano
je da izlaganje dagnji M. galloprovincialis raznim okoli$nim agensima dovodi do promjena u
stanicnom ciklusu hemocita. Potvrdene su razlike u integritetu DNA izmedu jedinki,
aneuploidija te apoptoza (Bihari i sur., 2003). Takoder je utvrden ucinak 2,4-diklorofenoksi
octene kiseline (herbicid) na stani¢ni ciklus hemocita dagnji (Mi¢i¢ i sur., 2004) kao i

benzo(a)pirena, 4-nitrokinolin-1-oksida te tributilinkositra (Mi¢i¢ i sur., 2002).

Metoda proto¢ne citofluorimetrije dokazana je kao moé¢na tehnika za utvrdivanje promjena u
staniénom ciklusu u hemolimfi dagnje. Ona moze posluziti za otkrivanje ekoloske znacajnosti
kod osteéenja gena u populacijama morskih beskraljeSnjaka (Bihari i sur., 2003). Karakteristike
ove metode ogledaju se u tome §to je brza, precizna te prakticna metoda, s kojom je moguce
analizirati Cak 50 uzoraka dnevno. Omogucava analizu razli¢itih tipova stanica te nije
destruktivna za organizam 1 vrlo prakti¢na zbog toga Sto je za analizu potrebna mala koli¢ina

uzorka.

Predstavlja vrlo pogodnu metodu za analizu velikog broja uzorka tijekom monitoringa. Brzina
detekcije je isto jedna od prednosti te dopusta akviziciju od 10%- 10° stanica i to u 5 min.
Proto¢na citofluorimetrija omogucava brzo otkrivanje promjene u stanicnom ciklusu koje su
rezultirale od ostecenja DNA odnosno omogucuje analizu koja ukljuéuje proliferaciju, kasnjenje

u G1 fazi, zastoj G faze, apoptozu te ploidiju (Bihari, 2017).

No, s obzirom da je za ovu metodu potreban protoc¢ni citofluorimetar, upravo to predstavlja njen

najveci nedotatak zbog skupoce uredaja.
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4. ZAKLJUCCI

U ovom radu su usporedene ¢etiri metode za odredivanje oste¢enja DNA uzrokovanih modelnim
genotoksinima i aktualnim genotoksi¢énim zagadenjem mora. To su alkalno filter eluiranje, brza
mikrometoda, komet test i proto¢na citofluorimetrija. Na osnovu provedene analize moze se

zakljuciti slijedece:

1. Alkalno filter eluiranje omogucava detekciju primarnih oSte¢enja DNA u 12 uzoraka
tijekom 48 sati analize te nije pogodna za biomonitoring.

2. Brza mikrometoda omoguéava analizu cjelovitosti DNA u 96 uzoraka tijekom 2 sata
analize §to je ¢ini vrlo pogodnom za biomonitoring.

3. Komet test omogucava analizu vefeg broja uzoraka ali sama metoda je dugotrajna
(elektroforeza, mikroskopiranje) zamorna i koristi etidijum bromid kao opasnu
kemikaliju.

4. Protocna citofluorimetrija omogucava analizu promjena stani¢nog ciklusa uzrokovanih
ostecenjima DNA velikog broja uzoraka (vise od 50) tijekom radnog dana te je izuzetno
pogodna za biomonitoring. Medutim protoc¢ni citofluorimetar je vrlo skup instrument.

5. Za potrebe biomonitoringa kvalitete mora opterecenog genotoksinima preporuca se kao
jeftinija metoda brza mikrometoda ili sofisticirana protocna citofluorimetrija. Izbor ovisi

o tipu oStecenja DNA koji se Zeli istraziti.
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6.SAZETAK

More se sve vise onec¢iscuje zbog brojnih tvari koje dospijevaju u morski okoli$. Znacajna grupa
onecis¢ivala koji mogu izazvati u¢inak poguban za morske organizme su genotoksi¢ne tvari. To
su tvari koje utjeCu na promjenu strukture i funkcije molekule DNA. Izmjereno oste¢enje DNA
pokazuje da je doslo do interakcije izmedu zagadivala i organizma. Stoga je mjerenje oStecenja
DNA bitno za utvrdivanje genotoksi¢nog rizika. U svrhu odredivanja oStecenja DNA u
bioindikatorskom organizmu, dagnji (Mytilus galloprovincialis) za pracenje zagadenja morskog
ekosustava koriste se ove metode: alkalno filter eluiranje, brza mikrometoda, komet test te
proto¢na citofluorimetrija. Alkalno filtar eluiranje i komet test su dugotrajne i zamorne metode
dok brza mikrometoda omogucava analizu cjelovitosti DNA velikog broja uzoraka u kratkom
periodu ( 96 uzoraka tijekom 2 sata) pa je pogodna i za monitoring. Sve tri metode analiziraju
iste tipove oSte¢enja DNA: jednolancane i dvolancane lomove, umrezavanja DNA lanca te DNA
lanca i proteina, interkaliranje izmedu pojedinih baza, nastanak alkalno labilnih mjesta 1 dr.
Proto¢na citofluorimetrija pogodna je za analizu stani¢nog ciklusa veceg broja uzoraka, ali je
instrument za ovu metodu skup. Stoga, se za potrebe biomonitoringa preporuc¢a brza
mikrometoda kao jefitinija metoda ili skuplja proto¢na citofluorimetrija, a izbor ovisi o

genotosi¢nom ucinku.

Klju¢ne rijeci:ostecenje DNA, dagnja, Mytilus galloprovincialis, alkalno filter eluiranje, brza

mikrometoda, komet test, protocna citofluorimetrija
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[.ABSTRACT

The sea is becoming increasingly polluted by the sum of the many substances that enter the
marine environment. A significant group of substances affecting marine organisms are
genotoxic. These are the substances damaging structure and function of a DNA molecule.
Measured DNA damage indicates that an interaction has occurred between the pollutant and the
organism. Therefore, the measurment of DNA damage is essential to determine genotoxic risk.
For the purpose of determining DNA damage in a bioindicator organism, mussels (Mytilus
galloprovincialis) used to monitor marine ecosystem pollution, the following methods are being
applied: alkaline filter elution, rapid micromethod, comet assay and flow cytofluorimetry.
Alkaline filter elution and comet assay are time-consuming and tedious methods, while the rapid
micromethod enables the analysis of DNA integrity in multiple samples in short time (96
samples over 2 hours) and is therefore suitable for monitoring. All three methods analyze the
same types of DNA damage: single-stranded and double-stranded breaks, cross-linking of DNA
strands and DNA strands and proteins, intercalation between bases, formation of alkaline labile
sites, etc. Flow cytofluorimetry is suitable for cell cycle analysis of larger number of sumples but
the necessary instrument is expensive. Therefore, it is recommended to use fast micromethod for
biomonitoring as a more cost effective method or expensive flow cytofluorimetry, and the choice

depends on the genotoxic effect.

Key words: DNA damage, mussel, Mytilus galloprovincialis, alkaline filter elution, fast

micromethod, comet assay, flow cytofluorimetry
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