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1. UvOD

1.1. Bioidikatorski organizam

Skoljkasi roda Mytilus su medu najée$éim morskim mekuscima koji grade vazan
element u ekologiji obalnih voda i ekonomiji, zbog prehrane ali i kao obrastajni
organizmi. Oni prilagodavaju svoje funkcije promjenama u okoliSu; reagiraju na
razliCita oneciScivala akumulirana iz okolnih voda i sluze kao bioindikatori kvalitete
obalnih voda (Fafandel i sur., 2008). Vrsta Mytilus galloprovincialis, mediteranska
dagnja, je najrasprostranjeniji Skoljkas Jadrana. Distribucija populacija roda Mytilus je
povezana s rasprostranjivanjem tijekom planktonskog li¢inackog stadija (lvoSevic,
2013). Mytilus galloprovincialis je autohtona vrsta Mediterana a putem brodova i
kultivacije proSirila se i na ostale regije svijeta te se smatra visoko invazivnom vrstom
upravo zbog svoje velike brzine Sirenja i mogucénosti kompeticije nad autohtonim
Skoljkasima. Ovi organizmi Zive u kolonijjama na ¢vrstoj kamenoj podlozi
mediolitoralne zone do dubine od 40 metara, iako se najCesSce nalaze i uzgajaju na

dubinama od 1-5 metara.

Mediteranska dagnja pronadena je duz kamenitih obala, u lukama te estuarijima i
osim Mediterana, danas je pronalazimo na isto¢noj obali Atlantskog oceana- od Irske
i Ujedinjenog Kraljevstva do sjeverne Afrike, na obalama Tihog oceana Sjeverne
Amerike, u Japanu, Hong Kongu, Juznoj Africi, Cileu i Australiji gdje je njezina

prisutnost povezana s utjecajem Covjeka (CABI, 2019) (Slika 1).



Slika 1. Kartografski prikaz rasprostranjenosti vrste Mytilus galloprovincialis (preuzeto
S: https://www.inaturalist.org/observations?place id=any&taxon id=81648).

Tijelo SkoljkaSa obavijaju lijeva i desna ljuStura crnomodrikaste boje. Anteriorno rub
ljuSture zavrSava Siljatim i malo savijenim umbom, dok je s posteriorne strane
zaobljena (iako oblik ljuStura varira od regije do regije) (Ronta, 2016). Na zglobnom
dijelu (umbo) tijela, obje su ljusture povezane elasticnim ligamentom koji je pri
misi¢noj kontrakciji maksimalno zategnut, ¢ime je ljustura zatvorena. Opustanjem
misi¢a ligament se olabavi, sto omogucéava otvaranje ljuSture. Stopalo je prstasto i
sadrzi mnogobrojne Zlijezde koje izluCuju sluz. Nakon izlaska iz Zlijezda, sluz se u
vodi skrutne u dugacka i Zilava vlakna, tzv. bisus, pomocu kojih se Skoljka$ uévrsti na

mjestu (Matonickin i sur.,1998).

Ispod ljusture Skoljkasa nalazi se tkivo plasta koje obavija cijelo tijelo dagnje. Sastoji
se od lijevog i desnog nabora koji pokrivajuéi tijelo svaki sa svoje strane zatvaraju
plastanu Supljinu u kojoj su smjeStene viscelarna masa i Skrge. Uz straznji miSic¢
zatvaraC (aduktor) i mjesto na kome zavrSavaju Skrge unutarnje povrSine dva
plastana nabora se spajaju i na taj nacin obrazuju inhalantni (ulazni) i ekshalantni
(izlazni) otvor plastane Supljine. Na zglobnom kraju tijela smjesten je usni otvor s dva
para (desnih i lijevih) usnih palpa, na koji se nastavlja par (lijevih i desnih) reSetkastih
Skrga. Viscelarna masa (Cine ju srce, probavni sustav i gonade) je smjestena iznad
Skrga, izmedu adduktora i zgloba, a obuhvaca: zeludac sa probavnom Zlijezdom,
crijeva, srce i bubrege. lzvodni kanali digestivhog, urinarnog trakta, te gonada

otvaraju se u suprabranhijalnoj tj. ekshalantnoj komori (Slika 2).

Probavni sustav Skoljkasa sastoji se od usta, jednjaka, Zeluca, probavne Zlijezde,
crijeva i analnog otvora (Gosling, 1992). Hrana koja je dospjela u usta prolazi kroz
kratki jednjak i ulazi u Zzeludac koji je povezan s parnim sustavom tubula (probavne
Zlijezde) koji ga okruzuju. Izvodni kanali ovih Zlijezda (lijevi i desni) otvaraju se u
Zeludac, koji je u stvari proireno srednje crijevo. Zeludac se sastoji od prostrane
Zelu&ane vreée i cjevastog nastavka. Supljina ovog cjevastog nastavka podijeljena je
parnim naborima stjenki u dva kata. Donji kat predstavlja prolaz prema crijevima, dok
gornji slijepo zavrSava i bogat je Zljezdanim epitelnim stanicama koje luCe tzv.
kristalni Stapi¢. VeliCina Stapi¢a ovisi o stadiju hranjenja i u razdoblju kada jedinka ne

uzima hranu, pruti¢ postaje veci i prodire sve dublje u Zeludac. Kada njegov vrh dode


https://www.inaturalist.org/observations?place_id=any&taxon_id=81648

do Zelu€anog Stita, pri dolasku hrane u Zeludac on se polagano otapa i oslobada
enzime. Dio nabora ZeluCanog cjevastog nastavka nastavlja se u Zelu€anu vrecicu i
dopire do vrha Zelu€anog izboCenja koji se naziva cekum i predstavlja glavno mjesto
sortiranja hrane. Cekum je vrecasto proSirenje Zeluca s brojnim Zljebovima koje osim
8to usmjerava male Cestice na unutarstaniéno probavljanje u probavne tubule,
usmjerava i nezeljeni sadrzaj prema crijevima. Cijela povrsina Zeludca pokrivena je
cilijarnim traktovima, €ija je glavna uloga sortiranje i daljnji transport hranjivih Cestica.
Vrlo male i djelomi¢no probavljene Cestice hrane prenose se u tubule digestivne

Zlijezde, gdje se u probavnim stanicama vrsi intracelularna digestija masti i proteina.

MiSIC POKRETAC
STOPALA

ZATVARAL

Slika 2. Anatomska grada roda Mytilus (preuzeto s
https://pdfs.semanticscholar.org/6696/4a55bb14b4bc2c74ba026dc00c349638377¢e.p
df, 2017).

Probavna Zlijezda predstavlja glavno mjesto unutarstani¢ne probave. Sastoji se od
brojnih slijepih tubula koji sa Zelucem komuniciraju sustavom kanala (Slika 3). Svaka
skupina tubula povezana je s kratkim sekundarnim kanalima, €ijim spajanjem nastaju
Siri, primarni kanali. Primarni kanali se spajaju u lijevi i desni izvodni kanal, koji se
potom otvaraju u zeludac. 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 koja se odvija u vezikulama lizosomalnog
sustava koje sadrze hidrolitiCke enzime. ZnacCajnu ulogu u unutarstani¢noj probavi
hranjivih tvari u kompletnom probavnom sustavu Skoljkasa imaju hemociti. Hemociti
imaju sposobnost fagocitiranja jednostani¢nih algi i drugih ¢estica hrane, nakon ¢ega,

uz pomocC Vvlastitog enzimskog sustava, dolazi do unutarstaniCne probave
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fagocitiranog materijala (Gavrilovi¢, Osnovne morfoloSke znacajke Skoljkasa, interna
skripta). Opcenito, probava Skoljkasa mozZe se podijeliti u dvije faze, a to su
izvanstani¢na probava u Zelucu i crijevima, te unutarstani¢na probava u probavnoj
Zlijezdi i amebocitima (hemocitima) (Younge, 1926; Mathers, 1973; Bavcevié, 1990;
Langdon i Newell, 1996; Gosling, 2003; Boucaud-Camou i Henry, 2003).

PROBAVNI TUBULI

PROBAVNA STANICA

UNUTARSTANIENE
CESTICE HRANE

ULAZ CESTICA HRANE U SLOBODNE CESTICE

PROBAVNU ZLUIEZRU

PROBAVNA ZLUEZDA

IZLA{(@'ICA HRANE I1Z PROBAVNE ZLIJEZDE

Slika 3. Probavna Zlijezda dagnje Mytilus galloprovincialis (preuzeto iz lvoSevic,
2013).

Skrge $koljkasima sluze za filtriranje hrane i disanje. Skrge su parni organ sastavljen
od niza dugackih filamenata, koji se nakon spustanja okrecu prema gore, tako da
Skrzno vlakno dobije oblik slova W (Slika 4). Obje Skrge (lijeva i desna) su svojim
rubnim dijelovima spojene s plastom, dok su u srednjoj liniji one same medusobno
spojene. Na taj nacin formiraju pregradu kroz plastanu Supljinu, te se tako jedini
prolaz od inhalantne u ekshalantnu komoru vodi kroz prolaze izmedu medusobno
povezanih skrznih filamenata. Prekrivene su velikim brojem cilija (trepetiljka), od kojih
svaka ima odredenu duzinu, smjer udaranja i funkciju. Osim cilija, u prikupljanju i
transportu hrane znatnu ulogu ima i sluz (mukus), koju lu¢e mukuzne stanice svakog
Skrznog vlakanca (Beninger i Dufour, 1996; Beninger i sur. 1997; Dufour i Beninger,
2001). Krajnji rezultat zdruzenog djelovanja cilija je transport za sluz vezanih Cestica
hrane prema bazi Skrga, ili prema njihovim slobodnim rubovima, odakle ce se
transportnim cilijarnim Zljebovima prebaciti do usnih nabora (Jgrgensen, 1990;
Gosling, 2003).



SKRZNI LUK

SKRZNI i
FILAMENT Y%

EKSHALANTNA 7
KOMORA

INHALANTNA
KOMORA

HRANIDBENI 2LIJES

Slika 4. Skrzno vlakno (preuzeto iz Osnovne morfoloske znacajke $koljkasa,

Gavrilovic).

1.2. Deoksiribonukleaze (DNaze)

Lizosomi su organeli unutar stanice koji djeluju kao probavni sustav stanice i sluze u
razgradnji tvari unesenih izvana te u probavi dotrajalih dijelova same stanice. Oni
sadrze oko 50 razli€itih enzima za razgradnju, koji hidroliziraju proteine, DNA, RNA,
polisaharide i lipide (Cooper i Hausman, 2004). U lizosomima se nalaze dva tipa
nukleaza koji pokazuju specificnost prema supstratu, ribonukleaza (RNaza) djeluje
na ribonukleinsku kiselinu a deoksiribonukleaza (DNaza) na deoksiribonukleinsku

kiselinu.

Deoksiribonukleaze (DNaze) su enzimi koji lome DNA molekule i klasificirani su u
razliCite grupe ovisno o njihovim biokemijskim svojstvima (Laskowski, 1967).
Jedinstveno svojstvo DNaza je Cinjenica da one uspjesno hidroliziraju fosfodiestersku
vezu, najstabilniju kemijsku vezu pronadenu u bioloskim molekulama (Baranovskii i
sur., 2004). DNaze, kao degradiraju¢i enzimi, imaju vaznu ulogu u odrzavanju
fizioloSkog sadrzaja DNA u tijelu kao i zastite organizma od utjecaja ksenobiotikana
nukleinske kiseline (Fafandel i sur., 2010). DNaze aktivne pri kiselom pH (optimum
djelovanja u rasponu pH 4,5-5,5) nazivaju se kisele DNaze ili DNaze Il, dok one
aktivne pri neutralnom pH (pH 7) spadaju u obitelj DNaza |. Rana istrazivanja
pokazala su da je funkcija kisele DNaze potrebna tijekom degradacije DNA unutar
fagolizosoma, tijekom infekcije ili tijekom degradacije apoptotickih stanica fagocitnim
stanicama (Evans i Aguilera, 2003). Enzimi obitelji neutralnih DNaza zahtijevaju

neutralan pH i prisutnost bivalentnih metala, Mg?* i Ca®*, za njihovu hidrolitiCku



aktivnost (Fafandel i sur., 2010). DNaze [, djeluju¢i kao probavni enzimi
gastrointestinalnog trakta, pokazuju najvecu aktivhost u probavnim Zlijezdama
(Lacks, 1981). Osim kod sisavaca, danas je njihova prisutnost zabiljeZena i kod ptica
(Nakashima i sur., 1999), gmazova (Takeshita i sur., 2003), vodozemaca (Takeshita i
sur., 2001) i riba (Yasuda i sur., 2004). DNaza Il je kisela endonukleaza koja je
ukljucena u degradaciju egzogene DNA i vazna je za fragmentaciju i degradaciju
DNA tijekom stani¢ne smrti (Cheng i sur., 2006). Enzimi kisele DNaze karakterizirani
su kiselim pH optimumom i nedostatkom traZzenog aktivatora (Baranovskii i sur.,
2004). DNaza Il otkrivena je kasnih 40-tih godina proSlog stolje¢a (Catheside i
Holmes, 1947) te je prvo izolirana iz lizosoma jetre Stakora (Dulaney i Touster, 1972).
Kisela DNaza kao fizioloSki vazan lizosomalni enzim karakteristiCan za probavne
Zlijezde i Skrge istrazuje se u Skoljkasima (Kovaci¢ i sur., 2015). Pri pracenju
sezonske aktivnosti kisele DNaze uoCena je najveca aktivhost u probavnoj Zlijezdi
tijekom ljetnih mjeseci u srpnju, a najmanja u sijecnju, dok je kod Skrga bilo obrnutno,
najve¢a enzimska aktivnost uo¢ena je u sije€nju, a najmanja u srpnju (Kovacic¢ i sur.,
2015). Time se moze utvrditi da je aktivnost kisele DNaze specificna za pojedino
tkivo i ovisi o godiSnjem dobu tj. da fiziologija Skoljkasa moze biti pod utjecajem
sezonskih promjena okoliSnih ¢imbenika i metaboliCke aktivnosti povezane s
reproduktivnim ciklusom, dostupnosti hrane, zalihama i iskoristivosti hrane (Kovacic i
sur., 2015). Visoko je oCuvani enzim, sveprisutan u tkivima te ukljuéen u mnogim
stani¢nim procesima (Fafandel i sur., 2007). Danas su provedena opsezna
istrazivanja enzima obitelji DNaze Il u sisavcima te ima nekoliko izvjesStaja o njihovoj
prisutnosti u beskraljeSnjacima (Rasskazov i sur., 1975; Hedgecock i sur., 1983;
@verbg i Myrnes, 2006; Fafandel i sur., 2008). Zajedni¢ko obiljezje kiselih DNaza
istrazivanih beskraljeSnjaka je da im je aktivnost inhibirana dvovalentnim kationima,
te da razgraduju nativnu DNA, a ne denaturiranu, kao Sto je slucaj kod viSih
organizama (Kovaci¢, 2015). Kod sisavca predstavljaju i kriti€an enzim za njihov
razvoj (Krieser i sur., 2002; Kawane i sur., 2001). Tako naprimjer nedostatak kisele
DNaze tijekom kasnijih stadija razvoja kod miSeva uzrokuje smrtnost (Kawane, 2001,
Krieser, 2002). U jednom radu demonstrirano je da nedostatak DNaze |l sprjeCava
sigurnu eritropoezu u pratnji sa smrti embrija zbog ozbiljnih anemija, i navadeno je da
je DNaza Il neophodna za probavu stani€ne DNA potisnute iz eritroidnih stanica
(Kawane i sur., 2001).



1.3. Utjecaj zagadivala na aktivhost DNaze

Poznato je da prisutnost prirodnih i antropogenih zagadivala utjee na brzinu
razliCitih enzimskih reakcija u morskom okoliSu (Menzorova i Rasskazov, 2009).
Metode analize enzimske aktivnosti ¢ine se kao najprikladnije metode za rjeSavanje
problema oneciS¢enosti slozenog morskog sistema (Menzorova i sur., 2014).
IstraZivanja raznih enzimskih sistema kao kandidata za procjenu oneciScenosti vode

vec€ su neko vrijeme postala od interesa za znanstvenike.

Pri mjerenju enzimske aktivnosti kisele DNaze kod morskih organizama izloZenih
zagadivalima, morski organizmi izrazavaju visoku osjetljivost koja daje opceniti uvid u
zdravlje Skoljkasa a time i informacije o njihovom staniStu. Nedavna istraZivanja
deoksiribonukleaze (DNaze) u Skoljkasima (Menzorova i Raaskazov, 2007; Fafandel
i sur., 2008), puzu (Popov i sur., 2003; Popov i sur., 2008) i morskom jeZincu
(Menzorova i Rasskazov, 2007; Menzorova i Rasskazov, 2009) povezana su sa
odgovorom DNaze na prisutnost morskih zagadivala: teSkih metala, ulja i detergenta
(Kovaci¢ i sur., 2017). Tijekom istrazivanja uzoraka koji su prikupljeni s onecis¢enih
podrucja, u svim uzorcima aktivnost kisele DNaze je bila visa od kontrole (Kovacic i
sur., 2017). U jednom istrazivanju istrazene su promjene u aktivnosti kisele DNaze u
probavnoj Zlijezdi i hemocitama dagnje Mytilus galloprovincialis izloZzene detergentu
kao surfaktantu, benzinu kao mjeSavini policiklickih aromatskih ugljikovodika i bakru
kao teSkom metalu i otkrili da je najviSa enzimska aktivnhost uoCena kod dagniji
izloZenih benzinu te da su dramati¢ne promjene u aktivnosti kisele DNaze uoCene u
probavnoj Zlijezdi izloZzenoj benzinu i bakrovom sulfatu (Fafandel i sur., 2008). Osim
toga dokazano je da su vrijeme izloZzenosti zagadivalom kao i tip zagadivala
specificni za aktivnost kisele DNaze u pojedinom tkivu kao i da se pojedina tkiva
razlikuju u njihovoj metaboli¢koj i molekularnoj organizaciji (Fafandel i sur., 2008).
Tako Ce npr. probavna Zlijezda dagnje pokazati vecu osjetljivost na zagadivala od
Skrga, upravo zbog vece metaboliCke aktivnosti a time i veCeg broja oSte¢enja DNA
(Dondero i sur.,2011; Kovacic i sur., 2017). Oba istrazivana tkiva imaju vodec¢u ulogu
u homeostatskim mehanizmima te reagiraju na uvjete hrane i okoliSa (Kovadi¢ i sur.,
2015). Osim toga, u radu gdje su istrazivali karakterizaciju i sezonsku aktivnost
lizosomalne deoksiribonukleaze 1l iz dagnje Mytilus galloprovincialis (Kovaci¢ i sur.,

2015), otkrivena je prisutnost dviju aktivnin DNaza od 48 i 37 kDa u probavnoj Zlijezdi



te jedna od 48 kDa u Skrgama dagnje. NajveCe povecanje aktivnosti kisele DNaze
zabiljezeno je u probavnoj Zlijezdi koja se smatra kao najaktivniji metabolicki organ
za borbu protiv toksic¢nih spojeva (Dondero i sur., 2011). Takoder, probavne Zlijezde
dagnje su prigodne kao indikator osjetljivosti kvalitete okoliSa zato Sto ne prikazuju
sezonske varijacije uzrokovane okoliSnim Cimbenicima kao Sto su temperatura i
salinitet (Kovaci¢ i sur., 2015). Rezultati istrazivanja provedenih na spuzvi vrste
Tethya aurantium pokazali su da je aktivnost DNA degradirajucih enzima povezana
sa dijelovima spuzve i njihovih funkcija, tako ¢e npr. u korteksu spuzve, dijelu koji
komunicira s okoliSem, biti visoka enzimska aktivhost neutraine DNaze, dok ¢e u
dijelu endosoma, gdje se odvija unutarstaniCna probava, biti izraZenija aktivnost
kisele DNaze (Fafandel i sur. 2010).

1.4. PAU

Policikli¢ki aromatski ugljikovodici (PAU) su skupina organskih spojeva koji sadrze
dva ili viSe kondenziranih aromatskih prstenova. Zajedno sa teSkim metalima,
organskim otapalima, anorganskim solima, industrijskom i gradskom kanalizacijom,
¢ine najvaznija antropogena zagadivala u vodenom okoliSu (Valavanidis i sur., 2008).
Upravo zbog svoje antropogenosti ukljuCeni su u prioritetnu listu zagadivala
Europske unije i Agencije za zastitu okolisa (Environmental Protection Agency, EPA)
Sjedinjenih  Ameri¢kih Drzava, s obzirom na njihova mutagena i kancerogena
svojstva. (Chimezie i sur., 2005; Zhang i sur., 2004). Benzo(a)piren je jedan od

najpoznatijih i najvise prougavanih PAU (Jakovljevié i Zuzul, 2011).

Vecéina PAU je na sobnoj temperaturi u krutom stanju, imaju niski tlak para i visoke
temperature taliSta i vreliSta. lzrazito su hidrofobni i hidrofobnost se povecava s
porastom broja prstenova u molekuli dok se hlapljivost i topljivost u vodi smanjuju.
Osim toga spojevi koji su bolje topljivi u vodi imaju i veéu perzistenciju u moru,
bioloski su dostupniji, sto omogucuje lakSu apsorpciju takvih spojeva kroz membrane
Skrga ili gutanjem hrane (Sinaei i Mashinchian, 2014). Sli¢no tome, otkriveno je da
Sto je niza molekulska masa spoja, to je on abundantniji u morskim organizmima
(Baumard, 1998). Visa molekulska masa PAU oznaCava vecéu rezistenciju na
biodegradaciju mikrobima a time i zadrzavanje u sedimentu (Dahle i sur., 2003;
Geffard i sur. 2004). Skoljkasi nastoje akumulirati PAU nize molekulske mase

(Storelli i Marcotrigiano 2001; Piccardo i sur., 2001). Akumulacija zagadivala u tkiva
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dagnje takoder ovisi i o vrsti podloge na kojoj se nalaze. Skoljkasi izloZeni
pjeskovitom sedimentu akumuliraju manje koliine zagadivala zbog veliCine Cestice
pijeska i niskog sadrzaja organskog ugljika u sedimentu Sto smanjuje vezanje
hidrofobnih zagadivala na Cestice sedimenta te Cini otopljenu frakciju ugljikovodika
glavnim izvorom PAU dok je kod muljevitih sedimenta veliCina Cestice manja i
postotak apsorpcije takvih Cestica puno veci (Baumard i sur., 1999). Na sadrzaj PAU
u Skoljkasima ovise i godiSnja doba te je on puno veéi u oZujku u odnosu na listopad i
kolovoz Sto je povezano sa razlikama u brzini filtracije i razinama PAU u vodenom

stupcu (Baumard i sur., 1999).

Porijeklo PAU je vezano uz ljudske aktivnosti kao npr. tijekom industrijskih procesa,
ispusni plinovi motornih vozila, spaljivanje otpada u nekontroliranim uvjetima, ku¢na
lozista i drugo te su urbana podrucja najizloZenija njihovom djelovanju. Osim putem
Covjeka, PAU u okoli§ mogu dospjeti i prirodnim putem kao $to su pozari i vulkanske
erupcije i na kraju putem kiSa dospijevaju u rijeke i mora gdje se godinama
akumuliraju u sedimentu i organizmima te putem hranidbenog lanca prenose sve do
Covjeka. Kod Covjeka u nekim slu€ajevima mogu dovesti do problema sa zdravljem
i/ili genska ostec¢enja (Samanta i sur., 2002). PAU se u morskom okoliSu nastoje
apsorbirati na suspendirane Cestice i sedimente i postati biodostupni ribama i drugim
morskim organizmima putem prehrambenog lanca (Valavanidis i sur., 2008). Razina
PAU u sedimentu varira, ovisi 0 udaljenosti mjesta od podru¢ja pod ljudskom
aktivnosti i o biodegradaciji tih tvari, proces koji se oslanja na abiotiCke i bioticke
faktore koji ovise o karakteristikama mjesta (Bihari i sur., 2007). Koncentracije PAU u
bioti ovise o blizini izvora zagadenja, njihovoj biodostupnosti, i mogucnosti vrste da
biotransformira PAU, i u SkoljkaSima se kretala od 33 do 150ng/g mokre mase
(Kilikidis i sur., 1994; Guinan i sur., 2001). Tako je u jednom istrazivanju utjecaja
benzina kao mjeSavine policiklickih aromatskih ugljikovodika na tkiva dagnje Mytilus
galloprovincialis  izazvala usporen odgovor enzima zbog metabolickih
biotransformacija lipofilnih sastojka (Fafandeli sur., 2008). Filtratorski organizmi mogu
apsorbirati ksenobiotike na dva nacina: direktno- apsorpcijom spojeva prisutnih u
vodi putem S8krga i indirektno- apsorpcijom ksenobiotika apsorbiranin na maloj
Cesti¢noj frakciji putem probavnog sustava (Baumard i sur., 1999). Unutar morskih
organizama PAU podlijezu biotransformacijama i koncentrirani su u nekoliko tkiva sa

vremenom poluraspada od 6 do 9 dana. (Varanasi i sur.,1989). Prisutnost PAU u



tkivu dagnje moze utjecati na fiziolosko stanje dagnje (Thomas i sur., 1999). Stovise,
PAU mogu potaknuti oksidativni stres i oksidativha oStecenja DNA preko metabolicke

aktivacije i stvaranjem reaktivnog kisikovog spoja (ROS) (Ohnishi i Kawanishi, 2002).

1.5. Benzo(a)piren

Benzo(a)piren (BaP) spada u skupinu policiklickih aromatskih ugljikovodika (PAU) i
sastoji se od pet povezanih prstenova i strukturnog zaljeva (bay region) (EPA, 2017).
Postojanje strukturnog zaljeva (bay region) u molekulama PAU s viSe od Cetiri
prstena osobito je vazno za njihove mutagene, odnosno potencijalno kancerogene

osobine (Jureti¢ i sur., 1989).

Slika 5. Strukturna formula benzo(a)pirena, CzHz2 (preuzeto iz Jakovljevié, Zuzul,
2011)

Benzo(a)piren je Siroko rasprostranjeno zagadivalo okoliSa, primarno nastao kao
rezultat nepotpunog izgaranja (Bostrom i sur., 2002), sa poznatim toksi¢nim u€inkom
na Skoljkase roda Mytilus (Maria i sur., 2013). Relativno je netopljiv u vodi i ima nisku
hlapljivost (EPA, 2017). Ispitivanje metabolizma PAU, u prvom redu BaP-a vrsi se u
kulturi stanica eksperimentalnih Zivotinja (Stakori, miSevi), no Cesto se koriste i ribe
Ciji metabolizam moze biti sli¢an (Abokas i Pelkonen, 1984; Proti¢- Sablji¢ i Kurelec,
1983) ali i razli¢it od onog u sisavaca (Hofe i Puffer, 1986). Kako je za metabolizam
PAU nuzna indukcija oksidaze mijeSanih funkcija, odnosno benzo(a)piren
monooksigenaza za metabolizam BaP-a, aktivhost ovog enzima moze posluziti kao
indikator izlozenosti genotoksi¢nim tvarima (Rijavec i sur., 1981; Kurelec i sur., 1984,
Griffin i sur., 1986). Subletalne doze BaP-a su ve¢ pronadene u morskom okolisu,
posebice nakon slu€ajnih izljeva nafte (Volodkovich i Belyaeva, 1992). Apsorbira se
putem oralnog, inhalantnog ili dermalnog puta. Metabolizam BaP-a javlja se u

gotovo svim tkivima, sa visokom metabolickom aktivnosti u jetri i znacajnim
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metabolizmom u ulaznim tkivima (pluca, koza, gastrointenstinalni trakt) 1 u
reproduktivnim tkivima (EPA, 2017). Raznovrsni biokemijski odgovori su vec bili
istaknuti u Skoljkasima roda Mytilus kao promjene u enzimskoj aktivnosti povezane s
biotransformacijskim procesima (metaboli¢koj aktivnosti), oksidativni stres i ostecenja
(lipidna peroksidacija), kao i genotoksic¢nost (Akcha i sur., 2000; Maria i Bebianno,
2011; Banni i sur., 2010). U morskim organizmima BaP inducira ksenobioticki
metabolizam u ribama i morskim polihetima (Banni i sur.,2009a; Telli-Karakog i sur.,
2002) uzrokuje razvojne nepravilnosti i genotoksicne efekte u embrijima kamenica,
anelida i zebrica (Jha i sur., 1996; Wessel i sur., 2007; Sogbanmu i sur., 2016).
Metabolizam B(a)P-a je vec¢ bio istrazen in vitro (Martinez i Livingstone, 1995) i in
vivo (Michel i sur., 1995) sugerirajuci na produkciju BaP- diola, kinona i fenola (Banni
i sur., 2010). Detoksifikacijski enzimi faze 1 kod Skoljkasa prikazuju aktivaciju BaP-a
na proizvode koji se kovalentno vezu za makromolekule stanice (Michel i sur., 1995).
Posljednjih godina pozornost je usmjerena na indukciju citokroma P450- ovisne
monooksigenaze (faza 1) kao osjetlivog biomarkera kod Skoljkasa izlozenih
organskim zagadivalima u morskom okolisu (Stegeman i Hahn, 1994.; Snyder,
2000). Aktivacija izoenzima citokroma P450 (CYP450) mozZe se mijeriti odredivanjem
aktivnosti BaP hidroksilaze (BPH) koji se Cesto koristi kao biomarker izloZzenosti
Skoljkasa PAU (Narbonne i sur., 1999; Akcha i sur., 2000; Sole i Livingstone, 2005).
U radu u kojem su istrazivali utjecaj BaP-a na probavnu Zlijezdu i Skrge Skoljkasa
nakon 24h izlaganja BaP-u primijetili su znac€ajnu razliku u aktivnosti BPH-a u
usporedbi s kontrolom, koja je pokazala rastuci trend u probavnoj Zlijezdi. To govori 0
povecéanju biotransformacijskih procesa faze 1 a time i povecCanje produkcije
metabolita faze 1. Maksimalna aktivnost postignuta je nakon 72h izlaganja S$to
potvrduje da Skoljkasi mogu bioakumulirati PAU (Banni i sur., 2010). Osim toga, u
jednom od radova gdje su proucavali posljedice BaP-a na oste¢enja DNA uodili su da
su ostecenja bila ve¢a u probavnoj zlijezdi nego u Skrgama (Banni i sur., 2017) zbog
viSih koncentracija enzima monooksigenaze potrebnih za transformaciju BaP u
njegove reaktivne ¢lanove (Jerina i sur., 1991) iako je biakumulacija BaP-a bila viSa u

Skrgama (Banni i sur., 2017).

Poznato je da izlaganje zagadivalima, kao Sto su organski ksenobiotici, utjeCu na
biokemijske i fizioloSke procese u morskim organizmima (Banni i sur., 2010). U

Skoljkasima, veliki broj istrazivanja opisao je prisutnost i BaP indukciju
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metaboliziraju¢ih enzima u probavnoj Zlijezdi (Narbonne i sur., 1999; Akcha i sur.,
2000; Sole i Livingstone, 2005). Nije pronadena nijedna preporuka za KkoriStenje

proCis¢enog BaP-a za komercijalnu upotrebu osim u istraZivacke svrhe (EPA 2017).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

1) Utvrditi utjecaj benzo(a)pirena na aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi
dagnje Mytilus galloprovincialis

2) Utvrditi utjecaj benzo(a)pirena na aktivhost kisele DNaze u Skrgama dagnje
Mytilus galloprovincialis

3) Usporediti aktivnosti kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi i Skrgama po izlaganju

benzo(a)pirenu
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Izlaganje SkoljkasSa

Dagnje (Mytilus galloprovincialis Lamarck 1819) uzorkovane su iz uzgajaliSta u
Limskom kanalu pocCetkom srpnja 2013. godine. Jedinke su u spremnicima s
morskom vodom, prenesene u bazene sa stalnim dotokom morske vode na

aklimatizaciju 48h.

Nakon aklimatizacije, jedinke priblizno iste veli€ine su prebaene u bazene ispunjene
morskom vodom. Po deset jedinki stavljeno je u kontrolni bazen (bez zagadivala i
nosioca zagadivala), bazen u kojem je dodavano otapalo (nosioc zagadivala, DMSO)
i Sest bazena s razli¢itim koncentracijama benzo(a)pirena (0,01, 0,05, 0,1, 1, 10 20
pg/l). Dagnje su izlagane kroz 4 dana. Morska se voda s pripadajucom
koncentracijom benzo(a)pirena izmjenjivala svaka 24 h. Nakon 96h od pocetka

eksperimenta, iz Skoljkasa je izolirano tkivo.

3.2. Izolacija i priprema tkiva

Tkivo probavne Zlijezde i Skrga isjeCeno je Skaricama. Polovica probavne Zlijezde i
jedan par Skrga smrznuti su u tekuéem dusiku te homogenizirani u hladnom
lizirajucem puferu (10mM TRIS, 20mM EDTA, 0,5% Triton-X, 2 mM PMSF, pH 8,0; 4
°C) ru¢nim homogenizatorom u omjeru 1:3. Uzorci su centrifugirani na brzini 10 000
g, pri temperaturi 4 °C u vremenu od 30 minuta. Nakon centrifugiranja proteinski
homogenat izdvojen kao supernatant je prebacen u tubicu i alikvotiran. Alikvoti su
smrznuti u tekuéem dusSiku i pohranjeni na -80 °C za daljnje analize. Proteini u

homogenatu odredivani su metodom po Lowry-ju (1951).

3.3. Fluorimetrijsko odredivanje aktivnosti kisele DNaze

Za mjerenje aktivnosti enzima kisele DNaze u homogenatu tkiva dagnje koristena je
fluorimetrijska metoda. Aktivhost DNaza u tkivima odredena je u mikrotitarskim
plo¢ama koristenjem fluorescentne boje PicoGreen® prema standardnom protokolu
za fluorimetrijsko odredivanje aktivnosti DNaza (Fafandel i sur., 2008). U pojedinu

jazicu mikrotitarske ploCice dodano je 10 pl homogenata tkiva (0,5 pg/ul) i 80 ul
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50mM natrij acetatnog pufera. Enzimatska reakcija zapocela je dodavanjem 10 pl
otopine dvolan¢ane DNA (Sigma-Aldrich, USA) (0,02 pg/ul). Nakon inkubacije od 15
minuta pri 27 °C, u jazice je dodano 100 pl PicoGreen® boje, otopljene u TE puferu
(10 mM Tris, 1 mM EDTA) u omjeru 1:200.

Odredivanje aktivnosti DNaza temelji se na promjeni intenziteta fluorescencije zbog
hidrolize DNA djelovanjem DNaza prisutnih u proteinskom ekstraktu i smanjenju
udjela kompleksa dIDNA - PicoGreen®. Fluorescencija je mjerena u nativhom uzorku
(Fu), a zatim u uzorku inkubiranom 15 minuta na temperaturi od 95 °C (Fo) u
termobloku (Thermomixer 5437, Eppendorf). Aktivnost DNaze (AF) izraCunata je
prema izrazu AF = Fo - Fu. Za mjerenje intenziteta fluorescencije koristen je CitaC
mikrotitarskih plo¢a Fluoroscan Ascent microplate reader (Labsystem, Finland)
opremljen kombinacijom filtera s ekscitacijom pri valnoj duljini od 485 nm i emisijom

pri 520 nm.

3.4. Obrada podataka

Podatci su prikazani graficki kao aritmetiCka sredina i standardna devijacija
koriStenjem programa Microsoft Excel 2013. U programu Statistica 9.0. utvrdene su
statistiCki znaCajne razlike izmedu kontrolnih uzoraka i uzoraka dagnji izlozenih
razliitim koncentracijama benzo(a)pirena. Neparametrijski test Kruskal Wallis
koriSten je za utvrdivanje razlike medu uzorcima, a post hoch Mann-Whitney U test

za razliku izmedu dva uzorka.
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4. REZULTATI

Aktivnosti kisele DNaze (1,59 + 0,82) izmjerene u probavnoj Zlijezdi dagnje izloZzene
DMSO-u koji je koristen kao otapalo za benzo(a)piren, uzete su kao kontrolne
vrijednosti.

Aktivnosti kisele DNaze izmjerene u Skrgama dagnje izlozenim DMSO-u (0,03 £0,02)

uzete su kao kontrolne vrijednosti.

4.1. Aktivnost kisele DNaze u probavnoj zlijezdi pod utjecajem benzo(a)pirena

Aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi dagnje nakon izlaganja razli€itim
koncentracijama benzo(a)pirena prikazana je na slici 6. Kao $to je vidljivo iz grafa s
porastom koncentracija benzo(a)pirena aktivnost kisele DNaze se povecavala. Na
slici je uo€en nagli porast aktivnosti kisele DNaze pri povecanju koncentracije od 0,1
Mg/L i iznosi 10. Povecanjem koncentracije zagadivala od 1 ug/L i 10 pg/L BaP-a
vidljiva je konstantna aktivnost kisele DNaze. Posljednji porast aktivnosti kisele
DNaze dogada se pri koncentraciji BaP-a od 20 ug/L. Postoje statistiCki znacajne
razlike (p<0,05) u aktivnosti kisele DNaze u kontrolnim uzorcima i uzorcima izlozenim
razli¢itim koncentracijama benzo(a)pirena (0,01 pg/L, 0,05 ug/L, 0,1 pg/L, 1 pg/L, 10
Mg/L, 20 ug/L), sto je vidljivo iz tablice 1.

20 ~

(AF)

Aktivnost kisele DNaze

10 100

BaP (ug/L)
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Slika 6. Aktivnosti kisele DNaze izmjerene u probavnoj Zlijezdi dagnje izlozene

benzo(a)pirenu kroz 96h.

Tablica 1. Testiranje ucCinka benzo(a)pirena na aktivnost kisele DNaze u probavnoj
Zlijezdi. Kruskal Wallis test (H=44,52, df=6, p=0,0001) je ukazao znacajnu razliku
medu skupinama, a razlike u pojedinim vrijednostima izraCunate su Mann-Whitney

testom. U tablici su prikazane p vrijednosti testa. StatistiCki znacajne vrijednosti su

podebljane.

BaP ug/L 0,01 0,05 0,1 1 10 20
0,01 0,879 0,010 0,010 0,0001 0,0001
0,05 0,012 0,096 0,006 0,0001
0,1 0,879 0,705 0,041

1 1,000 0,365
10 0,001
Kontrola | 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

4.2. Aktivnost kisele DNaze u Skrgama pod utjecajem benzo(a)pirena

Aktivnost kisele DNaze u S$krgama dagnje nakon izlaganja razli¢itim koncentracijama
benzo(a)pirena prikazana je na slici 7. 1z grafa je vidljivo da se dodatkom najmanje
koncentracije BaP-a od 0,01 pg/L aktivnost kisele DNaze naglo povecala sa 7.5 na
15. Nakon toga, dodatkom sve vecih koncentracija slijedi pad aktivnosti kisele
DNaze. Nagli pad moze se uociti dodatkom BaP od 0,1 pg/L. Pad aktivhosti se
nastavlja dodatkom zagadivala od 1 ug/L i 10 pg/L dok se dodatkom zagadivala od
20 pg/L dogada blagi porast u aktivnosti kisele DNaze. Postoje statistiCki znacajne
razlike (p<0,05) u aktivnosti kisele DNaze u konrolnim dagnjama i dagnjama
izloZzenim razli€itim koncentracijama benzo(a)pirena (0,01 pg/L, 0,05 pg/L, 0,1 ug/L, 1

Mg/L, 10 ug/L, 20 ug/L), kao sto je vidljivo iz tablice 2.
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Slika 7. Aktivnost kisele DNaze u Skrgama pod utjecajem benzo(a)pirena
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Tablica 2. Testiranje uCinka benzo(a)pirena na aktivnost kisele DNaze u Skrgama.

Kruskal Wallis test (H=38,59, df=6, p=0,0001) je ukazao znacajnu razliku medu

skupinama, a razlike u pojedinim vrijednostima izraCunate su Mann-Whitney testom.

U tablici su prikazane p vrijednosti testa. StatistiCki znacajne vrijednosti su

podebljane.

BaP pg/L 0,01 0,05 0,1 1 10 20
0,01 0,150 0,001 0,004 0,0001 0,0005
0,05 0,015 0,069 0,0002 0,0008
0,1 0,289 0,449 0,449

1 0,002 0,012
10 0,705
Kontrola | 0,010 0,173 0,096 0.449 0,0001 0,0006
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5. RASPRAVA

Oneciscenje morskih ekosustava danas je sveprisutno te nastaje kombinacijom
oceane. Zagadenje rezultira Stetnim posljedicama na okoli§, zdravlje organizma pa

time i na ekonomiju.

U ovom radu istrazen je odgovor kisele DNaze na razliCite koncentracije
benzo(a)pirena (BaP) koji spada u skupinu policiklickin aromatskih ugljikovodika
(PAU) Ciji su izvori povezani s ljudskom aktivnoSc¢u, iako mogu u more dospjeti i
prirodnim putem kao npr. vulkanskim erupcijama i Sumskim poZarima. Aktivhost
kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi i Skrgama Skoljkasa utvrdena je fluorimetrijskom
metodom KkoristeCi osjetljivo, fluorescentno PicoGreen® obojenje koje u kratkom
vremenu omogucuje obradu veceg broja uzoraka (Fafandel i sur., 2008). Izlaganje
Skoljkasa razliCitim koncentracijama zagadivala izazvala je odgovor u istraZivanim
tkivima, probavnoj Zlijezdi i Skrgama, na stres te stimulirala aktivnost enzima kisele
DNaze kao obranu. Kod kontrolnih vrijednosti Skrga i probavne Zlijezde zabiljezene
su statisticki znaCajne razlike koje su posljedica izlozenosti DMSO-u. DMSO sluzi
kao organsko otapalo u kojem smo otopili BaP. Cak su i najmanje koncentracije
zagadivala ucinile promjene u oba izloZzena tkiva. Povecéanje koncentracije
zagadivala dovelo je do povecanja aktivnosti kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi u
odnosu na kontrolu. Isti takav odgovor probavne Zlijezde unutar kojih je doSlo do
povecanja aktivnosti kiselih DNaza sa rastom koncentracije zagadivala zabiljezen je
pod utjecajem okoliSnih mjeSavina zagadivala na aktivnost kisele DNaze u Skoljkasu
Mytilus galloprovincialis: ex situ i in situ istrazivanje (Kovaci¢ i sur., 2017), kod
srednje zagadenog mjesta- luka (Rijeka) i visoko zagadenog mjesta-gradskog otpada
(Vranji¢). Jedinke u nasem istrazivanju uzorkovane su iz uzgajalista u Limskom
kanalu poCetkom srpnja kada je aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi najviSa
(Kovaci¢ i sur., 2017), pa se tada mogu uociti najviSe i najmanje aktivnosti kiselih
DNaza tih dvaju tkiva. Veliku enzimsku aktivnost probavne Zlijezde tijekom ranog
prolje¢a pa sve do kasnog ljeta moze objasniti reproduktivni ciklus dagnje kada su
Skoljkasi ukljueni u zadnji stadij gametogeneze i mrijesta (Gabbott, 1983). Osim
toga i dostupnost hrane ima bitan utjecaj na enzimsku aktivnhost. Kao posljedica

visoke dostupnosti hrane, povecana metaboliCka stopa tijekom ranog proljeca i
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krajem ljeta dovodi do viSka proizvodnje kisikovih radikala koji bi mogli ostetiti DNA
morskih organizama (Breen i Murphy, 1995; Cadet i sur., 1997), a time dovesti i do
povecanja fagocitoze i endocitoze ¢ime bi se povecala aktivnost lizosomalnih enzima
u probavnoj Zlijezdi (Robert i sur., 2011). Za razliku od probavne Zlijezde, aktivhost
kisele DNaze u Skrgama pokazuje najmanju aktivnost u ljetnim mjesecima (Kovacic i
sur., 2015). Samo je dodatkom najmanje koncentracije zagadivala od 0,01 pg/L
zabiljezen porast aktivnosti kisele DNaze. Znaajno smanjenje aktivnosti kisele
DNaze u Sskrgama dagnje sa smanjenjem kvalitete vode u skladu je sa radom gdje su
mijerili posljedice razliCitih mjeSavina zagadivala okoliSa na aktivnost kisele DNaze u
Mytilus galloprovincialis (Kovaci¢ i sur., 2017) te u sustavu ispitivanja DNaza u
morskom jezincu (Menzorova i Rasskazov, 2009) i u promatranju zabiljeZenom za
Crenomytilus grayanus (Menzorova i Rasskazov, 2007). U ovom istrazivanju vazno
je naglasiti, da bez obzira na primjecen sezonski ciklus odgovora kisele DNaze na
uvjete u okoliSu, utjecaj zagadivala (BaP-a) na organe ostao je primjecen. To je
osobito naglaseno za aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi gdje se aktivnost

povecala s dodatkom zagadivala.

Nasa istrazivanja mozemo usporediti s radom (Kovaci¢ i sur., 2017), gdje su dobiveni
rezultati pokazali da je aktivnhost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi i Skrgama
SkoljkasSa specifitna za ta dva tkiva. Naime, aktivnost kisele DNaze u probavnoj
Zlijezdi korelira s toksi¢nosti organskih ekstrakata u morskoj vodi dok Skrge nisu
pokazale korelaciju na toksi¢ni potencijal takvih ekstrakta (Kovacic¢ i sur., 2017). U
radu Kovaci¢ i Medi¢, 2016. istrazen je utjecaj klorpirifosa kao organofosfatnog
pesticida na utjecaj kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi i Skrgama M. galloprovincialis.
Nakon izlaganja Skoljkasa najmanjoj koncentraciji klorpirifosa, aktivnost kisele DNaze
u probavnoj Zlijezdi i Skrgama je znacajno razliCita od kontrole, kao sto je zabiljezeno
i u ovom istrazivanju. Aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi pokazala je vecéu
osjetljivost na razliCite koncentracije klorpirifosa nego $to je to zabiljezeno u Skrgama.
U ovom istrazivanju, pod utjecajem BaP-a aktivnost kisele DNaze pokazala je
takoder vecu osjetljivost u probavnoj Zlijezdi. Zanimljivo je primjetiti da se s porastom
koncentracije klorpirifosa, aktivnost kisele DNaze u probavnoj zlijezdi smanijivala, a u
Skrgama povecavala (Kovacic¢ i Medi¢, 2016). Ovo istrazivanje je pokazalo da se pod
utjecajem B(a)P-a aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi povecava, a u Skrgama

smanjuje, Sto je obrnuti u€inak. To dokazuje da svako zagadivalo reagira drugacije
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na odredeno tkivo, te da svako tkivo ima drugaciji odgovor na odredeno zagadivalo
(Kovacic¢ i Medi¢, 2016). Takav specifiCan odgovor moze biti posljedica fiziokemijskih
aktivnosti koje su karakteristicne za takve organe, bilo s obzirom na aktivaciju ili
detoksifikaciju zagadivala ili na popravljanje razliCitih tipova DNA lomova (Ali i sur.,
2008).

Iz toga proizlazi da jedno zagadivalo ne mora biti glavni ¢imbenik koji utjeCe na
promjene u aktivnosti enzima kisele DNaze ve¢ da i drugi faktori kao temperatura,
dostupnost hrane, grada organizma. Stovide, toksiéni efekti u tkivima $koljkasa ovise
ne samo o toksi¢nim koncentraciama u okoliSu nego i o biodostupnosti,
bioakumulaciji i metabolizmu (Kovaci¢ i Medi¢, 2016). Stvaran utjecaj nekog spoja u
morskom ekosustavu na prirodnu populaciju dagnji tesko je procijeniti, jer je u okoliSu
prisutan velik broj oneciscivala, koji dolaze u mjeSavinama te tako utje€u na razlicite
stupnjeve bioloSke organizacije u morskim organizmima, od substaniéne, preko
stani¢ne razine do razine ekosistema (Kovaci¢, 2015). Vazno je pratiti razliCite
promjene na organizam dagnji, od aktivnosti enzima do histokemijskih promjena na
Razumijevanije fiziologije Skoljkasa kao i stani¢ne biologije vazno je za biomonitoring i
pratenje stanja u okoliSu s ciliem otkrivanja promjena u okoliSu nastalih

onecis¢enjem.
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6. ZAKLJUCCI

1. U ovom istrazivanju ustanovljena je tkivna specificnost u odgovoru aktivnosti
kisele DNaze iz Skrga i probavne Zlijezde dagnje na razliCite koncentracije

benzo(a)pirena s povecanjem ili smanjenjem.

2. Aktivnost kisele DNaze povecava se povecanjem koncentracija zagadivala u

probavnoj Zlijezdi dagnje.

3. Aktivnost kisele DNaze smanjuje se dodavanjem viSih koncentracija BaP-a u

Skrgama dagnije.
4. |straZivanja ukazuju da je aktivnost kisele DNaze u probavnoj Zlijezdi pogodna

za razlikovanje razliCitih koncentracija zagadivala BaP-a koje mogu biti

prisutne u okoliSu, te se koristi kao biomarker kontaminiranog podrucja s PAU.
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SAZETAK

Benzo(a)piren (BaP) je poznato genotoksicno i kancerogeno zagadivalo koje spada u
skupinu policiklickin aromatskih ugljikovodika (PAU) koje u morski okoli§ moze
dospjeti prirodnim putem ili djelovanjem Covjeka. Kisela DNaza je lizosomalni enzim
koji ima vaznu ulogu u zastiti organizma od zagadivala prisutnih u okoliSu. U ovom
radu utvrdena je aktivnost kisele DNaze za probavne Zlijezde i Skrge dagnje Mytilus
galloprovincialis dodatkom razli¢itih koncentracija (0,01 upg/L, 0,05 pg/L, 0,1 pg/L, 1
po/L, 10 upg/L, 20 ug/L) BaP-a. Kod kontrolnih vrijednosti u oba istrazivana tkiva
zabiljeZzene su statisticki znacCajne razlike. U probavnoj Zlijezdi uoCen je porast
aktivnosti kisele DNaze sa povecanjem koncentracije BaP-a, dok je u Skrgama
aktivnost kisele DNaze povecanjem koncentracije BaP-a padala. lako je vidljiv
sezonski odgovor kisele DNaze na uvjete u okoliSu, utjecaj zagadivala ostao je
primjecen. Probavna zlijezda se smatra kao najaktivniji organ ukljuen u metabolizam
organskih tvari i biotransformacijskih procesa te je ona u ovom radu pokazala vecu

osjetljivost na BaP.
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Effect of benzo(a)pyrene on acid DNase activity in mussel Mytilus
galloprovincialis tissues

ANA HALOVANIC

ABSTRACT

Benzo(a)pyrene (BaP) is a known genotoxic and carcinogenic agent that belongs to
polycyclic aromatic hydrocarbons which can be found in marine environments caused
by natural sources or anthropogenic activities. Acid DNase is lysosomal enzyme that
plays an important role in the protection of organisms against xenobiotics that occur
in the environment. In the present study, acid DNase activity for digestive gland and
gills of mussel Mytilus galloprovincialis was determined by adding different
concentrations (0,01 ug/L, 0,05 pg/L, 0,1 pg/L, 1 pg/L, 10 pg/L, 20 ug/L) of BaP. In
both investigated tissues, control groups expressed significant difference. Digestive
gland showed an increase of acid DNase activity following exposure of BaP, while
acid DNase activity in gills has been decreased. Although the seasonal response by
acid DNase activity on environmental conditions is apparent, the impact of pollutants
remained noticeable. The higher acid DNase activity was detected in the digestive
gland which is considered to be the most active organ involved in metabolism of

organic compounds and biotransformation activities.
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