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1. UVOD

1.1 Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovincialis)

viv 7

razli€itih izvora. Utjecaj tih oneciScivala vidljiv je na svim razinama bioloSke
organizacije: od molekularne do one Citavog organizma, populacije i zajednice. Za
pracenje ucinaka uzrokovanih ljudskom aktivno$¢u na vodeni okoli§ koristimo
biomonitoring. Taj pristup uklju€uje upotrebu biomarkera i bioindikatorskih vrsta Cije
nam proucavanje daje podatke o bioloSkim promjenama u odredenom vremenu i
prostoru. BeskraljeSnjaci, posebice Skoljkasi, su najées¢e upotrebljavani kao bioloski
indikatori zagadenja. Oni zauzimaju vrlo bitnu poziciju u hranidbenoj mreZzi, njihov
dugi Zivotni vijek, Siroka geografska rasprostranjenost, odgovarajuce dimenzije
(veli¢ine i tezine), jednostavna identifikacija, prikupljanje i lako odrzavanje u

laboratorijskim uvjetima Cini ih idealnim organizmima za pracenje kakvo¢e mora.

Mediteranska dagnja (Mytilus galloprovicialis Lamarck 1819) koristi se kao test
organizam, morski je beskraljesnjak koji pripada porodici Mytilidae, razreda Bivalvia i
koljena Mollusca. U Jadranskom je moru komercijalno najvaznija vrsta, te postoji jos
12 podvrsta. Sedentarni je organizam koji se svojom bisusnom niti pri¢vrséuje za
morsku podlogu koja moze biti prirodna (stijene, kamenja, medusobno vezanje vise

dagniji) ili neprirodna (raznovrsne plutace, konopi, izgradena pristanista). (Slika 1.)



Slika 1. Vanjski izgled mediteranske dagnje (Mytilus galloprovincialis, Lamarck,1819)

(Izvor:http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos %20marinos%20n0%20gasterop
odos/Mytilidae2.htm)

M. galloprovincialis Zivi na tvrdim podlogama koje se nalaze izmedu intertidalne zone
i dubine od 40 metara. Raspon izvornih vrsta nalazi se u Sredozemlju (Barsotti i
Meluzzi, 1968.) i istoénom Atlantiku: od Irske i Ujedinjenog Kraljevstva (Gosling,
1992.) do sjeverne Afrike (Comesana i sur., 1998.). Ova vrsta se nalazi i na pacifi¢koj
obali Sjeverne Amerike (McDonald i Koehn, 1988.), Japanu (Wilkins i sur., 1983.),
Hong Kongu (Lee i Morton, 1985.), Juznoj Africi (Grant i Cherry, 1985), Cile (Hilbish i
sur., 2000; Gérard i sur., 2008) i Australija (Hilbish i sur., 2000; Gérard i sur., 2008).
Sirenje ove vrste u podrugja Atlantika je vjerojatno prirodna pojava, dok u ostale
navedene krajeve je nesumnjivo posljedica ljudskih aktivnosti. Povijesni dovodi
vjerojatno su bili slu€ajni, ali ova vrsta se aktivno uzgaja pa ¢e akvakultura biti i izvor
sekundarnih dovoda vrste (Wonham, 2004) (Slika 2).


http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos%20marinos%20no%20gasteropodos/Mytilidae2.htm
http://www.elrincondelmalacologo.com/Web%20fotos%20marinos%20no%20gasteropodos/Mytilidae2.htm
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Slika 2. Karta rasprostranjenosti vrsta Mytilus: Mytilus edulis (M.edulis), Mytilus
galloprovincialis (M.galloprovincialis), Mytilus trossulus (M.trossulus) i Mytilus

californianus (M.californianus) u svijetu. (Prilagodeno prema Gosling, 1992)

Vanjska grada Skoljke mediteranske dagnje je trokutastog, izduZzenog jajolikog oblika.
LjuSture su jednake te spojene sa ledne strane pomocu elasticnog ligamenta. Za
njihovo otvaranje i zatvaranje zaduzen je miSi¢ zatvarac, odnosno njegovo otpustanje
(otvaranje ljusture) ili kontrakcija (zatvaranje ljusture). Unutradnjost dagnje obavija
plast koji se sastoji od dva nabora: lijevog i desnog. Ovi nabori su medusobno srasli
u podrudju ispod zgloba do regije usta, odakle se slobodno pruzaju dalje pokrivajuci
tijelo svaki sa svoje strane i zatvarajuci na taj nacin plastenu Supljinu. Ispod plasta
nalazi se visceralna masa (koju €ine srce,probavni sustav i gonade) a iznad
visceralne mase nalaze se Skrge. Iza prednjeg miSi¢a zatvaraCa, na spoju lijevog i
desnog para usnih nabora smjesten je usni otvor, omeden s dva para (desnih i
lijevih) usnih palpa, na koje se nastavlja par (lijevih i desnih) reSetkastih Skrga. One
se protezu prema straznjem dijelu tijela do mjesta spajanja unutarnjih povrSina
plastanih nabora. Slobodni rubovi Skrga spojeni su s unutarnjom povrsinom plasta,
dok su obje Skrge u srednjoj liniji medusobno spojene formirajuci na taj nacin



kompletnu pregradu kroz plastenu Supljinu i dijeleci je na vecu inhalantnu i manju
uvlace i izvlae izmedu ljustura (Slika 3.). Unutar stopala nalaze se mnogobrojne
Zlijezde koje izlu€uju sluz koja se u vodi skrutne u €vrsta vlakna zvanih bisusne niti

koje joj sluze za pricvrscivanje za podlogu.

MISIC POKRETAC T
STOPALA LN

SREDMUE CRUEVD
ANUS

> STRAZNYI MISIE

MSICH £

BISUISHIH N ’ (éi ZATVARAL
LV 7

Slika 3. Anatomska grada dagnje. (IvoSevi¢, 2013)

Ishrana dagnje odvija se filtracijom morske vode pomocu Skrga, istim organom
zasluznim i za disanje. Skoljkasi koriste mukocilijarne mehanizme na Skrgama i
parnom organu - usnim naborima za filtraciju i ingestiju suspendiranih tvari koje
ukljucuju fitoplankton, bakterije, detritus, mikrozooplankton i anorganske tvari iz
morske vode (Bayne i Newell, 1983; Giriffiths i Griffiths, 1987;Jergensen, 1991; Jones
i sur., 1990; Gavrilovi¢, 2011).

Intenzitet filtracije (pumpanja) definira se kao volumen vode koja u jedinici vremena
prode kroz Skrge, dok intenzitet procCiS¢avanja (eng. "clearance rate") predstavlja onaj
volumen vode iz kojeg su u potpunosti izdvojene suspendirane Cestice u jedinici
vremena. Na filtracijsku sposobnost Skoljkasa utje€u brojni Cimbenici kao Sto su:

vrsta i veliCina jedinke, koncentracija i sastav partikularne tvari, temperatura, slanost,



koncentracija otopljenog kisika, pH, brzina strujanja vode, godiSnje doba, zemljopisno
podrucje, nacin uzgoja i slicno. Hrana koja je dospjela u usta, ulazi u probavni sustav
koji se sastoji od usta, jednjaka, Zeluca, probavne Zlijezde, crijeva i analnog otvora
(Gosling, 1992). Glavno mjesto unutarstani¢ne probave jest probavna Zlijezda (Slika
4.). Ovaj se organ sastoji od brojnih slijepih tubula koji sa Zelucem komuniciraju
sustavom kanala. Probavni su tubuli sastavljeni od dviju vrsta stanica: probavnih i
bazofilnih. Probavne su stanice najzastupljenije u tubularnom epitelu i odgovorne su
za unutarstani¢nu probavu. Cestice hrane, dospjele u lumen tubula, unose se preko
mikrovila u probavne stanice pinocitozom i skladiste u velikim vezikulama koje se
nazivaju fagozomi. Probava se odvija u vezikulama lizosomalnog sustava koje
sadrze hidroliticCke enzime. Probavljeni sadrzaj koji se nalazi unutar hranidbenih
vakuola u probavnim stanicama tubula izravno se ispusta u okolni hemocel, a potom
ga probavljaju hemociti. U dugackim crijevima joS uvijek se obavlja probava jednog
dijela hrane, resorpcija i konsolidacija probavljene hrane. Neprobavljene i
nereapsorbirane Cestice (feces) se mijeSaju sa sluzi i pri tome se stvara kruti
(peletasti) sadrzaj koji biva izbacen (Gavrilovi¢, Osnovne morfoloSke znacajke

Skoljkasa, interna skripta).
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Slika 4. Probavna Zlijezda dagnje (lvosevi¢ 2013)



1.2 Lipofuscin

Lipofuscin je rezultat oksidacije membranskih lipida i proteina pod utjecajem
slobodnih radikala. Ova se molekula ne razgraduje stani¢nim enzimima i tijekom
vremena se akumulira kao agregat sivo smede pigmentiran u dugovjecnim stanicama
poput miocita i hepatocita. Metali (Ziva, aluminij, Zeljezo, bakar i/ili cink) prisutni su u
granulama lipofuscina, a poznato je da je Zeljezo aktivno uklju¢eno u sintezu
lipofuscina pokretanjem reakcije peroksidacije (Brunk i Terman, 2002a). Lipofuscini
nastaju unutar lizosoma, gdje su prisutni prijelazni metali i oksidirani lipidni peroksidi
u visokim koncentracijama te podvrgnuti Fentonovim reakcijama stvarajuci
hidroksilne radikale, $to naposljetku uzrokuje peroksidaciju lizosomalnog sadrzaja
(Brunk i sur., 1992). Prisutnost velikih koli€¢ina unutarstani¢nog lipofuscina moze biti
znak neobicnog oksidativnog stresa ili neispravne detoksifikacije slobodnih radikala u
zahvacenim stanicama. Lipofuscini su autoflorescentni, njihovo otkrivanje u
stanicama i fiksiranim tkivima fluorescentnom mikroskopijom prilicno je jednostavno
(Cho i Hwang, 2011). Za detekciju lipofuscina postoji nekoliko metoda bojanja lipida:
Sudan Ill'i ulje crvenom bojom, karbolnim fuksinom (daje brzo kiselinsko obojenje),
metil-zelena i reakcija perjodne kiseline-Schiff. Posebice dobro obojenje daje
Schmorlova metoda | sa Zeljezo-fericijanidom (Schmorlova reakcija, Moore 1988).
Pod pobudnim svjetlom valne duljina u rasponu od 360 do 647 nm, lipofuscini se
pojavljuju kao nepravilne granule koje emitiraju zuto-narancastu fluorescenciju
izmedu 500 i 640 nm (Slika 5.) (Eldred i sur., 1982; Eldred i Katz, 1988; Sohal i
Brunk, 1989; Strehler, 1964).



Slika 5. Granule lipofuscina i njegova akumulacija u lizosomima (strelice) probavne

Zlijezde mediteranske dagnje (Mytilus galloprovincialis) (Dimitriadis i sur., 2003)

1.3 Neutralne masti

Neutralne masti su molekule koje Cine tri masne kiseline povezane esterskom vezom
s glicerolom. Triacilgliceroli su to€an kemijski naziv, ali poznatiji su pod nazivom
trigliceridi. Trigliceridi su glavni sastojak zivotinjske prehrane kao i tjelesnih masnih
zaliha. Lipaze ih hidroliziraju u masne kiseline i monogliceride. Glavna mjesta sinteze
endogenih triglicerida su jetra i masno tkivo. U normalnim okolnostima, triglicerid se
izluCuje iz probavne Zlijezde u lipoproteinskim Cesticama vrlo niske gustoce. U
odredenim patoloSkim stanjima trigliceridi se nakupljaju u hepatocitima Sto dovodi do
jetrene steatoze. Masne kiseline se mobiliziraju iz triglicerida iz masnog tkiva
djelovanjem hormonski osjetljive lipaze koja se aktivira glukagonom i adrenalinom
(epinefrin), dok se inzulinom inhibira. Trigliceridi se mogu mijeriti koriStenjem
enzimskih reagensa, uklju€ujuci lipazu, glicerol-kinazu i glicerol-3-fosfat oksidazu
koje su povezane sa sustavom detekcije peroksidaze i kromogena (Evans, 2009).
Metoda koja se najCesSce koristi za detekciju i analizu neutralnih lipida jest bojanje

lizokromom, odnosno bojom topivom u mastima poznatijom pod nazivom Oil red O



(ORO). Akumulacija neutralnih masti u stanici, kao odgovor na organsko zagadivalo,
takoder je prikazano u terenskim istrazivanjima: povecéanje obojenja Oil reda O
(ORO) u stanicama probavne Zlijezde su povezane s povecanjem razine oneciS¢enja
PAH-om i PCB-om (Moore, 1988, Krishnakumar i sur.,1994).

Slika 6. Histokemijski obojene neutralne masti (crveno obojenje) akumulirane u

lizosomima (strelice) probavne Zlijezde mediteranske dagnje (Mytilus
galloprovincialis) (Dimitriadis i sur., 2003)

1.4 Sezonska varijabilnost (biomarkera) lipofuscina | neutralnih masti u dagniji
M.galloprovincialis

Unato€ korisnosti biomarkera, sezonske vremenske varijacije temperature, saliniteta,
klorofila (a), koliCine otopljenog kisika, promjene u pH te ostalih biotskih i abiotskih
¢imbenika koji se odvijaju u moru mogu zakomplicirati kvantifikaciju i interpretaciju

dobivenih podataka.

Proljetni fitoplaktonski cvat uglavnom je karakteriziran dijatomejama (Totti i sur.,
2002) koje povecavaju dostupnost hrane za dagnje.Povecanje dostupnosti hrane

uvjetuje povec¢anom intenzitetu hranjenja skoljkasa, kao posljedica dolazi do



oksidativnih promjena i ve¢e metaboliCke aktivnosti i/ili unos antioksidansa u prehrani
(Regoli i sur., 2002b). Varijacije antioksidanata tijekom ljetnog perioda, kada je
dostupnost hrane mala, moZe prikazati reakcije na prirodni oksidantni u€inak
uzrokovan zbog jaceg suncevog zracenja i viSih temperatura morske vode koji su
putem izravnih i neizravnih mehanizama poznati za modulaciju stvaranja kisika i

metabolizma (Downs i sur., 2002; Regoli i sur., 2004a).

Mijerenja neutralnih masti i lipofuscina u sjevernom Jadranu (Petrovi¢ i sur., 2004)
pokazuju slicne sezonske varijacije s najviSim vrijednostima zabiljezenim u kasno
proljece i tijekom ljetnih mjeseci kao Sto je zabiljezeno i za ostale populacije M.

galloprovincialis (Regoli, 1992 .; Domouhtsidou i Dimitriadis, 2001).

Prijasnja ispitivanja (Petrovic i sur., 2004; Koukouzika i sur., 2009) ovih bioloskih
indikatora ukazuju da je u rano ljeto (krajem svibnja, poCetak lipnja) bilo ograni¢enih
koncentracija lipofuscina i umjerenih koli€ina lipida. U periodu rane zime (krajem
studenog, pocetak prosinca) koncentracije lipofuscina bile su visoke a koncentracije
neutralnih masti ograniCene,medutim, u rano je proljece (krajem ozujka, poCetak
travnja) razina lipofuscina poviSena a neutralnih masti viSa nego zimi. Ova snazna
sezonalnost sugerira da rana zima i proljece nisu primjerena razdoblja za
uzorkovanije i biomonitoring (Koukouzika i sur.,2009). Akumulacija lipofuscina
predstavlja jedan generalni odgovor na zagadenje (Viarengo i sur., 1990; Regoli,
1992), dok je akumulacija neutralnih masti stroZe povezana s organskim i kemijskim
zagadivalima (Moore, 1988 .; Lowe i Clarke, 1989; Cajaraville, 1991; Domouhtsidou i
Dimitriadis, 2001).



Tablica 1. Odgovor lipofuscina (LF) i neutralnih masti (NM) na pojedina zagadivala u

laboratorijskim (Lab) ili terenskim uvjetima (Ter),

AUTOR ORGANIZAM |LOKACIJA|ZAGADIVALO | KONCENTRACIJE| ODGOVOR
Povecana
Zorita i sur. Plava dagnja )
_ 6,23; 6,88; 17,10;| akumulacija
(2006) M.edulis Ter Cu .
52,27 pg Cu sm LF i NM
*3,0£0,7 ppb PAH
* 6,4+ 1,8ppb
PAH 0,8 ppb Cu
* 31,5+ 22,3 ppb
Povecana
_ PAH 5 ppb Cu
Plava dagnja _ akumulacija
Moore (1988) Lab PAHiPCB |*124,5+65,3 ppb
M.edulis LF i NM
PAH i 20 ppb Cu
Krishnakumar | Plava dagnja T PAH, 40-37490 ng g™’ Povecana
er
i sur.(1994) M.edulis PCB, 50-500 ng g™ akumulacija
DDT 9-29 ng g™ LF i NM
Nanocestice:
Mediteranska
Canesi i NCB,
dagnja Povecana
sur.(2010) o Fuleren (Ceo), )
M.galloprovincialis Lab 0,05-0,2—-1-5 mg/L| akumulacija
TiO2i SiO2
LF i NM
Mediteranska PovecCana
Martin-Diaz i
dagnja Karbamazepin akumulacija
sur.(2009) o Lab 0, 01 -10 pg/L .
M.galloprovincialis (CB2) LF i NM
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1.5 Policikli¢ki aromatski ugljikovodici

Policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH) nastaju kao posljedica nepotpunog
izgaranja drva, duhana i drugih izvora goriva sastavljenih od ugljicnih spojeva.
Njihova se struktura sastoji od dva ili viSe kondenziranih aromatskih prstena. Na
temelju rasporeda prstena mozemo ih podijeliti na linearne, angularne i klasterske.
PAH-ovi se sastoje od dva ili viSe prstena benzena koji dijele dva ili viSe atoma
ugljika. Prstenaste strukture medusobno su povezane tako da imaju zajednicke
stranice prstena, stoga se kaze da imaju kondenzirane Sesteroclane prstene (Vancik,
2012). PAH-ovi su zagadivala koji se zadrzavaju u okoliSu zbog svoje kemijske
stabilnosti i inertnosti. Vecina ih je pri sobnoj temperaturi u stanju krutine, tlak para im
je nizak, a temperature talista i vrelista su visoke (Jakovljevié¢ i Zuzul, 2011). Zbog
njihove slabe topljivosti i velike hidrofobnosti brzo se veZu s ostalim organskim i
anorganskim ¢esticama u tlu Sto je razlog njihove vece prisutnosti u tlu (95%) nego u
zraku (0,2%) (Bihari i sur., 2006;Khillare i sur., 2013). Hidrofobnost PAH-ova raste s
porastom broja prstena (Duci¢,2017). Prstenasti spojevi poput PAH-ova takoder
pokazuju i veéu stabilnost od ravnolancastih konjugiranih alkena s istim brojem C—
atoma (Vancik, 2012). Do ljudi PAH-ovi dospijevaju naj¢esée putem hrane, bilo
dugogodisnjim akumuliranjem u vodenim organizmima, kontaminacijom plodnog tla ili
pak prZzenjem, peéenjem ili dimljenjem hrane (Jakovljevié i Zuzul, 2011). PAH-ovi u
okoliSu mogu poticati iz prirodnih izvora, poput Sumskih poZara i erupcija vulkana,
medutim, njihova prisutnost u prirodi uglavnom je posljedica antropogenih aktivnosti
poput elektrana na izgaranje ugljena, brodskih aktivnosti, odlagaliSta otpada, te se

koriste u industriji za proizvodnju plastike (sagorijevanje), pesticida i bojila.

Platforme za ekstrakciju nafte smjestene po morima i oceanima ispustaju PAH-ove u
atmosferu u procesima proizvodnje. Nusprodukti izgaranja oneciScuju i zagaduju
morska staniSta putem oborina i vodotoka ili se taloze iz atmosfere u oceanske

povrSinske vode.
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Slika 7. Molekularna struktura najznacajnijin PAH-ova (Phillips, 1999)

1.6 Benzo(a)piren

Benzo(a)piren (B(a)P) je policiklicki aromatski ugljikovodik (PAH) i rezultat je
nepotpunog izgaranja organske tvari pri temperaturama izmedu 300 i 600 °C,
klasificiran je kao moc¢an kancerogen i/ili mutagen. B(a)P u Skoljkama vec je
dokumentiran kako in vitro (Martinez i Livingstone, 1995) tako i in vivo (Michel i sur.,
1995) i potvrduje proizvodnju B(a)P-diola, kinona i fenola. Njegovi diol epoksid
metaboliti reagiraju i vezu se na DNA, rezultiraju¢i mutacijama i na kraju karcinomom.
B(a)P-ove subletalne koli¢ine obi¢no se nalaze u morskim sustavima, posebice
nakon izlijeva nafte u more. Odredivanje aktivnhosti benzo(a)piren hidroksilaze (BPH)
koristi se kao biomarker izlozenosti PAH-ova u Skoljkama (Narbonne i sur., 1999;
Akcha i sur., 2000; Sole i Livingstone, 2005).

Utjecaj benzo(a)pirena na morske organizme je tema mnogih istrazivanja koja se
bave morskom toksikologijom i ekotoksikologijom (Zahn i sur., 1982; Hawkins i sur.,
1988; Lemaire-Gony i sur., 1995; Camus i sur., 2002; Gopalakrishnan i sur., 2009;
Palanikumar i sur., 2012), kao primjer su reakcije biotransformacije i detoksikacije na
akutno izlaganje BaP-a u jetri orade (Sparus aurata) (Banni i sur., 2008) i brancina

(Dicentrarchus labrax) (Gravato i Guilhermino, 2009). Izmjereni su sljedeci bioloSki
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odgovori: aktivnost etoksiresorufin-O-deetilaze (EROD), aktivhost jetrene glutation-
transferaze (GST) te oSteCenje DNA. Prisutnost BaP-a u stanicama jetre orade i
brancina potakla je nagli porast aktivnosti enzima EROD i GST nakon 48 sati.
Genotoksicna priroda benzo(a)pirena je takoder pokazana nastalim ostecenjima
jetrene DNA koje se povecavaju s vremenskom izloZzeno$¢u organizma. Pri takvim
oStecenjima je moguce i pucanje same zavojnice koja vodi ili do staniCne smrti ili do
transformacije radi mutacije somatskih stanica (Banni i sur., 2017, Gravato i sur.,
2009). Rezultati sugeriraju da pri koncentraciji BaP-a jednakoj ili ve¢oj od 8 pg/L
kapacitet detoksikacije opada, dolazi do nakupljanja jetrenih BaP metabolita koji
uzrokuju peroksidaciju lipida, Sto utje€e na rast i indeks kondicije ribe (Gravato i sur.,
2009).

Analogno je pokazano da BaP ima genotoksi¢ne ucinke na jetrene stanice pacifiCke
kamenice (Crassostrea gigas) , izmjereno oksidativnim oStecenjima DNA, .

pucanjem lanaca molekula DNA (Wessel i sur., 2007).

U slatkovodnoj japanskoj ribi Oryzias latipes i ribi zvanoj gupi iz porodice Zivorotki
(Poecilia reticulata) primjec¢eno je da pri velikim koncentracija BaP-a u morskoj vodi
mogu ugradivat BaP u biosintetske reakcije i metabolizirati njegove kancerogene
intermedijere koji tako potiCu nastanak jetrenih tumora, moguce je da tu sposobnost

posjeduju i neke ostale vrsta riba. (Hawkings i sur., 1988).

U mediteranskoj dagnji (Mytilus galloprovincialis), uz pove¢anu akumulaciju
lipofuscina u lizosomima probavne Zlijezde, pri izlaganju organizma velikim
koncentracijama benzo(a)pirena uoceno je da takoder dolazi do znacajnog osteéenja
DNA u stanicama probavne Zlijezde (Banni i sur., 2017).
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Tablica 2. Usporedba koncentracija PAH-ova i B(a)P-a u sedimentima iz razli€itih

morskih priobalnih podrucja.

u pug kg suhe mase

Koncentracijski opseg ukupnih PAH-ova i individualnog B(a)P izrazeni su

. PAH/ B(a)P/
AUTOR DRZAVA LOKACIJA ; .
Mg kg Mg kg
Duz obalno
Guzella i De podrucje Bari-
ITALIJA 31-527 <1-28
Paolis (1994) Trst
Cardelicchio i Mar
ITALIJA 28-1180
sur.(2007) Piccolo,Taranto 380-12750
Fattore i
sur.(1997) .
Venecijanska 184-201678 N.D.
Frignani i ITALIJA
laguna 315-16474
sur.(2003)
Notar i ITALIJA/
30-600 0,83-53,31
sur.(2001) SLOVENIJA | Tr8Canski zaljev
Bihari i Rovinjsko
HRVATSKA 32-13681 2,06-141
sur.(2006) podrucje
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Jureti¢ (2006) HRVATSKA Rijecki zaljev 53-12532 0,25-41,57
Gogou i .
GRCKA Kreta 15-159 0,54-6,65
sur.(2000)
Obalno
Baumard i
FRANCUSKA podrucje 45-13000 0,049-1607
sur.(1998)
Toulousea
El Nemr i Obalno
EGIPAT 88-6338 0,05-1606
sur.(2007) podrucje Egipta
Obalno
Er-Raioui i
MAROKO podrucje 27-254 N.D.
sur.(2009)
Maroka
Readman i Bosfor,Crno
TURSKA 14-531 N.D.
sur.(2002) more
Wang i Zaljev Laizhou,
KINA 105 £ 23 N.D.
sur.(2007) Bohai more
Basheer i Obalno
SINGAPUR . 15000-94000 510-1820
sur.(2003) podrucje

15




Miles i

SAD Florida 50-1086000 58-3170
Delfino(1999)
Simpson i
KANADA Kitimat 1169-3576574 N.D.
sur.(1998)

16




2. CILJ ISTRAZIVANJA

1) Utvrditi utjecaj benzo(a)pirena na koliCinu lipofuscina u probavnoj Zlijezdi dagnje
M.galloprovincialis

2) Utvrditi utjecaj benzo(a)pirena na koli€inu neutralnih masti u probavnoj Zlijezdi

dagnje M.galloprovincialis

3) Usporediti analizirane parametre u dagnji M.galloprovincialis i usporediti ih s

podacima iz literature
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Izlaganje Skoljkasa

Jedinke dagnje (Mytilus galloprovincialis Lamarck 1819) uzete su iz uzgajalista u
Limskom kanalu poCetkom srpnja 2013. godine(Slika 8.). Jedinke su u spremnicima s
morskom vodom, prenesene u bazene sa stalnim dotokom morske vode na

aklimatizaciju 48h.

Nakon aklimatizacije, jedinke priblizno iste veliCine su prebacene u bazene ispunjene
morskom vodom. Po deset jedinki stavljeno je u kontrolni bazen (bez zagadivala i
nosioca zagadivala), bazen u kojem je dodavano otapalo (nosilac zagadivala,

DMSO) i Sest bazena s razli€itim koncentracijama benzo(a)pirena (0,01, 0,05, 0,1, 1,
10 i 20 ug/L). Dagnje su izlaganje kroz 4 dana. Svaki dan morska se voda s
pripadaju¢om koncentracijom benzo(a)pirena izmjenjivala u isto vrijeme kada je
eksperiment postavljen. Nakon 96h od pocetka eksperimenta, iz Skoljkasa je izolirano
tkivo. Poprecni presjeci probavne Zlijezde naglo su smrznuti u N-heksanu, prethodno
ohladenom u teku¢em dusiku. Tako obradeni uzorci pohranjeni su na -80 °C, do

pripreme histoloskih preparata.

18



14°0°E 14°30°E

Ig y _‘Q‘Eljﬂka
- . { *\.‘_?
/) ....l 't‘ - + { .r"':.\.
\ %, ‘\__ RS “] NI
2 Limski kanal ISTRIA ¢ of g
g VAl S ~ ¢
SR &7 }
i:;'. _v. .. \ [ "\
= 5 | w =
b k) \ N -
3':_ r '.l' E._ ) \ s, f.-i\l
5N b el ! e 450N
i i Ly,
it A 1 VR e,
B A TN
e ol P
vy Pula

g & 10 N 20 B 50w y 1 "
14°0'E el THU30E

Slika 8. Lokacija uzorkovanja dagnje M. galloprovincialis u uzgajaliStu smjeStenom u

Limskom zaljevu.

3.2. Histokemijska priprema tkiva i mjerenje koli€ine lipofuscina

Nakupljanje lipofuscina u lizosomima odredeno je Schmorlovom reakcijom (Moore,
1988). Za pojedini uzorak od pet Zlijezda po postaji pripremljen je krioprerez debljine
10um. Prerezi su naneseni na predmetno stakalce zagrijano na sobnu temperaturu,
a potom fiksirani u stabiliziranom fiksativu (Ca-formol 2% Ca-acetat, 10%
formaldehid) 15 minuta pri temperaturi +4 ‘C. Nakon ispiranja destiliranom vodom
preparati su inkubirani u reakcijskom mediju boje (1% Zeljezo klorid, 1% kalij
fericijanid 3:1) 5 minuta na sobnoj temperaturi. Preparati su ispirani u 1% octenoj
kiselini 1 minutu, a potom u destiliranoj vodi. OsuSeni preparati uklopljeni su u glicerol
Zelatinu (Sigma — Aldrich, USA). Koli¢ina lipofuscina procijenjena je na svjetlosnom
mikroskopu Nikon-SA povezan s CCD kamerom Ikegami ICD-803P. Analiza slika

izvodena je pomocu programa Lucija 4,60.

Koli¢ina lipofuscina mjeri se prema intenzitetu zeleno-plavog obojenja granula
lipofuscina do kojeg je doslo zbog Schmorlove reakcije Zeljeznog klorida i kalijevog
fericijanida.
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3.3. Histokemijska priprema tkiva i mjerenje koli¢ine neutralnih masti

Nakupljanje neutralnih masti u lizosomima odredeno je prema Moore-u (1988). Za
pojedini uzorak pripremljen je krioprerez debljine 10um od pet probavnih Zlijezda po
postaji. Prerezi su naneseni na predmetno stakalce zagrijano na sobnu temperaturu,
a potom fiksirani u stabiliziranom fiksativu (Ca-formol 2% Ca-acetat, 10%
formaldehid) 15 minuta pri temperaturi +4 °C. Nakon ispiranja destiliranom vodom
preparati su inkubirani u 60% - oj otopini trietilfosfata 3 minute, a potom u
reakcijskom mediju boje (1% Oil Red O, 60% trietilfosfat, 1:100) na sobnoj
temperaturi 15 minuta. Preparati su ispirani u 60% - oj otopini trietilfosfata 30
sekundi, a potom u destiliranoj vodi. OsuSeni preparati uklopljeni su u glicerol
Zelatinu. Koli¢ina neutralnih masti procijenjena je na svjetlosnom mikroskopu Nikon-
SA povezan s CCD kamerom Ikegami ICD-803P. Analiza slika izvodena je pomocu

programa Lucija 4,60.

Koli€ina neutralnih masti mjeri se prema intenzitetu crvenog obojenja granula
neutralnih masti do kojeg je doSlo zbog vezanja otopine boje Oil Red na neutralne

masti.

3.3 Obrada podataka

Rezultati su prikazani histogramima aritmeti¢ke sredine (X) i standardne devijacije
(SD) pomocu programa Microsoft Excel 2013 (Slike 9. i 10.). U programu Statistica
9.0. izraCunate su statisticki znacCajne razlike izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka
dagnje izloZenih razli€itim koncentracijama Benzo(a)pirena. Neparametrijski test
Kruskal Wallis koriSten je za utvrdivanje razlike medu uzorcima, a post hoch Mann-

Whitney U testom razlika izmedu dva uzorka.
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4. REZULTATI

Koli¢ina lipofuscina u dagnjama u bazenima s morskom vodom (X=0,03, SD=0,02)
bila je ista (Mann-Whitney U test, p=0,601) kao kod uzorka dagnje koji su bili u
bazenu izlozenim DMSO-u (X=0,03, SD=0,02), te je zbog toga uzeta jedna kontrolna

vrijednost (za kontrolu uzeta vrijednost za DMSO).

Koli¢ina neutralnih masti u dagnjama u bazenima s morskom vodom (X=0,05,
SD=0,02) bila je ista (Mann-Whitney U test, p=0,464) kao kod dagniji koje su bile u
bazenu s nosiocem zagadivala izloZzenim DMSO-u (X=0,04, SD=0,03), te je zbog

toga uzeta jedna kontrolna vrijednost (za kontrolu uzeta vrijednost za DMSO).

4.1. Koli¢ina lipofuscina

Nakon 96 sati izmjereno je zeleno-plavog obojenje svjetlosnim mikroskopom,
odnosno koli€ina lipofuscina. Rezultati u Slici 7. pokazuju postepenu akumulaciju
lipofuscina (<0,05-0,06 optiCke gustoce pri koncentracijama benzo(a)pirena od 0,01 i
0,05 ug /L. Uocen je nagli porast (<0,05-0,15 optiCke gustoce) pri povecanju
koncentracije izmedu 0,05 0,1 ug / L. Nakon toga slijedi stagnacija uz povec¢anje
koncentracije naSeg ispitanog zagadivala s 0,05 do 10 pg/ L. Posljedn;ji porast
lipofuscina dogada se pri koncentraciji BaP-a od 20 ug / L i iznosi 23 opticke gustoce.
Postoje statisticki znac¢ajne razlike (p<0.05) izmedu koli€ine lipofuscina u kontrolnim
dagnjama i dagnjama izloZenih benzo(a)pirenu razliitim koncentracijama BaP-a
(0,05; 0,1; 0,5; 1;10i 20 ug / L). Statisti¢ki znacajne razlike su prikazane u Tablici 3.
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Slika 9. Sadrzaj lipofuscina (izrazen kao optiCka gustoca) izmjerenog u probavnoj

Zlijezdi dagniji izloZzenih benzo(a)pirenu kroz 96 sati.

Tablica 3. Testiranje ucinka benzo(a)pirena na koli€inu lipofuscina.U tablici su

prikazane p vrijednosti testa. Kruskal Wallis test (H=24,96, df=6, p=0,0003), a potom

Mann-Whitney U testom. StatistiCke znacajne promjene u odnosu na kontrolni uzorak

su podebljane.

BaP pg/L 0,01 0,05 0,1 1 10 20
Kontrola | 0,347 0,028 0,009 0,009 0,009 0,009
0,01 0,075 0,028 0,009 0,028 0,009
0,05 0,047 0,009 0,117 0,009
0,1 0,916 0,916 0,075
1 0,075 0,028
10 0,174
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4.2. Koli¢ina neutralnih masti

Vrijednosti neutralnih masti u probavnim Zlijezdama dagnji prikazane su na Slici 10.
Vec uz pocetnu koncentraciju benzo(a)pirena (0-0,01 pg / L) moZe se uociti njihov

nagli porast sa 0,05 na 0,17.

Minimalni porast koli€ine neutralnih masti (+0,1 optiCke gustoce) prikazan je
povecéanjem koncentracije BaP-a s 0,01 na 0,05 pg / L nakon &ega pocinju padati za
0,1 opticke gustoce pri 0,1 ug / L Bap-a i za dodatnih 0,2 opticke gustoce pri
koncentraciji od 1 ug / L BaP-a.

Posljednje zabiljezeni porasti neutralnih masti dogadaju se pri koncentracijama

upotrjebljenog zagadivala od 10 i 20 ug / L i iznose 0,17 opticke gustoce.

Postoje statisticki znac¢ajne razlike (p<0.05) izmedu koli¢ine neutralnih masti u
kontrolnim jedinkama i jedinkama izloZzenih benzo(a)pirenu razli€itim koncentracijama
BaP-a (0,01; 0,05; 0.5,1;10i 20 ug / L). Statisticki znacajne razlike su prikazane u
Tablici 4.
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Slika 10. Prikaz koliCine neutralnih masti (izrazenoj prema optickoj gustoci)

izmjerenih u probavnoj Zlijezdi dagniji izlozenih benzo(a)pirenu nakon 96 sati.
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Tablica 4. Testiranje uc€inka benzo(a)pirena na koli€inu neutralnih masti.U tablici su

prikazane p vrijednosti testa. Kruskal Wallis test (H=24,96, df=6, p=0,0003), a potom

Mann-Whitney U testom. StatistiCke znaCajne promjene u odnosu na kontrolni uzorak

su podebljane.

BaP pg/L 0,01 0,05 0,1 1 10 20
Kontrola | 0,016 0,028 0,117 0,009 0,047 0,009
0,01 0,601 0,028 0,464 0,028 0,464
0,05 0,075 0,601 0,174 0,601
0,1 0,047 0,464 0,009
1 0,009 0,075
10 0,009
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5. RASPRAVA

viv s viv 7

dolaze u mjeSavinama te tako utjeCu na razliCite stupnjeve bioloSke organizacije u
morskim organizmima, od substani¢ne, preko staniCne razine do razine ekosistema
(Kovacic, 2015). Kako bi se osiguralo pravilno pracenje stanja u okoliSu potrebno je
razviti pristup kojim bi se viSe pokazatelja uklju€ilo u skup alata ili indeks sposoban
za otkrivanje i pracenje promjena u odredenom organizmu (Hagger i sur., 2008). U
indekse kojima se prate promjene u morskom okoliSu uklju¢ene su promjene u
lizosomima dagnji koje mogu dati uvid u stanje organizma na razli€itim razinama
organizacije.(Kovaci¢, 2015) U ovom radu istraZen je bioloSki odgovor mediteranske
dagnje (Mytilus galloprovincialis, Lamarck 1819), najpogodnijeg bioindikatora
oneciS¢enja morskog ekosustava i ujedno najvaznije komercijalne vrste u
Jadranskom moru, izloZene razli€itim koncentracijama benzo(a)pirena (BaP) koje
uzrokuju promjene u koli¢ini lipofuscina i neutralnih masti u lizosomima probavne
Zlijezde. Akumulacija neutralnih lipida u lizosomima je odgovor na stres prouzrocen
sa strane BaP-a, vjerojatno povezanog s peroksidacijom lipida koji sudjeluje u tvorbi
pigmenta lipofuscina, te koji predstavlja neprobavljene ostatke oStec¢enih stanica. Isto
tako, dokazano je povecanje koli€ine lipofuscina u dagnjama pod utjecajem
zagadivala na podrudju ltalije gdje je duz obalnog podrucja Bari-Trst izmjerena
koncentracija BaP-a od <1-28 ug kg i ukupna koncentracija PAH-ova od 31-527 ug
kg™! (Guzella i De Paolis, 1994), u Mar Piccolo (Taranto) od 28-1180 ug kg™' BaP-a i
ukupne koncetracije PAH-ova od 380-12750 ug kg™! (Cardelicchio i sur., 2007), u
Venecijanskoj laguni ukupna koncetracija PAH-ova od 184-201678 ug kg-' dok
koncentracija BaP-a nije definirana (Fattore i sur., 1997), te su takoder izmjerene
ukupne koncentracije PAH-ova od 315-16474 ug kg™' dok koncentracije BaP-a nisu
definirane (Frignani i sur., 2003), na podrucju ltalije i Slovenije, u Tr§¢anskom zaljevu
izmjerene su koncentracije BaP od 0,83-53,31 ug kg i ukupne koncetracije PAH-ova
od 30-600 ug kg™ (Notar i sur., 2001).

Na podrucju Hrvatske u Rovinjskom akvatoriju izmjerene su koncentracije BaP od
2,06-141 ug kg'i ukupne koncetracije PAH-ova od 32-13681 ug kg (Bihari i sur.,
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2006) dok su u Rije¢kom zaljevu izmjerene koncentracije BaP od 0,25-41,57 ug kg™’
i ukupne koncetracije PAH-ova od 53-12532 ug kg™' (Jureti¢, 2006).

U Sredozemnom moru u Gr€koj, na podrucju otoka Krete, izmjerene su koncentracije
BaP od 0,54-6,65 ug kg™'i ukupne koncetracije PAH-ova od 15-159 ug kg™' (Gogou i
sur., 2000), u Francuskoj, na obalnom podrucju Toulousea izmjerene su
koncentracije BaP od 0,049-1607 ug kg™'i ukupne koncetracije PAH-ova od 45-
13000 pg kg' (Baumard i sur., 1998), na obalnom podrucju Egipta, izmjerene su
koncentracije BaP od 0,05-1606 ug kg™'i ukupne koncetracije PAH-ova od 88-6338
ug kg' (El Nemr i sur., 2007), na obalnom podrucju Maroka, izmjerene su ukupne
koncetracije PAH-ova od 27-254 ug kg™' dok koncentracije BaP-a nisu definirane (Er-
Raioui i sur., 2009),u Turskoj, na podrucju Bosfora, Crno More, izmjerene su ukupne
koncetracije PAH-ova od 14-531 ug kg™! dok koncentracije BaP-a nisu definirane
(Readman i sur., 2002).

U ostalim lokacijama u svijetu: u Kini, Zaljev Laizhou, Bohai more, izmjerene su
ukupne koncetracije PAH-ova od 105+23 ug kg™' dok koncentracije BaP-a nisu
definirane (Wang i sur., 2007), na obalnom podrucju Singapura, izmjerene su
koncentracije BaP od 510-1820 ug kg™ i ukupne koncetracije PAH-ova od 15000-
94000 ug kg™ (Basheer i sur., 2003), u SAD-u, na podrucju Floride, izmjerene su
koncentracije BaP od 58-3170 pg kg™ i ukupne koncetracije PAH-ova od 50-1086000
ug kg™! (Miles i Delfino, 1999), u Kanadi, na podrucju Kitimata, izmjerene su ukupne
koncetracije PAH-ova od 1169-356574 ug kg™' dok koncentracije BaP-a nisu

definirane (Simpson i sur., 1998).

U ovom radu smo dokazali da se koli¢ina lipofuscina povec¢anja pri koncentraciji BaP-

aod 0,01, 0,05, 0,1, 1,10 i 20 ug L' $to moZemo usporediti sa zagadivalima:

bakar (Cu) koncentracija 6,23;6,88;17,10;52,27 ug suhe mase u plavoj dagnji
(Mytilus edulis) pri terenskom radu (Zorita i sur., 2006), PAH i PCB koncentracija 3,0
+ 0,7 ppb PAH; 6,4 + 1,8 ppb PAH i 0,8 ppb Cu; 31,5 + 22,3 ppb PAH i 5 ppb Cu;
124,5 + 65,3 ppb PAH i 20 ppb Cu u plavoj dagnji (Mytilus edulis) u laboratoriju
(Moore, 1988), PAH, PCB i DDT koncentracija 40-37490 ng g'; 50-500 ng g™'; 9-29
ng g u plavoj dagnji (Mytilus edulis) pri terenskom radu (Krishnakumar i sur., 1994),
nanocestice: NCB, fuleren (Ceo), TiO2i SiO2 koncentracija 0,05 mg/L; 0,2mg/L;

1mg/L;6mg/L u mediteranskoj dagnji (Mytilus galloprovincialis) u laboratoriju (Canesi i
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sur., 2010), karbamazepin (CBZ) koncentracija 0,01 pug/L-10 ug/L u mediteranskoj
dagniji (Mytilus galloprovincialis) u laboratoriju (Martin-Diaz i sur., 2009). Dokazano je
da se koli¢ina lipofuscina povec¢ava u probavnim Zlijezdama mekusaca izlozenih

ksenobioticima (Moore 1988, Marigomez i Angulo 1990).

Postoji jedno opsezno znanje ekotoksikoloskih istraZivanja (Neff, 2003) o nacinu na
koji kancerogeni PAH-ovi, (medu kojima spada i BaP) djeluju na bioloSke sustave. Te
studije pokazuju ucinke oksidativnog stresa (Dizdaroglu i sur., 2002) kao i u€inke na
imunoloski sustav (Holladay i sur., 1998), endokrinu regulaciju (Gozgit i sur., 2004;
Navas & Segner, 2000), te razvoj (Rhodes i sur., 2005). PAH-ovi se metaboliziraju
kroz stani¢ni sustav putem detoksikacije ksenobiotika faze | (oksidacije, redukcije,
hidrolize (bioaktivacija ili inaktivacija)) i faze Il (konjugacije (bioinaktivacije))
(Guengerich, 1987; Morgan i sur., 1998; Williams, 1974), za koje se utvrdi da su
prisutne kod svih kraljeznjaka (ukljuCujudi i ribe) i nekih beskralje$njaka. Kancerogeni
potencijal razli¢itih PAH-ova jest povezan sa sklonoS¢u enzima faze | da stvaraju
reaktivne epokside koji se mogu detoksificirati kroz fazu Il ili se vezu na druge
stani¢ne dijelove, kao $to je DNA (Collier i sur., 1992b). Aktivnost faze | uvelike varira
izmedu razli¢itih skupina morskih beskraljeznjaka (Livingstone, 1998, 2001). Veliki
udio studija koji se bave beskraljeSnjacima koriste plavu skoljku (M.edulis) kao
uzornu test vrstu u istraZivanju. Medutim, Skoljkasi ne posjeduju veliku aktivnost
metabolizacije prema benzo(a)pirenu. Pored Skoljkasa, glavni dio studija o
metabolizmu i u€incima PAH-ova odnosi se na rakove (James & Boyle, 1998.) i, u
novije vrijeme, seriju studija o metabolizmu PAH-ova u polihetima koji zive u
sedimentu (Christensen i sur., 2002 .; Giessing i sur., 2003; Rust i sur., 2004b).
Beskraljeznjaci opc¢enito imaju niZi kapacitet za metabolizam faze | od kraljeznjaka,
ali postoje velike razlike izmedu i unutar taksonomskih skupina,kao Sto su pokazale
nedavne studije s kolutiCavcem Nereis virens (Rewitz i sur., 2004). Morski organizmi
unose PAH-ove izravno iz vode (tjelesne povrsine ili Skrge) ili putem prehrane. Bilo je
nekih prijedloga da je dijeta manje bitna od direktne izlozenosti u vodi (Neff & Burns,
1996.), a da prehrambeni unos ribe uglavnom nije vrlo u€inkovit (Lemaire i sur.,
1992.). U nizu opseznih studija Puget Sounda, WA, ukazana je uzro¢no-posljedi¢na
veza izmedu izlaganja PAH-ova (iz sedimenta) i povecani sadrzaj metabolita Zudi,
inducirani jetreni citokrom P-4501A, poviSena koncentracija DNA adukta u jetri i

povecana prevalencija neoplazije (karcinoma) u jetri test organizama (Collier i sur.,
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1992a , 1995, 1998; Johnson i sur., 1998, 1999; Landahl i sur., 1997; Myers i sur.,
1994, 1998a, 1998b; Stein i sur., 1992).

U ovom radu dokazali smo da BaP kao predstavnik zagadivala skupine PAH-ova,
nakon $to ude u odredeni morski okolis, biva potencijalno opasan za organizme koji
taj ekosustav nastanjuju. Zahvaljujuci test organizmu porodice mekusaca, dagniji
Mytilus galloprovincialis bili smo u mogucnosti prikazati sami odgovor dagnje
izlozene raznim koncentracijama BaPa putem njene probavne Zlijezde sto je
rezultiralo akumulacijom lipofuscina i neutralnih masti u lizosomima. Povec¢ana

koli€ina lipofuscina i neutralnih masti u lizosomima dobar su pokazatelj izlozenosti

organizama PAH-ovima $to ih Cini dobrim biomarkerima u tom podrucju istrazivanja.
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6. ZAKLJUCAK

1. Koli¢ina lipofuscina u probavnoj Zlijezdi mediteranske dagnje (Mytilus
galloprovincialis) poveéava se s povecanjem koncentracije benzo(a)pirena za
koncentracije od 0,01 do 0,5iod 10do 20 pg /L.

2. Koli¢ina neutralnih masti u probavnoj Zlijezdi mediteranske dagnje (Mytilus
galloprovincialis) poveéava se s povecanjem koncentracije benzo(a)pirena od 1 do
20 pg /L, s tim da je primijeCena stagnacija porasta vec pri nizim koncentracijama
zagadivala (0,01; 0,05; 0,1i1 ug/L)
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SAZETAK

Policiklicki aromatski ugljikovodici (PAH-ovi), Ciji je jedan od glavnih predstavnika
benzo(a)piren (BaP) dospijevaju u morski ekosustav i djeluju na organizme koji ga
nastanjuju. U ovom radu ispitan je ucinak B(a)P-a (koncentracije 0,01, 0,05, 0,1, 1,
10 i 20 ug/L) na mediteransku dagnju Mytilus galloprovincialis nakon 4 dana
izlaganja u laboratorijskim uvjetima. Izmjerena je koli¢ina lipofuscina i neutralnih
masti svjetlosnim mikroskopom u krioprerezima probavne Zlijezde dagnje. Koli€ina
lipofuscina u probavnoj Zlijezdi dagnje postepeno raste pri koncentracijama
benzo(a)pirena od 0,01 do 0,1 ug / L B(a)P-a; zatim slijedi stagnacija pri utjecaju od
0,1 do 10 ug / L B(a)P-a, a potom nagli porast koli€ine lipofuscina pri koncentraciji
B(a)P-a od 20 ug / L. Koli€ina neutralnih masti u probavnoj Zlijezdi dagnje se
povecava vec pri koncentraciji B(a)P-a od 0,01 ug / L i ostaje konstantno poveéana
pri ostalim koncentracijama. Koli€ina lipofuscina pokazuje dozni odgovor i veéu
osjetljivost na djelovanje B(a)P-a od koli€ine neutralnih masti u probavnoj Zlijezdi

dagnje.

Kljuéne rijeci: benzo(a)piren (BaP), Mytilus galloprovincialis, neutralne masti,
lipofuscin
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Amount of lipofuscin and neutral lipids in digestive glands of Mytilus

galloprovincialis exposed to benzo(a)pirene

MAURO MATESKOVIC

ABSTRACT

One of the main representatives of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) is
benzo(a)pyrene (BaP), which reaches the marine ecosystem and affecting the
organisms in it. In this study, the effect of B(a)P (0.01, 0.05, 0.1, 1, 10, and 20 pg /L)
on the Mediterranean mussel Mytilus galloprovincialis was investigated after 4 days
of laboratory exposure. Lipofuscin and neutral lipids were histochemistry measured in
cryosections of the mussel digestive gland. Lipofuscin was gradually increased in the
digestive gland of mussel exposed to 0.01 and 0.1 ug /L B(a)P, followed by
stagnation from 0.1 to 10 pg /L B(a)P, and then a suddenly increased in mussels
exposed to 20 pg /L B(a)P. Neutral lipids were increased in digestive gland of
mussels exposed to 0.01 ug /L B(a)P and remains constantly increased in mussels
exposed to higher B(a)P concentrations. Lipofuscin content in the mussel digestive
gland showed a dose response and a higher sensitivity to the effect of B(a)P than the

neutral lipids.
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